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RESUMO

FERNANDES, Vanessa Neves de Azevedo. M. Sc. Universidade Estadual de
Maringa, fevereiro de 2013. Estrutura genética de amostras de Mandacaru
usando locos heterélogos de microssatélites. Professora Orientadora: Claudete
Aparecida Mangolin. Professores Conselheiros: Maria de Fatima Pires da Silva
Machado e Maria Claudia Ruvolo Takasusuki.

Cereus, género de cacto ornamental conhecido como mandacaru, € cultivado em
jardins e reservas, com importancia ecoldgica, econémica e industrial, devido a
diversidade de compostos que produz. O objetivo do trabalho foi estimar a
transferibilidade de marcadores microssatélites de outras espécies de cactaceas
para mandacaru e com eles analisar a diversidade genética para estabelecer
relacbes de similaridade ou divergéncia genética entre as diferentes amostras
cultivadas nas regides Nordeste, Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil. Para a
selecdo de marcadores microssatélites, foram avaliados 33 pares de primers,
desenvolvidos para diferentes espécies de cactaceas. Dessa avaliacdo, foram
selecionados 10 pares de primers desenvolvidos a partir de Polaskia chichipe,
Ariocarpus bravoanus, Astrophytum asterias e Echinocactus grusonii, obtendo uma
transferibilidade de 30,30% para o mandacaru. Dois dos primers analisados
forneceram informacéo para 2 locos. Foram avaliados doze locos heterélogos de
microssatélites em 21 amostras de mandacaru. O polimorfismo médio para as
amostras foi de 58,33%; os locos avaliados apresentaram 31 alelos, com média de
2,58 alelos por loco. A andlise das frequéncias genotipicas indica distorcdo na
segregacao para 68 locos e suas frequéncias nao apresentam distribuicdo de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg. O valor médio de Fis (0,0407) indica déficit de
heterozigotos para os locos estudados. A frequéncia diferencial de determinados
alelos nas amostras resultou em grande divergéncia genética (Fst = 0,4914). As
relacoes de similaridade e dissimilaridade entre as amostras apresentam valores de
identidade variando de 0,2249 a 0,9749. Estas foram organizadas em um
dendrograma formando trés grupos, sendo dois formados por diferentes amostras
coletadas no estado do Parana, S&o Paulo, Piaui e Bahia e o terceiro grupo
constituido apenas por amostras coletadas no estado do Mato Grosso do Sul. As
andlises forneceram uma percentagem de variacdo de 55% entre as amostras e,
dentro destas, de 45%. As relagcdes genéticas entre os genotipos individuais
indicam, também, a formacdo de 3 grupos diferentes, com o isolamento do grupo
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composto pelos individuos da regido Centro Oeste. Além disso, o baixo valor obtido
para o teste de mantel r>=0,06 mostrou que a diferenciacdo entre as amostras ndo
esta relacionada a distancia geografica que as separam. Os resultados obtidos neste
trabalho sugerem um processo de especiacdo do género Cereus, sendo que as
plantas que crescem nas quatro regides podem corresponder a diferentes espécies

do género ou podem se tratar de um grupo em processo de especiacao.

Palavras-chave: Mandacaru, microssatélites, transferibilidade.
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ABSTRACT

FERNANDES, Vanessa Neves de Azevedo. M. Sc. Universidade Estadual de
Maringa, fevereiro de 2013. Genetic structure of samples of mandacaru using
heterologous loci microsatellite. Adviser: Claudete Aparecida Mangolin.
Committee Members: Maria de Fatima Pires da Silva Machado and Maria Claudia
Ruvolo Takasusuki.

Cereus is an ornamental cactus, popularly called “mandacaru” in Brazil, cultivated in
gardens and in biological preservation areas. The species is ecologically,
economically and industrially important due to the great variety of compounds it
produces. This current research estimates the transferability of microsatellite markers
of other cactus species to “mandacaru” and analyzes the specie's genetic variability
establishing a relation of similarity or divergence between different samples grown in
regions Northeast, South, Southeast and Central of Brazil. Thirty-three pairs of
primers developed from different cactus species were evaluated for characterized the
microsatellite markers. From the evaluation were selected ten pairs of primers
developed from Polaskia chichipe, Ariocarpus bravoanus and Echinocactus grusonii
giving a 30.30% transferability of these primers to “mandacaru”. Two of the
microsatellites provided information for 2 loci, by this way were evaluated 12
microsatellite heterologous loci in 21 “mandacaru” samples. The polymorphism for
the 21 samples reached 58,33%, evaluated loci showed 31 alleles at an average of
2.58 alleles per locus. Analysis of genotype frequency suggests a segregation
distortion for 68 loci in which their frequency failed to present a Hardy-Weinberg
equilibrium distribution. The average Fis value rate (0.0407) indicated a deficit of
heterozygotes for the loci under analysis. Differential frequency of certain alleles in
the different samples produced high genetic divergence (Fst = 0.4914) among them.
Analyzes revealed greater genetic diversity between samples than within them,
corroborating the intermediate gene flow (Nm = 0.2588). The relations of similarity
and dissimilarity among the 21 samples ranged between 0.2249 and 0.9749, and
produced a three-group dendrogram, two groups were made up from different
samples collected in the state of Parana, Sao Paulo, Piaui and Bahia whereas the
third one was formed by samples collected in the state of Mato Grosso do Sul. The
analysis provided a percentage variation between the samples of 55%, and within
these 45%. The genetic relationships among individual genotypes also indicate
formation of three different groups with the insulation from the group consisting for
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individuals from the region of Pantanal. The low values obtained for the test mantel r2
= 0.06 shows that differentiation between samples is not related to the geographical
distance separating. The results obtained in this study suggest a process of
speciation of the genus Cereus, so the plants that grow in the four regions in
analyzes are plants that may correspond to different species of the grup in the

process of speciation.

Keywords: Cactus, microsatellite and transferability.



1. INTRODUCAO

As Cactaceaes dominam as regides aridas e semiaridas no Novo Mundo
(Figueredo et al., 2010), com uma vasta distribuicdo que abrange desde o Canada
ao extremo sul da América do Sul. Estas podem ser encontradas em habitats que
variam de exuberantes a desertos extremamente secos. As espécies adaptadas as
condicbes de deserto tornam-se o0 Unico recurso de alimento em um ambiente
crescentemente quente e propenso a seca (Prado et al., 2010). Essa ampla
diversidade de habitats resultou em diversas formas e tamanhos de cactos
(Anderson, 2001).

Cereus peruvianus Mill.,, conhecida como mandacaru em grande parte das
regibes brasileiras, tem sido alvo de investigacbes desde a década de 1990
(Mangolin et al., 1994a; Mangolin et al., 1994b; Torquato et al., 1995). O fator que
estimulou os estudos iniciais foi principalmente a utilizacdo dos caules das plantas
de C. peruvianus como fonte de produtos do metabolismo primario e também de
metabolitos secundérios 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 aplicacdo como barreira impermeavel
(Dembitsky e Rezanka, 1996; Rezanka e Dembitsky, 1998) e uma goma viscosa
com diversas aplicacdes 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 aplicacdo de polieletrdlitos sintéticos usados em
processos de tratamento de aguas residuais de industrias.

Além do interesse econbmico, industrial e fitoterapico, C. peruvianus vem
sendo domesticada a partir da década de 1990, na regido de Israel (Nerd et al.,
1993; Weiss et al., 1993; Mizrahi e Nerd, 1999), onde é caracterizada como um fruit
crop, sendo plantada comercialmente ainda em pequena escala. Devido ao valor
comercial de seus frutos, foi implementado em Israel um programa de melhoramento
genético, visando a obter frutos maiores, mais saborosos e que permanegam
intactos (sem rachaduras precoces) até o seu completo amadurecimento. Este
programa de melhoramento genético para a obtencéo de frutos comercializaveis de

C. peruvianus foi apontado como sendo limitado pela baixa diversidade genética



encontrada nos clones que vém sendo cultivados com tal finalidade (Gutman et al.,
2001).

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, as plantas de mandacaru sao
frequentemente cultivadas como plantas ornamentais, na regido Nordeste elas
também sdo usadas como plantas forrageiras para pastagens em época de seca
intensa. As plantas de mandacaru das trés regides brasileiras tém morfologia
semelhante, mas sado denominadas como espécies diferentes: Cereus jamacaru
(regido Nordeste), C. peruvianus (regido Sul), e C. hildmannianus (regido Sudeste).
Apesar das diferentes denominac¢des para as plantas de mandacaru, os seus caules
sao constituidos por uma mucilagem especifica, formada por heteropolissacarideos
complexos, que retém &gua, permitindo suportar solos secos e aridos, servindo,
assim, de alimento para os animais silvestres e domesticados de pequeno e grande
porte (Cavalcanti e Resende, 2006). Além disso, suas flores e frutos podem servir de
alimentos para insetos e passaros silvestres.

O centro de diversidade da familia Cactaceae é o México (Prado et al.,
2010), onde sado encontradas diversas espécies, muitas de importancia econdmicas
para o mercado interno, como para o internacional (Hughes et. al., 2008). A
diversidade genética tem sido examinada para poucas espécies de cactaceas e, no
entanto, esses estudos mostram alta variacdo genética, mesmo para aquelas de
distribuicdo restrita. Muitas espécies de cactaceas estdo correndo o risco de
extingdo, o que vem aumentando o interesse em se obter um maior conhecimento
do genoma destas, isso porque tais informaces poderdo auxiliar os programas de
conservacao (Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005; Terry et al., 2006; Hughes et al.,2008;
Hardesty et al., 2008). Pesquisas envolvendo diversidade genética de espécies da
familia Cactaceae, que apresentam diferentes combinacbes de historia e
caracteristicas ecoldgicas, poderdo ajudar a identificar grupos particularmente
vulneraveis aos fatores responsaveis pela erosdo da diversidade genética
(Figueredo et al., 2010).

Para analisar a estrutura genética das populacdes, € recomendado utilizar
marcadores moleculares com tipo de heranga codominante, tais como as isozimas,
ou baseado em DNA, usando, por exemplo, locos de sequéncias simples repetidas
(SSR; Simple Sequence Repeated), também denominadas de microssatélites, uma
classe de marcadores moleculares baseada em PCR (Litt e Luty, 1989; Weber e
May, 1989).



Os microssatélites sao repeticdes de poucos pares de bases de DNA (2 — 6
pb) em sequéncias, onde as repeticbes mais abundantes sdo os dinucleotideos
(repeticbes de 2 pares de bases). Estas sequéncias repetidas séo distribuidas
aleatoriamente no genoma (Jacob et al., 1991; Agarwall et al., 2008). Em plantas, os
microssatélites estdo amplamente distribuidos nos cromossomos, com frequéncia
média de um a cada cinquenta mil pares de base (Litt e Luty, 1989).

O objetivo do presente estudo foi utilizar marcadores microssatélites,
desenvolvidos a partir do genoma de diferentes espécies de cactaceas para estudar
as plantas de mandacaru cultivadas em regides diferentes do Brasil a fim de

evidenciar de que forma essas popula¢cdes estao estruturadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Cactaceae, distribuicdo e importancia econdmica

A familia Cactaceae é composta por espécies dicotiledéneas pertencentes a
divisdo Magnophyta. Nativas do Novo Mundo, foram certamente dispersas para
outras localidades, principalmente por passaros e outros dispersores como macacos
e lagartos. Sao plantas endémicas das Américas e se distribuem desde o Norte do
Canada até a Patagbnia Argentina, suportando os frios das planicies norte-
americanas e as intensas secas e elevadas temperaturas dos desertos sul-
americanos. A espécie também pode ser encontrada na bacia do Mediterraneo,
Oriente Médio, Africa do Sul, india, Tailandia e Australia (Britton e Rose, 1919;
Anderson, 2001; Wallace e Gibson, 2002).

Entre as plantas vasculares, a familia Cactaceae é a segunda quanto ao
namero de espécies, apresentando aproximadamente 125 géneros (Areces, 2004) e
mais de 1.300 espécies (Hunt et al., 2006), com grande variedade de formas e
adaptacdes (Rizzini, 1987). A familia encontra-se subdividida em trés subfamilias:
Pereskioideae, Opuntioidae e Cactoideae (Barthlott e Hunt 1993) e, mais
recentemente, foi proposta uma nova subfamilia, a Mahiuenioideae (Anderson
2001). No Brasil, segundo Veloso et al., (1991), a familia das cactaceas possui
representantes ocupando cada um dos seis dominios fitogeograficos do pais
(Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampas, Pantanal e Amazonia). De acordo com
Zappi et al., (2011) o Brasil apresenta um total de 37 géneros nativos de cactaceas,
0 que corresponde a cerca de 30% dos géneros existentes no Novo Mundo.

Segundo Rizzini (1987), as espécies de cactaceas que ocorrem no Brasil
podem ser classificadas em cinco grupos, de acordo com o seu habitat: 1) silvicolas,
que habitam as florestas pluviais amazbnica e atlantica, com predominancia de
espécies epifitas; 2) savanicolas, que habitam o cerrado; 3) campestres, que
habitam campos os rupestres de Minas Gerais; 4) litoraneas que habitam o litoral
brasileiro; 5) xerdfilas, encontradas no bioma caatinga, abrangendo maior nimero
de espécies.

As espécies encontradas em regides tropicais e temperadas distribuem-se
em uma ampla variedade de habitats, desde regibes aridas até florestas Umidas

(Hunt e Taylor, 1990). Essa diversidade de habitat resultou em cactos de diversas
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formas e tamanhos, com flores e frutos das mais variadas cores e de beleza
incontestavel (Anderson, 2011). Por ser uma familia cujos representantes ocorrem,
predominantemente, em regides aridas, alguns de seus caracteres podem ser
interpretados como adaptativos (Gibson 1986, Mauseth e Ross 1988, Sajeva e
Mauseth 1991, Mauseth e Sajeva 1992, Mauseth 1993a, b, Mauseth e Plesmons-
Rodriquez 1998, Soffiatti e Angyalossy 2003).

A familia Cactaceae é caracterizada por plantas suculentas, com caules
carnosos, rolicos, aplanados, globulares, tuberculados, em forma de costelas, asas
ou achatados, podendo apresentar folhas caducas ou completamente ausentes,
sendo geralmente segmentados e com espinhos (Hunt 1999, Gola et al, 1965). A
morfologia dos caules nas cactaceas pode ser considerada uma caracteristica
marcante, sendo usada ha mais de quatro décadas para discriminar géneros e
espécies de cactos (Britton e Rose, 1963; Altesor e Ezcurra, 2003). Elas apresentam
uma grande variedade de formas e adaptacdes, sendo em sua grande maioria
terrestres, mas existem algumas espécies epifitas. Varios trabalhos foram realizados
utilizando a morfologia como importante ferramenta na taxonomia da familia, entre
eles os de Britton e Rose (1937), Zappi (1994), Taylor (2000) e Rocha e Agra (2002).

Alguns aspectos anatémicos tém se revelado Uteis em termos diagnosticos,
como o padrdo de espessamento das paredes celulares da hipoderme, o tipo de
espinhos nas aréolas, a ocorréncia de feixes vasculares corticais e medulares e o
tipo e a localizacdo de estruturas secretoras (Conde 1975, Mauseth 1989, 1999,
Silva e Alves 1999, Soffiatti e Angyalossy 2003).

2.2. O género Cereus

O género Cereus foi primeiramente descrito por Hermann, em 1698, e
depois por Miller, em 1754, e inclui 900 espécies publicadas. Em 1909, Riccobono
dividiu o género e criou a denominagdo Piptanthocereus, hoje com 24 espécies.
Estas espécies possuem flores, frutos e espinhos semelhantes e estdo presentes
desde a india at¢é a América do Sul (Britton e Rose, 1963). De acordo com as
descri¢cdes de Morton (1987) e Mizrahi et al. (1997), as espécies do género Cereus,
pertencente a subfamilia Ceroideae, sdo cactaceas com caule ereto, arb6reas com
mais de 10 metros de altura, cujo tronco principal pode alcancar 50 cm de diametro,

com um numero e disposicdo de costelas longitudinais variaveis, onde estao



inseridos os botdes axilares que contém espinhos (folhas modificadas), conhecidos
como aréolas (Figura 01). De acordo com as evidéncias de Morton (1987), Mizrahi et
al. (1997) Ruvolo-Takasusuki et al. (2006), as flores de C. peruvianus (Figura 02)
sd@o noturnas e autoincompativeis, requerendo polinizagcdo cruzada, que geralmente

é realizada por insetos como mariposas e abelhas.

Figura 1 - Planta de mandacaru. Fonte: http://bahcedekor.blogspot.com.br

Os frutos sé@o produzidos cerca de dois a trés anos apds a propagacao por
mudas ou de trés a cinco anos apos a germinacdo de sementes. Estes sdo grandes
e apresentam uma pele lisa com coloracéo variando de amarelo a vermelho e polpa
branca que contém pequenas e numerosas sementes pretas (Figura 03). Possuem
formato elipsoide ou arredondado, com cerca de 20cm de comprimento e 12cm de
didmetro. A origem da espécie Cereus peruvianus ainda ndo esta esclarecida, mas
alguns autores acreditam ser originaria do Brasil (Mizrahi e Nerd, 1999).

