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RESUMO

MARTIN, Paula Garcia. M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2011.
Transferibilidade de microssatélites de cactaceas para a analise de
regenerantes clonais (Ro) de Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae). Orientadora:
Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Coorientadoras: Claudete Aparecida
Mangolin e Maria Claudia Colla RuvoloTakasusuki.

Frente a crescente importancia econémica e industrial da espécie de cactos Cereus
peruvinaus, a proposta deste trabalho foi examinar a transferabilidade de
marcadores de SSR desenvolvidos a partir do genoma de diferentes espécies de
cactaceas para as plantas de C. peruvianus, no sentido de determinar a diversidade
genética e analisar a estrutura das populagdes de somaclones geradas in vitro, que
apresentam variacdo somaclonal. Foram avaliados 33 pares de primers de
microssatélites desenvolvidos para diferentes espécies de cactaceas. Desta
avaliacao, foram selecionados 9 primers, conferindo uma transferibilidade de 27,27%
destes primers para C. peruvianus. Os loci avaliados apresentaram 23 alelos, com
uma meédia de 2,56 alelos por locus polimorfico. Os variantes somaclonais
morfoldgicos (caules atipicos) de C. peruvianus apresentam menor diversidade de
alelos e de gendtipos heterozigotos. Os loci mEgR76, mAbR28, Pchi47, mEgR78,
MEgRO02, Pchi54, e mAbR42 foram considerados como efetivos para analisar
diversidade genética e a estrutura de populagdes de C. peruvianus e os loci mEgR76
e MADbR77, mEgR02 e mADbR28 foram indicados para investigar diferencas
morfolégicas em caules de mandacaru do género Cereus, ou em variedades com
morfologias de caules alteradas de C. peruvianus encontradas na natureza. O nivel
de identidade genética observado (0,8836 — 0,9609) entre os somaclones com
caules tipicos, atipicos e mistos indicou que as plantas com caules atipicos podem
ser consideradas como sendo da mesma espécie dos somaclones com caules

tipicos.

Palavras-chave: Cereus peruvianus, microssatélites, transferibilidade.
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ABSTRACT

MARTIN, Paula Garcia. M.Sc. UniversidadeEstadual de Maringa, February, 2011.
Transferability of cactus microsatellites for analyzing the genetic structure of
clonal regenerants of Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae). Adviser Professor:
Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Commitee Members: Claudete Aparecida
Mangolin and Maria Claudia Colla RuvoloTakasusuki.

Due to the growing economical and industrial importance of the cactus species
Cereus peruvianus, the purpose of the present work was to exam the transferability
of SSR markers developed from genomes of different species of cactus to the C.
peruvianus plants, as a way to determine the genetic diversity and analyze the
structure of somaclones populations generated in vitro that show somaclonal
variation. 33 pairs of microsatellites primers developed for different species of cactus
were evaluated. From this evaluation, 9 primers were selected, giving a transferability
of 27, 27% from these primers to C.peruvianus. The evaluated loci showed 23
alleles, with a medium of 2,56 alleles pre polymorphic locus. The morphological
somaclonal variants (atypical stems) of C.peruvianus show less diversity of alleles
and heterozygous genotypes. The mEgR76, mAbR28, Pchi47, mEgR78, mEgRO02,
Pchi54, e mAbR42 loci were considered effective to analyse the genetic diversity and
the population structure of C. peruvianus; and the mEgR76 e mAbR77, mEgRO02, e
MADR28 loci were indicated to investigate morphological differences in the stems of
Mandacaru plants of the Cereus genus or in C. peruvianusvarieties with altered
morphology of stems found in the wild. The genetic identity level observed (0,8836 —
0,9609) among the somaclones with typical, atypical and mixed stems indicated that
the plants with atypical stems can be considered as being from the same species of

the somaclones with typical stems.

Key words: Cereus peruvianus, microsatellites, transferability.
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1. INTRODUCAO

As cactaceas sempre foram associadas a plantas ornamentais (Figueira et
al., 1994). Atualmente, diversos trabalhos tém sido publicados destacando a
importancia de diversas espécies de cactos para outras finalidades, tais como:
alternativa e complemento para a alimentagdo animal, utilizagdo na medicina
alternativa (popular), propriedades fitoterapicas e crescente importancia econémica e
industrial (Lima, 1996; Lima e Gama, 2001; Silva et al., 2005; Andrade et al., 2006;
Francisco et al., 2008).

Um exemplo sdo as plantas de C. peruvianus, que produzem alcaldides
aminas (Viés et al. 1971; Oliveira e Machado, 2003), ésteres de cera com a
caracteristica de impermeabilidade a agua e de potencial aplicagdo como barreira
impermeavel (Dembitsky e Rezanka 1996; Rezanka e Dembitsky, 1998), e uma
goma viscosa com diversas aplicagdes industriais (Alvarez et al., 1992, 1995; Nozaki
et al., 1993; Barros e Nozaki, 2002). Esta espécie é cultivada comercialmente em
pequena escala em lsrael, onde € considerada uma frutifera (Mizrahi e Nerd, 1999;
Nerd et al. 1993; Weiss et al., 1993, 1994). Por isso, investimentos tém sido feitos
em programas de melhoramento para selecao de frutos de C. peruvianus (Mizrahi et
al. 1997; Mizrahi e Nerd, 1999).

No México, encontram-se diversas espécies de cactaceas de importancia no
comeércio interno, sendo algumas vistas, também, no mercado internacional (Hughes
et al., 2008). Porém, muitas dessas espécies estdo correndo o risco de extingéo, o
que vém aumentando o interesse de pesquisadores em obter um maior
conhecimento do genoma destas espécies, o que auxiliardo em programas de
conservagao (Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005; Terry et al., 2006; Hughes et al.,2008;
Hardesty et al., 2008).

Segundo Ben Salem e Nefzaoui (2002), a grande importancia das cactaceas
em regides aridas consiste no seu potencial para serem mais eficientes do que as
gramineas e leguminosas em converter agua em matéria seca baseado em seu
mecanismo fotossintético especializado CAM (Crassulacean Acid Metabolism), por
permanecerem suculentas durante a seca, produzir continuamente forragem e
prevenir degradagdo em ecossistemas frageis. O xiquexique (Pilosocereus

gounellei), por exemplo, € utilizado na alimentagdo animal em quase todas as areas



de ocorréncia natural, sem informagdes técnicas sobre paradmetros importantes
relacionados ao seu manejo conservacionista, na mesorregiao Central Potiguar, que
apresenta manejo alimentar deficitario dos rebanhos.

A perspectiva e o interesse de cultivar e conservar as espécies de cactos
ornamentais em risco de extingdo, espécies ecologica e economicamente
importantes, tem direcionado varias pesquisas para investigar, em nivel molecular, a
diversidade genética de cactaceas. As isozimas tém sido adotadas como os
marcadores moleculares mais usuais para analisar o polimorfismo de proteinas e
enzimas, para estimar a diversidade genética e para decifrar a estrutura genética de
populagcdes das espécies alvo. Varias investigagcdes focalizaram a analise de
isozimas na espécie C. peruvianus desde o inicio da década de 1990 (Machado et
al., 1993; 2000; Mangolin et al., 1994a, b; 1997, 1999; Torquato et al., 1995; Jorge et
al., 1997; Mangolin e Machado, 1999). A partir do ano 2000, a analise de isozimas
também foi aplicada para estimar a diversidade genética e verificar a organizacao
das populagdes de cinco espécies do género Melocactus: M. curvispinus (Nassar et
al., 2001), M. paucispinus, M. concinnus, M. glaucescens e M. albicephalus (Lambert
et al., 2006a, b), de Pereskia guamacho (Nassar et al., 2002), Lophocereus schottii
(Nason et al., 2002), trés espécies de Stenocereus: S. gummosus (Clark-Tapia e
Molina-Freaner, 2003), S. stellatus (Casas et al., 2006), S. pruinosus (Parra et al.,
2008), de Praecereus euchlorus, Facheira squamosa, e trés espécies de
Pilosocereus: P. marchrisii, P. vilaboensis, P. aureispinus (Moraes et al., 2005), de
Mammillaria gracilis (Balen et al., 2003) e de Escontria chiotilla (Tinoco et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem aumentado significativamente o investimento na
aplicagao de marcadores moleculares baseados na analise do DNA para a detecg¢ao
da variabilidade genética em cactaceas. A andlise de polimorfismos de sequéncias
aleatdrias de DNA amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction; reagcdo em
cadeia para amplificacdo de DNA usando a enzima Tag-polimerase), conhecida
como técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphism of DNA; William et al.,
1990; Welsh e McClelland, 1990) foi aplicada para estimar a diversidade genética
nas espécies Cereus peruvianus (Mangolin et al., 1999), Mammilaria haworth
(Mattagajasingh et al., 2006), Stenocereus eruca (Clark-Tapia et al., 2006) e Opuntia
ficus-indica (Zoghlami et al., 2007). A analise de polimorfismos de sequéncias
especificas de DNA delimitadas por cortes com enzimas de restricdo e amplificadas

por PCR, conhecida como técnica de AFLP (Amplified Fragments Leght
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Polymorphism; Voz et al.,, 1995) foi verificada somente em quatro espécies de
Opuntia: O. ficus-indica e O. megacantha (Labra et al., 2003), e O. pilifera e O.
velutina (Nilsen et al., 2005).

Embora os marcadores baseados na analise do DNA, RAPD e AFLP tenham
sido considerados pelos investigadores como eficientes para avaliar a diversidade
em espécies de cactaceas (Mangolin et al., 1999; Resende et al., 2007;
Mattagajasingh et al., 2006; Clark-Tapia et al., 2006; Zoghlami et al., 2007), estes
sao marcadores de heranca dominante, onde as amostras podem ser comparadas
somente pela presenca ou auséncia de determinada sequencia de DNA. A analise
de RAPD e AFLP nao permite avaliar o numero e a frequéncia de alelos em cada
locus nas populagdes e nem a proporgdo de individuos heterozigotos para as
caracteristicas analisadas e, portanto, ndo € o mais recomendado para analisar a
estrutura genética das populagoes.

Para analisar a estrutura genética das populagdes de cactaceas, é
recomendado utilizar marcadores moleculares com tipo de heranca codominantes,
tais como as isozimas, ou baseado em DNA, os loci de sequéncias simples repetidas
(SSR; Simple Sequence Repeated), também denominados de microssatélites (Litt e
Luty, 1989; Weber e May, 1989).

Os marcadores moleculares baseados em microssatélites tém sido
desenvolvidos em varias espécies de plantas cultivadas. Os loci SSR tém sido de
grande utilidade no estudo das interacbes entre espécies botanicas intimamente
relacionadas (La Rota et al.,, 2005; Varshney et al., 2005). A aplicagdo de
marcadores SSR desenvolvidos em uma espécie e aplicados em outra é
denominada de “transferibilidade” e demonstrado sucesso em inUmeras espécies.

Assim, o objetivo do presente estudo foi examinar a transferibilidade de
marcadores SSR, desenvolvidos a partir do genoma de diferentes espécies de
cactaceas para C. peruvianus, no sentido de determinar a diversidade genética e a
estrutura de populagbes geradas in vitro. Os resultados poderdo contribuir para
entender os eventos relacionados com a formacédo de grupos morfologicamente
distintos e gerados pela cultura de tecidos in vitro, assim também como de grupos

morfologicamente distintos do género Cereus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Cactaceae

As cactaceas s&o dicotiledbneas suculentas de diversos habitos, podendo
ser arvores, arbustos, trepadeiras, epifitas ou gedfitas; as hastes (talos) podem ser
colunares, rolicos, globulares, tuberculados, em forma de costeletas, asas ou
achatados, geralmente segmentados sem folhas e com espinhos (Barthlott e Hunt,
1993). A familia apresenta aproximadamente 125 géneros e 1.900 espécies (Areces,
2004), ocorrendo nas regides tropicais e temperadas do continente americano,
distribuida em uma ampla variedade de habitats, desde regides aridas até florestas
umidas (Hunt e Taylor, 1990). No Brasil, estdo registradas 160 espécies
pertencentes a 32 géneros (Barroso et al., 1978), dentre as quais, 80, pertecentes a
18 desses géneros, ocorrem na regiao Nordeste (Barbosa et al., 1996).

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 florestas pluviais: amazonica e atlantica, com predominancia de
espécies epifitas; 2) savanicolas — que habitam no cerrado; 3) campestres — que
habitam em campos rupestres de Minas Gerais; 4) litoraneas — que habitam no litoral
brasileiro; 5) xerodfilas — encontradas no bioma caatinga, abrangendo maior numero
de espécies.

