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RESUMO

A palma forrageira Opuntia spp., pertencente a familia Cactaceae, que possui 130
géneros e mais de 2.000 espécies, tem como centro de origem o México, mais esta
distribuida pelas diferentes regides do mundo, por se adaptar facilmente as condi¢des
adversas de tempo e clima, desde as areas com temperaturas elevadas até as mais
baixas. Constitui-se huma cultura economicamente importante para as areas aridas e
semiaridas, pois possibilita a regeneracdo de vegetacdo, a desaceleracdo do
desmatamento, aumento da biodiversidade e diminuicdo da degradacé&o e eroséo do
solo. A palma forrageira além de ser utilizada como fonte de alimentacédo animal e
humana, possui propriedades medicinais e também é usada como planta ornamental.
Devido a seus atributos econdmicos é essencial conhecer ainda mais suas
caracteristicas genéticas para auxiliar os programas de melhoramento genético
destas espécies. Uma das técnicas mais usadas, sdo as dos marcadores moleculares.
O ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) é muito usado para determinar a diversidade
genética entre e dentro de espécies. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a diversidade genética de 40 gendétipos de Opuntia spp. do BAG do INSA,
usando marcadores moleculares ISSR. A extracdo do DNA dos acessos foi realizada
com o Kit DNeasy Plant Mini® (Qiagen). Foram utilizados 11 oligonucleotideos
iniciadores ISSR (primers). Apds ReacbGes de (PCR), os fragmentos de DNA
amplificados foram separados em gel de agarose a 2% e fotodocumentados. Foram
amplificados 839 fragmentos, distribuidos em 91 locos, dos quais 86 foram
polimérficos e 5 monomorficos, com polimorfismo de 94,50%. A matriz de
dissimilaridade genética foi obtida a partir da distancia genética entre pares de
acessos que variou de 0,32 a 1,00. A partir das distancias genéticas os 40 acessos
foram agrupados em nove grupos, usando o método de Ward e em dez grupos usando
Tocher. Conclui-se que ha alta diversidade genética entre e dentro das espécies
avaliadas e foi possivel estabelecer as relagfes filogenéticas entre os acessos de
Opuntias spp. estudados. Essa informacdo € util para definir a base para novas
colecbes representadas por Opuntia spp. e para ampliar a base genética das
populacfes segregantes, sugere-se 0 cruzamento intraespecifico entre os acessos 87
e 117 e interespecificos com os acessos 1 x 119, 86 x ?(101), 86 x 135, 88 x 135,
?(101) x 135.

Palavras-Chaves: issr; recursos genéticos; melhoramento genético; cactaceas.



ABSTRACT

The forage palm Opuntia spp., belonging to the Cactaceae family, which has 130
genera and more than 2,000 species, has Mexico as its center of origin, but is
distributed throughout the different regions of the world, as it easily adapts to adverse
weather and climate conditions. , from areas with high temperatures to the lowest. It
constitutes an economically important crop for arid and semi-arid areas, as it enables
the regeneration of vegetation, the deceleration of deforestation, the increase of
biodiversity and the reduction of soil degradation and erosion. The cactus pear, in
addition to being used as a source of animal and human food, has medicinal properties
and is also used as an ornamental plant. Due to their economic attributes, it is essential
to know even more about their genetic characteristics to help genetic improvement
programs for these species. One of the most used techniques are molecular markers.
The ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) is widely used to determine the genetic
diversity between and within species. Within this context, the objective of this work was
to evaluate the genetic diversity of 40 genotypes of Opuntia spp. from the INSA BAG,
using ISSR molecular markers. DNA extraction from the accessions was performed
using the DNeasy Plant Mini® Kit (Qiagen). Eleven ISSR oligonucleotide primers
(primers) were used. After (PCR) reactions, the amplified DNA fragments were
separated in a 2% agarose gel and photodocumented. A total of 839 fragments were
amplified, distributed in 91 loci, of which 86 were polymorphic and 5 monomorphic,
with a polymorphism of 94.50%. The genetic dissimilarity matrix was obtained from the
genetic distance between pairs of accessions that ranged from 0.32 to 1.00. Based on
the genetic distances, the 40 accessions were grouped into nine groups using Ward's
method and into ten groups using Tocher. It was concluded that there is high genetic
diversity between and within the evaluated species and it was possible to establish the
phylogenetic relationships between accessions of Opuntias spp. studied. This
information is useful to define the basis for new collections represented by Opuntia
spp. and to expand the genetic base of the segregating populations, intraspecific
crossing between accessions 87 and 117 and interspecific with accessions 1 x 119,
86 x ?(101), 86 x 135, 88 x 135, ?(101) are suggested. x 135.