Além de ornamentais, por possuirem flores bonitas e perfumadas, as plantas
da espécie Cereus possuem valor ecolégico em regides xerofitas por armazenarem
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grandes quantidades de agua. Em época de seca, sao utilizadas como ragcdo para
0S animais. As raizes e o caule do mandacaru sdo poderosos diuréticos e também
sdo usados para resolver problemas cardiacos. A planta, como um todo, € ainda
usada nas afeccbes do aparelho respiratério, como bronquites, tosses rebeldes e
problemas de bexiga. Da polpa de C. peruvianus, bem como de outras espécies de
cactos, sado extraidos heteropolissacarideos que sdo substancias sollveis em agua,
com a capacidade de flocular particulas coloidais, sem alterar o pH, atuando como
coagulantes primarios e comportando-se como polieletrélitos, Uteis no tratamento de
aguas industriais (Kirchmer et al.,, 1965). As plantas desta espécie também
produzem alcaloides aminas (Vries et al., 1971; Oliveira e Machado, 2003), ésteres
de cera com potencial de aplicacdo como barreira impermeavel (Dembitsky e
Rezanka, 1996; Rezanka e Dembitsky, 1998) e uma goma viscosa com diversas
aplicacdes industriais (Alvarez et al.,, 1992; 1995; Nozaki et al., 1993; Barros e
Nozaki, 2002). Existe também sugestdo para 0 uso potencial em processos
fitoterapicos (Tanaka et al., 2010). Além disso, a polpa tem importante aplicacdo na
formulacdo de cosméticos (Alvarez et al., 1992).

Figura 2 - Flor de mandacaru.



Figura 3 - Anatomia, coloracdo e parte interna do fruto de mandacaru. Fonte:
www.projectnoah.org.

Paralento a crescente utilizagdo das cactaceas na industria e comércio, vém
aumentando cada vez mais o0s investimentos e, consequentemente, o nimero de
pesquisas com plantas dessa familia visando a um melhor conhecimento do seu
genoma (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; Hughes et al., 2008;
Hardesty et al., 2008). As informacfes genéticas também poderao ser utilizadas para
solucionar problemas na taxonomia complexa de cactaceas e auxiliar nos programas
de conservacdo e restauracdo, fornecendo dados sobre a maneira como as
populacdes estdo estruturadas e como se encontra a distribuicdo da diversidade
genética, além de possibilitar a analise do fluxo génico entre as populacdes e a
avaliacdo dos efeitos da fragmentacdo em relacdo a diversidade genética. Estas
informacdes serdo importantes para a escolha de popula¢cbes que fardo parte de
programas de restauracdo e conservacao da espécie (Frankham et al., 2008).

2.3. Marcadores moleculares

Os estudos de polimorfismos nas populagdes, até o final da década de 1960,
eram baseados em avaliagbes de diferentes fenotipos morfoldégicos dos organismos
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entretanto, o pequeno numero de parametros
fenotipicos  morfolégicos disponiveis, classificava as populagbes como
geneticamente homogéneas (Futuyma, 1992). Apesar de suas limitacdes, o0s

marcadores morfologicos contribuiram significativamente para o estabelecimento



dos principios tedricos do mapeamento genético e das analises de ligacdo génica.
No entanto, o numero reduzido de marcadores fenotipicos disponiveis, a auséncia
de ligacdo destes com caracteres de importancia econdmica, os efeitos deletérios
das mutacdes e a influéncia ambiental restringiram sua utilizacdo (Guimaraes e
Moreira, 1999).

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fendtipo
decorrente da expressdao de um gene, como no caso de proteinas, caracteres
morfolégicos, ou de um segmento especifico de DNA (correspondentes a regides
expressas ou ndo do genoma), cuja sequéncia e funcdo podem ou nado ser
conhecidas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os marcadores moleculares apresentam
varias vantagens sobre os marcadores morfolégicos. Por fornecerem um numero
ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o genoma e
também por serem independentes dos efeitos ambientais e do estado fisioldgico da
planta, permitem a identificacdo precisa e precoce dos genoétipos de interesse
(Guimarées e Moreira, 1999).

Um dos primeiros estudos de variacdo genética foi a técnica de eletroforese
de proteinas. A técnica permitiu observar que cerca de 30% dos locos em cinco
populacdes de Drosophila pseudoobscura eram polimérficos (Lewontin e Hubby,
1966). A partir de entéo, a técnica de eletroforese, desenvolvida por Smithies (1955),
foi amplamente utilizada em estudos populacionais para varios tipos de organismos,
com a finalidade de quantificar a variagcdo genética em populagces de um modo
geral (Hunter e Markert, 1957).

A habilidade de separar proteinas pelo ponto isoelétrico e peso molecular
pode ser util na caracterizagdo de proteinas e na distincdo entre individuos. As
isoenzimas compreendem diferentes formas moleculares de uma mesma enzima,
com funcdes metabdlicas especificas e representam um grupo especializado de
proteinas, estando presentes em todos os organismos. Scandalios (1975) ja relatava
que 0 uso de isoenzimas como marcadores genéticos havia aumentado
significativamente no periodo de uma década, salientando que as isoenzimas
ofereceriam vantagens importantes sobre o0s marcadores morfolégicos
convencionais. O estudo de isoenzimas em plantas tornou-se comum nos ultimos
anos. As isoenzimas sao, de maneira geral, marcadores excelentes, pois, como sua
heranca € codominante, o heterozigoto € facilmente reconhecido e a segregacao

pode ser acompanhada de maneira confiavel.
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O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular tornou possivel a
manipulacdo do DNA, culminando com o surgimento dos varios tipos de marcadores
moleculares. Na década de 80, ocorreu o desenvolvimento de um meétodo de
amplificagdo de sequéncia de DNA que revolucionou a analise genética nos ultimos
anos: a reacao da polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) (Mullis
e Faloona, 1987; Saiki, et al., 1988). A técnica de PCR baseia-se na capacidade da
enzima polimerase replicar sequéncias de DNA em certas condi¢des laboratoriais, a
partir de um par de pequenos fragmentos iniciadores da fita molde (primers) que
flanqueiam a sequéncia que se deseja amplificar. Por meio de variacdes alternadas
e ciclicas de temperatura, permite a desnaturacdo, o anelamento de primer e a
extensdo de uma determinada sequéncia de DNA, que é amplificada, ciclo apés
ciclo, em progressdo geométrica, o que torna possivel sua visualizacdo em gel, em
forma de uma banda, apdés a sua separacdo por eletroforese. As principais
vantagens dos marcadores moleculares de DNA sobre os demais marcadores € o
fato de serem em geral neutros em relacdo a efeitos fenotipicos e possuirem maior
quantidade de informacao genética por loco (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Com a evolucao do conhecimento das técnicas, os marcadores moleculares
de DNA passaram a ser classificados em dois grupos: os de hibridizacdo e os de
amplificacdo de DNA. Dentre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e os minissatélites ou locos
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Entre os marcadores obtidos por
amplificacdo, estdo os RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e o microssatélite (ou SSR - Simple
Sequence Repeats).

A escolha do marcador molecular a ser utilizado depende de uma série de
fatores, como: o conhecimento dos tipos de marcadores, suas vantagens e
desvantagens, a verificacdo sobre a disponibilidade dos marcadores para a espécie
em estudo e a analise do objetivo do trabalho. Segundo Borém e Miranda (2005), os
marcadores podem complementar o melhoramento de forma distinta, fornecendo
uma medida confiavel da diversidade genética, que pode ser utilizada para a
determinacdo do grau de parentesco entre linhagens e variedades. Além disso, pode
contribuir, por meio de seu ligamento com alelos de interesse, no primeiro passo,
para o entendimento da biologia e da estrutura de muitas caracteristicas,

especialmente quantitativas. Assim, o uso de marcadores moleculares tem sido
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bastante Uutii em estudos de diversidade genética, sendo capaz de detectar

polimorfismos em varias espécies (Waldschimidt et al., 2002).

2.4. Microssatélites ou marcadores SSR

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados em grande variedade de
aplicacdes, incluindo determinacdo do grau de parentesco entre os individuos,
mapeamento de genes Uteis, selecdo assistida por marcadores, retrocruzamento,
genética de populagbes e estudos filogenéticos. Os marcadores SSR constituem a
classe mais polimérfica de marcadores moleculares atualmente disponiveis. Muito
frequentes e distribuidos ao acaso, eles permitem a mais completa cobertura de
qualguer genoma eucarioto. Todas estas caracteristicas reunidas fazem com que os
marcadores baseados em SSR sejam ideais para 0 mapeamento genético e fisico
de genomas, bem como para a identificacdo e discriminacdo de genotipos e estudos
de genética de populacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os microssatélites, também conhecidos por locos de sequéncias simples
repetidas (SSR), ou repeticdes curtas em tandem (STR), sdo repeticbes de 1 a 6
pares de bases (pb), distribuidas aleatoriamente no genoma dos eucariotos e
procariotos (Jacob et al., 1991). As sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma
espécie, permitindo a selecdo de primers especificos que amplificam via PCR,
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genotipos (Schlétterer, 2000). O
polimorfismo é detectado quando existe diferenca no comprimento do segmento,
sendo que cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
diferente do mesmo loco. O produto da amplificacdo € separado, por eletroforese,
em geéis de agarose de alta resolucdo, ou em géis de poliacrilamida corados com
nitrato de prata (Borém et al., 2009).

Os SSRs foram classificados de diversas formas, dependendo de seu
tamanho, tipo de unidade de repeticio e de sua localizagdo no genoma.
Dependendo do numero de nucleotideos por unidade de repeticédo, séo classificadas
como mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ou hexanucleotides (Rajwant et al., 2011). Os
microssatélites também podem ser classificados em trés familias: de repeticoes
puras, compostas, e interrompidas. Nas repeticbes puras, 0s locos de

microssatélites sado formados por um udnico motivo repetido; nas repeticbes
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compostas, mais de um motivo compde 0 microssatélite; e nas repeticoes
interrompidas os motivos sdo intercalados por nucleotideos que nao fazem parte da
unidade de repeti¢cdo (Pinto et al., 2009). Com base em sua localiza¢cdo no genoma,
0s microssatélites podem ser classificados como nucleares (nuSSR), mitocondriais
(mMtSSR) ou cloroplasmaticos (cpSSR). A maioria dos SSRs genémicos sdo SSRs
nucleares, no entanto, microssatélites sdo também distribuidos em mitocondrias e
cloroplastos (Rajwant et al., 2011).

Tais marcadores séo considerados como altamente susceptiveis a mutacdes
e guase invariavelmente apresentam um polimorfismo extensivo, resultante da
presenca de diferentes nimeros de elementos simples repetitivos. A variabilidade de
tamanho observada nos locos de microssatélites, normalmente, deve-se a adicdo ou
a delecdo do numero de cépias das unidades repetitivas. Essa alta taxa de mutacéo
permite extensiva variacdo alélica e altos niveis de heterozigosidade (Carvalho e
Pitcher, 1995). Diversos mecanismos foram sugeridos para explicar a elevada taxa
de mutacdo dos microssatelites, podendo ocorrer, durante a recombinacao,
crossing-over desiguais e derrapagem das DNA polimerases durante a replicagéo ou
o reparo do DNA (Strand et al., 1993).

Independentemente da origem da variacdo e do elemento repetitivo, cada
microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multialélico e de grande
conteudo informativo. Essa natureza altamente informativa, combinada com a
especificidade e rapidez da tecnologia de PCR e o seu carater codominante, fazem
desses marcadores uma eficiente ferramenta para estudo de genes eucaribticos
(Borém et al., 2009).

Os microssatélites vém sendo empregados com sucesso na discriminacao
de acessos e cultivares de bancos de germoplasma, detectando duplicagdes,
mistura de sementes, bem como a acdo de deriva genética e de cruzamentos nao
controlados (Olufowote et al., 1997; Melo, 2000; Souza, 2002). Também tém sido
Uteis na determinacdo do grau de parentesco entre individuos (Yang et al., 1994;
Melo, 2000), no esclarecimento sobre a estrutura genética ou a divisdo da variagao
entre individuos, populacbes e espécies (Dayanandan et al., 1997; Dayanandan et
al., 1999; White et al., 1997; Collevatti et al., 2001), além de possibilitar a construcao
de mapas genéticos (Wu e Tanksley, 1993; Bell e Ecker, 1994; Akkaya et al., 1995;
Cregan et al., 1999).
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No Brasil, o desenvolvimento e o uso de marcadores microssatélites de
plantas sdo mais recentes e estdo sendo empregados em estudos de espécies
florestais, como Caryocar brasiliensis (Collevatti et al., 1999), Ceiba pentandra
(Brondani et al., 2003), Oenocarpus bacaba (Lepsch-Cunha et al., 2003), Swietenia
macrophylla (Lemes et al., 2002), Copaifera langsdorffi (Ciampi et al., 2000; Gonela,
2005), Hymenaea courbaril (Alzate-Marin et al., 2006; Feres et al., 2006; Guidugli et
al. 2006), Eugenia uniflora (Ferreira-Ramos et al., 2006; Ferreira-Ramos et al.,
2008), Cariniana estrellensis e Cariana legalis (Guidugli et al., 2007).

2.5. Microssatélites em Cactaceae

A técnica de marcadores moleculares de microssatélites também esta sendo
empregada em cactaceas. Os trabalhos sdo recentes e apresentam resultados
satisfatorios, conforme o objetivo de cada autor (Schawabe et al., 2013, Butterworth
et al., 2011, Perez et al., 2011, Sol6rzano et al., 2009, Hughes et al., 2008; Hardesty
et al., 2008; Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005, ).

Estudos com marcadores SSR em cactadceas s80 mais restritos,
concentrando-se somente em alguns géneros. O primeiro conjunto de marcadores
microssatélites desenvolvido para o estudo populacional e Cactaceae foi
desenvolvido por Otero-Arnaiz et al. (2004) que desenvolveram dez marcadores
microssatélites para o cacto colunar Polaskia chichipe, espécie de grande
importancia ecoldogica e econbémica para o México Central. Sete destes locos
apresentaram polimorfismo, com numero de alelos variando de dois a oito. O
potencial destes primers polimorficos também foi testado para amplificar locos SSRs
das espécies Carnigea gigantea, Lophocereus schottii, Pachycereus pringeli,
Pilocereus lanuginosos, Subpilocereus reandus, Stenocereus thurberii, e S. stellatus.
O primer para o loco Pchi25 de Polaskia chichipe foi efetivo para amplificar o DNA
de cinco das sete espécies analisadas e todos os sete primers polimérficos de P.
chichipe também foram eficientes para amplificar e identificar os mesmos locos em
Lophocereus schottii.

As espécies do género Opuntia pertencentes a familia Cactaceae integram a
lista de espécies em extingcdo (Campbell e Donlan, 2005). Com a intengcdo de
estudar a estrutura genética de suas populacdes, seus aspectos evolucionarios e

também de fornecer ferramentas para futuras pesquisas de conservacao da espécie,
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Helsen et al. (2007) isolaram e caracterizaram 16 locos microssatélites de algumas
destas espécies (O. echios, O. zacana, O. galapageia var. macrocarpa, O. saxicola,
e O. megasperma). Os locos analisados demonstraram um alto nivel de
polimorfismo, indicando que estes marcadores podem ser adequados ndo s para o
estudo da estrutura genética de outras variedades de Opuntia, mas também para
outras espécies do género.

Terry et al. (2006), visando a estimar parametros de diversidade genética
que auxiliem na conservacao de Astrophytum asterias, espécie ameacada de
extincdo, desenvolveram e utilizaram marcadores SSRs para quatro populacdes
desta espécie, todas localizadas no sul do Texas. Seis locos de microssatélites, com
média de 8,5 alelos por loco, foram utilizados para amplificar o DNA genémico de 96
individuos. A amplificacéo foi consistente em 94 individuos. Estes foram os primeiros
marcadores baseados em microssatélites relatados para o género Astrophytum com
uma proposta de serem usados para estimar os parametros genéticos da populacéao,
tais como estrutura genética e o grau de endogamia em amostras pequenas e
fragmentadas existentes atualmente.

Outro género de cactacea com espécies ameacadas de extingdo € o
Haageocereus, um dos géneros taxonomicamente mais complexos da familia das
cactaceas, composto por 20 espécies encontradas na regido oeste dos Andes.
Arakaki et al. (2010) desenvolveram e caracterizaram 19 locos de microssatélites,
que foram utilizados para o estudo da diversidade genética das espécies. Os
parametros de diversidade genética analisados com SSRs mostraram um alto
potencial deste marcador para a andlise de parentesco e diferenciacdo em
Haageocereus.