A familia Cactaceae encontra-se subdividida em trés subfamilias: 1)
Pereskioideae — que apresentam hastes nao suculentas, folhas grandes, aréolas
axilares com espinhos; representada pelos géneros Pereskia e Maihuenia; 2)
Opuntioideae — possuem hastes e folhas suculentas e aréolas axilares com
espinhos, divididas em cinco géneros; e 3) Cactoideae — a mais numerosa com 91
géneros, geralmente sao arvores sem folhas ou com vestigios de folhas, possuem
hastes suculentas com aréolas bem desenvolvidas (Barthlott e Hunt, 1993), sendo
recentemente proposta uma nova subfamilia, Mahiuenioideae, a qual foi subordinado
0 género Mahiuenia (Weber) Schumann, antes pertencente a subfamilia
Pereskioideae (Anderson, 2001).

A familia Cactaceae € predominantemente neotropical e €& encontrada

principalmente em ambientes aridos e semi-aridos, porém cerca de 220 espécies



estdo adaptadas a vida epifitica em florestas tropicais e subtropicais Umidas. As
cactaceas epifiticas pertencem principalmente a subfamilia Cactoideae, e as tribos
Hylocereeae e Rhipsalideae (Barthlott, 1983). A tribo Hylocereeae, contém os
principais géneros Epiphyllum, Hylocereus e Selenicereus; e a tribo Rhipsalideae, os
géneros Hatiora, Lepismium, Rhipsalis e Schlumbergera (Barthlott e Hunt, 1993;
Nyffeler, 2002).

Uma vez que as espécies desta familia podem sobreviver em diversos
ambientes, inclusive adversos, algumas adaptagbes metabdlicas e estruturais séo
necessarias, como os sistemas radiculares superficiais e extensos, alta relacéo
volume/superficie e células parenquimaticas especializadas em armazenar agua
(Costa, 1997), sendo alguns caracteres interpretados como adaptativos (Gibson,
1973; 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 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). O
género Cereus, por exemplo, é descrito como constituido por caule do tipo colunar
com um numero e disposicdo de costelas longitudinais variaveis, onde est&o
inseridos os botdes axilares contendo espinhos (folhas modificadas) conhecidos
como aréolas (Britton e Rose, 1963). A presencga de aréolas € uma caracteristica da
familia Cactaceae e a organizagdo destas estruturas nos caules parece estar
fortemente ligada a distribuicdo dos feixes vasculares (Gibson e Nobel, 1986;
Mauseth, 1988). Algumas das caracteristicas usadas para identificar espécies do
género Cereus sao: numero de costelas e a disposi¢ao das aréolas, assim como o
tamanho e a cor dos espinhos (Britton e Rose, 1963). Em populagbes naturais de
Cereus, individuos com 7-8 costelas longitudinais regulares, cujas aréolas mostram
disposigao linear, sdo caracteristicas da espécie C. alocriportanus; espinhos longos
de cor preta ou castanha sao descritos para C. forbesii, e espinhos curtos estao
presentes em C. validus. Caules com costelas em espiral sdo caracteristicas da
variedade ‘tortuosus’ de C. peruvianus; caules com costelas quebradas formando
sulcos regulares, contendo uma aréola por costela, sdo caracteristicas descritas
para a variedade ‘knobyy’; e caules com costelas formando sulcos irregulares e

numero variavel de aréolas por costela sdo descritos como caracteristicas da
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variedade ou forma ‘monstrosus’. Esta ultima variedade também tem sido designada
como C. monstrosus ou C. monstruosus e ainda como a variedade C. monstrosus
minor (Britton e Rose, 1963).

Varios estudos foram realizados utilizando a morfologia como ferramenta na
taxonomia da familia, entre eles estdo os trabalhos de Britton e Rose (1937), Zappi
(1994), Taylor (2000) e Rocha e Agra (2002). Alguns aspectos anatdmicos também
tém se revelado uteis em termos diagnosticos, como padrao de espessamento das
paredes celulares da hipoderme, tipo de espinhos ocorrente nas aréolas, ocorréncia
de feixes vasculares corticais e medulares, tipo e localizacdo de estruturas
secretoras (Conde, 1975; Mauseth, 1989, 1999; Silva e Alves, 1999; Soffiatti e
Angyalossy, 2003).

As cactaceas sao freqluentemente usadas como plantas ornamentais e
forrageiras, mas estdo cada vez mais ganhando espago na agricultura. Ha uma
crescente utilizagao de caules de C. peruvianus como fonte de produtos de interesse
industrial e econémico (Whistter, 1963; Mark, 1979; Martindale, 1979; Turbak, 1979;
Rodrigues, 1984; Scheinvar, 1985; Alvarez et al., 1992, 1995; Nozaki et al., 1993).

No que se refere a agropecuaria regional, algumas espécies de cactaceas
servem para alimentagao de bovinos, caprinos e ovinos, principalmente na época de
estiagem. Andrade-Lima (1966) destacou Cereus jamacaru DC. entre as espécies
nativas utilizadas para esse fim. Adominancia ou subdominacia de espécies de
Cactaceae na caatinga nordestina, principalmente dos géneros Cereus, Opuntia e
Pilosocereus, tem sido de grande importancia na alimentagao da fauna local.

As cactaceas também sado vegetais amplamente utilizados na medicina
tradicional por curandeiros e tribos indigenas no México para diversas finalidades
(Hollis e Sheinvar, 1995). Alguns autores descrevem 0s principais usos tradicionais,
atuais e potenciais de Opuntia no México (Barbera et al., 1999; Lewis, 1977). No
Brasil, diversos autores citam o conhecimento e a utilizagdo de cactaceas com
propriedades terapéuticas (Campos, 1967; Silva, 1986; Souto Maior, 1986; Bandeira,
1993; Agra, 1996; Mota, 1997; Costa-Neto e Moraes, 2000; Guerreiro et al., 2000;
Tourinho, 2000 e Andrade et al., 2001).

No Nordeste brasileiro, a coroa-de-frade e o facheiro vém sendo utilizados
na fabricacdo de doces, bolos, biscoitos, cocadas, podendo ser uma nova fonte de
renda para comunidades carentes e um atrativo para a gastronomia exotica (Silva et

al, 2005b). A farinha de facheiro (Cereus squamosus) pode ser incorporada a
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produtos de panificagdo, como bolos, paes e biscoitos, em substituicdo parcial a
farinha de trigo (Lima, 2006).

Junto a crescente utilizacdo das cactaceas na industria e comércio, vém
aumentando cada vez mais os investimentos e, consequentemente, o numero em
pesquisas com plantas dessa familia visando a um melhor conhecimento do genoma
das mesmas (Machado et al., 1993; 2000; Mangolin et al., 1994a, b; 1997, 1999;
Gutman et al., 2001; Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005; Terry et al., 2006; Resende et
al., 2008; Hughes et al., 2008; Hardesty et al., 2008).

2.2. Marcadores moleculares

De acordo com os registros de Guimaraes e Moreira (1999), até o inicio da
década de 1960, os estudos de genética e melhoramento utilizavam marcadores
controlados por genes associados a caracteres morfolégicos, onde os fendtipos de
facil identificacao visual muito contribuiram para o desenvolvimento tedrico da
analise de ligagcédo génica e para as primeiras versdes de mapas genéticos. Apesar
de suas limitagdes, os marcadores morfolégicos contribuiram significativamente para
o estabelecimento dos principios teéricos do mapeamento genético e das analises
de ligagcdo génica. No entanto, o numero reduzido de marcadores fenotipicos
disponiveis, a auséncia de ligacdo destes com caracteres de importancia econémica,
os efeitos deletérios das mutagdes e a influéncia ambiental restringiram sua
utilizacao.

A partir da década de 60, o desenvolvimento das técnicas de Biologia
Molecular tornou possivel a manipulagdo do DNA, culminando com o surgimento dos
varios tipos de marcadores moleculares. Um marcador molecular foi definido como
todo e qualquer fendtipo decorrente da expressdo de um gene, como no caso de
proteinas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma), cuja sequéncia e fungdo podem ou ndo ser
conhecidas (Ferreira e Grattapaglia, 1996). 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 estadio fisiologico da
planta, permitindo a identificacdo precisa e precoce dos gendtipos de interesse

(Guimaraes e Moreira, 1999). As técnicas bioquimicas e moleculares, baseadas na
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analise de polimorfismo de enzimas e de fragmentos de DNA, tém possibilitado a
rapida deteccdo de marcadores moleculares no estudo de aspectos basicos de
genética vegetal, bem como em programas de melhoramento genético, quer para
caracteres qualitativos, quer para caracteres quantitativos. Nos ultimos anos tem
aumentado a aplicagdo de marcadores moleculares, tanto em estudos genéticos
como em programas de melhoramento genético em selegao assistida.

A escolha dos genitores e o planejamento dos cruzamentos, por exemplo,
sdo etapas de fundamental importancia para o sucesso de um programa de
melhoramento genético (Borém, 1997). Estas etapas podem ser auxiliadas por meio
dos marcadores moleculares, que fornecem aos melhoristas informacdes genéticas
adicionais e mais detalhadas dos gendtipos, aumentando a probabilidade de
obtencao de cultivares superiores. Conforme a metodologia utilizada para identifica-
los, os marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos:
hibridizagdo ou amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estao
os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e os
Minissatélites ou loci VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Entre os
marcadores obtidos por amplificagdo estdo os RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e o
Microssatélite (ou SSR - Simple Sequence Repeats).

A técnica de RFLP é elaborada; mais demorada que as outras técnicas para
obtengdo de resultados; de custo relativamente alto; tem revelado um grau de
polimorfismo de intermediario a baixo, conforme a espécie. Mesmo assim, os RFLPs
tém sido utilizados em um grande numero de estudos de caracterizagdo de
cultivares (Gebhardt et al., 1989; O’Donoughue et al., 1994; Autrique et al., 1996).
Isso tem sido devido principalmente a sua alta consisténcia e repetibilidade na
obtencgao dos resultados.

Os minissatélites (ou locus VTNR) s&o sequéncias repetitivas de DNA,
adjacentes e em numero variavel (Jeffreys et al., 1985). Essa técnica é similar a de
RFLP, variando basicamente o tipo de sonda utilizado e apresentado as vantagens e
desvantagens ja apresentadas para a técnica anterior (RFLP). Uma vantagem
adicional dos minissatélites é o alto grau de polimorfismo apresentado, decorrente
da variacdo na distribuicdo dos sitios de restricdo, das sondas utilizadas e do

numero e tipos das sequéncias repetitivas.



A técnica de RAPD consiste na amplificacdo de DNA gendmico em PCR,
utilizando primers de sequéncia arbitraria com 10 nucleotideos. Frequentemente,
utiliza-se apenas um primer em cada reacido, sendo este formado por diferentes
combinagdes das quatro bases nitrogenadas, com um conteudo de G+C entre 50 e
70% (Fritsch e Rieseberg, 1996). A técnica de RAPD possui um custo inferior, menor
numero de etapas e tempo para obter os resultados; é facil de implementar. Essa,
contudo, tem a desvantagem de ser considerada como tendo repetibilidade baixa e
de ser pouco consistente de um laboratério para o outro, o que dificulta a
comparagao de dados obtidos em diferentes laboratérios (Milach, 1998).

A técnica de AFLP apresenta vantagens comparativas, tais como detecgao
de maior numero de sequencias (ou fragmentos) de DNA amplificadas, cobertura
ampla do genoma e baixo custo relativo (Lopes et al., 2002); possui também grande
capacidade para a deteccao de variabilidade genética e uso em caracterizagao de
cultivares. Entre as vantagens do uso de AFLP estdo o alto grau de polimorfismo e
maior numero de marcadores (fragmentos de DNA amplificados) obtidos por gel
analisado. O AFLP é a mais elaborada das técnicas de PCR (Milach, 1998).

Outra técnica muito utilizada é a analise de microssatelites, também
conhecido como Sequéncias Simples Repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats)
ou repeti¢cdes curtas em tandem (STR), sendo regides repetitivas do DNA compostas
de 1 a 6 nucleotideos repetidos em sequéncias, que sado difundidos em genomas
eucarioticos e procarioticos (Field e Wills, 1998; Téth et al., 2000). Essas regides de
sequéncias simples repetidas sao amplificadas individualmente por meio de PCR,
utilizando um par de primers especifico (de 20 a 30 bases) complementares a
sequéncias unicas que flanqueiam o microssatélite. Os marcadores SSR sao
altamente reproduziveis e estaveis, além de codominantes e multialélicos
fornecendo um elevado nivel de informacgao genética por locus SSR.