Keywords: issr; genetic resources; genetic improvement; cactaceae.
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INTRODUCAO

A palma forrageira, Opuntia spp., pertencente a familia Cactaceae, possui
130 géneros e mais de 2.000 espécies, tem como centro de origem o México
(NEFZAQUI, 2016), mais esta distribuida pelas diferentes regides do mundo, por
se adaptar facilmente as condicdes adversas de tempo e clima, desde as areas
com temperaturas elevadas até as mais baixas. Este tipo de cultura é importante
economicamente para regifes de climas aridos e semiaridos, garantindo uma
geracao de renda a partir da alimentacédo dos seus rebanhos, contribui para a
regeneracdo de vegetacdo, aumento da biodiversidade, diminuicdo da
degradacéo e erosao do solo.

A palma forrageira além de ser utilizada como fonte de alimentac&o animal
e humana, possui propriedades medicinais e também € usada como planta
ornamental.

Segundo Reinolds (2008), o uso da fruta da palma na alimentacao
humana era comum no México desde o periodo que antecedeu a colonizacéo
espanhola. Apds a conquista pelos europeus, a fruta manteve seu papel basico
na dieta da populacdo mexicana a época e, decorrido um século, ja estava sendo

consumida no Sul da Italia e na ilha da Sicilia.

Em seus estudos Santos et al. (2006), discorre que a palma forrageira
(Opuntia e Nopalea) é um alimento importante na atividade pecuéria
apresentando-se como uma alternativa para as regides aridas e semiaridas do
nordeste brasileiro por ser adaptada as condicbes climéaticas da regido
apresentando aspecto fisiologico especial quanto a absorcéo, aproveitamento e
perda de agua, suportando prolongados periodos de estiagem, podendo
alcancar produtividade de até 40 toneladas de matéria seca por hectare por
colheita.

A principal utilizacédo da O. ficus-indica no Nordeste do Brasil € a forragem
sob condicdes de seca (Paiva et al., 2016). Por ser rica em agua e fibra, é
empregada na alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos (ANDRADE
MONTEMAYOR et al., 2011; NEFZAQUI et al., 2014; VAZQUEZ MENDOZA et
al., 2017).
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O género Opuntia apresenta alta diversidade genética. Das mais de 30
espécies cultivadas, as economicamente importantes sao: O. ficus-indica L., O.
albicarpa Scheinvar, O. amyclaea Ten, O. cochenillifera (L.) Miller, O.
hyptiacantha FAC Weber, O megacantha Salm Dyck, O. robusta Wendl e O.
streptacantha Lem (PIMENTA BARRIOS, 1994; KIESLING et al.,, 1998;
MONDRAGON JACOBO, 2001; LAS CASAS et al., 2017).

A alta diversidade genética de Opuntias estdo conservadas em bancos
ativos de germoplasma em todos os continentes. No hemisfério oriental, a
conservacgédo ex situ, vem sendo feita pela Tunisia, Marrocos, Africa do Sul e
Itdlia, enquanto no ocidente, pela Argentina, Brasil, Chile, EUA e México (maior
centro de diversidade). No Brasil, os esforcos tém sido direcionados para a
conservacao de acessos voltados para forragem, com 1.417 acessos, incluindo
acessos de varios paises, variedades, hibridos e segregantes de cruzamentos
controlados (MONDRAGON & CHESSA, 2017).