Hardesty et al. (2008) desenvolveram 12 locos polimoérficos de microssatélites
para Echinocactus grusonii, uma vez que ainda n&o tinham sido descritos
marcadores SSR para qualquer espécie de Echinocactus. Estes autores indicaram,
também, a utilizacdo dos mesmos primers para outras quatro espécies do género
Echinocactus (E. pentalophus, E. platyacanthus, E. polycephalus, E. texensis) e
alguns destes para outras 23 espécies de outros géneros da familia Cactaceae
(Acanthocereus occidentalis, Ariocarpus retusus, Astrophytum capricorne,
Coryphanta werdermannii, Epithelantha micromeris, Escobaria dasyacantha,
Ferocactus echidne, F. hamatacanthus, F. histrix, F. wislizenii, Grusonia aggeria,

Hylocereus trigonus, Isolatocereus dumontieri, Myrtillocactus geometrizans, Nopalea
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karwinskiana, = Pachycereus  pectin-aboriginoum, Pelecyphora adelliforms,
Peniocereus cuixmalensis, Sclerocactus uncinatus, Stenocactus coptonogonus,
Stenocereus standleyi, Strombocactus disciformis, e Turbinicarpus flaviflorum). Estes
marcadores foram considerados Uteis para andlise da estrutura genética das
populacdes de E. grusonni, visando a conservacao da espécie.

Butterworth (2011) realizou um estudo, relatando e caracterizando 10
primers polimorficos de microssatélites para a espécie Coryphantha robustispina,
subspécie robustispina (Cactaceae), espécie essa considerada em extincdo e de
taxologia historicamente confusa. O estudo foi realizado com 30 individuos,
apresentando 79 alelos, com uma média de 7 alelos por loco. O uso destes
marcadores moleculares SSR desenvolvidos podem ajudar na orientagdo dos
processos de conservacdo e revelar os limites taxonémicos dos membros da
espécie.

Pilosocereus machrisii € aracterizada por ser um cacto colunar, com uma
distribuicdo desigual, restrito aos cumes de colinas isoladas ou afloramentos
rochosos, e suas populacdes estdo associadas principalmente a vegetacao seca do
campo (Giulietti et al., 1997). Perez (2011) promoveu o isolamento e a avaliacdo de
primers para 11 locos de microssatélites para P. machrisii e estes foram
caracterizados em 51 individuos de 2 populacdes naturais. O niumero de alelos por
locos variou de 1 a 8, com um total de 57 alelos para os individuos analisados. O
uso destes mesmos primers também foi feito para outras quatro espécies
pertencentes ao mesmo género: P. jauruensis, P. aurisetus , P. vilaboensis e P.
aureispinus.

O género Sclerocactus género (Cactaceae) consiste em 15 espécies, que
possuem uma histéria taxonébmica confusa devido as semelhancas morfolégicas e a
sobreposicdo de distribuicdo. A perda de habitat e a hibridacdo tém motivado
investigacbes genéticas para entender o género e desenvolver estratégias de
conservagcao (Hochstatter, 1989; Heil and Porter, 2004). Schwabe et al. (2013)
identificaram treze locos microssatélites, utilizando S. glaucus e S. parviflorus, que
foram testados em trés outras espécies: S. wetlandicus, S. brevispinus e S. cloverii.
O numero médio de alelos por loco obtido variou de 2 a 11, com uma média de 6,6
alelos por loco.

O cacto Mammillaria crucigera € uma espécie ameacada endémica da

regido central do México (DOF 2002). Como meio de avaliar o estado de genética de
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populacdes destas espécies, Solérzano (2009) desenvolveu oito marcadores
microssatélites. Estes foram testadas em 40 individuos de duas populacdes
selvagens e também em outras espécies de Mammillaria e a maioria mostrou uma
amplificagdo bem sucedida.

Possivelmente, o numero restrito de analises genéticas em cactaceas com
marcadores microssatélites deve-se a dificuldade na obtencdo de SSRs especificos.
As dificuldades para o desenvolvimento de marcadores SSRs envolvem algumas
etapas, como a construgcdo de bibliotecas gendmicas e sequenciamento do DNA,
sendo estas etapas laboriosas e muito demoradas. Estdo descritos até o momento
111 microssatélites desenvolvidos para as diferentes espécies de cactaceas (Quadro

1 - Anexo).

2.6. Transferibilidade de locos em microssatélites

Varios trabalhos tém mostrado que alguns marcadores microssatélites
desenvolvidos para uma espécie podem ser utilizados com sucesso em outras
espécies (Hu et al., 2004, Gao et al., 2003, Cordeiro et al., 2001). A transferéncia de
marcadores microssatélites para espécies diferentes faz com que eles tenham
grande potencial no mapeamento comparativo e na clonagem de genes
interespecificos. O sucesso de amplificacdo dos marcadores microssatélites entre
espécies, associado a natureza de locos Unicos desses marcadores de DNA,
garante sua validagcdo como conectores para uma futura consolidacdo de mapas de
fenétipos de interesse e também proporciona a oportunidade do uso desses
marcadores para investigar a diversidade genética existente em uma elevada gama
de espécies selvagens relacionadas (Borém et al., 2009).

A amplificacdo de locos SSRs entre espécies depende da conservacao das
sequéncias flanqueadoras as regides repetitivas e que sdo utilizadas como primers;
de sua origem e disperséo dentro do genoma; e também da manutencdo de arranjos
por tempo suficiente para promover polimorfismos (Ekué, et al., 2009; Pollegioni et
al., 2009). Segundo Zuchi et al. (2002), a chance de sucesso da amplificacdo
heteréloga entre duas espécies € inversamente relacionada a distancia evolutiva
entre as mesmas.

Fitzsimmons et al. (1995) afirmam que € possivel conseguir uma eficiéncia

de transferibilidade superior a 50% em espécies que apresentem um tempo de
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divergéncia entre 15-25 milhdes de anos, comparada a apenas 6,2% para um tempo
de divergéncia entre 80-100 milh6es de anos. Apesar disso, cerca de 50% dos
primers desenvolvidos para passaros foram transferiveis para bovinos, que
divergiram h& cerca de 100 milhdes de anos. Isso confirma que a eficiéncia no uso
de primers heterdlogos esta mais relacionada a taxa de evolucdo molecular que ao
tempo de divergéncia entre as espécies (Moore et al., 1991; Primmer et al., 1996).

A transferibilidade de locos heterdlogos pode ser extremamente alta quando
realizada em espécies ou géneros taxonomicamente relacionados. Dependendo de
sua localizacdo (se o loco esta ou ndo presente em uma regido codante do
genoma), esta taxa pode ser ainda maior (Oliveira et al., 2003). Quando as espécies
envolvidas na transferabilidade sdo proximamente relacionadas, h& maiores
possibilidades de partilhar sitio de ligacdo de primers microssatélites que em
espécies menos proximas, mas € possivel transferir primers funcionais mesmo entre
espécies mais distantes (Lorieux et al., 2000).

A transferibilidade de primers para microssatélites € uma alternativa para
quando ndo existe primers especificos para a espécie de interesse, uma vez que
esta reduz consideravelmente os custos e o tempo para as investigacdes genéticas.
Esta técnica, também conhecida como amplificacdo heterdloga ou transposicdo de
marcadores (Nassi et al.,, 2005), consiste na viabilidade do uso de primers
desenvolvidos a partir de uma espécie para outras espécies; em sentido estrito
significa que, para um primer SSR ser transferivel, ele tem que amplificar um loco ou
poucos locos e ser polimérfico em outras espécies (Mnejja et al., 2010).

A transposicdo de primers microssatélites permite estudos genéticos
comparativos dentro de género e espécie e pode elucidar a evolugcédo de diferentes
espécies do género. Segundo Gong et al. (2008), a alta transferibilidade entre
espécies e a excelente reprodutibilidade dos marcadores SSR permitem que esses
sejam facilmente utilizados na integracdo de mapas em diferentes espécies e na
clonagem de genes interespecificos, onde a variabilidade genética pode ser utilizada
em programas de melhoramento.

Resultados satisfatérios com a utilizacdo de primers heterélogos entre
espécies do mesmo género foram observados em diversos trabalhos, (Cipriani et al.,
1999; Collevatti et al., 1999; Roa et al., 2000; Yamamoto et al., 2001; Alves, 2002;
Decroocq et al., 2003; Guidugli et al., 2007) ou entre espécies de géneros diferentes
(Rossetto et al., 2000; Zuchi, 2002). Collevatti et al. (1999) obtiveram sucesso na
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transferibilidade de primers desenvolvidos para Caryocar brasilienses para analise
de Caryocar coriaceum, C. edule, C. glabrum, C. pallidum e C. villosum. Medeiros et
al. (2006) obtiveram sucesso na transferéncia de primers para SSR de Tabebuia
aurea para T. ochracea, T. serratifolia, T. impetiginos e T. roceo-alba. Ciampi et al.
(2008) desenvolveram microssatélites para Hymenaea courbaril e utilizaram com
sucesso em Hymenaea stigonocarpa.

Varios autores utilizaram primers heter6logos em espécies de cactaceas.
Hardesty et al. (2008), ao caracterizarem locos polimorficos de SSR a partir de
Echinocactus grusonii, obtiveram uma taxa de transferibilidade variando de 7,4% a
81% em 27 espécies distintas de cactos. Otero-Arnaiz et al. (2004) obtiveram uma
transferibilidade entre 28,5% a 71,4% em seis géneros distintos de cactos, a partir
de primers microssatélites desenvolvidos e caracterizados em Polaskia chichipe. Ao
analisar a diversidade entre diferentes espécies de Opuntia, Caruso et al. (2010)
também observaram um alto grau de transferibilidade entre diferentes gendtipos,
tornando evidente a importancia dos SSRs em estudos filogenéticos de cactaceas.
Peres et al. (2011) confirmaram a transferibilidade de primers microssatélites da
espécie Pilosocereus machrisii para quatro outras espécies (P. jauruensis, P.
aurisetus, P. vilaboensis e P. aureispinus). Sala (2010) encontrou uma alta taxa de
transferibilidade de microssatélites desenvolvidos a partir de trés diferentes géneros
de cactaceas (Polaskia chichipe, Ariocarpus bravoanus e Echinocactus grusonii)
para C. peruvianus por volta de 15,15%. Estudos realizados por Martin (2010)
indicou que a transferibilidade de primers de microssatélites desenvolvidos para
diferentes géneros de cactaceas (Polaskia chichipe, Ariocarpus bravoanus,
Echinocactus grusonii e Astrophytum asterias) sdo promissores para o estudo de
diversidade e de estrutura genética de populacdes de C. peruvianus. O estudo

apontou uma taxa ainda maior de transferibilidade (27,27%).

18



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

As amostras de Mandacaru da regido Sul foram formadas por plantulas
obtidas de sementes germinadas in vitro, cujos frutos foram coletados de plantas
cultivadas em jardins experimentais, jardins de residéncias, ruas e matas da cidade
de Maringa, no Estado do Parana. Nesta regido, foram coletados frutos de seis
plantas localizadas em seis pontos diferentes, especificados no Quadro 2.

As amostras da regido Sudeste do pais foram formadas por plantulas
obtidas de sementes de uma planta localizada na cidade de Pardinho- SP (Rodovia
Presidente Castelo Branco, KM 191) e por caules de 14 plantas adultas coletadas na
cidade de Torre de Pedra, municipio de Porangaba (Rodovia Presidente Castelo
Branco, KM 167).

No nordeste do pais, os frutos foram coletados em plantas mantidas nos
setores rurais e urbanos das cidades de Picos (uma planta) e Teresina (quatro
plantas), ambas no Estado do Piaui, e também em Queimada Nova no Estado da
Bahia (uma planta).

Finalmente, as amostras do Planalto Central do Brasil foram formadas por
plantulas obtidas de sementes de frutos coletados de plantas mantidas na Fazenda
Experimental da Embrapa Pantanal (cinco plantas), na cidade de Corumba, Estado
do Mato Grosso do Sul. Os locais de coleta dos frutos estdo apresentados no
Quadro 2 e na Figura 4.

Quadro 2 - Locais de coleta dos frutos de mandacaru, dos quais foram obtidas as
amostras utilizadas para a avaliacdo da diversidade genética com o marcador
molecular microssatélite

Ne° de
Cidade/Estado Local / Coordenada Plantulas Amostra
(ou plantas*)

Torre de Bairro Centro

*
Pedra (SP) Latitude 23°14’52’Longitude 48°11°32" 1409 SP1
Séo Paulo Porangaba/Pardinho 05 Sp-2
(SP) Latitude 23°5’3”Longitude 48°22’38”
L Av. ltororé
Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15” 05 PR1
Maring4 (PR) Av. Pedro Taques 05 PR2

Latitude 23°25'38"Longitude 51°56°15”
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Quadro 2, Cont..

L Horto Florestal
Maringa (PR) Latitude 23°25'38Longitude 51°56'15" 05 PR3

L, Rua Cananéia
Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15" 05 PR4

L Planta 1- Horto UEM
Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15" 05 PRS

L Planta 2- Horto UEM
Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15” 05 PRE

L, Planta 3- Horto UEM

Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15" 05 PRY
L Avenida Brasil

Maringa (PR) Latitude 23°25'38"Longitude 51°56'15" 05 PR8

Queimada Nova

Bahia (BA) Latitude: 12°18'49” Longitude: 42°53'42" 03 BA
Picos (P1) Latitude:070032r7r'?L§r?gittLOde: 41028'01" 05 Pi1
Teresina (P1) Latitude: 5°5'2(F))’!aan:iglit-ude: 42°48'07" 05 Pl2
Teresina (P1) Latitude: 5°5'2(|;’IaLr;tr?gi2tude: 42°48'07" 05 PI3
Teresina (P1) Latitude: 5°5'2(§’Iach]>tr?g?tude: 42°48'07" 05 Pla
Teresina (P1) Latitude: 5°5'2C|)D”IaLr(])tr?g‘i1:[ude: 42°48'07” 05 PI5
Pantanal (MS) |0 otird Longitudestear 663" 05 vsL
Pantanal (MS) Lat::l?czjznldsi5E9)$ggg'r'nl_e:rtglitﬂzeinee;asglo" 05 MS2
Pantanal (MS) | 8 ot Longiuge 63016 O vss3
Pantanal (MS) Lat::l?czjznldgal()Eo)fgsg'r'nf:rtglitﬂze?elzg?;o1" 05 MS4
Pantanal (MS) Fazenda Experimental da Embrapa 05 OMS5

Latitude 19°00'236" Longitude 56°39'131"
Total 112

As amostras de Torre de Pedra foram coletadas de plantas adultas, as
demais amostras foram plantulas provenientes de frutos coletados, dos quais foram

retiradas as sementes, que foram esterilizadas e germinadas em meio de cultura.
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Figura 4 - Locais de coleta dos frutos de mandacaru utilizados para formar as
amostras de plantulas para a avaliacdo da diversidade genética com o marcador
molecular microssatélite.

3.2. Germinacgéao das sementes

Aproximadamente 20 sementes de cada fruto de mandacaru coletado foram
embebidas em agua destilada, por um periodo de 24 horas, a fim de facilitar a
guebra da dorméncia, como descrito por Carvalho et al. (2008). ApGs este periodo,
visando a promover a quebra da tensdo superficial, as sementes foram esterilizadas,
inicialmente, utilizando detergente comercial neutro, durante 25 minutos. Em
seguida, foram realizados trés enxagues com agua destilada autoclavada e,
posteriormente, as sementes foram incubadas em uma solucdo de hipoclorito de
sodio comercial 1:1 durante aproximadamente 1 hora. Apés a esterilizacdo, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas com agua destilada
autoclavada e filtradas em papel filtro. Com o auxilio de uma pinca esterilizada, estas
sementes foram inoculadas em frascos de vidro estéril, contendo o meio de cultura
descrito por Knudson (1946) (Quadro 3).
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Quadro 3 - Composi¢ao do meio de cultura Knudson utilizado para a germinagéo de
sementes e obtencdo de plantulas de mandacaru

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

Ca(NO3); 4H,0 1, 00000
KH,PO,4 0,25000
MgSO, 7H,0 0,25000
(NH4)2S0O4 0,50000
FeSO, . 7H,0O 0,02500
MnSQO,. 4H,0 0,00750
Micronutrientes:

H3BO3 0,00056
MoO3 0,00016
CuSOq4 0,00040
ZnSO4. 7H20 0,00331
Sacarose 2%
pH 5,4

Ao meio de cultura, foi acrescido 20 g de sacarose/L (2%) e 5,6 gramas de
agar e o pH foi acertado para 5,6 — 5,8. Ap6s o preparo, o meio de cultura foi
autoclavado e distribuido em frascos previamente esterilizados, os quais foram
vedados com plastico PVC.

Apods o preparo, as sementes foram inoculados nos frascos contendo meio
de cultura e mantidos em camara de aclimatacdo, sob fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 30°C. As sementes germinaram, produzindo plantulas que foram
coletadas e utilizadas para a extracdo de DNA gendmico e posterior analise com 0s

primers para SSR (Figura 05).