O uso de marcadores moleculares permite que a selecdo e novos
cruzamentos sejam realizados em uma mesma geragdo, O que aumenta
consideravelmente a eficiéncia de um programa de melhoramento. Eles podem ser
usados mesmo que nao tenham sido mapeados, ou seja, associados a um gene, a
uma regido cromossémica ou a um fendtipo, desde que possam ser seguidos em
geragbes subsequentes, comprovando sua natureza genética (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Milach, 1998a). Federizzi (1998) enfatizou que a area de maior

impacto dos marcadores moleculares no melhoramento vegetal € no processo da
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selecdo assistida por marcadores moleculares para identificacdo de gendtipos
superiores em populacdes segregantes. Contudo, o autor destaca que alguns pré-
requisitos devem ser levados em consideragdo, tais como: o marcador deve co-
segregar ou estar associado ao gene de interesse; a técnica deve ser eficiente, de

baixo custo para uso rotineiro, reproduzivel e de facil uso.

2.3. Microssatélites ou marcadores SSR

De acordo com os registros de alguns autores, a maior vantagem da analise
dos microssatélites ou loci SSR é o elevado polimorfismo revelado por estes
marcadores, o que torna esta técnica uma das melhores opgdes para 0 uso na
caracterizagdo de cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e com
baixa variabilidade para outras caracteristicas (Faleiro et al., 2001b; Sereno et al.,
2006; Lanaud et al., 1999).

Os microssatélites, também conhecidos por locus de sequéncias simples
repetidas (SSR), ou repeticées 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 a regiao
repetida dos loci SSR sdo conservadas e sao utilizadas para sintetizar primers
(Schldtterer, 2000). Este par de primer é entdo utilizado para a amplificagdo dos loci
SSR por PCR. O polimorfismo é detectado quando existe diferenga no comprimento
do segmento. Cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
diferente do mesmo locus. A identificacdo dos produtos da amplificacdo € separado
por eletroforese em géis de agarose de alta resolugcdo, ou em géis de poliacrilamida
corados com nitrato de prata.

Em individuos diferentes, um mesmo fragmento observado em posig¢des
diferentes no gel representa um alelo diferente do mesmo locus. Esses loci
constituem a classe mais polimérfica de marcadores moleculares disponivel
atualmente (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os microssatélites sao classificados em trés familias: de repeticbes puras,
compostas, e interrompidas. Nas repeticdes puras, os loci de microssatélites sao
formados por um Unico motivo repetido, por exemplo, (TAT),; nas repeticoes
compostas, mais de um motivo compéem o microssatélite (TAT),(AC),; e nas

repeticoes interrompidas os motivos sio intercalados por nucleotideos que néao
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fazem parte da unidade de repeticao (CA),TT(CA), (Pinto et al.,, 2001). Usado
amplamente como marcadores genéticos, os microssatelites possuem um atributo
particular, pois sofrem elevadas taxas de mutagdo no genoma (Jarne e Lagoda,
1996). O marcador SSR é classificado de acordo com o tipo de sequéncia de
repeticdo, como: perfeito, imperfeito, interrompido ou composto. Em um
microssatelite perfeito, a sequéncia de repeticdo nao é interrompida por nenhuma
base que nao pertence a esta repetigdo, se houver um par de bases diferente entre
as repeticbes que ndo combine com a sequéncia da repeticdo, € um microssatelite
imperfeito. No exemplo de um microssatelite interrompido, ha uma sequéncia
pequena dentro da sequéncia de repeticdo que nao combina com a sequéncia
original. Quando um microssatélite € composto, ele contém duas sequéncias
repetidas distintas.

De acordo com os registros de Matioli (1999), a ocorréncia de sequéncias de
DNA repetitivo no genoma nuclear dos organismos eucariontes, contendo
sequencias simples e complexas, foi evidenciada ha trés décadas. Em genomas
eucariotos, as sequéncias simples sdo mais frequentes e melhor distribuidas ao
acaso. Essas regides sédo formadas por blocos de DNA compostos de sequéncias de
nucleotideos idénticas ou similares, repetidas em tandem (em sequencia, ou uma
seguida de outra). Esses blocos repetitivos podem variar de tamanho, de poucos a
muitos pares de bases, assim como podem variar no comprimento da unidade de
repeticdo. Os microssatélites sao considerados como altamente susceptiveis a
mutacdes e quase que invariavelmente apresentam um polimorfismo extensivo,
resultante da presenca de diferentes numeros de elementos simples repetitivos. A
variabilidade de tamanho observada nos loci de microssatélites normalmente se
deve a adigao ou delegcao do numero de coépias das unidades repetitivas. Essa alta
taxa de mutagcdo permite extensiva variagdo 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 recombinagéo, crossing-
over desiguais e derrapagem das DNA polimerases durante a replicagdo ou o reparo
do DNA (Strand et al., 1993).

Os marcadores SSR, de acordo com Heywood e Iriondo (2003), fornecem
uma informacgao relevante, identificando unidades de conservagao e investigando os

processos genéticos que ocorrem nas populacgodes, tais como testes padrdes do fluxo
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de gene, de geragdes geneticamente vizinhas e da incidéncia da tragao genética.
Atualmente, os marcadores microssatelite sdo empregados, geralmente, para a
analise da estrutura genética de populagdes de planta da mesma espécie (Zucchi et
al., 2002) e de espécies selvagens (Pinto et al., 2003a,b). Devido a sua natureza co-
dominante e por ser multialélicos, fornecem um nivel elevado de informagao
genética por locus.

Uma pesquisa mais recente baseada em seqiencias expressas,
frequentemente registradas como ESTs, sugeriu que a frequéncia dos
microssatelites nas plantas € maior do que havia sido previsto por Morgante et al.
(2002), tendo sido encontrado que o numero de microssatelites € aproximadamente
1.844 no genoma de Arabidopsis thaliana, 2.757 no arroz, 2.000 na soja,1.470 no
milho e 1.796 no trigo.

Ramos et al. (2006) observaram que os marcadores microssatélites foram
eficientes para determinar a pureza varietal de lotes de sementes de linhagens de
milho com sensibilidade para detecgdo de concentragbes de DNA iguais ou
superiores a 0,01%, apresentando nitidez e repetibilidade, especialmente com a
utilizagao de gel de poliacrilamida.

A grande variabilidade genética inter e intrapopulacional, gerada pelo grande
numero de loci de microssatélites, e a alta taxa de mutagdo pode, em alguns casos,
evitar fixacdo de alelos dentro das populagdes. A presenca dos mesmos alelos em
diferentes grupos ou espécies pode diminuir a diferenciacédo interpopulacional ou
interespecifica, quando comparado a outros tipos de marcadores (Fumagalli et al.,
2002).

Muitos autores vém descrevendo a utilizacdo de marcadores SSR em
diversas espécies de plantas. Bianchi et al. (2004) utilizaram marcadores SSR em
plantas de pessegueiro e nectarineira e concluiram que estes marcadores produzem
elevado polimorfismo entre cultivares de pessegueiro e podem ser utilizados na
certificacado da identidade genética das duas plantas cultivadas no Brasil.

Os microssatélites tém sido utilizados para estudos de diversidade e
estrutura genética de populacdes e aplicados para auxilio da conservagao genética
em Oryza rufipogon Griff. (Gao et al., 2000a, 2002a, b; Gao, 2004), uma espécie de
arroz selvagem de origem asiatica e reconhecida como ancestral da espécie
cultivada O. sativa L. (Khush, 1997). Este marcador vem sendo também

desenvolvido para outras espécies de arroz selvagem, como O. officinalis Wall ex
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Watt., O. granulata Nees et Arn. ex Watt., O. latifolia Desv., O. minuta J.S. Presl. ex
C.B. Presil., O. australiensis Domin e O. ridleyi Hook. (Ishii e McCouch, 2000; Gao et
al., 2000b, 2005; Gao, 2005; Zhou et al., 2003). Girotto (2008) utilizou microssatélites
na selecédo de gendtipos de trigo tolerantes a seca.

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 (Hughes et al., 2008; Hardesty et al.,
2008; Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005).

2.4. Marcadores microssatélites em Cactaceae

Otero-Arnaiz et al. (2004) desenvolveram os primeiros primers para loci SSR
em cactaceas. Dez marcadores microssatélites foram desenvolvidos para o cacto
colunar Polaskia chichipe, de importancia ecologica e econdmica para o México
Central. Sete destes dez loci apresentaram polimorfismo, com numero de alelos
variando de dois a oito. O potencial dos sete primers polimorficos também foi testado
para amplificar loci SSR das espécies Carnigea gigantea, Lophocereus schaottii,
Pachycereus pringeli, Pilocereus lanuginosos, Subpilocereus reandus, Stenocereus
thurberii, e S. stellatus. O primer para o locus Pchi25 de P. chichipe foi efetivo para
amplificar o DNA de cinco das sete espécies analisadas, e todos os sete primers
polimdrficos de P. chichipe também foram eficientes para amplificar e identificar os
mesmos loci em Lophocereus schottii (Otero-Arnaiz et al., 2004). Os investigadores
registraram que estes loci poderao ser uteis em estudos evolutivos, tais como fluxo
génico, e em programas de melhoramento (Otero-Arnaiz et al., 2004). Estudo para
investigar o efeito da selegao artificial para obtengdo de frutos comestiveis de P.
chichipe, por exemplo, foi realizado em populagdes simpatridas cultivadas,
selvagens e manejadas silviculturalmente (Otero-Arnaiz et al., 2005).

Terry et al. (2006) relataram o desenvolvimento de marcadores
microssatélites polimorficos para o cacto ameacado de extingdo Norte-americano
Astrophytum asterias. Seis loci de microssatelites, com média de 8,5 alelos por
locus, foram utilizados para amplificar o DNA genbmico de 96 individuos. A
amplificagéo foi consistente em 94 individuos. Estes foram os primeiros marcadores
baseados em microssatélites relatados para o género Astrophytum e poderdo

permitir a geragdo de dados adequados para estimar os parametros genéticos da
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populacdo, estrutura da populagcdo e o0 grau de endogamia nas populagdes
pequenas e fragmentadas de A. asterias que existem atualmente.

Primers para microssatélites de espécies do género Opuntia também foram
desenvolvidos por Helsen et al. (2007). O género Opuntia (figo da india) contém
mais de 200 espécies, sendo seis delas endémicas do Arquipélago de Galapagos e
possuem papel importante na regido. Helsen et al. (2007) desenvolveram 16
marcadores microssatélites para estudar a estrutura genética populacional de
algumas destas espécies (O. echios, O. zacana, O. galapageia var. macrocarpa, O.
saxicola e O. megasperma). Estes marcadores exibiram um alto nivel de
polimorfismo, com os numeros de alelos por locus, variando de seis a 53, o que
tornam estes marcadores adequados para investigar a estrutura genética de
populacgdes destas espécies e, possivelmente, de outras espécies do género. Uma
possivel poliploidia também foi detectada nos resultados, o que é considerado
importante no papel evolutivo.

Com o objetivo principal de ajudar na conservagao de Ariocarpus bravoanus,
Hughes et al. (2008) isolaram primers de microssatélites desta espécie, em vista que
esta espécie encontra-se ameacada de extingdo e possui grande importacia
comercial no México. Os referidos investigadores caracterizaram oito loci
polimoérficos de microssatélites para A. bravoanus nos 23 individuos analisados,
sendo vinte de uma populagéo da regido central de San Luis Potosi (México) e trés
individuos adquiridos no comércio.

Hardesty et al. (2008) caracterizaram 12 loci polimorficos de microssatélites
para Echinocactus grusonii, uma vez que ainda nao 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 12 primers 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
karwinskiana, @ Pachycereus pectin-aboriginoum, Pelecyphora adelliforms,
Peniocereus cuixmalensis, Sclerocactus uncinatus, Stenocactus coptonogonus,

Stenocereus standleyi, Strombocactus disciformis, e Turbinicarpus flaviflorum. O
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primer para o locus mEgR98 de E. grusonii, por exemplo, amplificou o DNA de
somente sete das espécies testadas, mas o primer para o locus mEg39 amplificou o
DNA de 22 das espécies analisadas no estudo de Hardesty et al. (2008). Estes
marcadores foram considerados uteis para analise da estrutura genética das
populagdes de E. grusonni e ajudar na conservagao da espécie.