A Embrapa Semiarido tem feito introducfes de acessos de outros paises,
tais como da Africa do Sul em 1982, e dos EUA em 1989, visando & identificac&o
de acessos adaptados as condi¢des climaticas do Semiarido, bem como aqueles
com caracteristicas apropriadas para o seu cultivo e mecanizagdo (SILVA,
SANTOS, ARAUJO, LIMA NETO, MOREIRA, FERREIRA, e ALBUQUERQUE,
2010).

Segundo Nefzaoui (2017), a caracterizacdo de germoplasma € essencial
para fornecer informacao sobre os caracteres de cada acesso, promovendo sua
classificacdo por meio das estimativas da diversidade genética dentro e entre
grupos. Dentre as diversas formas de se caracterizar o germoplasma, 0s
marcadores moleculares a nivel de DNA, vem sendo usados para estudar a
diversidade genética, relagcdes e origens dos cultivares, bem como para a
discriminagéo de cultivares e o DNA fingerprint de vérias culturas (CERVERA et
al., 1998; DIRLEWANGER et al.; 1998; FANG & ROOSE, 1997;
GIANFRANCESCHI et al., 1998; HOKANSON et al., 1998; KOLLER et al., 1993).

Existem diversos tipos de marcados moleculares baseados na reagcéo em
cadeia da polimerase (PCR), como DNA polimorfico amplificado aleatoriamente

(RAPD) (Williams et al., 1990), polimorfismos de comprimento de fragmento
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amplificado (AFLPs) (Vos et al., 1995), microssatélites, também conhecidos
como repeticdes de sequéncia simples (SSR), sdo compostos de sequéncia de
DNA de 2 a 5 pares de bases (pb) repetidas em tandem (Rongwen et al., 1995)
e a amplificacdo de inter repeticbes de sequéncia simples - (ISSR)
(ZIETKIEWICZ et al., 1994).

O marcador ISSR € uma técnica baseada em microssatélites muito Util
para estudos de genoma. Os primers usados em amplificacbes ISSR sédo
baseados em sequéncia SSR (di, tri, tetra, ou repeticbes penta nucleotideos),
ancoradas em sequéncia genomicas que flanqueiam cada lado das repeticdes
de sequéncia simples direcionadas (SSRs) (5’ ou 3’), usando dois a quatro
nucleotideos arbitrarios e frequentemente degenerados. Ao contrario dos SSRs,
essa técnica nao requer informacdes de sequéncia prévia e gera um grande
numero de polimorfismos (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores ISSR s&o considerados particularmente Gteis para o
estudo de individuos intimamente relacionados que exigem baixos niveis de
polimorfismo (ZIETKIEWICZ et al., 1994) e foram aplicados como uma
alternativa muito atil para impressao digital e analise genética em frutiferas
(FANG & ROOSE, 1997; FANG et al., 1998).

Bezerra et al.,, (2022) reportam que além do ISSR os marcadores
moleculares RAPD e ITS também mostraram-se eficientes em acessar a

diversidade genética e discriminar acessos de palma forrageira.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética de 40 gendtipos de Opuntia spp. do Banco Ativo de Germoplasma de
palma forrageira do Instituto Nacional do Semiarido, usando marcadores

moleculares ISSR.
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REFERENCIAL TEORICO

Origem e distribuicdo de Opuntias

Opuntia spp. sdo cultivadas em todo o mundo como frutas e hortalicas e
sao cada vez mais usados como alimento para humanos e forragem para o gado
em areas aridas e semiaridas do globo, principalmente partes do Brasil e México,
e em menor grau na Asia ocidental e norte e sul da Africa. No México, as
espécies de Opuntia sdo cultivadas ha pelo menos 14.000 anos (CASAS E
BARBERA 2002; SAMAH et. al. 2016);

A palma forrageira — Opuntia ficus-indica (L.) Mill. — cactacea exotica
originaria do México (HOFFMANN, 1995), esta presente em todos os continentes
com diversas finalidades, destacando-se sua utilizagdo na alimentagdo animal
(OLIVEIRA; CAVALCANTE FILHO; RANGEL; LOPES, 2011).