Figura 5 - Plantulas de mandacaru crescidas por dez meses em meio de cultura
Knudson. Fonte: arquivo pessoal.
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3.3. Extracao e quantificacdo do DNA

O DNA gendmico das 112 amostras de mandacaru, sendo 14 plantas de
cactos adultos e 98 plantulas (Quadro 2) cultivadas em meio de cultura Knudson, foi
extraido utilizando o protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999), com modificacbes
(Quadro 4). As plantulas foram previamente macerados com nitrogénio liquido e
apos este procedimento foram colocadas em microtubos (2 mL), sendo adicionados
300 pL de tampéao de extragao e 100 pL de cada um dos reagentes de solubilizacdo
de membranas e antioxidantes (Quadro 4). De acordo com Resende et al. (2007), as
plantas maiores e mais velhas possuem maior concentracdo de polissacarideo no
seu caule e requerem maiores concentracfes de NaCl na solugcédo para a extracao
do DNA. Assim, para melhorar a qualidade do DNA extraido livre de polissacarideo,
para as plantulas, FOI utilizado 2,2 mol/L de NaCl e para os caules adultos 5,0 mol/L
de NaCl. Os microtubos foram agitados para homogeneizacdo e incubados em
banho-maria durante, 1 hora, a 65 °C, realizando agitacbes suaves a cada 15
minutos. Apés serem etirados da incubacgéo, os microtubos foram deixados por cinco
minutos em temperatura ambiente para esfriar. Em seguida, foi adicionada uma
solucéo preparada com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, na propor¢éo de 25:24:1,
e 0s microtubos foram agitados suavemente durante cinco minutos. As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 r.p.m., em temperatura ambiente. Logo
apos, o sobrenadante foi recuperado e transferido para um microtubo (1,5 mL) e
adicionado 2,5 pL de RNase (10mg/mL). Estes foram mantidos em temperatura
ambiente por duas horas para a digestdo do RNA. Apds o periodo de incubacdo com
RNase, foi acrescentado 600 uL de uma mistura preparada com cloroférmio:alcool
isoamilico, na propor¢cdo de 24:1, e os microtubos foram agitados durante cinco
minutos, repetindo-se 0 mesmo procedimento de centrifugacdo descrito
anteriormente. O sobrenadante foi novamente coletado e transferido para outro
microtubo (1,5 mL), no qual foram adicionados isopropanol e cloreto de sodio, a fim
de precipitar o DNA, sendo o volume do primeiro igual ao do sobrenadante
recuperado e o segundo igual a 1/6 do volume do sobrenadante. Em seguida, os
tubos foram mantidos overnight a -20°C. ApOs este periodo, foi efetuada uma
centrifugacédo, por 20 minutos, a 10.000 r.p.m e 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e 0 DNA precipitado foi lavado com etanol absoluto gelado por duas vezes. Apés a
segunda lavagem com etanol absoluto, o sobrenadante foi descartado e 0 DNA
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precipitado foi seco e ressuspendido em 40 pL de TE (0,0004 M Tris/HCI e 0,0002M
EDTA). Os tubos foram vedados com filme plastico e armazenados em geladeira

com 4 °C.

Quadro 4 - Protocolo utilizado para a extracdo de DNA de tecidos de caules de
plantulas e plantas de mandacaru, segundo Aljanabi et al. (1999)

Tampao de extracao Concentragao/Quantidade
Tris-HCL 200 mmol/L pH 8,0

EDTA 50 mmol/L pH 8,0

NacCl 2,2 mol/Lpara plantulas e 5,0 mol/L para
CTAB 2%

Sulfito de sodio 0,06%

Reagentes de solubilizacdo das membranas e antioxidante

CTAB 20%

N-Lauril Sarcosina 5%

PVP-40 10%

Reagentes de Purificagdo

Fenol:cloroférmio:alcool Isoamilico 600 uL

RNAse (10mg/mL) 0,1 ng/ pL

Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) 600 pL

Reagentes de precipitacao

Isopropanol gelado 1 volume

NaCl (5 mol/L) 1/6 volume

Lavagem do precipitado

Alcool absoluto (repetir 2x) 500 uL

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8% com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato 0,04M e EDTA 0,001M)
submetido a 80 Volts por aproximadamente 1 hora (Hoisington et al., 1994). O DNA
extraido de cada populacéo foi comparado com solu¢des de DNA padréo (Fago A)
de concentra¢des gradativas e conhecidas de 50 ng e 150 ng. Apés a eletroforese, o0
gel foi corado em solucdo de brometo de etidio contendo 0,5 yg mL™ e a imagem
capturada em sistema de foto documentacdo L-PIX HE, Loccus biotecnologia. Foi
realizada uma certificacdo da quantificacdo, na qual os DNAs das amostras foram

24



diluidos para uma concentracdo de 10 ng/uL, sendo aplicado um volume de 10 pL
de cada DNA em gel de agarose 0,8%, conforme procedimento descrito acima,
acrescentando-se a concentracdo de 100 ng do Fago A. Dessa forma, todas as

amostras quantificadas corretamente ficaram com uma concentracéo final de 100 ng.

3.4 Testes de amplificacdo dos microssatélites

Foram testados 33 pares de primers heter6logos mapeados para diferentes
espécies de cactaceas. Sete pares de primers foram isolados da espécie Polaskia
chichipe, seis de Astrophytum asterias, oito de Ariocarpus bravoanus e doze de
Echinocactus grusonii, totalizando assim 33 pares de primers (Quadro 6).
Inicialmente, todos os pares de primers foram amplificados de acordo com o
programa de ciclos e temperaturas padrdo descrito por Albert e Schmitz (2002)
(Quadro 5), mas as temperaturas de anelamento utilizadas para cada par de primer
foram aquelas descritas e utilizadas nos artigos que descrevem o isolamento destes.
Os primers que ndao amplificaram produtos nitidos foram novamente amplificados
com 0 mesmo programa, alterando a temperatura de anelamento, visando a obter
maior aproveitamento e nitidez dos produtos da amplificacéo (Quadro 6).

Apbs os testes com diferentes programas e temperaturas de anelamento,
dez pares de primers foram selecionados, pois amplificaram regides especificas e
com indicios de polimorfismo. Os primers que apo0s estes testes ndo amplificaram

fragmentos especificos foram descartados do experimento.
Quadro 5 - Sequéncia do programa segundo Albert e Schmitz (2002), com

modificagdes nas temperaturas de anelamento de cada primer, utilizada para
amplificagdo do DNA de mandacaru com todos os primers

Passo Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturacéo inicial 95°C 240s

2 Desnaturacéo 94°C 30s
Variavel para cada

3 Anelamento primer 60 s

4 Extensao 72°C 60 s

5 Voltar aos passos 2, 3 e 4 por 35 vezes

6 Extensao final 72°C 600s

7 Imersao 4°C 0
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Quadro 6 - Condicbes de amplificacdo testadas para os 33 pares de primers de
cactaceas, nas amostras de mandacaru, utilizando diferentes temperaturas de
anelamento

Primer Autores Testes com diferentes temperaturas de anelamento
;’52378 20 Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C, 58°C, 57°C *
/F;sTi?sss Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C, 58°C, 57°C.
2523%37 Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C*

isqij%% Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C, 58°C, 57°C.
Pchiaa Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 59°C*

AY147834

Z\C(Tg%z Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C*

Z\C(Ti;'%l Otero-Arnaiz et. al., 2004 | Albert e Schimitz (2002): 60°C.

AaB6 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 64°C*

AaH11 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 63°C.

AaA3 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 64°C, 62°C, 60°C.
AaC3 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 63°C, 61°C, 58,5°C.
AaD9 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 64°C, 62°C, 60°C, 59°C*
AaG3 Terry et al., 2006 Albert e Schimitz (2002): 64°C, 62°C, 60°C.
mAbRO5 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 53,8°C*

mAbR28 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 53,8 C*

mAbR40 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C, 50°C.
mADbR42 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 53,8°C.

mAbR77 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C, 52°C.
mADbR82 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C, 50°C.
mAbR86 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 53,8°C*

mAbR91 Hughes et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 53,8°C

mEgRO02 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C.
mEgR17 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°.

mEgR39 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C.
mMEgR63 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C, 58,5°C.
mMEgR76 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C.
mEgR73 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C.
mEgR78 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58° C*

mEgR98 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59°C, 58,5°C.
mEgR99 Hardesty et al.,2008 Albert e Schimitz (2002): 58°C, 59,5°C.
mEgR51 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C, 50°C.
mEgR68 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C.

mEgR70 Hardesty et al., 2008 Albert e Schimitz (2002): 51,4°C, 52°C.

*Temperatura de anelamento que utilizadas por amplificarem produtos nitidos.
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A PCR (Polimerase Chain Reaction) foi realizada em termociclador Techne
TC-512. As reacdes de amplificacdo foram preparadas com 10 ng de DNA, tampé&o
de reacdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KCI), 2,5 mM de MgCl2, 0,1
mM de cada dNTP, 1U de Tag-DNA Polimerase (Invitrogen) e 0,5 uM de cada um

dos primers Foward e Reverse, em volume final de 20 pL (Quadro 7).

Quadro 7 - Concentracbes dos reagentes estoques utilizados nas reacdes de
amplificacéo

R Concentracao Concentracgao final dos puL/20 uL
eagentes estoque ~ ~
dos reagentes reagentes/reacao de reacédo
H,O 12,0
Tampao 10 X 1X 2,0
MgCl, 25 mM 2,5mM 2,0
dNTPs 2,5m M/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer (F) 10 uM 0,5 uM 1,0
Primer (R) 10 uM 0,5 uM 1,0
Tag-DNA 5 U/ uL 1U 0.2
Polimerase
DNA 10 ng/ pL 10ng 1,0
Total 20uL

Os produtos das amplificacbes foram separados em gel de agarose
Metaphor (4%), usando tampédo TBE 0,5X (44,5mM Tris, 44,5mM acido bérico e
1mM EDTA). O gel foi preparado com 50% de agarose Metaphor e 50% de agarose
comum. A eletroforese foi realizada a 60 Volts, por um tempo médio de 3 horas e 30
minutos. Apods a eletroforese, os géis foram corados em solugao contendo 0,5 pgmL®
! de brometo de etidio e a imagem foi capturada em transluminador L-PIX HE,
Loccus biotecnologia. DNA Ladder (Invitrogen) de 100pb foi utilizado como padréo

para a definicdo do tamanho dos fragmentos amplificados.

3.5. Anélise dos dados

A analise do polimorfismo nos locos SSRs foi feita estimando-se o nimero
médio de alelos por loco, a heterozigosidade média observada (H,) e a
heterozigosidade média esperada (He), 0 nUmero de alelos por loco (Na), o numero

efetivo de alelos por loco polimérfico (Ne) e a proporcéo de locos polimorficos (%P).
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O afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg foi examinado para cada loco e para
cada amostra de mandacaru. O coeficiente de endogamia (Fis), déficit de
heterozigotos (F;) e a diversidade genética entre as amostras (Fsr) foram estimados
com auxilio do programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999). A matriz de similaridade
genética, assim como 0S agrupamentos em dendrograma, foi obtida mediante
utilizacdo do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using an Arithmetic Average). A andlise foi conduzida mediante utilizagdo do
programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999), sendo utilizado o complemento
aritmético da distancia genética de Nei (Nei, 1972). Os valores para a identidade
genética (Nei 1973) e distancias entre os grupos de plantas das populacbes das
regibes Nordeste, Sul, Sudeste, e Central do Brasil foram calculados usando o
agrupamento UPGMA (Yeh et al.,, 1999). O programa GenAlEx 6.5 (Peakall e
Smouse 2012) foi utilizado para calcular a percentagem de variancia molecular
dentro e entre as populacdes, por meio da analise da variancia molecular (AMOVA).
Com este programa, também foram construidas as matrizes de distancia genética e
a de distancia geogréfica. A correlacdo entre estas matrizes foi calculada utilizando o
teste de Mantel. O agrupamento (Bar Plot), utilizando estatistica Bayesiana, foi
implementado pelo programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificacao

A quantificagdo do DNA gendmico extraido das plantulas de mandacaru foi
realizada pela comparagéao visual da intensidade das bandas com o DNA fago A em
gel de agarose. A metodologia utilizada para a extracdo do DNA foi eficiente,
possibiltiando realizar uma extracao livre de polissacarideos e de qualidade para a

amplificacdo, cuja concentrag&o variou de 10 a 100 nguL™ (Figura 06).
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Figura 6 - Gel de Agarose 0,8% utilizado para quantificacdo das amostras de DNA
de mandacaru. Amostras 1, 2 sdo DNAs de fago A utilizadas como padrao de
concentragdo com 50, 100. As amostras de 3 a 12 sdo de DNAs das plantulas
obtidas de diversas localidades.

4.2. Transferibilidade

Dentre os 33 pares de primers analisados, 12 ndo amplificaram em nenhuma
das condicfes testadas, 11 geraram fragmentos inespecificos e 10 pares de primers
amplificaram regifes especificas e foram polimorficos (Quadro 6). A transferibilidade
média de microssatélites desenvolvidos para diferentes géneros de cactaceas para o
mandacaru foi de 30,30%.

Dos sete primers de microssatélites desenvolvidos para a espécie Polaskia
chichipe e testados, quatro amplificaram os DNAs das diferentes amostras de
mandacaru (Pchi5, Pchi2l, Pchi44 e Pchi47), obtendo, assim, uma taxa de
transferibilidade de 57,14% (Quadro 8). O primer Pchi5 identificou para esta espécie
apenas um loco com 3 alelos, enquanto para mandacaru este primer amplificou dois
locos, um com trés alelos e outro com dois alelos. Este loco também foi transferivel
para outras trés espécies de cactos colunares, como Lophocereus schottii,

Pachycereus pringeli e Subpilocereus repandus (Otero-Arnaiz et al., 2004). O primer
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Pchi21l também foi transferivel para cinco outras espécies de cactaceas, entre elas
Carnegiea gigantea, Lophocereus schotti, Subpilocereus repandus, Stenocereus
thurberri e S. stellatus (Otero-Arnaiz et al., 2004). O primer Pchi 44, até o momento,
foi transferivel apenas para as cactaceas do grupo mandacaru. E, por fim, o primer
Pchi47 foi transferivel para C. gigantea e L. schotti (Otero-Arnaiz et al., 2004).

Dos microssatélites desenvolvidos para Ariocarpus bravoanus, oito pares de
primers foram testados e trés (MAbRO5, mAbR28 e mAbR86) amplificaram o DNA
de mandacaru, conferindo 37,5% de transferibilidade. Dois dos seis primers de
Astrophytum asterias (AaB6 e AaD9) foram transferidos para mandacaru
(transferabilidade de 33,33%). Dentre os seis primers de Echinocactus grusonii,
apenas 1 (mEgR78) amplificou o DNA de mandacaru, apresentando assim uma taxa
de transferibilidade de apenas 16,66% (Quadro 8). Essa transferibilidade foi
semelhante a observada quando o mesmo conjunto de primers foi utilizado para
amplificar o DNA de Astrophytum capricorne, Echinocactus texensis, Epithelantha

micromeris e Escobaria dasyacantha (Hardesty et al., 2008).

Quadro 8 - Conjunto dos primers para microssatélites desenvolvidos para quatro
espécies de cactaceas, numero de alelos obtidos para a espécie original, niumero de
alelos detectados para cada primer em populacées de mandacaru e porcentagem de
transferibilidade

Namero de

. : Ndmero de
- Primers alelos obtidos ; Porcentagem de
Especie . L alelos obtidos oS
polimérficos para a espécie transferibilidade
L para mandacaru
original
Pchi5 3 5
Polaskia Pchi21 6 2
0
chichipe Pchida 4 2 57,14%
Pchi47 2 3
mAbRO5 5 6
Ariocarpus o
bravoanus mMAbR28 6 3 37,5%
MAbR86 8 2
Astrophytum
asterias AaB6 ! 3 33,33%,
AaD9 6 3
Echinocactus mEGR78 2 2 8,33%.
grusonii
TOTAL 30,30%

A maior porcentagem de transferabilidade para mandacaru (57,14,4%) foi
observada usando os primers provenientes de P. chichipe, uma espécie endémica

do México Central. Assim como o mandacaru, € um cacto colunar, com alta
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importancia econdémica devido aos seus frutos comestiveis, com grande interesse
para a induastria de alimentos (Casas et al., 2006). As espécies Ariocarpus
bravoanus, Astrophytum asterias e Echinocactus grusonii, onde foram observadas
as taxas de transferabilidades de 37,5, 33,33% e 8,33%, respectivamente, também
sdo originarias do México, mas apresentam uma morfologia bem diferenciada do
mandacru. O cacto A. bravoanus tem o caule em forma de roseta, A. asterias possuli
forma geométrica e as plantas de E. grusonii ttm o caule em forma de barril ou
globular. Embora ndo seja possivel estabelecer alguma relacdo entre morfologia de
plantas e uma maior ou menor taxa de transferabilidade de primers para locos SSR
em cactos, a espécie P. chichipe apresenta varias sinonimias, dentre elas Cereus
chichipe e Cereus mixtecensis. Isso jusitifica o fato de P. chichipe ter sido
classificada por alguns autores como do género Cereus e, portanto, da maior
proximidade entre as espécies P. chichipe e as espécies descritas como mandacaru.
Esta maior proximidade de mandacaru com P. chichipe poderia justificar a maior
transferabilidade dos primers SSR de P. chichipe, quando comparada com a menor
transferabilidade dos primers de A. bravoanus, A. asterias e de E. grusonii, para
mancadaru.