Com o objetivo de analisar o nivel de diversidade genética intra-especifica e
elucidar possiveis ambiguidades na classificagado de diferentes espécies, Caruso et
al. (2010) utilizaram seis loci polimorficos de SSR para estudar variedades cultivadas
e silvestres de O. indica e outras espécies relacionadas de diferentes locais do
mundo. Os seis primers de SSR, obtidos a partir de O. echios, demonstraram altos
niveis de polimorfismos, com um numero médio de 16,9 alelos por locus, ressaltando
o alto grau de transferibilidade entre as espécies analisadas. As analises com SSR
demonstraram que, embora a maioria das espécies selvagens de Opuntia esteja em
grupos separados, os gendtipos classificados como O. amyclaea, O. megacantha, O.
fusicaulis, O. streptacantha e O. albicarpa estdo estritamente relacionados com
variedades cultivadas de O. ficus indica. Outro dado importante obtido para Opuntia
€ que grande parte dos gendtipos sem espinhos e que apresentam frutos carnosos
possuem uma base genética muito estreita com perfis de microssatélites bastante
semelhantes, principalmente em termos de numero de alelos observados.

Possivelmente, o numero restrito de analises genéticas em cactaceas com
marcadores microssatélites deve-se a dificuldade na obtencdo de SSR especificos.
Para as diferentes espécies de cactaceas temos até o momento 69 microssatélites

desenvolvidos (Quadro 1).

Quadro 1 - Marcadores microssatélites desenvolvidos para espécies de cactaceas

Loci Seqliéncia do Primer (5'-3") Espécie Autores

Pchi5 F: CAAGAAAAAGGAAGCCCACA Polaskia Otero-Armaiz et al.. 2004
AY147840 R: GGTGCCATATCCCCTGTGTA chichipe v
Pchi9 F: GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG Polaskia Otero-Arnaiz et al.. 2004
AY147838 R: AAAGGCCCAAATCATAAGCA chichipe v
Pchi2l F: CGTTTAGCCCCTCTTTCTCC Polaskia Otero-Arnaiz et al.. 2004
AY147837 R: GTTCCCAACTGACCGACAAC chichipe v
Pchi25 F: GCCCTTCTAAGGCCATTTCT Polaskia Otero-Arnaiz et al.. 2004
AY147836 R: ATTCCGTGTCAAGATTGTGC chichipe "
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Quadro 01, Cont...

Pchi47
AY147832

Pchi54
AY147831

Pchi20

Pchi50

AaB6

AaH11

AaA3

AaC3

AaD9

AaG3

mAbRO5

MAbR28

mAbR40

mADbR42

MAbR77

mAbR82

mMADbR86

mAbR91

mEgR39

mEgR02

mEgR17

F: GTCCTTGTGGCTAGCCCTTT
R: CCATTTCTCTCGCCATCTG

F: CCTTGAGCTTTGACATTGAGA
R: GGAAGGTTTTCATTGGATGAG

F:GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG
R:AAAGGCCCAAATCATAAGCA

F: CCTGGGCAAACCTCTGTTTA
R:GTTCCCAACTGACCGACAAC

F:ATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG

R: CTCAGGAAAGACTTACACCATGG
F:GAAGAAACACTTCTGCAAGTAGATG
R: GATTTCCATCACCATCTTGTCAGC
F:GCAAGCAAGAGTATGGTGAATTGG
R:AGTTATTTTCACGGTAACACACATGG

: ACTAATATCATGCTGCGTCGTTAG
: ACGGTCCAGTCACATAACATTCC

:CTGTTTAGTTCTCTCGTCTTCACC
: CTCCGCTTTTACTGCTAGCACC

AT oM

TAACAGAGAATCCAAGGCTTTTCC
: AATCGCCAGCCGAGGGAGAC

AATAGGGACAGTGAGGGATT
: TCTTCTCATGAGCCTTGTCG

CCATAAGCTGTGGTGGGTCT
: ATTTTAAAGCTCCCCCTCCA

TTTAATGCGGAGGAAGTTGG
: GCTCAAAGTCTCTCCGTTAATGA

GGGCAATTCACTATGCACAA
: TTGTCCCACCTTCCCTATTG

CGGGGAAGGAATAATCCAAG
: ATGTGCCGTTTGCAATCTTT

AT AT AT AT AT A

: TTCCATCCTGGAGTTTAGGG
: GAAAACATTTCAAGTGCAACACA

Pl

TTGCAACTTGGGCATCAGTA
: GGCAGCTCAACTCCAGAGAC

CGACATCAAGTTGCACCATC
: TCAGGAGTTGCTTGATGGAA

GAGCGCAGAATTGAGGTG
: GATGTGGCATTTTCAGAC

TGGGTTGGAGAAGTGGAAG
: CGGTGTGAGGCTTCATTTG

ATCGTTGAAAGAGGCGAAA
: TCCCTCTTCTTCGTCAGAGC

AT AT AT T A

Polaskia
chichipe

Polaskia
chichipe

Polaskia
chichipe

Polaskia
chichipe

Astrophytum
asterias

Astrophytum
asterias

Astrophytum
asterias

Astrophytum
asterias

Astrophytum
asterias

Astrophytum
asterias

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Ariocarpus
bravoanus

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Otero-Arnaiz et al., 2004

Otero-Arnaiz et al., 2004

Otero-Arnaiz et al., 2005

Otero-Arnaiz et al., 2005

Terry et al., 2006

Terry et al., 2006

Terry et al., 2006

Terry et al., 2006

Terry et al., 2006

Terry et al., 2006

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008
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Quadro 01, Cont...

mEgR63

mEgR76

mEgR73

mEgR78

mEgR98

mEgR99

mEgR51

mEgR68

mEgR70

Ht.la

Ht.lb

Ht.lc

Ht.ld

Ht.le

Ht.If

Ht.lla

Hp.IVa

Hp.IVc

Ht.Vb

Ht.ms4

Ht.ms7

F: TTGAATTGGGTGCTTCACTG
R: CCCTAAATATGCTGCCGATG

F: TCACAATTTGGAAGGAAGCA
R: GTGAGCAAAGGGCTGATTTC

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

F: AAGGAAGAGGAGGAGGCAACC

R:TTCTAATAAACACTTAAACCCTAACC

n

AT 0T XOM OM AOM 0T OT 0T OT 0T OT 0T OM 0T OM O 0T O

AGCCCAAAGCCCAACTTATT

: TGCATGCAATCATAAGGTTTTC

: ACCCTAGTGGGGTCGAGAAT
: GTCGCCCAGAACCCTAGTCT

: GCTACTCGTGGTTGTGGTGA
: CTGCCGTTCTCTCTCTGCTC

: TGGCATAGAGGTGGTGACTG
: GCCAAATAAAATTTGAGCCATT

: GGTAGCCATTCGTCATCAGC
: GTCCCGGTACTCGCTTCTCT

: ATGTTGCCAGAAACACTTCG
: GCAAATTAAAGGGTTCTCTTGG

: TTGAGGCCAATATGAGATTTGA
: TATGGCCCATTTGAAACCAT

: CCAAGAAGCCATCTGAGGAG
: CACCCCCTTCCTCTCTCTCT

: ATCCCAATTTCTTGCCTCCT
: GCTCACGAATGGTCAGAAGA

: CCAAGATTGGTCGTCGACAT
: CTTCGCCCCACCTTCTCTA

: TCACCTATTTGATCCCCTTCC
: CCTAAGTGCTTGAGCCAAAAA

: TCCACATGCTACGACCACTT
: AGGCCTCATCCTACCAGAGTC

: CATGAATTGAAAGCCACACG
: CCTTGCACTGCATAGTTGGA

: CGACAAACCTTGTCCTCTTG
: AGGTCCGACTGGTCCTAACC

: AACCCTTGCAATAAGCTCCA
: AATGGCAACGAAAGGAGAGA

: TCCAATGACATTTGCTATTCCA
: CCCCATCTTCCCTACAGTCA

: GCAAGAAAGGGAAGAGAAATC
: TCAATGTCGTTCCTAAACATGAA

: TTCCCATGACTGCCCTTAG
: CTGTCCATTTAGCCCCAGAA

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Echinocactus
grusonii

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
pseudomelanostele

Haageocereus
pseudomelanostele

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010




Quadro 01, Cont...

Ht.ms8

Ht.ms9

Ht.ms11l

Ht.ms12

Ht.ms13

Ht.ms16

Opuntial

Opuntia2

Opuntia3

Opuntiad

Opuntia5

Opuntia6

Opuntia8

Opuntia9

OpuntialO
Opuntiall
Opuntial2
Opuntial3
Opuntial4
Opuntial5
Opuntial6

Opuntia2l

F: ACCCTTGCTGTTTGTGTGG
: CCTCCTGCGAAGAAAGAGAA

:TACGGTTTGGGTTTTGGAC
: ACTGGGATCTCCCAACTGC

: GCCATTACCCCAACGTA
: CTCACCTCCTTCATCTCTTCAA

: GGTTATGACCATGGAATGC
:ACTTGCAACCGTGTGTGTGT

: TCAAGACATGGCAGCTCAA
: GGCATGGTGCTGATTAGGAT

R
F

R

F

R

F

R

F

R

F: CTGGCCAAACCCTATCTACT

R: GGGTACACCGATCAGATAAAGG
F: Cy5-CCATCTACTTCCCACTTTGC

R: GTTTCTCCTGTGTTTCTCTGTGCTC
F
R
F
R
F
R
F
R

: Cy5- CACATACGCAAATACATGG
:GTTT-GCTTCATTTTCCAGGTTACT

: GTGAGTGCCCAGATGAAACT
: TCCTCAACTTTATTGTAGCAAGAG

: Cy5-GATGATTCCGCCATTCACC
: GTTT-CGTCGATCTGACTCACACC

: Cy5-TATGCACAAAGCACCATGC
: GTTTCAACCATACCAACTGTACTGAC

: CySATCTCATTGTATCATCTATTTCCTG
: GTTTAGCACAAAGACACTTCATCG

Pl

: Cy5-ACCGCCATCACCAGCTATC
: GTTTCTCACCCACAATTCCAAACC

: Cy5CTAGGCTTCATCCCACATTAGG
: GTTT-TCCAAATTCACCTCCTCTGC

F: CybACCAACATCAAACCTTCAATACC
R:GTTTCATGCTTCATCTTGTTCATTGG

F: Cy5-CCTACACCTGCTGCCAATC
R:GTTTCGAGACAAACATCAGAGGAG

F: CySTAATCTTATTCTCAGGTCAGTTAC
R: GTTT-GGTATCTTGTTATTCGTTCG

F: Cy5-CCAAATACCCAGCCCATAC
R: GTTT-GAGAACCTAACTTCCGATG

F: Cy5-TCAGGATTCAAGAAGATTTGC
R: GTTT-GATTCAATTGATGATGGGC

F: Cy5-GCGGTGGAAGCAGTTAGG
R: GTTT-CAGTCGATCATACCCAAGG

F: Cy5-GTCAATCCCGAGCAATTTAGG
R: GTTT-TCATTAGTGAGGCCCAACG

F: Cy5-AAAGGGAAGACCTTGCTCTC
R: GTTT-CTATTCTCAGCCCTCCTCTC

AT O

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Haageocereus
tenuis

Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios

Opuntia
echios

Opuntia
echios

Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios
Opuntia
echios

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010

Arak et al., 2010

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

Helsen et al., 2007

18



2.3. Transferibilidade de loci microssatélites

A transferibiliade de primers microssatélites € uma alternativa para quando
nao se possui primers especificos para a espécie de interesse, uma vez que esta
técnica reduz consideravelmente os custos e o tempo para as investigagoes
genéticas. Esta técnica, também conhecida como amplificacdo heterdloga ou
transposi¢cao de marcadores (Nassi et al., 2005), consiste na viabilidade da utilizagdo
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
locus ou poucos loci e ser polimérfico em outras espécies (Mnejja et al., 2010).

A principal desvantagem de marcadores SSR € o seu desenvolvimento, que
consome muito tempo, além de ser um trabalho moroso e de custos elevados. No
entanto, uma vez desenvolvidos, estes podem ser utilizados para uma variedade de
fins e, com frequéncia, em diferentes espécies. Além disso, recentemente foram
criadas técnicas para facilitar o desenvolvimento desses marcadores e reduzir seus
custos. Eles podem ser obtidos tanto de bibliotecas gendmicas como a partir de
ESTs (Bouck; Vision, 2007).

A transferibilidade de loci heterdlogos pode ser extremamente alta quando
realizada em espécies ou géneros taxonomicamente relacionados. Dependendo de
sua localizagdo (se o locus estda ou nao presente em uma regido codante do
genoma) esta taxa pode ser ainda maior (Oliveira et al., 2006). Quando as espécies
envolvidas na transferabilidade s&o proximamente relacionadas, tém-se maior
chance de partilhar sitio de ligagdo de primers microssatélites do que em espécies
menos préoximas, mas € possivel transferir primers funcionais mesmo entre espécies
mais distantes (Lorieux et al., 2000).