Dos planaltos mexicanos a palma migrou para outras regifes, onde esta
sendo cultivada para producdo de frutos. Atualmente, é cultivada nas zonas
aridas e semiaridas do mundo inteiro, em sistemas sustentados com altos
rendimentos e baixa demanda de energia (NUNES, 2011).

Sua introduc&o no Brasil objetivou, hospedar o inseto, conhecido como
cochonilha do carmim [Dactylopius coccus Costa (Homoptera, Dactylopiidae)],
gue nao causa danos a planta, quando bem manejada, e produz um corante
vermelho (carmim) (BRITO; DAMASCENO; MELO; ALMEIDA; CUNHA, 2013).

A maior area de palma forrageira no Nordeste se concentra no agreste e
sertdo dos estados de Alagoas e Pernambuco (NUNES, 2011).

No estado da Paraiba séo cultivadas duas espécies de palma com a O.
ficus-indica Mill com as cultivares gigante, redonda, clone IPA-20 e a N.
cochenillifera Salmy Dyck, cuja cultivar € a palma miiuda ou doce (SOUZA et al.
2010).

Segundo do Censo Agropecuario IBGE (2017), a quantidade de palma
produzida na Paraiba foi de 356.350 toneladas, em 12.969 hectares distribuidas
em 13.795 estabelecimentos, as 10 cidades mais produtoras séo: Gado Bravo
52.539 t, Monteiro 35.897 t, Barra de Santana 32.052 t, Aroeiras 24.115 t,
Umbuzeiro 18.102 t, Barra de Santa Rosa 15.920 t, Santa Cecilia 14.383 t,
Campina Grande 14.115 t, Cuité 13.644 t e Casserengue 10.636 t.
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Importancia Econdmica

A palma forrageira é usada para diversas finalidades podendo ser usada
na alimentacdo de ruminantes, na alimentacdo humana, na producédo de
medicamentos, cosméticos e corantes, na conservacgao e recuperacao de solos,
producdo de biogéas, cercas vivas, paisagismo, além de uma infinidade de usos
(NUNES, 2011).

As regides, climaticamente, definidas como &ridas e semiaridas,
representam aproximadamente 48 milh6es de km2, distribuidas em 2/3 dos
paises do mundo, onde vive uma populagdo estimada em 630 milhdes de
pessoas. Nestas, o fendbmeno da seca é normal e causa Sérios prejuizos ao setor
agropecuario (OLIVEIRA, 2010).

Segundo Santos et al. (1997), A busca por alimentos que possibilitem a
producdo animal nos periodos criticos do ano, a palma forrageira (Opuntia ficus-
indica Mill) destaca-se por apresentar caracteristicas morfofisiologicas que a

tornam tolerante a longas estiagens.

A espécie apresenta-se como uma alternativa primordial para estas
regides, visto que € uma cultura que apresenta aspecto fisioldgico especial
guanto a absorgdo, aproveitamento e perda de 4gua, sendo bem adaptada as
condi¢des adversas do cenéario em questdo (NUNES, 2011).

A regido Nordeste do Brasil possui uma area de 550.000 ha ocupada com
a plantacéo de palma forrageira, com destaque para Alagoas e Pernambuco,
Estados com a maior area cultivada (ARAUJO et al., 2005). Segundo Lopes et
al. (2007) a regido Nordeste € a maior area cultivada do mundo, distribuidos nos
Estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Ceara e Rio Grande
do Norte. Trata-se de uma cultura bem adaptada as condicbes adversas do
semiéarido, é sem davida, uma das principais fontes de alimento para o rebanho
nordestino (FERREIRA, 2005; SANTOS et al., 2001, BRITO; DAMASCENGO,;
MELO; ALMEIDA; CUNHA, 2013).