As frequéncias de amplificacdo heterélogas dentro da familia Cactaceae sao
bem maiores que as frequéncias de transferibilidade de locos SSRs dentro da familia
Myrtaceae, que foi de apenas 2,9% de Eucalyptus spp. para Eugenia dysenterica
(Zuchi et al., 2002). Mas a transferibilidade observada no presente trabalho foi bem
menor que a obtida para a familia Sapindaceae, que foi de 58,3% (Ekué, et al.,
2009), para a familia Fagaceae que foi de 47% (Barreneche et al., 2004) e para
Meliaceae que foi de 68,2% (Zuchi et al., 2002). Segundo Barbara (2007), em geral,
a transferibilidade difere muito entre as espécies, especialmente para aquelas que
florescem com um forte indicativo de que a transferibilidade é mais elevada em
espécies perenes e com sistemas de fecundacdo cruzada. Mesmo com diferentes
taxas de transferibilidade, evidéncias do sucesso de amplificacdo entre espécies
podem ser observadas tanto em plantas como em animais. Wu e Tanksley (1993)
encontraram conservacdo de sequéncias entre subespécies de arroz cultivadas e
espécies selvagens relacionadas. Thomas e Scoot (1993) encontraram conservagao
similar de sequéncias em espécies de uva. Conservacdo de sequéncias também foi
observada em Brassica carinata e espécies relacionadas (Marquez-Lema et al.,

2010) e também em Phyllostachys pubescens e seis espécies relacionadas (Tang et
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al., 2010). Segundo Varshney (2005) uma melhor estratégia de transferibilidade &
desenvolver microssatélites de regides transcritas, pois estes marcadores sdo mais
robustos, apresentam resolucdo alélica superior e maior transferibilidade
interespecifica e intergenérica, aumentando assim a eficiéncia deste marcador.

Embora apenas uma baixa porcentagem de primers SSRs seja transferivel
entre géneros diferentes, cerca de 35,2%, como descrito por Weising et al. (2005),
nossos resultados indicam que a transferéncia de 30,30% entre géneros distintos
pertencentes a familia Cactaceae é importante, uma vez que existem grandes
dificuldades para o desenvolvimento de microssatélites para esta familia. O
desenvolvimento de microssatélites € um processo que requer algumas etapas
laboriosas e demoradas, como a construcdo de bibliotecas genbmicas e
sequenciamento do DNA.

4.3. Diversidade genética

Apls os testes de transferibilidade dos microssatélites, dez pares de
primers, que amplificaram doze locos, foram selecionados para a avaliacdo da
diversidade genética e da estruturacdo genética das amostras de mandacaru, pois
amplificaram bandas nitidas com indicios de polimorfismos. Estes pares de primers,
suas sequéncias e numero dos alelos produzidos, o nimero de alelos para cada
loco produzido originalmente para a espécie de onde foram isolados, a variacdo do
tamanho dos alelos (pb) na populacao original e em mandacaru estdo apresentados
no Quadro 9.

A andlise dos doze locos microssatélites em plantulas das 21 amostras de
diferentes localidades de mandacaru resultaram na amplificagdo de 31 alelos, com
uma meédia de 2,58 alelos por loco polimérfico. Para os primers Pchi 5 e mAbRO5,
foram amplificados dois locos, cada um contendo 6 e 5 alelos, respectivamente. Os
demais primers amplificaram somente um loco. Dois alelos foram identificados
usando os primers Pchi2l, Pchi44, mAbR86 e mEgR78 e trés alelos usando os
primers Pchi47, mAbR28, AaB6 e AaD9. O tamanho dos alelos amplificados para os
microssatélites transferidos para mandacaru variou de 30 pb para o loco mAbRO5 a
150pb para o loco Pchi5 (Quadro 9). Todos os 12 locos analisados, exceto o loco
AaB6, apresentaram alelos com menor nimero de pares de bases que a espécie de

origem (Quadro 9).
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Quadro 9 - Sequéncias de nucleotideos dos primers para microssatélites, nimero de locos e nimero de alelos, variagdo do tamanho
dos alelos detectados nas amostras de mandacaru, nimero de alelos obtidos para a espécie original e variacdo do tamanho dos
alelos na populacéo original

Variagdo do tamanho dos alelos

Primer Sequéncia do Primer (5'-3") Numero de loco  Numero de alelos  Variagdo do tamanho dos alelos (pb)  Numero de alelos (Pb)

Mandacaru Populagéo Original
oy FSTITAGCCECTETTTCTCC : : :
oy FSTCCTIOTaCETACCECT : | :
meros £ ATSCSACACTEAGEGATT : ; :
menas FCOMTAACCTOTCCTCGTCT : ; ;
mores FTSCCTICSCCTIAGT! 1 : :
oy ESTmGTCTCICSCTIOCS ; :
e FASCCIIGCCOMETIT : :
Total 12 31 52




O numero médio de alelos por loco encontrado nas amostras de mandacaru
(2,58 por loco polimorfico) € um numero relativamente pequeno, quando comparado
a outras espécies de cactaceas ja analisadas com microssatélites, porque este é um
valor muito proximo ao encontrado por Faria-Tavares (2011). Em seu trabalho, o
pesquisador observou 2,83 alelos em 6 locos heterdlogos utilizados para estudar 13
amostras diferentes de C peruvianus coletadas em diferentes regides do Parana. Em
Opuntia, analisada com 19 primers para SSRs, 0 numero médio de alelos por loco
foi de 16,9 (Caruso et al., 2010); em Astrophytum asterias, foi observada uma média
de 8,5 alelos por loco (Terry et al., 2006); em Polaskia chichipe, a média de alelos
observados por loco analisado foi de 5,28 (Otero-Arnaiz, et al., 2004); em Ariocarpus
bravoanus, a quantidade média de alelos por loco foi de 5,62 (Hughes et al., 2008);
em Echinocactus grusonii, foi observado uma média de apenas 3,33 alelos por loco
(Hardesty et al., 2008); nos trabalhos realizados com Coryphantha robustispina a
média foi encontrada foi de 7 alelos por loco (Butterworth et al., 2010) e o0 nUmero de
alelos por loco em Pilosocereus machrisi variou de 1 a 8 (Perez et al., 2011).

A frequéncia de alelos para os diferentes locos variou em todas as 21
amostras analisadas (Quadro 10). Dentre os doze locos estudados, 0 mAbRO05-1 foi
o0 Unico que apresentou quatro alelos, sendo o alelo d encontrado apenas nas
amostras PR 4 e PR 5, localizadas em diferentes regides de Maringa-PR. O alelo a
do loco Pchi5-1 (Pchi5-1%) foi encontrado somente nas cinco amostras coletadas na
regido do Pantanal. O par de primer para o loco Pchi44 nédo encontrou homologia
para o genoma das populacdes coletadas de diferentes regides de Maringa, de Séao
Paulo, Picos, Teresina e Bahia e, portanto, esta sequéncia ndo foi amplificada.
Quando analisamos o loco Pchi2l, observamos que todos os individuos das
amostras SP 1, BA,PR 1, PR 2,PI 1, PI2,PI3,Pl4, PI5MS1 MS2 MS3 MS4e
MS 5 sdo heterozigotos, mas, para as seis amostras de Maringa e na amostra de
plantulas das sementes coletadas na regido de Pardinho-SP, observamos a fixagédo
do alelo a. No loco mAbR05-2 o alelo mAbRO5-2°, também se encontra fixado em
42,8% das amostras, com excecao das amostras SP 1, PR 1, PR 2, PR 8 e em
todas as amostras da regido do Pantanal (MS 1 - MS 5). Os alelos mAbR28" e
mAbR86 ° foram encontrados fixados nas amostras do Pantanal (MS 1 - MS 5) e nas
amostras da regido Nordeste do pais (Pl 1 — Pl 5), respectivamente. Os demais
locos, AaB6, AaD9, mEgR78 e Pchi47, tém seus alelos bem distribuidos em todas

as amostras de mandacaru analisadas.

34



Ge

Quadro 10 - Frequéncia dos alelos para os diferentes locos de microssatélites analisados para as amostras de mandacaru

Locos SP1 SP2 PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 PR PR8 BA PI1 PI2 PI3 PI4 PI5 MS1 MS MS3 MS4 MS5
Pchi5-1

Alelo A e e e o 1 0,70 0,60 0,50 0,40
Alelo B 064 080 .... 080 1 0,60 .... 040 .... .... 080 1 0,60 .. 0,20 0,40 0,30
Alelo C 0,36 0,20 1 0,20 0,40 1 1 060 1 1 0,20 0,40 1 1 0,30 0,20 0,10 0,30
Pchi5-2

Alelo A 0,28 0,40 0,20 0,50 0,30 0,30 0,40 0,20 0,50 0,40 0,33 0,20 0,30 0,60 0,60 050 0,70 0,40 0,50 0,50 0,40
Alelo B 0,712 o,70 0,80 0,50 0,70 0,70 0,60 0,80 0,50 0,60 0,67 0,80 0,70 0,40 0,40 0,50 0,30 0,60 0,50 0,50 0,60
Pchi21

Alelo A 077 1 080 09 1 1 1 1 1 1 083 0,80 0,70 0,70 0,80 0,80 0,50 0,50 0,50 0,60 0,60
Alelo B 0,28 0,20 0,1 0,17 0,20 0,30 0,30 0,20 0,20 0,50 0,50 0,50 0,40 0,40
Pchi44

Alelo A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o 0,20
Alelo B . e e e e e e e 1 1 1 1 0,80
Pchi47

Alelo A 0,03 0,1 e e 01 090 020 .... 01 ... e e e 0,20 0,40 0,70 0,50 0,90 0,80
Alelo B 0,42 080 1 0,60 0,70 0,80 080 1 080 1 1 1 1 1 080 040 .... .... .... e
Alelo C 0,53 0,1 0,40 0,30 0,12 0,1 0,1 ... .. .. ... . .. 0,20 0,30 0,50 0,1 0,20

mMAbRO5-1

Alelo A e e s e e R | 1 1 1 0,80
Alelo B 0,11 0,50 0,50 0,40 0,50 0,80 050 0,40 050 050 1 1 1 09 1 0,9 0,1
Alelo C 0,89 0,50 0,50 0,60 050 0,1 0,40 0,60 0,50 0,50 0,1 0.1 0,1
Alelo D 0,1 0,1 ... . e e e




9€

Quadro 10, continuacéo...

Locos SP1 SP PR PR2 PR PR PR5 PR PR PR8 BA PI1 PI2 PI3 PI4 PI5 MS1 MS2 MS MS MS
mAbRO5-2
Alelo A 003 .... 020 040 .... .... ... ... ... 040 1 ..ol ool 0,50 0,50 0,50 0,50 0,20
Alelo B 0,96 1 080 060 1 1 1 1 1 0,60 1 1 1 1 1 050 050 0,50 0,50 0,80
mAbR28
Alelo A 0,03 0,1 0,20 0,20 0,40 0,1 050 0,1 01 .... .... ... i i i e e e -
Alelo B 0,61 0,60 0,50 0,40 0,20 .... 0,20 .... 0,50 060 .... .... 0,60 1 1 1 1 1 1 1 1
Alelo C 0,35 0,30 0,30 0,40 0,40 1 0,70 050 0,40 0,30 1 1 040 .... .... ....
mAbR86
Alelo A 0,75 030 080 1 060 .... 0,80 060 090 1 067 .... ... ‘v i ... 1 .... 0,20 0,90 cee
Alelo B 0,25 0,70 0,20 040 1 0,20 0,40 021 0,33 1 1 1 1 1 1 1080 0,1 1
AaB6
AleloA 02857 .... 1 .... .... .... .... 020 080 021 033030 01 .... 01 .... .... ... ... ...
AleloB  0,6786 .... 1 060 09 040 040 0,20 0,90 0,67 0,20 0,50 0,40 0,30 .... 0,30 1 0,70 1 0,40
AleloC 0,0357 1 0,40 0,1 0,60 0,40 . 0,50 0,40 0,60 0,60 1 0,70 0,30 0,60
AaD9
Alelo A 057 .... 1 020 .... 040 .... .... .... 0,70 e ... 030 L
Alelo B 0,43 0,80 0,30 0,60 .... 1 1 1 030 .... 080 0,70 0,80 0,80 040 1 080 0,80 1 1
Alelo C 0,20 0,50 0,40 0,60 1 0,20 .... 0,20 0,20 0,60 0,20 0,20
mEgR78
Alelo A 0,46 1 0,70 0,40 0,60 ... 0,1 040 0,20 020 067 .... 040 .... 060 050 1 0,20 0,80 0,60 0,70
Alelo B 0,53 0,30 060 040 1 09 060 08 080 033 1 060 1 0,40 0,50 0,80 0,20 0,40 0,30




Apesar da maioria das amostras apresentarem frequéncias alélicas
bastantes distintas, algumas apresentam frequéncias alélicas similares e, em
amostras onde h4 a fixagdo de alguns alelos, notamos a tendéncia desta em se
manter em homozigose. Foi possivel observar também o aparecimento de novos
alelos e de alelos exclusivos nas amostras do Pantanal, o que caracteriza seu

isolamento e sua diferenciacdo das demais amostras de mandacaru.

8 9 10 1112 13 14 15 16 17 13 19 20
'-'----"'—

100bp -'...-....--.------

Figura 7 - Gel de agarose concentrado 4% (50% agarose comum e 50% agarose
MS-8) para separar o produto da amplificacdo dos DNAs de diferentes plantulas das
amostras de mancadaru com o primer Pchi47. A primeira amostra (M) do gel indica o
ladder 100 pb (Invitrogen), as demais amostras indicam os alelos (homozigotos e
heterozigotos) presentes na populacao.

O polimorfismo entre as 21 amostras analisadas variou de 41,67% a
91,67%. A amostra mais polimoérfica foi a amostra SP 1, coletada no municipio de
Torre de Pedra-SP, com 91,67% de locos polimérficos, seguida das amostras PR 2,
MS 3 e MS 5, com 75,0%. As amostras PR 8 e PR 3 apresentaram 66,67% de
polimorfismo e as amostras PR 1, PR 5, PR 6, PR 7, SP 2, MS 2 e MS 4
apresentaram o mesmo polimorfismo (58,33%). As amostras PR 4, P1 2, PI 3, e PI 5
apresentaram 50% de polimorfismo e as amostras BA, Pl 1, Pl 4 e MS 1 foram as
menos polimérficas, com 41,67% de polimorfismo (Quadro 11).

A frequéncia dos alelos a, b, ¢ e d para os doze locos SSR estudados
conferiram uma baixa proporcédo de plantulas heterozigotas em todas as amostras
estudadas. A heterozigosidade média observada variou de 0,0278, na amostra BA, a
0,3667 na amostra MS 2. A heterozigosidade esperada variou de 0,1759 (amostra Pl
1) a 0,3870 (amostra PR 2). Portanto, a heterozigosidade média observada é muito

menor que a esperada (Quadro 12).
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Quadro 11 - Estimativas do nimero de locos polimérficos N(Ip); nimero de locos
monomorficos N(Im) e porcentagem de polimorfismo (%P) para as 21 amostras de
mandacaru

Populagdes N(Ip) N(Im) %P

SP1 11 1 91,67%
BA 5 7 41,67%
PR 1 7 5 58,33%
PR 2 9 3 75,00%
PR 3 8 4 66,67%
PR 4 6 6 50,00%
PR5 7 5 58,33%
PR 6 7 5 58,33%
PR 7 7 5 58,33%
PR 8 8 4 66,67%
SP 2 7 5 58,33%
Pl 1 5 7 41,67%
Pl 2 6 6 50,00%
Pl 3 6 6 50,00%
Pl 4 5 7 41,67%
PI5 6 6 50,0%
MS 1 5 7 41,67%
MS 2 7 5 58,33%
MS 3 9 3 75,00%
MS 4 7 5 58,33%
MS 5 9 3 75,00%
Média 58,33%

O valor médio de Ho para as 21 amostras de mandacaru estudadas foi de
0,2405 (Quadro 12), valor este menor que os observados nas diferentes populacdes
descritas na literatura para C. peruvianus e para outras espécies de cactaceas. Sala
et al. (2011), utilizando isoenzimas a- e (- esterases para a caracterizacdo de
populacdes de Cereus peruvianus, obtiveram uma heterozigosidade observada entre
0,2528 e 0,6175. Otero-Arnaiz et al.,, (2005), em seu estudo com populacdes
selvagens, manejadas e cultivadas de Polaskia chichipe, encontraram uma
heterozigosidade média observada de 0,6310, 0,5050 e 0,5600, respectivamente,
valores esses duas ou mais vezes superiores aos descritos neste estudo com as
amostras de mandacaru. Ao analisar cinco locos polimérficos em Haageocereus,
Arakaky et al. (2010) obtiveram uma heterozigosidade observada variando de
0,4780 a 0,8710. Butterworth et al. (2011), ao realizarem a caracterizagcdo de 10

pares de primers a partir de Coryphantha robustispina, obtiveram uma Ho de 0,1300
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a 0,8700 e em Pilosocereus machrisii a heterozigosidade encontrada variou entre
0,1000 a 0,9050 (Peres et al. 2011).