Resultados satisfatérios com a utilizacdo de primers heterélogos foram
observados em diversos trabalhos, entre espécies do mesmo género (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). Em termos gerais, o grau de transferibilidade
esta relacionado com o grau de divergéncia evolutiva entre diferentes secdes e
subgéneros, ou seja, geralmente a amplificacdo heterdloga exibe mais éxito quando
€ realizada dentro do mesmo género ou em géneros filogeneticamente mais

proximos.
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Collevatti et al. (1999) obtiveram sucesso na 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) obteve suceso
na transferéncia de primers SSR de Tabebuia aurea para T. ochracea, T. serratifolia,
T. impetiginos e T. roceo-alba. Ciampi et al. (2008) desenvolveu microssatélites para
Hymenaea courbaril e utilizou com sucesso em Hymenaea stigonocarpa.

Martins (2005) obteve sucesso no uso de primers heterdlogos desenvolvidos
para Capsicum e utilizados para amplificar o DNA de Solanum lycocarpum. Em
cereais, a transferibilidade observada entre diferentes géneros como, Triticum spp.,
Hordeum vulgare, Sacale cereale, Oryza stiva e Zea mays, variou de 43,5% a 74%
(Yildirim et al., 2009). Foram testados 18 primers microssatélites desenvolvidos para
Euterpe edulis na espécie Euterpe oleracea. Desses, sete apresentaram produtos de
amplificagao polimdrficos e claramente interpretaveis (Gaiotto, 2001).

Varios autores utilizaram primers heterélogos em espécies de cactaceas.
Hardesty et al. (2008), ao caracterizarem loci polimorficos de SSR a partir de
Echinocactus grusonii, obteve uma taxa de transferibilidade variando de 7,4% a 81%
em vinte e sete espécies distintas de cactos. No trabalho realizado por Otero-Arnaiz
et al. (2004), estes autores descrevem que 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 SSR em estudos filogenéticos de cactaceas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os somaclones foram regenerados a partir de calos formados por apenas
seis explantes (Oliviera et al., 1995). As plantas regeneradas in vitro, os somaclones
(Ro) de Cereus peruvianus, estdo plantadas no Jardim Experimental Didatico da
Universidade Estadual de Maringa, desde 1997.

O DNA gendmico foi extraido de fragmentos de caule dos somaclones Ry
(também denominados S), que apresentam morfologias atipicas (costelas formando
sulcos irregulares), morfologia mista (costelas lineares e formando sulcos
irregulares) e morfologia tipica (costelas formando sulcos regulares e disposigao

linear das aréolas).

Figura 1 - Somaclones de Cereus peruvianus, que estdo plantadas no Jardim
Experimental Didatico da Universidade Estadual de Maringa, desde 1997. |
representa um caule de morfologia tipica; Il de morfologia atipica; Ill caule de
morfologia mista.
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3.2. Extragc&do do DNA

Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo descrito por Aljanabi et al.
(1999), com modificagdes referentes a concentracdo de NaCl, incubagdo com
RNAse e etapa adicional de purificagdo com cloroférmio:isoamilico (24:1)
implementadas por Resende (2006) (Quadro 2).

Em um microtubo (2 mL), foram adicionados 200mg de tecido do caule,
previamente macerados com nitrogénio liquido, 500 yL de tampao de extragdo e 100
ML de cada um dos reagentes de solubilizacdo de membranas e antioxidantes
(Quadro 2). Os microtubos foram agitados para homogeneizagdo e incubados em
banho-maria durante uma hora a 55 °C, realizando-se agitagdes suaves a cada 15
minutos. Apos esta etapa, os microtubos foram deixados por cinco minutos em
temperatura ambiente para esfriar. Em seguida, foram adicionados 900 pL da
solucdo de fenol:.cloroférmio:alcool isoamilico na proporcdo de 25:24:1 e os
microtubos foram agitados suavemente durante cinco minutos. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, a 12.000 r.p.m. em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi recuperado e transferido para outro microtubo (1,5 mL) e
adicionado 2 pL RNase (10 mgmL™"). Estes foram mantidos em temperatura
ambiente por duas horas para a digestdo do RNA. Apss o periodo de incubagdo com
RNase, foram adicionados 900 uL de uma mistura de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e os microtubos foram agitados durante cinco minutos, repetindo-se 0 mesmo
processo de centrifugagdo descrito anteriormente. O sobrenadante foi novamente
coletado e transferido para outro microtubo (1,5 mL) onde foram adicionados um
volume de isopropanol e 0,16 volumes de cloreto de sédio (5M), a fim de precipitar o
DNA. Em seguida, os tubos foram mantidos overnight a -20 °C. Apds este periodo,
foi efetuada uma centrifugacéao por 20 minutos, 12.000 r.p.m a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70% gelado por
duas vezes, com a realizagédo de centrifugagdes por 20 minutos, a 12.000 r.p.m e a
4°C entre as lavagens. Apds a segunda lavagem com etanol 70%, o sobrenadante
foi descartado e o DNA precipitado foi seco e ressuspendido em 50 uL de TE
(0,0004 M Tris/HCI e 0,0002M EDTA pH 8,0) por 2 horas em temperatura ambiente.

Os tubos foram vedados com filme plastico e armazenados em geladeira a 4 °C.
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Quadro 2 - Protocolo utilizado para a extragcao de DNA de tecidos de caules de
Cereus peruvianus, segundo Aljanabi et al. (1999)

Tampao de extracao

Tris-HCL 200 mmolL™" pH 8,0
EDTA 100 mmolL™" pH 8,0
NaCl 2,2 molL”
CTAB 2%

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

CTAB 20%
N-Lauril Sarcosina 5%
PVP-40 10%
Reagentes de Purificacéo

Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1) 900 uL
RNAse (10mg/mL) 20ng/ uL
Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) 900 uL
Reagentes de Precipitacao

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

Alcool (70%) (2x) 500 L

3.3. Quantificagcdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8% com tampao TAE 1X (Tris-Acetato 0,04 M e EDTA 0,001M)
submetido a 80 Volts por aproximadamente 1h (Hoisington et al., 1994). O DNA
extraido de cada amostra foi comparado com solu¢gdes de DNA padrao (Fago 1) de
concentragdes gradativas e conhecidas de 50, 100 e 150 ng. Apos a eletroforese, o
gel foi corado em solucdo de brometo de etidio contendo 0,5 pg'mL™" e a imagem foi

capturada por um sistema de fotodocumentagao L-PIX HE, Loccus biotecnologia.

3.4. Testes de transferibilidade

Foram selecionados e testados 33 pares de primers heterélogos dos 69
descritos na literatura para cactaceas (Quadro 3), para a escolha dos marcadores

polimorficos entre as populagdes de C. peruvianus a serem avaliadas. Os 33 pares
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de primers testados foram isolados de quatro espécies de cactos: 7 foram isolados
da espécie Polaskia chichipe, 6 de Astrophytum asterias, 8 de Ariocarpus bravoanus
e doze de Echinocactus grusonii (Quadro 1). Inicialmente, todos os primers foram
amplificados utilizando um programa Touchdown (Don et al., 1991) (Quadro 4). Os
primers que nao amplificaram produtos nitidos foram novamente amplificados com o
programa descrito por Albert e Schmitz (2002) (Quadro 5), alterando a temperatura
de anelamento entre 50 - 59°C, visando obter maior aproveitamento e nitidez nos
produtos da amplificagao.

Apos os testes, nove pares de primers amplificaram regides especificas mais
nitidas e polimorficas. Os primers que apos estes testes ndao amplificaram

fragmentos especificos foram descartados das analises (Quadro 3).

Quadro 3 - Condigbes de amplificagado testadas para os 33 pares de primers de
cactaceas, nas trés populacdes de Cereus peruvianus utilizando diferentes numeros
de ciclos e temperaturas de anelamento

. Testes com diferentes programas e Programas e temperaturas de
Primer Autores " .
temperaturas de anelamento anelamento utilizados nos primers
Pchi5 . Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Avia7gag Otero-Amaizetal, 2004 \po e Schimitz (2002): 50°C.
Pchi9 . Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Avia7gag ~Otero-Amaizetal, 2004 \po e Schimitz (2002): 52°C.
Pchi2l Otero-Arnaiz et al., 2004  Touchdown PCR (Don et al.,1991) Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AY 147837 N v v ’
Pchi25 . Touchdown PCR (Don et al., 1991);
Avia7gse Otero-Amaizetal, 2004 sy o o Sehimitz (2002): 50°C, 52°C.
Pchi44 i . Touchdown PCR (Don et al., 1991);
Av147g3a Otero-Amaizetal, 2004 nyo o Sohimitz (2002): 52°C, 53°C.
Pchi47 . Touchdown PCR (Don et al., 1991); . fmo
AY147832 Otero-Arnaiz et al., 2004 Albert e Schimitz (2002): 50°C, 53°C. Albert e Schimitz (2002): 53°C.
Pchi54 . Touchdown PCR (Don et al., 1991); . fmo
AY147831 Otero-Arnaiz et al., 2004 Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C. Albert e Schimitz (2002): 52°C.
Touchdown PCR (Don et al., 1991);
AaB6 Terry etal., 2006 Albert e Schimitz (2002): 52°C.
Touchdown PCR (Don et al., 1991);
AaH11 Terry etal, 2006 Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C.
Touchdown PCR (Don et al., 1991);
AaA3 Terry etal, 2006 Albert e Schimitz (2002): 57°C, 53°C.
AaC3 Terry et al, 2006 Touchdown PCR (Don et al.,1991);

Albert e Schimitz (2002): 50°C.
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Quadro 3, Cont...

AaD9

AaG3

mMAbRO5

mAbR28

mAbR40

mAbR42

mAbR77

mAbR82

mAbR86

mAbR91

mEgR02

mEgR17

mEgR39

mEgR63

mEgR76

mEgR73

mEgR78

mEgR98

mEgR99

mEgR51

mEgR68

mEgR70

Terry et al, 2006

Terry et al, 2006

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hughes et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Hardesty et al., 2008

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002) :50°C, 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C,53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991).

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C, 52°C, 53°C,
55°C, 59°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C, 53°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991);
Albert e Schimitz (2002): 50°C,52°C.

Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Albert e Schimitz (2002): 52°C.

Touchdown PCR (Don et al.,1991)

Albert e Schimitz (2002): 52°C.

25



Quadro 4 - Sequéncia do programa Touchdown utilizado para amplificagcdo do DNA

de Cereus peruvianus com os 33 primers microssatélites

Passo Etapa Temp. Tempo
1 Desnaturacéo inicial 94°C 1 min.
2 Desnaturacéao 94°C 1 min.
3 Anelamento 65°C (-1°C/Ciclo) 1 min.
4 Extensao 72°C 2 min.
5 Voltarao passo2-9vezes - -
6 Desnaturacéao 94°C 1 min
7 Anelamento 55°C 1 min
8 Extensao 72°C 2 min
9 Voltar ao passo 6 —19vezes - o
10 Extensé&o Final 72°C 2 min
12 Imerséo 10°C 0

A PCR (Polimerase Chain Reaction) foi realizada em termociclador Techne

TC-512. As reagdes de amplificagdo foram preparadas com 20 ng de DNA, tampéo
de reagdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KClI), 2,5 mM de MgCi2, 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 ul (Quadro 6).

Quadro 5 - Sequéncia do programa segundo Albert e Schmitz (2002), utilizado para
amplificagdo do DNA de Cereus peruvianus com os primers microssatélites que nao

apresentaram amplificagdo com o programa do Quadro 4

Passo Etapa Temp. Tempo
1 Desnaturacéo inicial 94°C 120 s
2 Desnaturacéao 94°C 30s

3 Anelamento 54°C 30s

4 Extenséo 72°c 60 s

5 Voltar aos passos 2, 3 e 4 por 29 vezes

6 Extenséo final 72°C 600 s
7 Imerséo 10°C o0
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Quadro 6 - Concentragdes dos reagentes estoques e utilizados nas reagbes de
amplificagao

Reagentes Concentragao estoque Concentracao final dos pL/20 pL de
dos reagentes reagentes/reacao reagao

H20 11,0
Tampéao 10 X 1X 2,0
MgCl, 25 mM 2,5 mM 2,0
dNTPs 2,5 mM/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 20 ng 2,0
Total 20 yL

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose
Metaphor (4%), usando tampédo TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido
borico e 1 mM EDTA). Este gel foi preparado com 50% de agarose Metaphor e 50%
de agarose comum. A eletroforese foi realizada com 60 Volts por 3 horas. Em
seguida, os géis foram corados em solugdo com brometo de etidio contendo 0,5 ug -
mL" e a imagem foi capturada em sistema de fotodocumentacéo L-PIX HE, Loccus
biotecnologia. Para determinacdo do tamanho dos fragmentos amplificados foi

utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen).