As civilizacbes mesoamericanas usavam o0s cladddios (Opuntia spp.)
como vegetal ou alimento e principalmente como fruticultura sazonal, com frutas
doces (pera espinhosa ou tunas em espanhol) ou acidas. Eles também sao

considerados uma medicina alternativa natural devido a seus efeitos anti-
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hipoglicémicos, estresse oxidativo e prevencdo de cancer (CHAVEZ-
SANTOSCOY et al. 2009; MORALES et al. 2012; SAMAH et. al. 2016).

Os géneros Opuntia e Nopalea, estdo presentes as espécies de palma
mais utilizadas como forrageiras. Existem trés espécies de palma encontradas
no Nordeste do Brasil, a palma gigante, palma redonda e palma miuda, sao
cactaceas sem espinhos, de crescimento rapido e teor de umidade superior as
outras cactaceas (OLIVEIRA; CAVALCANTE FILHO; RANGEL; LOPES, 2011).

E considerado o recurso mais utilizado na alimentacdo do rebanho bovino
da regido, sobretudo na época seca, hdo apenas por garantir alimento para os
animais, mas também pelo baixo custo de producdo, podendo, inclusive,
contribuir com a renda direta de alguns produtores locais (BRITO;
DAMASCENO; MELO; ALMEIDA; CUNHA, 2013).

O Nordeste apresenta um rebanho bovino de 28.289.850 e caprino
8.302.817, representando respectivamente, 13,78% e 90,6% do rebanho
nacional. Logo, o cultivo de palma forrageira é essencial para manutencdo dos
rebanhos encontrados no semiarido nordestino, tendo em vista ser a palma
adaptada a ambiente com déficit hidrico (BRITO; DAMASCENO; MELO;
ALMEIDA; CUNHA, 2013).

Por outro lado, de acordo com Martins et al. (2000), na criagdo de
ruminantes, a alimentacdo é responséavel por grande parte dos custos (60 a
70%), sejam estes animais confinados ou criados extensivamente. Por isso, €
importante utilizar alimentos que possibilitem uma méxima produgéo a um baixo
custo. As gramineas forrageiras normalmente é a fonte mais barata para a
alimentacao animal, porém esté sujeita a estacionalidade de producao, limitando
a disponibilidade de forragem nos periodos de prolongadas estiagens, com isso
€ necessario buscar fontes alternativas para a alimentagdo animal, como
silagem, feno e a palma forrageira. Sendo esta Ultima cultivada na maioria das
vezes consorciada com outras culturas, o que reduz os custos de producao
(BRITO; DAMASCENO; MELO; ALMEIDA; CUNHA, 2013).
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Utilizacdo de marcadores moleculares na caracterizacdo de Palma
forrageira (Opuntia spp.).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulacéo do acido desoxirribonucleico (DNA), culminando com o surgimento
dos rnarcadores moleculares na década de 1980. Desde entdo, esses
marcadores tém acompanhado os avancos da era gendmica, beneficiando-se do
grande volume de informacées de sequéncias de DNA disponivel (GUIMARAES:
MAGALHAES; LANZA; SCHUSTER, 2009).

Os marcadores moleculares baseados em DNA possuem caracteristicas
vantajosas, pois seus resultados ndo sdo afetados pelo ambiente e estédo
disponiveis em numero quase ilimitado, abundante e aplicavel a todos os
organismos (NELSON RJ, 1996, LUNA-PAEZ et al, 2007).