A heterozigosidade média esperada para as amostras de mandacaru foi de
0,2681 (Quadro 12). O intervalo dos valores da heterozigosidade esperada nas 21
amostras de mandacaru (0,0278 — 0,3667) também foi menor que o obtido para
outras cactaceas. Otero-Arnaiz et al. (2004), ao analisarem sete locos polimorficos
em Polaskia chichipe, obtiveram uma heterozigosidade entre 0,188 e 0,797. Na
andlise de 12 locos SSRs polimérficos em 30 individuos de Echinocactus grusonii, a
heterozigosidade esteve entre 0,235 e 0,785 (Hardesty et al., 2008). Hughes et al.
(2008), ao estudarem 8 locos polimorficos em populacdes de Ariocarpus bravoanus,
obtiveram uma heterozigosidade esperada entre 0,201 e 0,688. Butterworth et al.
(2011), ao realizarem a caracterizagdo de 10 pares de primers a partir de
Coryphantha robustispina obtiveram uma He de 0,130 a 0,880. Peres et al. (2011)
analisaram 11 locos de 51 individuos de Pilosocereus machrisii, obtendo uma
heterozigosidade média esperada entre 0 a 0,789, o maior intervalo encontrado na
literatura.

A pequena quantidade de plantulas heterozigotas encontradas nas amostras
de mandacaru analisadas com os doze locos para microssatélites, em relacdo aos
valores estimados para as outras espécies de cactos colunares, pode ser justificada
pela forma convencional usada na regido para a fundacdo das populacdes, que
consiste na multiplicacdo vegetativa de exemplares das plantas, principalmente
aquelas que compdem jardins ornamentados por cactos. As plantulas analisadas, no
presente estudo, sdo em sua maioria descendentes de locais na zona urbana,
seguramente estruturadas pelo homem. E possivel que as estimativas de individuos
heterozigotos sejam maiores em populagdes casualmente estabelecidas na natureza
a partir de sementes dispersas por passaros ou abelhas, por exemplo. Outra
possivel explicacdo para o excesso de homozigotos seria a ocorréncia de alelos
nulos, uma vez que a probabilidade desse evento ocorrer € maior quando se utiliza
primers heterdlogos (Pépin et al., 1995). E possivel observar que a maior diferenca
entre a heterozigosidade observada e esperada foi registrada para as plantulas das
amostras SP 1, BA, PR 4, SP 2, Pl 2, PI 3 e MS 5, coletadas nas localidades Torre
de Pedra, Queimada Nova, Maringa, Pardinho, dois locais de Teresina e uma na
regido do Pantanal. As amostras MS1, MS2, MS3 e MS4, descendentes de plantas

da regido do Pantanal, apresentam valores de Ho superiores aos valores de He
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(Quadro 12). Estas plantas parecem ter sido estabelecidas de forma casual no
ambiente, por meio da dispersdo de sementes por animais, uma vez que se
encontram na Fazenda Experimental da Embrapa Pantanal. Este resultado mostra
que plantas coletadas de jardins, em regides urbanas, diferentemente de plantas
naturalmente estabelecidas na natureza, apresentam distorcdes quanto a
heterozigosidade. Além disso, as distor¢ées nos valores encontrados podem se dar
devido ao fato de as amostras serem provenientes de plantas de uma mesma mae,

ou seja, cada semente compartilha apenas 50% dos genes.

Quadro 12 - Parametros meédios de diversidade genética avaliados para as 21
amostras de Mandacaru e obtidos mediante analise dos doze locos SSRs, onde Na=
nimero médio de alelos observados; Ne=nimero efetivos médio de alelos;
Ho=heterozigosidade média observada; He=heterozigosidade média esperada

Na Ne Ho He
SP1 2,1667 1,6715 0.1607 0,3790
SP 2 1,7500 1,4398 0,1667 0,2704
PR 1 1,6667 1,4365 0,2333 0,2611
PR 2 1,9167 1,7326 0,3500 0,3870
PR 3 1,7500 1,6599 0,3167 0,3611
PR 4 1,6667 1,3183 0,1167 0,2074
PR5 1,7500 1,4157 0,2333 0,2481
PR 6 1,6667 1,5407 0,3167 0,2981
PR 7 1,6667 1,4554 0,2167 0,2667
PR 8 1,8333 1,4958 0,2833 0,3019
BA 1,4167 1,2987 0,0278 0,2056
Pl1 1,5000 1,2928 0,1500 0,1759
Pl 2 1,5833 1,4500 0,1833 0,2593
P13 1,5000 1,3486 0,1333 0,2185
Pl 4 1,5000 1,3301 0,2000 0,1981
P15 1,5000 1,3403 0,2167 0,2130
MS 1 1,5000 1,4355 0,2667 0,2296
MS 2 1,5833 1,4427 0,3667 0,2741
MS 3 1,8333 1,6174 0,3833 0,3648
MS 4 1,6667 1,4722 0,3833 0,2685
MS 5 1,9167 1,6135 0,2667 0,3537
Média 1,6825 2,8007 0,2405 0,2681
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A analise dos polimorfismos nos locos SSR das 21 amostras de mandacaru
evidenciou que os locos Pchi2l, mAbRO05-1, mAbR05-2 e Pchi5-2 apresentaram
valores negativos para o coeficiente de endogamia (Fis), indicando um excesso de
heterozigotos para os referidos locos (Quadro 13). O valor médio de Fis para os
doze locos estudados foi 0,0407, indicando um pequeno déficit de heterozigotos. O
valor médio de Fis foi menor que os valores jA descritos para outros cactos
autoincompativeis, polinizados por insetos ou passaros. Para Pereskia gamacho,
polinizada por insetos, o valor de Fis foi 0,116 (Nassar et al., 2002). As espécies
polinizadas por morcegos, tais como Stenocereus griseus (Fis = 0,145), Cereus
repandus (Fis = 0,182), e Pilosocereus laguginosus (Fis=0,176), também
apresentaram valores maiores. Para Stenocereus gummmosus, polinizado por
mariposa, o valor de Fis foi de 0,672 (Clark-Tapia e Molina-Freaner, 2003). Os
valores mais altos e positivos de Fis encontrados nos demais locos em analise
(Quadrol3) podem ser explicados pela ocorréncia de eventos, tais como
endocruzamentos biparentais dentro de populacdes relativamente pequenas e
parcialmente isoladas, pela vantagem adaptativa de homozigotos, ou pela estrutura
clonal das populacdes (Moraes et al., 2005).

A analise da divergéncia genética entre as amostras de mandacaru (Fst =
0,4914) foi muito alta (Quadro 13), de acordo com o indice (Fst >0,15) estabelecido
por Wright (1978). Na literatura, a diferenciagdo entre populagbes de cactos
colunares estéd associada ao potencial dos vetores de dispersdo de pélen (Hamrick
et al. 2001). Um nivel alto de diferenciacdo entre populacbes de Lophocereus
schottii tem sido atribuido a limitada capacidade de dispersdo do seu polinizador, a
mariposa Upiga virescens (Fleming e Holland, 1998). A alta diversidade génica e
consequentemente o baixo grau de parentesco entre as amostras de mandacaru,
analisadas no presente estudo, podem ter sido favorecidos pela grande distancia
geografica que as separam (Figura 04) e também pela dificuldade em dispersdo do
polen, que é realizada principalmente por insetos que ndo conseguem alcancar
grandes distancias.

O consumo e dispersado dos frutos realizados por passaros e morcegos que
podem percorrer longas distancias podem ter contribuido para determinar um valor
para o fluxo génico (Nm=0,2588), considerado dentro dos parametros intermediario
(0,25<Nm<0,99), de acordo com Govindajaru (1989). Outros cactos colunares

polinizados por vetores que apresentam grande potencial para dispersao de polen
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(morcegos e passaros) exibem baixa diferenciacdo entre as populacdes (Hamrick et
al., 2001). Segundo Young et al. (1994), a fragmentacdo das populacdes e sua
ampla distribuicdo geogréafica podem reduzir o tamanho populacional e aumentar a
diferenciacdo entre populacdes por elevar a deriva genética e a endogamia e

restringir o fluxo génico entre elas.

Quadro 13 - Estimativa do tamanho da amostra (N), numero de alelos observados
(Na) e efetivos (Ne), coeficiente de endogamia (Fis), déficit de heterozigotos (Fit),
proporcdo de diversidade génica entre as amostras (Fst), fluxo génico entre as
amostras (Nm), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) nas 21 amostras
de mandacaru

Locos N Na Ne Fis Fit Fst Nm Ho He

AaB6 224 3,0000 2,5278 0,2242 0,5900 0,4715 0,2802 0,2500 0,6071
mEgR78 224 2,0000 1,9809 0,6268 0,7626 0,3639 0,4370 0,1161 0,4974
Pchi47 224 3,0000 2,2555 0,3109 0,6728 0,5252 0,2260 0,1696 0,5591
Pchi21 224 2,0000 1,4961 -0,5617 -0,2539 0,1971 11,0186 0,4196 0,3331
AaD9 224 3,0000 2,0398 0,5857 0,7897 0,4925 0,2576 0,0982 0,5121
Pchid4 224 2,0000 1,5077 11,0000 1,0000 0,9568 0,0113 0,0000 0,3382

mAbRO5-1 224  4,0000 2,7838 -0,6721 0,3301 0,5994 0,1671 0,4107 0,6437
mAbRO5-2 224  2,0000 1,3355 -0,7639 -0,1821 0,3298 0,5080 0,2946 0,2524
mAbRS6 224 20000 1,9943 0,2004 0,7296 0,6618 0,1277 0,1429 0,5008

Pchi5-1 224 3,0000 2,5577 0,3700 0,7499 10,6030 0,1646 0,1429 0,6117
Pchi5-2 224 2,0000 1,9191 -0,3075 -0,2076 0,0764 3,0222 0,5804 0,4811
mAbR28 224 3,0000 2,1496 0,2601 0,6425 0,5169 0,2337 10,1875 0,5372
Média 224 2,5833 2,0456 0,0407 0,5121 10,4914 10,2588 0,2344 0,4895

A andlise das frequéncias genotipicas também indica distorcdo na
segregacdo para varios locos, pois a maioria das frequéncias dos alelos nao
apresenta uma distribuicdo de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Quadro
14). Ao comparar as heterozigosidades esperadas e observadas, fica claro que
esses desvios foram causados pelo excesso de homozigotos, apontado também
pelos indices de Fis e Fit. Os valores de Ho foram menores que os valores de
heterozigosidades esperada, 0 que comprova mais uma vez O excesso de
homozigotos nas populacdes estudadas. O desvio das proporcdes do equilibrio de
Hardy-Weinberg pode ser devido a varios fatores evolutivos, como deriva genética,
selecdo, cruzamentos entre parentes, efeito de Wahlund (reducéo da
heterozigosidade devido a populacdo estar estruturada em subpopulacdes) e a
presenca de alelos nulos (Hamrick, 1982). Nas amostras de mandacaru analisadas,
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tal fato pode ser reflexo da forma de multiplicacdo vegetativa (selecao artificial) e
efeito do fundador.

As frequéncias genotipicas nos locos AaB6 (amostras PR 3, PR 4, PR 5, PR
7, PR 8, Pl 2, Pl 4, MS 1 e MS 3), mEgR78 (amostras PR 1, PR 2, PR 5, Pl 2 PI 5,
MS 4 e MS 5), Pchi47 (amostras PR 2, PR 3, PR 5, MS 2, MS 3, MS 4), Pchi2l
(amostras SP 1, BA, PR 1, PR 2, Pl 1, Pl 2, PI 3, Pl 4, PI 5, MS 4 e MS 5), AaD9
(amostras PR 4, PR 8, P1 2, P1 4, PI 5 e MS 2), mAbRO5-1 (amostra SP 1, PR 2, PR
4, PR 6, PI 3 e PI 5), mAbRO5-2 (amostras SP 1, PR 1, PR 2, PR 8 e MS 5),
mMAbR86 (amostras SP 1, SP 2, PR 3, PR 5, PR 6, PR 7, MS 3 e MS 4), Pchi5-1
(amostras Pl 4, MS 2 e MS 3), Pchi5-2 (amostras SP 1, SP 2, PR 1, PR 2, PR 3, PR
4, PR5 PR6,PR7,PR8,cPI1 Pl2 PI3 MS1 MS2eMS5), mAbR28 (amostra
PR 7) ainda atendem as expectativas de equilibrio de Hardy-Weinberg (Quadro 14).

As amostras de mandacaru apresentaram valores de identidade variando de
0,2249 (entre as plantulas das amostras PR 4 e MS 1) a 0,9749 (entre as plantulas
das amostras Pl 4 e Pl 5). Entre as plantulas originadas de sementes do Pantanal
foram encontrados altos valores de similaridade genética variando de 0,7445
(amostras MS 1 e MS 2) a 0,9554 (amostras MS 2 e MS 3) demonstrando assim a
similaridade entre as amostras do Pantanal. As amostras Pl 4 e Pl 5 que
apresentaram 0s maiores valores de similaridade genética sdo provenientes da
mesma regido, Teresina-Piaui, enquanto as amostras mais distantes sdo de regides
diferentes, Maringa (PR) e Teresina (PI) (Quadro 15, Figura 8).

O agrupamento apresentado no dendrograma da Figura 8 mostra a
formacdo de trés grandes grupos. As amostras SP 1 e SP 2 provenientes de
diferentes regibes do estado de S&o Paulo encontram-se em grupos distintos. A
amostra da Bahia (BA) esta isolada, porém mais préxima das amostras PR 4 e PI 1,
provenientes da regido de Maringa e Picos, respectivamente. As amostras de
mandacaru originadas de diferentes localidades da cidade de Maringa, encontram-
se proximas. A determinacédo das relacbes de similaridade e diversidade entre as
amostras € importante para conhecer os genoétipos de cada uma delas no sentido de
orientar o manejo destas, quer para organizar reservas de biodiversidade para a
espécie selecionando sementes dos locais que apresentaram maior polimorfismo,
quer para programar cruzamentos entre exemplares geneticamente mais distantes, e
principalmente, para ilustrar o amplo intervalo de diversidade (de 0,2249 a 0,9749)

encontrado na espécie.
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Quadro 14 - Teste do x*-quadrado para verificar o equilibrio de Hardy—Weinberg para os doze locos de microssatélites analisados
nas 21 amostras de mandacaru

14%

Locos AaB6 mEgR78 Pchi47 Pchi21 AaD9 Pchi44 mAbRO5-1  mAbR05-2 mAbR86 Pchi5-1 Pchi5-2 mAbR28
Amostras

SP1 6,9154 11,2000 15,1272 1,9157* 15,1273 0,1300* 0,0000* 3,2102* 15,2941 0,0024* 15,2941
BA 5,3333 5,3333 0,0000* 53333 ... 53333 ...
PR1 2,2857* 0,1428* 4,0000 0,1428* 9,1429 0,1428* 4,0000
PR2 0,4000* 1,6000* 0,0000* 11,2000 1,600* 1,6000* 9,1429 0,0400* 7,0000
PR3 0,4000* 6,4000 0,5714* 6,4000 4,0000 0,4000* 0,5714* 13,0000
PR4 0,0000* 9,1429 0,4000* 0,1428* 6,4000 2,2857*
PR5 0,4000* 0,0000* 0,0000* 4,0000 0,1428* 0,4000* 9,1429
PR6 13,000 6,4000 9,1429 1,600* 1,6000* 0,1428* 4,0000
PR7 0,1428* 9,1429 4,0000 0,0000* 6,4000 2,5600* 2,2000*
PR8 0,0000* 9,1429 9,1429 2,2857* 4,0000 1,6000* 1,6000* 6,4000
SP2 9,1429 9,1429 4,0000 2,2857* 9,1429 0,4000* 6,4000
PI1 4,0000 0,1428* 9,1429 9,1429 0,1428*
PI 2 2,8000* 0,4000* 0,5714* 2,2857* 0,5714* 6,4000
PI 3 6,4000 0,5714* 9,1429 0,0000* 6,4000 1,6000*

Pl 4 1,6000* 6,4000 0,1428* 0,1428* 1,6000*

PI 5 0,0400* 9,1429 0,1428* 0,4000* 0,0000* 4,0000
MS1 2,2857* 7,0000 4,0000 4,0000 0,5714* ...
MS2 9,1429 0,5714* 4,0000 0,1428* 4,0000 0,5714* 1,6000*

MS3 2,2857* 9,1429 2,5600* 4,0000 9,1429 4,0000 0,1428* 1,6000* 4,0000

MS4 0,4000* 0,0000* 1,6000* 4,0000 0,0000* 4,0000 4,0000

MS5 6,4000 2,2857* 9,1429 1,6000* 9,1429 9,1429 0,1428* 5,5000 1,6000*

*Loco em equilibrio de Hardy-Weinberg.