3.5. Analise dos dados

Os loci SSR foram analisados estimando-se o numero médio de alelos por
locus, a heterozigosidade média observada (H,) e a esperada (He). O afastamento
do equilibrio de Hardy-Weinberg foi examinado para cada locus e para cada
populacdo de Cereus peruvianus. O coeficiente de endogamia (Fis), déficit de
heterozigotos (F) e a diversidade genética entre as populagdes (Fsr) foram
estimados empregando-se o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

A matriz de similaridade genética, assim como os agrupamentos em

dendrograma foi obtida mediante utilizacdo do método de agrupamento UPGMA
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(Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average). A analise foi
conduzida mediante utilizacdo do programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999)
sendo utilizado o complemento aritmético da distancia genética de Nei (Nei, 1972).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Transferibilidade de primers

Entre os 33 primers microssatélites avaliados, dez ndo amplificaram em
nenhuma das condigdes testadas, 14 geraram fragmentos inespecificos e nove
pares de primers amplificaram regides especificas e foram polimérficos (Quadro 7).
A transferibilidade de microssatélites desenvolvidos para diferentes géneros de
cactaceas para C. peruvianus foi de 27,27%.

Trés dos 7 primers microssatélites testados de Polaskia chichipe
amplificaram o DNA de C. peruvianus, obtendo uma transferibilidade de 42,86%; dos
microssatélites desenvolvidos para Ariocarpus bravoanus 3 dos 8, ou seja 37,5%
amplificaram o DNA de C. peruvianus; 3 dos 6 primers de Echinocactus grusonii
foram transferidos para C. peruvianus (25%) e nenhum dos 6 primer microssatélite
isolado para Astrophytum asterias amplificou o DNA de C. peruvianus (Quadro 7).

O empenho em empregar microssatélites para o estudo de diversidade de C.
peruvianus deve-se ao fato de que este marcador, devido as suas caracteristicas de
co-dominancia, multialelismo e alto polimorfismo pode ser considerado como uma
ferramenta ideal para auxiliar no desenvolvimento de estratégias de manejo e
conservagao sustentavel, onde é vital o conhecimento da variagdo genética e do
grau de diferenciagdo dentro e entre popula¢des naturais (White e Powell, 1997).
Entretanto o isolamento de microssatélites € um processo demorado e caro e ainda
em plantas a frequéncia de SSR é relativamente baixa (Powell et al., 1996). Por isso,
a tentativa de utilizar sequéncias de primers identificadas em uma espécie, para
outra espécie intimamente relacionada, € um processo vantajoso (White e Powell,
1997).

A amplificacdo de primers SSR entre espécies depende da conservacao das
sequéncias flanqueadoras as regides repetitivas e que sao utilizadas como primers.
Segundo Zuchi et al. (2002), a chance de sucesso da amplificagdo heterdloga entre
duas espécies € inversamente relacionada a distancia evolutiva entre as mesmas.
Fitzsimmons et al. (1995) afirmam que é possivel conseguir uma eficiéncia de
transferibilidade superior a 50% em espécies que apresentam um tempo de

divergéncia entre 15-25 milhées de anos, comparada a apenas 6,2% em um tempo
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de divergéncia entre 80-100 milhdes de anos. Apesar disso, cerca de 50% dos

primers desenvolvidos para passaros foram transferiveis para bovinos, que

divergiram ha cerca de 100 milhdes de anos. Isto confirma que a eficiéncia da

utiizacdo de primers heterdlogos estd mais relacionada a taxa de evolugao

molecular do que ao tempo de divergéncia entre as espécies (Moore et al., 1991;
Primmer et al., 1996).

Quadro 7 - Conjunto de todos os primers microssatélites transferiveis a partir de
quatro espécies de cactaceas, repeticoes de nucleotideos, variagdo no tamanho do
alelo (pb), numero de alelos detectados por cada primer usado na estimativa da
diversidade genética e porcentagem de transferibilidade para Cereus peruvianus

Numero de Numero de

Variacio no tamanho alelos alelos transferibi-
Espéce Primer Repeticéo ¢ obtidos para  obtidos lidade
do alelo (pb) e o
a espécie para C. (%)
original peruvianus
Espécie de Cereus
origem peruvianus
Pchi2l (AG)1o(AAG).C(CA),  120-134 Mqugq“e 6 2
Polaskia . .
chichipe Pchi47 (TC1o 120 136-172 2 3 42,86%
Pchis4 (AG)sCG(AG )14 158-182 446-464 8 2

mAbR28 (CT)S(AT)3(ST)8GA(GT) 207-222  103-176 6 4

ﬁ”ocamus mADbR42 (TG)1s 196-217  469-484 6 2 37,5%
ravoanus
mabr77  (CABCG(CARTG(CAZ2 346 374 355-371 4 2
(TA)s

MEQRO2 (AG), 260-280  Menorave 2 3
gfuhégﬁﬁacws MEQR76  (AG)10AC(AG),AC(AG); 376-396  368-395 7 2 25%

mEgR78 (AG)13GAG(CA); 148-242 250-288 2 3
Astro'phytum ) ) ) ) 0 0 0%
asterias
TOTAL 43
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Das quatro espécies de cactaceas das quais foram obtidos os nove pares de
primers heterdlogos para C. peruvianus, os pertencentes a Polaskia chichipe foram
0s que exibiram maior transferibilidade, 42,86%. O primer Pchi2l também foi
transferivel para outras cinco espécies de cactaceas: Carnegiea gigantea,
Lophocereus schotti, Subpilocereus repandus, Stenocereus thurberri e S. stellatus
(Otero-Arnaiz et al., 2004). O primer Pchi47, foi transferivel apenas para C. gigantea
e L. schotti e o primer Pchi54 foi transferivel para trés outras espécies de cactaceas,
Carnegiea gigantea, Lophocereus schotti e Stenocereus thurberri (Otero-Arnaiz et
al., 2004).

Os primers mAbR28, mAbR42 e mAbR77, desenvolvidos a partir de
Ariocarpus bravoanus e que tiveram uma transferibilidade para C. peruvianus de
37,5%, produziram um total de oito alelos.

Dos 12 primers isolados para espécie Echinocactus grusonii, trés, mEgRO02,
MEgR76 e mMEQR78 amplificaram no genoma de C. peruvianus. Essa
transferibilidade (25%) foi superior 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).
Esses valores baixos de amplificacdo heterdloga, entre géneros, sugerem que as
regides flanqueadoras de repeticbes ndo sdo altamente conservadas entre estes
grupos taxonémicos. O primer mEgR76 também foi transferivel para outras 14
espécies de cactaceas sendo, entre todos os primers descrito por Hardesty et al.
(2008) para E. grusonii, o segundo primer mais transferivel em vinte e sete espécies
de cactos (Hardesty et al., 2008). Esse primer produziu apenas dois alelos em
regenerantes clonais de C. peruvianus e trés em plantulas da mesma espécie. Estes
numeros de alelos sdo bem menores do que o numero produzido na espécie de
onde ele foi isolado, onde foram amplificados sete alelos (Hardesty et al., 2008). O
numero reduzido de alelos em C. peruvianus, produzidos pelos primers transferidos
a partir de A. bravoanus e de E. grusonii, € muito comum na transferéncia de
primers microssatélites entre géneros distintos (Santos et al., 2007).

E interessante destacar que a maior porcentagem de transferabilidade para
C. peruvianus (42,86%) foi observada usando os primers de P. chichipe, endémico
do México Central, e que assim como C. peruvianus, trata-se de um cacto colunar,
com alta importancia econdmica devido aos seus frutos que sdo comestiveis e com

interesse para a industria de alimentos (Carmona e Casas, 2005). As espécies A.
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bravoanus e E. grusonii, onde foram observadas as menores taxas de
transferabilidades (37,5 e 25%, respectivamente), também sdo nativas do México
Central, mas apresentam uma morfologia bem diferenciada de C. peruvianus. O
cacto A. bravoanus possui o caule em forma de roseta e as plantas de E. grusonii
possuem o caule em forma de barril ou globular (popularmente conhecido como
cacto barril dourado ou bola de ouro). Embora nao seja possivel estabelecer alguma
relacdo entre morfologia de plantas e uma maior, ou menor, taxa de transferabilidade
de primers para loci SSR em cactos, a espécie P. chichipe apresenta varias
sinonimias e dentre elas Cereus chichipe e Cereus mixtecensis. Isso € um indicativo
de que P. chichipe foi classificada por alguns autores como do género Cereus e,
portanto, da maior proximidade entre as espécies P. chichipe e C. peruvianus. Esta
maior proximidade de C. peruvianus com P. chichipe poderia justificar a maior
transferabilidade dos primers SSR de P. chichipe, quando comparada com a menor
transferabilidade dos primers SSR de A. bravoanus e E. grusonii, para C.
peruvianus.

As frequéncias de amplificagdo heterdlogas dentro da familia Cactaceae,
sao bem maiores do que as frequéncias de transferibilidade de locus SSR dentro da
familia Myrtaceae, que foi de apenas 2,9% de Eucalyptus spp. para Eugenia
dysenterica (Zuchi et al., 2002b). Mas a transferibilidade observada no presente
trabalho com C. peruvianus foi menor do que a obtida para a familia Sapindaceae
que foi de 58,3% (Ekué et al., 2009), para a familia Fagaceae foi de 47%
(Barreneche et al., 2004) e para Meliaceae foi de 68,2% (Zuchi et al., 2002).
Segundo Barbara et al. (2007), em geral, a transferibilidade difere muito entre as
especies, especialmente para aquelas que florescem, com um forte indicativo de que
a transferibilidade € mais elevada em espécies perenes e com sistemas de
fecundacgao cruzada. Mesmo com diferentes taxas de transferibilidade, o sucesso de
amplificacdo entre espécies podem ser observadas tanto em plantas como em
animais. Wu e Tanksley (1993) encontraram conservagdo de sequéncias entre
subespécies de arroz cultivadas e espécies selvagens relacionadas. Thomas e
Scoot (1993) acharam similar conservacéo de sequéncias em espécies de uva; a
conservagao de sequéncias também foi observada em Brassica carinata e espécies
relacionadas (Marquez-Lema et al.,, 2010); em Phyllostachys pubescens e seis
espécies relacionadas (Tang et al., 2010); dentro do complexo Saccharum (Parida et

al., 2009); e para o género Eucalyptus (Faria et al., 2010). Uma melhor estratégia de
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transferibilidade é desenvolver microssatélites de regides transcritas, pois estes
marcadores sao mais robustos, apresentam resolucdo alélica superior e maior
transferibilidade interespecifica e intergenérica, aumentando assim a eficiéncia deste
marcador (Varshney et al., 2005).

Segundo Weising et al. (2005), a porcentagem de transferibilidade de
primers entre géneros diferentes é baixa, cerca de 35,2%. Nossos resultados neste
trabalho indicam uma transferéncia de primers entre géneros distintos pertencentes
a familia Cactaceae de 27,27%. Este € um resultado satisfatério e importante, uma
vez que ha grandes dificuldades para o desenvolvimento de microssatélites para
esta familia, pois este processo requer algumas etapas como a construgcao de
bibliotecas genémicas e sequenciamento do DNA, sendo que estas etapas sao

muito laboriosas e demoradas.

4.2. Diversidade genética

A pequena quantidade de individuos heterozigotos encontrados nas
populagdes de C. peruvianus analisadas com os nove loci para microssatélites, em
relagcdo aos valores estimados para as outras espécies de cactos colunares, pode
ser justificada por se tratarem de regenerantes clonais. Os somaclones foram
regenerados a partir de calos formados por apenas seis explantes (Oliviera et al.,
1995); o numero reduzido de gendtipos fundadores de uma populagdo pode
determinar um numero reduzido de alelos e/ou de heterozigotos nas populagdes
formadas. E possivel que as estimativas de individuos heterozigotos sejam maiores
em populagcdes casualmente estabelecidas na natureza a partir de sementes
dispersas por passaros, 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).

Nove pares de primers foram utilizados para a avaliagdo da diversidade
genética de plantas de C. peruvianus regeneradas in vitro (Figura 1). Estas plantas
apresentam diferentes morfologia de caules tipica (originalmente observada em
plantas na natureza), morfologia atipica, diferente da morfologia observada em
plantas na natureza e caules com morfologia mista (tipica e atipica). Estes pares de

primers, suas sequéncias e o numero de alelos produzidos para C. peruvianus estao
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apresentados no Quadro 7, junto com o numero de alelos para cada locus produzido
originalmente para a espécie de onde foram isolados.