A técnica RAPD é baseada na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Tem a particularidade de ser utilizado como iniciador um oligonucleotideo de
sequéncia aleatoria e tamanho de 10 a 12 bases, ndo sendo necessario
conhecer o genoma da espécie (WILLIAMS et al., 1993; LUNA-PAEZ et al,
2007). RAPD séo tipicamente dominantes, isto €, o fendtipo eletroforético de um
individuo heterozigoto para um determinado loco ndo é geralmente distinguido
de um individuo homozigoto para o alelo amplificado (AGENOR, 2010).

O RAPD permite criar impressdes digitais genbémicas de espécies nas
guais a sequéncia a ser amplificada € desconhecida (LUNA-PAEZ et al, 2007).

Em Opuntia os marcadores RAPDs vem sendo usados para estimar a
diversidade genética e atribuir taxonomia especifica a acessos nao classificados
ou a aqueles incorretamente classificados pelos critérios morfolégicos (LUNA-
PAEZ et al, 2007; SANTO MERGULHAO, 2012).

Algumas desvantagens desse marcador: (a) baixa reprodutibilidade; (b) é
um marcador dominante, ndo conseguindo diferenciar o heterozigoto do
homozigoto dominante; (c) dificil de analisar comparado a outros marcadores;
(d) comparacdao entre os estudos com este marcador séo dificeis; e (e) € dificil a
automacao da técnica (LOPES, 2018).

Outro tipo de marcador molecular empregado em estudos da diversidade

€ o AFLP polimorfismos de comprimento de fragmento amplificado (Vos et al.,
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1995). A técnica de AFLP foi mais informativa em agrupar genétipos de Opuntia
(SANCHEZ et al., 2014), quando comparado ao RAPD.

A principal limitacdo dos marcadores AFLP €& serem marcadores
dominantes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1988; LIU, 1988; RAMALHO et al.,
2000). Dessa forma, apenas um alelo é detectado, ou seja, o que é amplificado
e visualizado no gel (CATTANEDO et al. 2015).

A combinacéo de marcadores AFLPs e ISSR, permitiram que Labra et al.
(2003) propusessem que O. ficus-indica deveria ser considerada uma planta
domesticada derivada de O. megacantha (SANCHEZ et al., 2014).

Outra classe importante de marcadores sédo os microssatélites, (SSR) (do
inglés single sequense repeats), repeticées de sequéncia simples, sédo regides
de DNA repetitivas e nao codificantes que consistem em pequenos motivos
repetidos em tandem (1-6 pb); eles estdo presentes em todo 0 genoma de um
individuo, tanto em regides codificantes como ndo codificantes (SAMAH et. al.
2016).

Os marcadores SSR, foram empregados pela primeira vez em acessos
de Opuntia, por Samah et. al. (2016), gerando informacGes da diversidade
geneética entre os genotipos analisados.

Quando comparado a outros marcadores moleculares, os microssatélites
sdo os mais informativos devido a sua confiabilidade e formas multialélicas
abundantes. Eles exibem taxas de mutagcéao mais altas do que o resto do genoma
(GAO et al. 2005) e podem ser facilmente analisados usando métodos baseados
em PCR, incluindo genotipagem e multiplexagdo automatizadas fluorescentes
(SAMAH et. al. 2016).

Os marcadores SSR sdo marcadores codominantes e altamente
polimérficos e tém se mostrado muito Uteis em estudos do
género Prunus (CHENG & HUANG, 2009; ARANZANA et al, 2010).

Mesmo tendo algumas vantagens quando comparado com outros
marcadores, Madesis et al (2013), elencou algumas desvantagens com relacéo
ao seu uso tais como: (a) sao caros para serem desenvolvidos; (b) o primer as
vezes ndo é amplificado quando este é reproduzido; (c) os primers podem
produzir um padrao dificil de interpretar, ou um padrdo ndo especifico; (d) o

produto amplificado talvez nao seja polimoérfico e (e) podem produzir alelos nulos
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gue propiciam um erro na interpretacdo dos dados. Outros possiveis problemas
séo a dificuldade da determinacdo de bandas que diferem em um ou dois pares
bases e a identificacdo do tamanho das bandas, tornando as comparacoes de
resultados um trabalho dificil (MADESIS et al., 2013; LOPES, 2018).