Apés a andlise e comparando todas as amostras coletadas nas diferentes
regides do Brasil (Sul, Sudeste, Centro Oeste, e Nordeste), o Fst obtido foi de
0,2634, indicando também uma alta diferenciacdo para as amostras (Figura 9).
Podemos observar a formacdo de 2 grupos. No primeiro, foram agrupadas as
amostras das regides Sul, Sudeste e Nordeste; no segundo grupo, estdo as
amostras coletadas na regido Centro Oeste (Quadro 16). A similaridade entre as
amostras das regides Sudeste e Sul foi de 0,9277, sugerindo que as amostras
destas duas regides podem ser a mesma espécie. Para as amostras coletadas nas
regides Nordeste e Sudeste e Nordeste e Sul, a similaridade foi de 0,8258 e 0,8839,
respectivamente, e também podemos sugerir que as amostras coletadas nas regides
Nordeste e Sul pertencam a mesma espécie. As amostras coletadas na regido
Centro Oeste apresentaram, respectivamente, similaridades de 0,6034, 0,5615 e

0,5646 com as amostras coletadas nas regides Sudeste, Sul e Nordeste.
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Figura 8 - Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), entre as 21 amostras de mandacaru. O agrupamento foi realizado por
meio do método UPGMA, empregando o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al.,
1999).
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Quadro 15 - Coeficiente de similaridade e distancia de Nei entre as 21 amostras de mandacaru

Amostras  SP1 BA PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 PR7 PR8 SP2 PI1 PI2 PI3 PI4 PI5S5 MS1 MS2 MS3 MS4 MS5
SP1 ¥+ 0,71 0,82 0,92 0,89 0,75 0,76 0,82 0,86 0,85 0,78 0,70 0,78 0,73 0,69 0,65 0,50 0,52 0,55 0,59 0,60
BA 0,35 =+ 0,79 0,79 0,78 0,85 0,72 0,81 0,78 0,83 0,69 0,77 0,72 0,68 0,77 0,76 0,35 0,37 0,38 0,37 0,42
PR 1 0,20 0,24 »** 0,71 0,69 0,65 0,65 0,80 0,83 0,79 0,68 0,63 0,67 0,62 0,72 0,70 0,41 0,33 0,37 0,38 0,43
PR 2 0,08 0,24 0,34 =+ 0,93 0,79 0,74 0,78 0,83 0,91 0,74 0,70 0,75 0,71 0,65 0,62 0,50 0,48 0,52 0,61 0,50
PR3 0,12 0,25 0,37 0,07 **** 0,83 0,76 0,86 0,85 0,81 0,92 0,84 0,89 0,81 0,75 0,73 0,49 0,46 0,53 0,54 0,61
PR 4 0,29 0,16 0,43 0,24 0,19 = 0,71 0,76 0,72 0,74 0,69 0,91 0,87 0,81 0,73 0,73 0,22 0,49 0,41 0,36 0,50
PR 5 0,27 0,33 0,42 0,31 0,28 0,34 ** 0,91 0,83 0,86 0,72 0,73 0,66 0,72 0,73 0,73 0,48 0,53 0,50 0,58 0,64
PR 6 0,20 0,21 0,22 0,25 0,15 0,27 0,09 ***=* 0,91 0,90 0,82 0,81 0,76 0,77 0,82 0,78 0,46 0,48 0,47 0,49 0,60
PR7 0,15 0,25 0,18 0,18 0,16 0,33 0,19 0,09 =+ 0,91 0,78 0,80 0,79 0,81 0,79 0,72 0,50 0,44 0,44 0,53 0,54
PR 8 0,17 0,19 0,24 0,09 0,22 0,30 0,15 0,20 0,10 **** 0,69 0,69 0,70 0,76 0,78 0,73 0,51 0,54 0,51 0,61 0,53
SP 2 0,24 0,37 0,38 0,30 0,08 0,37 0,33 0,20 0,24 0,37 **** 0,80 0,88 0,83 0,85 0,85 0,57 0,43 0,57 0,49 0,71
PI1 0,36 0,26 0,47 0,36 0,17 0,09 0,31 0,21 0,22 0,37 0,23 **** 0,94 0,88 0,79 0,77 0,31 0,46 0,41 0,36 0,56
P12 0,25 0,33 0,41 0,28 0,12 0,14 0,41 0,27 0,24 0,36 0,13 0,06 *** 0,94 0,86 0,82 0,43 0,53 0,54 0,48 0,67
PI3 0,32 0,39 0,48 0,34 0,21 0,21 0,33 0,26 0,21 0,27 0,19 0,13 0,06 **** 0,93 091 0,45 0,60 0,56 0,49 0,69
Pl 4 0,38 0,27 0,33 0,44 0,29 0,31 0,32 0,20 0,24 0,25 0,16 0,24 0,15 0,07 *** 0,97 0,51 056 0,59 047 0,71
P15 0,43 0,28 0,36 0,48 0,32 0,31 0,31 0,25 0,32 0,31 0,16 0,26 0,20 0,10 0,03 **** 0,47 0,53 0,56 0,41 0,70
MS 1 0,70 1,04 0,89 0,69 0,71 1,49 0,73 0,77 0,70 0,67 0,56 1,18 0,85 0,79 0,68 0,75 **** 0,74 0,89 0,89 0,82
MS 2 0,66 1,00 1,11 o,72 0,78 0,70 0,63 0,74 0,81 0,61 0,84 0,78 0,63 0,52 0,58 0,64 0,30 *** 0,96 0,88 0,91
MS 3 0,59 0,96 0,99 0,66 0,64 0,89 0,69 0,75 0,81 0,68 0,56 0,88 0,61 0,58 0,53 0,58 0,12 0,05 **** 0,92 0,97
MS 4 0,53 0,98 0,96 0,49 0,62 1,01 0,54 0,70 0,63 0,49 0,71 1,02 0,73 0,71 0,76 0,88 0,11 0,12 0,08 **** 0,86
MS 5 0,51 0,88 0,84 0,70 0,50 0,70 0,44 0,51 0,62 0,63 0,34 0,58 0,40 0,37 0,34 0,36 0,20 0,09 0,04 0,15 ****




Sudeste
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— Nordeste
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Figura 9 - Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), calculada entre as amostras de mandacaru coletadas nas regides Sul,
Sudeste, Centro Oeste e Nordeste. O agrupamento foi realizado por meio do método
UPGMA, empregando o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999).

Quadro 16 - Coeficiente de similaridade e distancia de Nei entre as amostras de
mandacaru coletadas nas quatro diferentes regides

Amostras Sudeste Sul Nordeste Centro-Oeste
Sudeste rkkk 0,9277 0,8258 0,6034
Sul 0,0751 kkx 0,8839 0,5615
Nordeste 0,1914 0,1234 Fhxx 0,5646
Centro Oeste 0,5052 0,5772 0,5717 Fokkk

A analise dos dados realizada no programa GenAlEx 6.5 mostrou a
porcentagem de variancia molecular dentro e entre as amostras de mandacaru
(Quadro 17). As porcentagens de variacdo entre as 21 amostras de mandacaru foi

de 55%, maior que a observada dentro das popula¢des que foi de 45%.

Quadro 17 - Andlise da variancia molecular (AMOVA), valores de grau de liberdade
(GL), soma dos quadrados (SQ), variancia e porcentagem de variancia molecular
dentro e entre as amostras de mandacaru

Fontes de variacao GL SQ Variancia %

Entre as Amostras 20 617,747 30,887 55%
Dentro das Amostras 91 377,119 4,144 45%
Total 111 994,866 100%
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As relacbes genéticas entre os gendtipos individuais por meio de um
agrupamento bayesiano implementado pelo programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard
et al. 2000) também foram exploradas neste trabalho. Para cada uma das 3 mil
corridas, foram realizadas 30.000 repeticbes e o0 grupo mais apropriado foi
selecionado por meio do método proposto por Evanno et al. (2005), que sugeriram
um valor ideal de aglomerados para o conjunto de todas as populaces com um
delta k = 10,715448. Este valor de delta k sugere a formacéo de 3 grupos (K=3)
(Figura 10), ou seja, todas as 21 amostras utilizadas nesta andlise foram agrupadas
em 3 grupos. Os valores de Fst médio para os trés grupos formados foram de
0,5490 para o grupo 1; 0,2835 para o grupo 2 e 0,221 para o grupo 3. Estes valores

mostram que as plantulas em cada grupo sao altamente diferenciadas.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

10+

Delta K

Figura 10 - Analise do delta K sugerindo a formacédo de 3 grupos.

A analise do bar plot (Figura 11) indica a divisdo das amostras, de acordo
com suas relacdes genéticas. As amostras MS 1, MS 2, MS 3, MS 4 e MS 5
encontram-se juntas e pertencem a um sO grupo na cor vermelha (grupo 1). As
demais amostras se encontram mescladas nos dois outros grupos nas cores verde e
azul (grupo 2 e 3 respectivamente). As amostras SP 1, PR 5 e Pl 3, apesar de
apresentarem divididas entre os dois grupos, 2 e 3, foram consideradas
pertencentes ao grupo 2, onde se encontram as maiores proporcdes de plantulas

(Quadro 18). As amostras BA, PR 3, PR 4, PI 1, Pl 2 se encontram agrupadas no
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grupo 2, enquanto as demais amostras (PR 1, PR2,PR6,PR7,PR8,SP 2, Pl4e
Pl 5) pertencem ao grupo 3. A arvore que representa a distancia genética entre 0s
trés grupos (Figura 12) mostra uma grande distancia do grupo 1, representado pelas
amostras de sementes coletadas no Pantanal.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

SP1 SP2 BA PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 PR7 PR8 PI1 PI2 PI3 Pl4 PI5 MS1 MS2 MS3 MS4 MSS

Figura 11 - Bar plot das 21 amostras agrupadas em 3 grupos. Grupo 1 (vermelho),
grupo 2 (verde) e grupo 3 (azul).

Quadro 18 - Numero de amostras, proporcdo de plantulas distribuidas em cada
grupo e numero de plantulas em cada amostra

Grupos
Amostras 1 2 3 NP mero de
plantulas (*)

SP1 0,010 0,638 0,353 14(*)
SP2 0,009 0,761 0,230 5
PR 1 0,003 0,121 0,876 5
PR 2 0,011 0,774 0,215 5
PR 3 0,004 0,971 0,025 5
PR 4 0,003 0,622 0,374 5
PR 5 0,008 0,011 0,981 5
PR 6 0,004 0,019 0,976 5
PR 7 0,003 0,397 0,600 5
PR 8 0,007 0,017 0,976 5
BA 0,003 0,039 0,958 3
Pl1 0,003 0,793 0,204 5
P12 0,005 0,978 0,017 5
P13 0,006 0,590 0,404 5
Pl 4 0,007 0,016 0,977 5
P15 0,007 0,015 0,978 5
MS 1 0,974 0,011 0,014 5
MS 2 0,990 0,004 0,006 5
MS 3 0,991 0,005 0,004 5
MS 4 0,991 0,005 0,004 5
MS 5 0,809 0,177 0,014 5

(*) caules de plantas adultas.
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Figura 12 - Arvore que representa a distancia genética entre os trés grupos formados
por meio de um agrupamento bayesiano.

O baixo valor obtido para o teste de mantel r°=0,06, realizado com o
programa GenAlEx 6.5, foi obtido comparando a matriz de distancia genética e a de
distancia geogréfica. O resultado obtido mostra que a diferenciacdo encontrada para
as 21 amostras ndo esta relacionada com a distancia geografica que separa as
mesmas, sugerindo que esta diferenciacdo possa estar associada com processo de
especiacao ou com a avaliacdo de diferentes espécies do género Cereus presentes
nas diferentes regides do Brasil (Sul, Sudeste, Centro Oeste, e Nordeste). Esta
indicacdo sustenta a hipotese de que as plantas de mandacaru distribuidas nas
quatro regides do Brasil correspondem a espécies diferentes do género Cereus. Na
regido nordeste, a espécie tem sido denominada de Cereus jamacaru De Candolle,
na regiao sul de Cereus repandus Miller (= C. peruvianus Mill.); na regido sudeste do
Brasil; as plantas de mandacaru sédo denominadas Cereus hildmannianus K.
Schumann e, na regido do pantanal, Cereus kroenleinii. A ocorréncia de espécies
diferentes de mandacaru nestas quatro regides do Brasil pode ser sustentada pela
baixa identidade entre as plantas das diferentes regides e pelo alto valor de Fst
(0,4914) obtido no presente estudo.
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5. CONCLUSOES

a) Os melhores primers para amplificar e estudar o genoma de mandacaru
no presente trabalho foram os Pchi5 e mAbRO5, que amplificaram 2 locos com 5 e 6
alelos, respectivamente. Estes marcadores poderdo ser utilizados em trabalhos
posteriores.

b) As amostras mais polimérficas foram as coletadas na regido, no municipio
de Torre de Pedra-SP. Para esta populagéo, foi observado que 91,67% dos locos
séo polimorficos. As plantas desta regido podem ser recomendadas para a formacéao
de populacdes utilizadas em conservacao in situ e para a extracdo de sementes que
compoem bancos de germoplasma.

c) As amostras PR 2, PR 3, PR 6, MS 2, MS 3 e MS 4 foram as que
apresentaram a maior heterozigosidade média observada, sendo as indicadas para
compor os programas de melhoramento. Estas amostras sao também as mais
indicadas para a extracdo de linhagens.

d) As amostras de mandacaru analisadas no presente trabalho estdo
geneticamente estruturadas, sugerindo a ocorréncia de espécies diferentes para as
regides Centro Oeste, Sudeste e Nordeste do Brasil.

e) Podemos sugerir que as amostras coletadas nas regides Sul e Sudeste

sao parte de uma mesma espécie de mandacaru.
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ANEXOS

Quadro 1 - Marcadores microssatélites desenvolvidos para diferentes espécies de

cactéceas.

Locus Sequéncia do Primer (5'-3") Espécie Autores

Pchi5 F: CAAGAAAAAGGAAGCCCACA Polaskia Otero-Arnaiz

AY147840 R: GGTGCCATATCCCCTGTGTA chichipe et. al., 2004

Pchi9 F: GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG Polaskia Otero-Arnaiz

AY147838 R: AAAGGCCCAAATCATAAGCA chichipe et. al., 2004

Pchi21 F: CGTTTAGCCCCTCTTTCTCC Polaskia Otero-Arnaiz

AY147837 R: GTTCCCAACTGACCGACAAC chichipe et. al., 2004

Pchi25 F: GCCCTTCTAAGGCCATTTCT Polaskia Otero-Arnaiz

AY147836 R: ATTCCGTGTCAAGATTGTGC chichipe et. al., 2004

Pchi44 F: ATTCAAACAGGCCCACACAG Polaskia Otero-Arnaiz

AY147834 R:GGGTGTTAGAAGGAATAATAGCTTG chichipe et. al., 2004

Pchi47 F: GTCCTTGTGGCTAGCCCTTT Polaskia Otero-Arnaiz

AY147832 R: CCATTTCTCTCGCCATCTG chichipe et. al., 2004

Pchi54 F: CCTTGAGCTTTGACATTGAGA Polaskia Otero-Arnaiz

AY147831 R: GGAAGGTTTTCATTGGATGAG chichipe et. al., 2004

Pchi20 F:GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG Po_las_kia Otero-Arnaiz
R:AAAGGCCCAAATCATAAGCA chichipe et al., 2005

pchiso F: CCTGGGCAAACCTCTGTTTA Po_las_kia Otero-Arnaiz
R:GTTCCCAACTGACCGACAAC chichipe et al., 2005

AaB6 F:ATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG Astroph_ytum Terry et al,
R: CTCAGGAAAGACTTACACCATGG asterias 2006

AaH11 F:GAAGAAACACTTCTGCAAGTAGATG Astroph_ytum Terry et al,
R: GATTTCCATCACCATCTTGTCAGC asterias 2006

AaA3 F:GCAAGCAAGAGTATGGTGAATTGG Astroph_ytum Terry et al,
R:AGTTATTTTCACGGTAACACACATGG asterias 2006

AaC3 F: ACTAATATCATGCTGCGTCGTTAG Astroph.ytum Terry et al,
R: ACGGTCCAGTCACATAACATTCC asterias 2006

AaD9 F: CTGTTTAGTTCTCTCGTCTTCACC Astroph.ytum Terry et al,
R: CTCCGCTTTTACTGCTAGCACC asterias 2006

AaG3 F: TAACAGAGAATCCAAGGCTTTTCC Astroph.ytum Terry et al,
R: AATCGCCAGCCGAGGGAGAC asterias 2006

MADRO5 F: AATAGGGACAGTGAGGGATT Ariocarpus Hughes et al.,
R: TCTTCTCATGAGCCTTGTCG bravoanus 2008