A analise dos nove loci microssatélites em C. peruvianus no presente estudo
resultou na amplificacdo de 23 alelos, com uma média de 2,56 alelos por locus
polimérfico. Para os loci Pchi2l, Pchi54, mAbR42, mAbR77 e mEgR76 foram
amplificados dois alelos, os loci Pchi47, mEgR02 e mEgR78, trés alelos. O locus
MADbR28 foi o unico que amplificou quatro alelos (Quadro 7). Vinte e trés alelos para
0s nove loci € um numero relativamente alto, tratando-se de regenerantes clonais,
isto &, todos os individuos da populagao analisada regeneraram a partir de calos de
uma mesma planta. No género Opuntia, que foi analisada com 19 primers SSR, o
numero medio de alelos por locus foi de 16,9 (Caruso et al., 2010); em Astrophytum
asterias, foi observada uma média de 8,5 alelos por locus (Terry et al., 2006); ja em
Polaskia chichipe, a média de alelos observados por locus analisado foi de 5,28
(Otero-Arnaiz, et al., 2004); em Ariocarpus bravoanus, a quantidade média de alelos
por locus foi de 5,62 (Hughes et al., 2008) e em Echinocactus grusonii, foi observado
uma meédia de apenas 3,33 alelos por locus (Hardesty et al., 2008).

A transferabilidade de primers € um fator que influencia o numero de alelos
para os microssatélites, as diferengas na taxa de polimorfismo e conseqlientemente,
no conteudo de informacdo genética. Além disto, também est&o relacionadas com o
conjunto de repeticdes de dinucleotideos e trinucleotideos dos microssatélites. E
esperado que uma maior taxa de mutacdo ocorra para as sequéncias com
repeticoes menores (Chakraborty et al.,, 1997). Estes autores sugerem que
repeticoes de dinucleotideos para microssatélites sdo mais hipervariaveis do que as
de trinucleotideos. Para Vigouroux et al. (2002), este € um fenbmeno muito comum
para as espécies vegetais, pois as sequéncias de dinucleotideos apresentam quase
o dobro de alelos para os loci entre as espécies.

No presente estudo, para o locus mAbR28, que é uma repeticdo (AG)7, foram
amplificados quatro alelos. Entretanto, nos loci mAbR42 [(TC)10] e Pchi47 [(TG)15],
também com repeti¢cdes de dinucleotidios, o numero de alelos observado foi de dois
e trés alelos, respectivamente, indicando que no genoma de C. peruvianus as
repeticoes de dinucleotideos para microssatélites ndo sdo mais hipervariaveis do
que as de trinucleotideos ou os demais tipos de repeticbes (Quadro 7). Faria et al.
(2010) trabalhando com eucaliptos, comparando os microssatélites obtidos de EST e

derivados de sequéncias nao génicas, produzidos a partir de bibliotecas gendmicas,
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observaram que o numero médio de alelos e as heterozigosidades observadas e
esperadas sao significativamente mais baixas para os dinucleotideos e ainda mais
baixas para os microssatélites com repeticoes de trinucleotideos. Por exemplo,
embora a média global do numero de alelos para os 10 loci microssatélites com
repeticoes de dinucleotideos, para todas as seis espécies de eucaliptos tenha sido
de 8,3, e de 5,5 para os trinucleotideos, o numero médio de alelos de microssatélites
dinucleotideos a partir de bibliotecas enriquecidas foi de 14,3 (Brondani et al., 20006).

A frequéncia dos alelos para os diferentes loci foi variada nas trés
populagdes de C. peruvianus regeneradas in vitro (Quadro 8). Entre todos os loci
estudados, o locus mMAbR28 foi o que apresentou o maior numero de alelos, quatro,
sendo que o alelo D ndo foi encontrado na populagdo de plantas com caules
atipicos. O alelo A do locus mEgR76 tem uma frequéncia alta (maior que 50%) nas
plantas com caules tipicos e este alelo ndo foi encontrado nas plantas com caules
atipicos. O alelo A do locus mAbR77 também nao foi observado nas plantas com
caules atipicos e o alelo A do locus mEgR02 nao foi encontrado nas populacdes de
plantas com caules atipicos e com caules mistos. O primer Pchi2l se mostrou
polimdrfico nas trés populagdes. Na Figura 2, esta demosntrada a amplificagdo do

locus mAbR28 nas trés populagdes regeneradas in vitro de C. peruvianus.

Quadro 8 - Frequéncia dos alelos para os diferentes loci de microssatélites
analisados para as populagbes (I: caules com morfologia tipica; Il: caules com
morfologia atipica; Ill: caules com morfologia mista) de Cereus peruvianus

Loci I Il Il

mMEgR76

Alelo A 0,6176 0,3500

Alelo B 0,3824 1,0000 0,6500

mMAbR42

Alelo A 0,5882 0,5000 0,4000

Alelo B 0,4118 0,5000 0,6000

MADbR77

Alelo A 0,3333 0,2500

Alelo B 0,6667 1,0000 0,7500

Pchi21

Alelo A 0,0882 0,1429 0,0500

Alelo B 0,9118 0,8571 0,9500
Pchi47

35



Quadro 8, Cont...

Alelo A 0,4412 0,1429 0,3000
Alelo B 0,2941 0,7143 0,4000
Alelo C 0,2647 0,1429 0,3000
Pchi54

Alelo A 0,5588 0,5000 0,4500
Alelo B 0,4412 0,5000 0,5500
mAbR28

Alelo A 0,1176 0,1429 0,1500
Alelo B 0,1765 0,1429 0,2500
Alelo C 0,4706 0,7143 0,4000
Alelo D 0,2353 0,2000
mEgRO02

Alelo A 0,0294
Alelo B 0,4412 0,4286 0,4500
Alelo C 0,5294 0,5714 0,5500
mEgR78

Alelo A 0,4375 0,3333 0,0500
Alelo B 0,4375 0,5000 0,7000
Alelo C 0,1250 0,1667 0,2500

Nos loci mMEgR76 e mAbR77 foi observado a fixagdo do alelo B, de modo
que polimorfismo inferido a partir da proporcdo de loci polimorficos € menor na
populacao de plantas com caules atipicos (7/9 = 77,7%), do que nas populagdes de
plantas com caules tipicos e caules mistos. Os loci mMAbR28, mAbR77, mEgRO02 e
MEQgR76 contém alelos que parecem estar associados com a morfologia de caules
de plantas de C. peruvianus e tém potencial para serem indicados para investigar
diferengcas morfolégicas em caules de mandacaru do género Cereus, ou de
variedades de C. peruvianus encontradas na natureza.

O polimorfismo entre as trés populacdes analisadas variou de 77,78% a
100%, onde a populagao de caules de morfologia atipica foi a que apresentou menor
polimorfismo, seguida pelas populagdes de caules de morfologia tipica e mista,
respectivamente, que apresentaram 100% de loci polimorficos (Quadro 9). O
polimorfismo médio para as trés populacboes foi de 92,59%. Este € um aspecto
positivo para a espécie, pois 0os somaclones representam um material promissor
para compor programas de melhoramento genético.

A base genética estimada no presente estudo, para as plantas de C.

peruvianus, esta préxima daquela registrada por Gutman et al. (2001), que
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encontraram valores de 89 a 99% para a similaridade em clones desta espécie
originarios da Califérnia, usando o marcador molecular RAPD. Os referidos autores
destacaram a base genética estreita da espécie, que tem limitado os programas de
melhoramento genético no sentido de obter frutos com as caracteristicas desejaveis
pelos consumidores. O polimorfismo médio das trés populacdes foi maior do que o
polimorfismo estimado por Faria-Tavares (2006), que foi de 42,85% em populagdes
de Cereus peruvianus na natureza, utilizando o sistema PAGE (Polyacrilamide Gel
Electrophoresis), para avaliar a- e B- esterases e também maior do que o valor
estimado por Resende et al. (2007; 2010), utilizando o marcador RAPD (Random
Amplified Polymorfism DNA) em plantulas crescidas a partir de sementes de plantas
localizadas na cidade de Maringa. Nestes trabalhos o polimorfismo foi de apenas
42,57%.

600ph--

100pb--

Figura 2 - Gel de agarose concentrado 4% (50% agarose comum e 50% agarose
MS-8) para separar o produto da amplificagcdo dos DNAs de diferentes plantas das
trés populagdes de Cereus peruvianus com os primer mAbR28. A primeira amostra
(M) do gel indica o ladder 100 pb (Invitrogen).

Historicamente, desde a década de 1970, a cultura de tecidos vegetais tem
sido considerada uma técnica promissora para multiplicar genétipos de interesse.
Por outro lado, as analises de plantas multiplicadas in vitro tém revelado a existéncia
de polimorfismos, caracterizados como variagcbes somaclonais por Larkin e
Scowcroft (1981), as quais podem comprometer a estabilidade genética dos clones

ou somaclones produzidos no cultivo in vitro. Variagdées na morfologia de tecidos,
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variagdes cromossdmicas, bioquimicas e moleculares tém sido evidenciadas em
varias espécies de plantas (Joyce et al., 2003). Nos somaclones de C. peruvianus foi
evidente que as variagdes morfologicas que determinaram caules com morfologia
atipica ndo sdo acompanhadas por maiores variagdes em nivel de locus SSR.
Nestes somaclones com caules atipicos, a variagdo em nivel de loci SSR foi menor
que a observada nos somaclones com morfologias tipicas.

Evidéncias de n&o associagcédo entre variagdes morfolégicas e polimorfismo
de fragmentos aleatérios de DNA amplificados tém sido registradas para somaclones
de outras espécies de plantas (Goto et al., 1998; Chen et al., 1998). Morfologias
alteradas em plantas cultivadas in vitro tém sido explicadas por eventos de metilagéo
diferencial, como a metilagédo diferencial em decorréncia da condigdo de estresse in
vitro (Kaeppler e Phillips, 1993). Eventos de hipometilagdo foram associados com
diferentes fendtipos em regenerantes de Solanum tuberosum (Joyce e Cassels,
2002) e em regenerantes de Elaeis guineensis (Jaligot et al., 2002; Kubis et al.,
2003). A reversédo fenotipica, que determinou a caracteristica de caules com
morfologia mista em somaclones de C. peruvianus, foi verificada em somaclones de
outras espécies e trata-se de um evento que tem sido considerado por Joyce et al.
(2003) como indicativo da ocorréncia de eventos de metilacdo. Além disso, a
hipoacetilacdo de histonas, que reduz a expressao de alguns genes em Arabidopsis,
também resultou em anomalias fenotipicas (Finnegan, 2001). De acordo com
Tregear et al. (2002), indicagdes e evidéncias da expressdo de genes de defesa,
geralmente induzidos por estresse bidtico e abidtico em células cultivada in vitro (Yu

et al., 1999), também estao relacionadas a alteragdes de fendtipos de plantas.

Quadro 9 - Estimativas do numero de loci polimorficos Ngp); numero de loci
monomorficos Nym) € porcentagem de polimorfismo (%P) para as trés populagées (I:
caules com morfologia tipica; Il: caules com morfologia atipica; Ill: caules com
morfologia mista) de Cereus peruvianus

Populacao N(ip) N(im) %P

I 9 0 100%
I 7 2 77,78%
11 9 0 100%

As frequéncias variaveis dos alelos nos loci SSR conferiram uma baixa

proporgao de plantas heterozigotas nas trés populagdes. A heterozigosidade média
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observada variou de 0,3122 (populagcdo de caules e morfolagia atipica) a 0,40
(populacédo de caules de morfologia mista). A heterozigosidade esperada variou de
0,3899 (populagao de caules e morfolagia atipica) a 0,5164 (populagdo de caules e
morfolagia tipica populagdo) onde foi a maior (Quadro 10).

O valor médio de Ho para as trés populagdes de C. peruvianus foi de 0,3492
e os valores observados nas diferentes populagbes sao menores do que os valores
ja descritos para C. peruvianus e para outras cactaceas. Faria-Tavares (2006),
utilizando isoenzimas a- e [3- esterases para a caracterizacao de populagdes de C.
peruvianus, obtiveram uma heterozigosidade observada entre 0,2528 e 0,6175. Em
populagdes selvagens, manejadas e cultivadas de Polaskia chichipe, a
heterozigosidade observada foi de 0,631; 0,505 e 0,560, respectivamente (Otero-
Arnaiz, 2005). Arakaky et al. (2010), ao analisar cinco loci polimorficos em
Haageocereus, obtiveram uma heterozigosidade observada variando de 0,478 a
0,871.