Como técnica alternativa ao SSR, mas com uma capacidade informativa
diferente, existem os ISSR; Estes marcadores detectam regifes de DNA entre
dois microssatélites com nucleos que compartilham a mesma sequéncia de
bases (LUNA-PAEZ et al. 2007).

Inter Repeti¢cdes de Sequéncia Simples — (ISSR)

Com os avancos da biotecnologia, sobretudo o desenvolvimento dos
marcadores de DNA, tém permitido estudar e caracterizar a variabilidade
genética em diferentes niveis (OLIVEIRA, 2007). Os marcadores moleculares
tém sido utilizados como ferramentas auxiliares indispensaveis nas diferentes
etapas do melhoramento genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até
as etapas finalisticas de desenvolvimento e selecdo de plantas melhoradas
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre as classes de marcadores moleculares existentes, o marcador
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) constitui-se em uma técnica simples,
rapida e eficiente desenvolvido a partir da necessidade de explorar repeticdes
de microssatélites abundantes no genoma eucarioto sem a utilizacdo de
sequenciamento do DNA (ZIETKIEWICZ et al., 1994). O principio da técnica esta
baseado na reacdo de PCR (Reaction Chain Polymerase) e envolvem
amplificac6es de segmentos de DNA, presente entre duas regides idénticas de
microssatélites orientadas em dire¢cdes opostas (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

ISSRs sdo marcadores semi-arbitrarios amplificados por PCR na
presenca de um primer complementar a um microssatélite alvo. Os padrfes de
bandas resultantes tém um padrdo de heranca dominante e sdo altamente
reprodutiveis, rapidos e tecnicamente simples de manusear. ISSRs tém sido
usados para analisar o0 parentesco geneético de cultivares de améndoa
(MARTINS et al., 2003) e ameixa (GOULAO et al., 2001).

Os produtos amplificaveis sdo geralmente de 200-2000 pb (pares bases)

de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao
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uso de iniciadores longos e de alta temperatura de anelamento. A limitacdo
dessa classe de marcadores esta relacionada ao fato de serem dominantes que
impossibilita estabelecer relacdes alélicas entre os individuos.

Os marcadores ISSR tém sido utilizados para estimar a diversidade
genética em nivel inter e intra-especifico em uma ampla variedade de espécies.
Além disso, também tem sido utilizados em estudos de DNA “fingerprinting”,
selecdo assistida, filogenia, formacdo de grupos heteréticos e mapeamento
genético (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

O estudo da diversidade é o processo pelo qual a variacdo entre
populagdes, entre grupos ou entre individuos de um mesmo grupo é avaliada por
meio de um método especifico ou pela combinacdo de métodos (PEREIRA et
al., 2009). Os dados normalmente envolvem um namero grande de mensuracdes
baseados em dados morfolégicos e de passaporte, dados bioquimicos,
citolégicos e em técnicas baseadas no polimorfismo de DNA como os
marcadores moleculares que permitem a diferenciacdo mais realistica dos
gendtipos (PEREIRA et al., 2009).

Normalmente, para usar a diversidade genética existente nas colecdes, 0
melhorista precisa manipular o germoplasma disponivel, buscando genotipos
gue, através de metodologias adequadas, possam gerar materiais genéticos
superiores (GANGA et al., 2004).

O ISSR tem sido amplamente e complementares utilizado para fins de
genotipagem; e geralmente os fragmentos detectados tendem a ser
monomorficos quando a variabilidade genética dos organismos comparados é
reduzida, de modo que se infere uma maior relacéo entre eles; entretanto, altos
indices polimorficos permitem supor o contrario (PATZAK, 2001; IRUELA et al.,
2002; MARTINS et al., 2003; LUNA-PAEZ et al. 2007).