MAbR28 F: CCATAAGCTGTGGTGGGTCT Ariocarpus Hughes et al.,
R: ATTTTAAAGCTCCCCCTCCA bravoanus 2008

MAbRA0 F: TTTAATGCGGAGGAAGTTGG Ariocarpus Hughes et al.,
R: GCTCAAAGTCTCTCCGTTAATGA bravoanus 2008

MADBRA2 F: GGGCAATTCACTATGCACAA Ariocarpus Hughes et al,
R: TTGTCCCACCTTCCCTATTG bravoanus 2008

MADBR77 F: CGGGGAAGGAATAATCCAAG Ariocarpus Hughes et al,
R: ATGTGCCGTTTGCAATCTTT bravoanus 2008
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Quadro 1 - Continuacéao

ADRS? F: TTCCATCCTGGAGTTTAGGG Ariocarpus Hughes et al.,
m R: GAAAACATTTCAAGTGCAACACA bravoanus 2008
MADRS6 F: TTGCAACTTGGGCATCAGTA Ariocarpus Hughes et al,
R: GGCAGCTCAACTCCAGAGAC bravoanus 2008
ABRO1 F: CGACATCAAGTTGCACCATC Ariocarpus Hughes et al.,
m R: TCAGGAGTTGCTTGATGGAA bravoanus 2008
EqR39 F: GAGCGCAGAATTGAGGTG Echinocactus | Hardesty et al.,
m=d R: GATGTGGCATTTTCAGAC grusonii | 2008
EQRO?2 F: TGGGTTGGAGAAGTGGAAG Echinocactus | Hardesty et al.,
m=d R: CGGTGTGAGGCTTCATTTG grusonii | 2008
EaR17 F: ATCGTTGAAAGAGGCGAAA Echinocactus | Hardesty et al.,
m=d R: TCCCTCTTCTTCGTCAGAGC grusonii | 2008
EQR63 F: TTGAATTGGGTGCTTCACTG Echinocactus | Hardesty et al.,
m=d R: CCCTAAATATGCTGCCGATG grusonii | 2008
EqR76 F: TCACAATTTGGAAGGAAGCA Echinocactus | Hardesty et al.,
m=g R: GTGAGCAAAGGGCTGATTTC grusonii | 2008
EqR73 F: AAGGAAGAGGAGGAGGCAACC Echinocactus | Hardesty et al.,
m=g R:TTCTAATAAACACTTAAACCCTAACC grusonii | 2008
EqR78 F: AGCCCAAAGCCCAACTTATT Echinocactus | Hardesty et al.,
m=g R: TGCATGCAATCATAAGGTTTTC grusonii | 2008
mEQR98 F: ACCCTAGTGGGGTCGAGAAT Echinocactus | Hardesty et al.,
g R: GTCGCCCAGAACCCTAGTCT grusonii | 2008
MEQR9Y F: GCTACTCGTGGTTGTGGTGA Echinocactus | Hardesty et al.,
g R: CTGCCGTTCTCTCTCTGCTC grusonii | 2008
mEQR51 F: TGGCATAGAGGTGGTGACTG Echinocactus | Hardesty et al.,
g R: GCCAAATAAAATTTGAGCCATT grusonii 2008
MEQJR68 F: GGTAGCCATTCGTCATCAGC Echinocactus | Hardesty et al.,
g R: GTCCCGGTACTCGCTTCTCT grusonii 2008
MEARTO0 F: ATGTTGCCAGAAACACTTCG Echinocactus | Hardesty et al.,
g R: GCAAATTAAAGGGTTCTCTTGG grusonii 2008
Ht | F: TTGAGGCCAATATGAGATTTGA Haageocereus | Arakaki et al.,
a R: TATGGCCCATTTGAAACCAT tenuis 2010
Htlb F: CCAAGAAGCCATCTGAGGAG Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: CACCCCCTTCCTCTCTCTCT tenuis 2010
Hi | F: ATCCCAATTTCTTGCCTCCT Haageocereus | Arakaki et al.,
e R: GCTCACGAATGGTCAGAAGA tenuis 2010
Htld F: CCAAGATTGGTCGTCGACAT Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: CTTCGCCCCACCTTCTCTA tenuis 2010
Ht e F: TCACCTATTTGATCCCCTTCC Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: CCTAAGTGCTTGAGCCAAAAA tenuis 2010
bt If F: TCCACATGCTACGACCACTT Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: AGGCCTCATCCTACCAGAGTC tenuis 2010
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el F: CATGAATTGAAAGCCACACG Haageocereus | Arakaki et al.,
e R: CCTTGCACTGCATAGTTGGA tenuis 2010

Ho IV F: CGACAAACCTTGTCCTCTTG Haageocereus | Arakaki et al.,
p-Iva R: AGGTCCGACTGGTCCTAACC tenuis 2010

Ho IV F: AACCCTTGCAATAAGCTCCA Haageocereus | Arakaki et al.,
p-fve R: AATGGCAACGAAAGGAGAGA tenuis 2010

Ht Vb F: TCCAATGACATTTGCTATTCCA Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: CCCCATCTTCCCTACAGTCA tenuis 2010

Ht msa4 F: GCAAGAAAGGGAAGAGAAATC Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: TCAATGTCGTTCCTAAACATGAA tenuis 2010

HEms7 F: TTCCCATGACTGCCCTTAG Haageocereus | Arakaki et al.,
ms R: CTGTCCATTTAGCCCCAGAA tenuis 2010

Ht ms8 F: ACCCTTGCTGTTTGTGTGG Haageocereus | Arakaki et al.,
’ R: CCTCCTGCGAAGAAAGAGAA tenuis 2010

Ht ms9 F: TACGGTTTGGGTTTTGGAC Haageocereus | Arakaki et al.,
’ R: ACTGGGATCTCCCAACTGC tenuis 2010

Ht.ms11 F: GCCATTACCCCAACGTA Haageocereus | Arakaki et al.,
’ R: CTCACCTCCTTCATCTCTTCAA tenuis 2010

Ht ms12 F: GGTTATGACCATGGAATGC Haageocereus | Arakaki et al.,
’ R: ACTTGCAACCGTGTGTGTGT tenuis 2010

Ht ms13 F: TCAAGACATGGCAGCTCAA Haageocereus | Arakaki et al.,
’ R: GGCATGGTGCTGATTAGGAT tenuis 2010

Ht.ms16 F: CTGGCCAAACCCTATCTACT Haageocereus | Arakaki et al.,
' R: GGGTACACCGATCAGATAAAGG tenuis 2010

Opuntial F: Cy5-CCATCTACTTCCCACTTTGC Opuntia echios Helsen et al.,
puntia R: GTTTCTCCTGTGTTTCTCTGTGCTC P 2007

Opuntia2 F:Cy5- CACATACGCAAATACATGG Obuntia echios Helsen et al.,
pu R:GTTT-GCTTCATTTTCCAGGTTACT P 2007

Opuntia3 F: GTGAGTGCCCAGATGAAACT Obuntia echios Helsen et al.,
pu R: TCCTCAACTTTATTGTAGCAAGAG P 2007

Obuntiad F: Cy5-GATGATTCCGCCATTCACC Obuntia echios Helsen et al.,
Pt R: GTTT-CGTCGATCTGACTCACACC P 2007

Opuntias F: Cy5-TATGCACAAAGCACCATGC Obuntia echios Helsen et al.,
puntia R:GTTTCAACCATACCAACTGTACTGAC P 2007

Opuntiaé F:CyS5ATCTCATTGTATCATCTATTTCCTG Obuntia echios Helsen et al.,
P R:GTTTAGCACAAAGACACTTCATCG P 2007

Obuntia8 F: Cy5-ACCGCCATCACCAGCTATC Obuntia echios Helsen et al.,
P R: GTTTCTCACCCACAATTCCAAACC P 2007

Obuntiag F:Cy5CTAGGCTTCATCCCACATTAGG Obuntia echios Helsen et al.,
P R: GTTT-TCCAAATTCACCTCCTCTGC P 2007

Opuntial0 F:Cy5ACCAACATCAAACCTTCAATACC Opuntia echios Helsen et al.,
P R:GTTTCATGCTTCATCTTGTTCATTGG P 2007
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F: Cy5-CCTACACCTGCTGCCAATC

Helsen et al.,

tiall tia echi
Opuntia R:GTTTCGAGACAAACATCAGAGGAG Opuntia echios | 507
OpUntial2 F:Cy5TAATCTTATTCTCAGGTCAGTTAC Opuntia echios | Helsen et al.,
P R: GTTT-GGTATCTTGTTATTCGTTCG P 2007
OpUntial3 F: Cy5-CCAAATACCCAGCCCATAC Opuntia echios | Helsen et al,
P R: GTTT-GAGAACCTAACTTCCGATG P 2007
Opuntiald F: Cy5-TCAGGATTCAAGAAGATTTGC Opuntia echios | Helsen et al.,
P R: GTTT-GATTCAATTGATGATGGGC P 2007
OpUntials F: Cy5-GCGGTGGAAGCAGTTAGG Opuntia echios | Helsen et al,
P R: GTTT-CAGTCGATCATACCCAAGG P 2007
OpUntial6 F: Cy5-GTCAATCCCGAGCAATTTAGG Opuntia echios | Helsen et al.,
P R: GTTT-TCATTAGTGAGGCCCAACG P 2007
_ F: Cy5-AAAGGGAAGACCTTGCTCTC . . Helsen et al.,
opuntiazl | o GTTT-CTATTCTCAGCCCTCCTCTC Opuntia echios | 5507
2G F: TCGCACAAATCAGAAAGTCC Coryphantha | Butterworth et
HQ285947 R: TTGGTGAGACATTGAATTTAGCTC robustispina | al., 2010
3B F: CTTGCCTTGAAGGTTGCCTA Coryphantha | Butterworth et
HQ285948 R: GAATTCAAGCTCCCATCGAA robustispina | al., 2010
3C F: GAGCAACTGGTGGCTAGAGG Coryphantha | Butterworth et
HQ285949 R: CCTTCCCTCTTTCCACTAAACC robustispina | al., 2010
3F F: CGATTGGTTTTGCAAGGATT Coryphantha | Butterworth et
HQ285950 R: CGTCCCACTTGAGATGTTCA robustispina | al., 2010
4C F: CTTTTACCCCTGGCTCTCTT Coryphantha | Butterworthet
HQ285952 R: TTTATTGCAGACTTGAAATTTGTG robustispina | al., 2010
5E F: GGCAATTCTCAACAACAATCG Coryphantha | Butterworth et
HQ285953 R: ATTCCCTTCCTTGAGCCAAC robustispina | al., 2010
7B F: AGCACAGACAGCACGCTCTA Coryphantha | Butterworth et
HQ285954 R: TCATTTGCCTGCACAAACAT robustispina | al., 2010
7D F: TGGGCTCCTTTGCTGTTATT Coryphantha | Butterworth et
HQ285955 R: AATGTGCGGGCATGTAATTT robustispina | al., 2010
7G F: CACCAGGGACCTACATGACC Coryphantha | Butterworth et
HQ285951 R: ATGCTCCAGTGTGCAGATCA robustispina | al., 2010
10E F: GAGACTGGTGTGGGTGTCCT Coryphantha | Butterworth et
HQ285956 F: GAGACTGGTGTGGGTGTCCT robustispina | al., 2010
Pmac082 F: GTAAAAGAGGAGGATGGAGAGG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667127 R: CTTCTTCTTGCTAGGTTTCTCG machrisii 2011
Pmac084 F: CATAAATTGCAGAAATGAGGAC Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667128 R: AGGTAAACCGCTAACTCGATG machrisii 2011
Pmac085 F: CCCCTCACTTCTCCAATCTC Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667129 R: TCCCTCCTTCTTTTGTGTTC machrisii 2011
Pmac101 F: TGATAGCTGCAACGATGTC Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667130 R: CATTTGTTTTGTTGTTTGCTTCAC machrisii 2011
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Pmac102 F: TCTATAAGTGCCGATGGATGC Pilosocereus | Perez et al,
HQ667131 R: CACACCTCACTCCCAACCTC machrisii 2011
Pmac108 F: TGAATGTCTGCCATTAGAAAGC Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667132 R: TAATCGCCCCAAAGAAGAAC machrisii 2011
Pmac128 F: GTGTTGATTGTACTCTTCAG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667133 R: CTAACCCTTTGTATACATGC machrisii 2011
Pmac130 F: GAGGTGCCAATAAATCG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667134 R: TGTCACGCAATCTTGAACC machrisii 2011
Pmac135 F: ACCAGAATGAGCTCAGCTGTAG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667135 R: CCTAGCTAGCAGAATCAGAGTGAAGAC machrisii 2011
Pmac146 F: ACCCGACATCCCACTTGTAG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667136 | R: TAGTCTGAAACGGAGCAAGG machrisii 2011
Pmac149 F: TTCATCCTGCTTTTGAAGTTTG Pilosocereus | Perez et al.,
HQ667137 | R: TGATGGATTAGGATTGACCTG machrisii 2011
sceL 71 F-TCATCTGGTCCAATCAGCAA SC'gSﬁﬁgt‘éS' Schwabe et al.,
— R-TCAGCGAACAAGAATCATGC glauct 2013
S. parviflorus
scoL 337 | F-TGAACTTGCTTAGATTTCCCTTA S Sf;itgjs‘;tus Schwabe et al.,
— R-CGCTAACCCAACACTTTGCT glauct 2013
S. parviflorus
scolL a6 | FACTGTGTGGTCGATGAGGAG SClI0cacls | schwabe et al.,
— R-AGAAGTGTTGAAGGAGGCAAA glauct 2013
S. parviflorus
ScoL 401 | F-CACAACTTTGCTTCCTGGTTT Sc'lztl?;j’ffs Schwabe et al.,
— R-CATTTGCATCATATCCACCTAATAAATAAG glauct 2013
S. parviflorus
ScoL 416 | F-CGAACCATCCCCAAAAGTTA SCRI0caclIs | Schwabe et al.
— R-GACCCTCTCACCCACAAT glauct 2013
S. parviflorus
scoL a46 | F-ACTCAAGGTCCATCAAAACA Sc'lztlj’ccfscfs Schwabe et al.,
— R-ACTGCCCAATATCGTCTAAA glauct 2013
S. parviflorus
scoL a4s | FGGGTTTCAAGTTCCCCCTTA Sc'lztlj’ccfscfs Schwabe et al.,
— R-AGTGCCAAGCGAGTTTCATT grauct 2013
S. parviflorus
ccoL 450 | F-TTTTCATGCCCTATGACTATACAA Sc'lzfgfscfs Schwabe et al.,
— R-GGTTCCACCACCAATTATCC glauct 2013
S. parviflorus
scoL 461 | F-GGCACTCTATCTCTCTCCCT SCII06aclS | Schwabe et al.,
— R-AGGGTTTCATCCACACAAC glauct 2013
S. parviflorus
SCoL 704 | F-GCAAACCATTCAAAGCAGTG Sc'lztl‘fgf;tgs Schwabe et al.,
— R-CTTGCTGGCTGTTGAACTA glauct 2013
S. parviflorus
scpa 125 | FFGGTTCAGCTTGAATAGGTTAATTTC SC'@‘J’;‘;"SC?S Schwabe et al.,
— R-GGTTGAAACTAGGGGTCAG glauct 2013
S. parviflorus
scpa 268 | FOGAGTTCATCAGTAGCCTCT SC'f;Sgﬁgtgs' Schwabe et al.,
— R-GGTTGAAACTAGGGGTCAG glauct 2013
S. parviflorus
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SCPA_623

F-CTGTAAGCAGCCGTCGTTG

Scletocactus
glaucus e

Schwabe et al.,

R-TCTCTCCCCACGCTCTCTTA S. parviflorus 2013
MamVTCl F-NED CGATCATTAACCATTACCGTCA Mammillaria Solérzano et al.
F-NED CGATCATTAACCATTACCGTCA crucigera 2009
MamVTC2 F-FAM TCTCACTGCCCGTTTTCTCT Mammillaria Solérzano et
a R: ACGGTGATGGTGGGTGTTAT crucigera al., 2009
MamVTC5 F-NED TACAGACGCCATAGGCAAAG Mammillaria Solérzano et
R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA crucigera al., 2009
MamVTCs F-FAM TCGATTATCTGCTGCTTCCA Mammillaria Soldrzano et
a R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT crucigera al., 2009
MamVTCo F-FAM TGGATACGTGGCTCTTCGAT Mammillaria Soldrzano et
R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA crucigera al., 2009
MamVTC10 F-NED CATTCTAGACATCATATCGCTCT Mammillaria Solérzano et
R: TGAGACTCCACTCTATTTCCTCT crucigera al., 2009
MamVTC11 F-NED CAGGGGTAAGGGAGACAACA Mammillaria Soldrzano et
R: CTTCAGTGCCCCCTTTGAAT crucigera al., 2009
MamVTC12 F-NED TGGGGAATGGGCTATGATTA Mammillaria Solérzano et
R: CGGCGTTTATTAGCCAATCT crucigera al., 2009
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