A heterozigosidade media esperada de 00,4664 para as populagdes
analisadas de C. peruvianus foi discretamente menor do que a ja estimada para
outras populagdes de Cereus, utilizando isoenzimas, 0,4977 (Faria-Tavares, 2006).
O intervalo dos valores da heterozigosidade esperada nas trés populagdes também
foi menor do que o obtido para outras cactaceas. O locus mAbR28 foi o que
apresentou o maior valor para as estimativas de heterozigosidade observada (Ho =
0,6924) e heterozigosidade esperada (He = 0,6450). O mesmo locus apresentou o
maior numero médio de alelos observados (Na = 3,67) e efetivos (Ne = 2,81),
indicando que este locus € bom para analisar divergéncias populacionais na espécie
C. peruvianus. Otero-Arnaiz et al. (2004), ao analisarem sete loci polimorficos em
Polaskia chichipe, obtiveram uma heterozigosidade entre 0,188 e 0,797. Na analise
de 12 loci SSR polimoérficos, 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 oito loci polimérficos em populagdes de Ariocarpus bravoanus,
obtiveram uma heterozigosidade esperada entre 0,201 e 0,688.

A porcentagem de alelos nulos nas trés populagdes estudadas variou de 0,0
(caules de morfologia atipica) a 9,52 (caules de morfologia mista). Os loci Pchi2,
Pchi47, mAbR28, mAbR42, mEgR02 e mEgR76 ndo apresentaram alelos nulos. O
locus Pchi54 apresentou uma porcentagem de 2,94 alelos nulos, em mEgR78 foi de

5,88% e o que teve maior indice de alelos nulos foi o primer mAbR77 (17,65%).
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Quadro 10 - Parametros de diversidade genética avaliados para as trés
populacbes de Cereus peruvianus obtidos mediante analise dos nove loci

SSR
Caule tipico Caule atipico Caule misto
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
mEgR76 2,0000 1,8951 0,0588 0,4866  1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 2,0000 1,8349 0,5000 0,4789
mAbR42 12,0000 1,9396 0,2353 0,4991  2,0000 2,0000 0,7143 0,5385 2,0000 1,9231 0,6000 0,5053
mAbR77 2,0000 1,8000 0,5333 0,4598 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 2,0000 1,6000 0,3000 0,3947
Pchi21 2,0000 1,1918 0,1765 0,1658 2,0000 1,3243 0,2857 0,2637 2,0000 1,1050 0,1000 0,1000
Pchi47 3,0000 2,8473 0,5294 0,6684  3,0000 1,8148 0,2857 0,4835 3,0000 2,9412 0,6000 0,6947
Pchi54 2,0000 1,9727 0,0588 0,5080 2,0000 2,0000 0,3333 0,5455 2,0000 1,9802 0,1000 0,5211
mAbR28 4,0000 3,1075 0,7059 0,6988 3,0000 1,8148 0,5714 0,4835 4,0000 3,5088 0,8000 0,7526
mEgR02 3,0000 2,1018 0,4706 0,5401 2,0000 1,9600 0,2857 0,5275 2,0000 1,9802 0,5000 0,5211
mEgR78 3,0000 2,5098 0,2500 0,6210 3,0000 2,5714 0,3333 0,6667 3,0000 1,8018 0,1000 0,4684

Média 2,5556 2,1517 0,3354 0,5164 2,1111 1,7206 0,3122 0,3899 2,4444 2,0750 0,4000 0,4930

Na=numero de alelos observados; Ne=numero efetivos de alelos; Ho=heterozigosidade
observada; He=heterozigosidade esperada.

A analise do polimorfismo nos loci SSR dos somaclones de C. peruvianus
mostrou que os loci mMAbR28, mAbR42, mAbR77 e Pchi 21 apresentaram valores
negativos para o coeficiente de endogamia (Fis), indicando um excesso de
heterozigotos nos referidos loci (Quadro 11). O valor da média de Fis para os nove
loci foi 0,2093, maior que o valor ja descrito, quando isoenzimas foram utilizadas
como marcador, para outras populagbes de C. peruvianus, Fis=-0,0778 (Faria-
Tavares, 2006) e também maior do que os valores de Fis ja descritos para outros
cactos auto-incompativeis analisados com isoenzimas. Para Pereskia gamacho,
polinizada por insetos o valor de Fis foi 0,116 (Nassar et al., 2002); em espécies
polinizadas por morcegos tais como Stenocereus griseus Fis = 0,145, Cereus
repandus Fis = 0,182, e Pilosocereus laguginosus Fis=0,176. Para Stenocereus
gummmosus polinizado por mariposa, o valor de Fis foi de 0,672 (Clark-Tapia e
Molina-Freaner, 2003). Os valores altos de Fis em popula¢cdes de cactos auto-
incompativeis s&o explicados pela ocorréncia de eventos tais como
endocruzamentos biparentais dentro de populagdes relativamente pequenas e
parcialmente isoladas, ou pela vantagem adaptativa de homozigotos, ou pela
estrutura clonal das populagbes (Moraes et al., 2005).

A analise da divergéncia genética entre as plantas das trés populagbes

regeneradas in vitro, de 0,0757 (Quadro 11) determinou uma baixa divergéncia
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genética entre as plantas de morfologia tipica, mista e atipica, de acordo com o
indice estabelescido por Wright (1978). Este valor baixo se deve-se ao fato de serem
regenerantes clonais, ou seja, os somaclones foram regenerados a partir de calos
formados por apenas seis explantes (Oliviera et al., 1995). Este valor foi inferior ao
encontrado por Faria-Tavares (2006), com isoenzimas (Fst = 0,2645) em outras

populagdes de C. peruvianus.

Quadro 11 - Estimativa do numero de alelos observados (Na) e efetivo (Ne),
coeficiente de endogamia (Fis), déficit de heterozigotos (Fit), proporcdo de
diversidade génica entre as populag¢des (Fst), Heterozigosidade Observada (Ho) e
Esperada (He) nas trés populagdes de Cereus peruvianus

Locus N Na Ne Fis Fit Fst Ho He
mMEgR76 68 2,0000 1,9396 0,3974 0,5738 0,2927 0,1765 0,4917

mAbR42 68 20000  1,9983 -0,0581 -0,0331 0,0237 04412 0,5070
mApR77 56 20000  1,6453 -0,0169 0,133  0,1281 0,3929 0,3994
pchiz1 68 20000 1,1918 -0,1226 -0,1034 0,0171 0,1765 0,1633
pchia7 68  3,0000 2,8864 0,1949  0,2596  0,0804 0,5000 0,6633
pchisa 66 20000 1,9982 06693 06719 0,0079 0,1212 0,5072
mAbR28 68 4,0000 29832 -0,1276 -0,0734 0,0481 0,7059 0,6747
mEgRO2 68  3,0000 2,0370 0,1675 0,684  0,0011 04412 0,5167
mEgR78 64  3,0000 25006 05878 0,6169 0,0707 0,2188 0,6096
Média 66 25556 2,311 02093 0,2692 0,0757 0,3527 0,5037

A andlise das frequéncias genotipicas também indica distorcdo na
segregacgao para varios loci, onde metade das frequéncias dos alelos ndo apresenta
uma distribuicdo de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Quadro 12). Ao
comparar as heterozigosidades esperadas e observadas, fica claro que esses
desvios foram causados pela alta taxa de homozigotos, apontado pelos altos indices
de Fis e Fit. O desvio das propor¢des do equilibrio de Hardy-Weinberg, pode ser
devido a selegcdao pelo cultivo in vitro, efeito de Wahlund (reducdo da
heterozigosidade devido a populagdo estar estruturada em sub-populagdes) e a
presenca de alelos nulos (Hamrick, 1982). Nas populagdes analisadas, isso pode ser
reflexo da forma de multiplicagédo clonal in vitro (selegao artificial) e efeito do
gendtipo fundador. Mas, a despeito deste disturbio (selecgao artificial), as freqiéncias
genotipicas nos loci mEgR76 (populacdo de caules e morfologia mista), mAbR42

(populagdes de caules e morfologia atipica e mista), mAbR77 (populagbes de caules
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de morfologia tipica e atipica), Pchi21 e mEgR02 (nas trés populacgdes), Pchi54
(populacdo e caules de morfologia atipica) e mAbR28 (populagdo de caules de
morfologia atipica), ainda atendem a expectativa de equilibrio de Hardy-Weinberg
(Quadro 12).

Quadro 12 - Teste do x’-quadrado para verificar o Equilibrio de Hardy—Weinberg
para 0os nove loci microssatélites analisados nas trés populacbes de Cereus
peruvianus

Populagao Caules tipicos Caules atipicos Caules mistos
loci

MEgR76 14,065934 - 0,021978*
mADbR42 5,067438 0,870748* 0,394481*
MAbR77 0,419181* - 0,694286*
Pchi2l 0,103226* 0,090909* 0,000000*
Pchi47 23,961905 13,222222 19,857143
Pchi54 14,147368 1,088889* 7,272727
mMAbR28 10,148884 0,800000* 4,097321
mEgRO02 1,242951* 1,728571* 0,018182*
mEgR78 18,065934 7,933333 11,630769

*Loci em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As relagdes de similaridade e dissimilaridade entre as populagbdes de C.
peruvianus apresentam valores de identidade variando de 0,0399 (entre as
populagdes de caule de morfologia tipica e mista) a 0,9455 (entre as populag¢des de
caules de morfologia atipica e mista) (Quadro 13, Figura 3). No agrupamento
apresentado no dendrograma da Figura 3, a populacdo de caules de morfologia
atipica esta em grupo distinto, enquanto as populagdes de plantas de caules de

morfologia tipica e mista, respectivamente, estdo no mesmo grupo (Figura 3).

Quadro 13 - Coeficiente de similaridade e distancia genética de Nei entre as trés
populagdes (I: caules com morfologia tipica; Il: caules com morfologia atipica; IlI:
caules com morfologia mista) de Cereus peruvianus

Populacao | Il 11

I e 0,8836 0,9609
Il 0,1237 e 0,9455
1 0,0399 0,0561 e

Identidade genética de Nei (I) (acima da diagonal) e Distancia genética (D) Abaixo da
diagonal.
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Figura 3 - Dendrograma da distancia genética entre as treze populagbes de Cereus
peruvianus. A estimativa foi realizada por meio do método UPGMA empregando o
programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).
MELHORAR OS N UMEROS DA FIGURA

A determinacdo das relagdes de similaridade e diversidade entre as
populagdes € importante para conhecer os gendtipos de cada uma delas, no sentido
de orientar o0 manejo destas, quer para organizar reservas de biodiversidade para a
espécie e principalmente, para ilustrar o intervalo de diversidade encontrado na
espécie. Os somaclones de C. peruvianus com caules de morfologia atipica estao
mais distantes dos somaclones com caules tipicos e mistos, devido a fixagado de

alelos e maior propor¢cao de homozigotos nas plantas com caules atipicos.
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5. CONCLUSOES

a) A transferibilidade de primers de microssatélites desenvolvidos para diferentes
géneros de cactaceas € promissora para o estudo de diversidade e de estrutura
genética de populagdes de C. peruvianus; a taxa de transferabilidade de primers
desenvolvidos para espécies de cactos colunares foi mais eficiente para a analise
das populagdes de C. peruvianus.

b) Os variantes somaclonais morfolégicos (caules atipicos) de C. peruvianus
apresentam menor diversidade de alelos e de gendtipos heterozigotos em loci SSR.
c) O locus mEgR76 que apresentou valor maior de Fsr (0,2927) pode ser
considerado como o mais eficiente para diferenciar populagées de C. peruvianus; os
loci mMAbR28 (He = 0,6747), Pchi47 (He = 0,6633), mEgR78 (He = 0,6096), mEgR02
(He = 05167), Pchi54 (He = 0,5072), e mAbR42 (He = 0,5070) também podem ser
considerados como efetivos para analisar diversidade genética e analisar a estrutura
de populagdes de C. peruvianus, porque apresentaram valores de heterozigosidade
meédia esperada maiores que 0,50.

d) Os loci mMEgR76 e mAbR77, onde foram observados a fixagdo de alelos, e os loci
MEgR02 e mAbR28, onde foi observado a auséncia de alelos especificos nos
somaclones com caules atipicos, podem ser indicados para investigar diferencas
morfolégicas em caules de mandacaru do género Cereus, ou em variedades com
morfologias de caules alteradas de C. peruvianus encontradas na natureza.

e) O nivel de identidade genética na analise dos nove loci SSR observado (0,8836 —
0,9609) entre os somaclones de C. peruvianus com caules tipicos, atipicos e mistos
foi superior a 0,85 indicando que as plantas com caules atipicos podem ser

consideradas como sendo da mesma espécie dos somaclones com caules tipicos.
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