Essa técnica, assim como a RAPD, requer um primer direcionado e em
posicao invertida aos nucleos de dois microssatélites adjacentes, de modo que
a regido entre eles seja amplificada, evidenciando possiveis polimorfismos no
comprimento dos fragmentos amplificados (ISSR) (LUNA-PAEZ et al. 2007).

No entanto, os ISSR s&o marcadores dominantes, ndo permitindo
distinguir o heterozigoto do homozigoto dominante (IDREES; IRSHAD, 2014).
Estes mesmos autores também afirmam que os ISSR sdo menos polimérficos

guando comparados aos microssatélites (LOPES, 2018).
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Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (do inglés Polymerase Chain
Reaction)

A PCR apresenta ampla gama de aplicacbes em varios ramos da
pesquisa cientifica. Essa reacao possibilita que determinada regido do genoma
de qualquer organismo seja multiplicada em milhdes de copias, o que facilita a
analise genética e permite o desenvolvimento de técnicas de diagnéstico muito
mais sensiveis e mais especificas do que as tradicionalmente
utilizadas (OLIVEIRA, 2007).

Para que ocorra a amplificacdo, com a sintese de novas fitas de DNA, as
amostras devem ser submetidas a combinacdo adequada de temperatura e de
tempo. Cada ciclo da PCR apresenta trés fases fundamentais, que s&o:

desnaturacao, anelamento e extensao (OLIVEIRA, 2007).
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OBJETIVO GERAL

e Avaliar a diversidade genética entre e dentro espécies de Opuntia spp.,
por meio de marcador molecular ISSR.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar a diversidade genética de 40 individuos de Opuntias spp. do banco
ativo de germoplasma (BAG) do Instituto Nacional do Semiarido (INSA),
usando marcadores ISSR; e.

e Sugerir genotipos como potenciais genitores ao programa de
melhoramento de palma forrageira do consoércio INSA, UFPB, UFV,
Empaer, Emparn e Embrapa Semiarido.



MATERIAL E METODOS

Local do experimento
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O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do

Instituto Nacional do Semiarido (INSA) no municipio de Campina Grande-PB, e

no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Paraiba. Foram utilizados 40 acessos do Banco Ativo

de Germoplasma (BAG) do INSA, distribuidos em 08 espécies de Opuntias
(Tabela 1).

Tabela 1 Acessos, home vulgar, origem e espécies de Opuntia spp., analisados
neste estudo conservados ex-situ e pertencentes ao BAG do INSA.

Acesso Nome vulgar Origem Espécie
1 Moradilla - VO3 La Purificacion, Texcoco, México O. ficus-indica (L.) Mill
2 Verdura Morado - V26 - aculdade Agronomia, Marin, O. ficus-indica (L.) Mil
Nuevo Ledn, México
4 FX ltaliana Nopalera UACH, Chapingo, México O. ficus-indica (L.) Mill
5 Copena V1 - V04 Nopalera UACH, Chapingo, México O. ficus-indica (L.) Mill
Nopalea Uruapan - . ' O. cochenillifera (L.)
6 V20 Uruapan, Michoacan, México Salm Dyck subgénero
Nopalea
8 Polotitlan - V09 Nopalera UACH, Chapingo, México O. atropes Rose
O. cochenillifera (L.)
9 Califérnia - V14 Nopalera UACH, Chapingo, México Salm Dyck subgénero
Nopalea
Blanco San Pedro - San Pedro de los Naranjos,
14 V19 Guanajuato, México ] O. atropes Rose
16 Rosa-T64 Rancho M.R. Ramos Arizpe, 0. ficus-indica (L.) Mil
Coahuila, México
17  Rojo 3589 (s) -T26 Nopalera UACH, Chapingo, México O. ficus-indica (L.) Mill
18 FR mineira Nopalera UACH, Chapingo, México O. ficus-indica (L.) Mill
19  Direkteur — FD Nopalera UACH, Chapingo, México O. ficus-indica (L.) Mill
G6. IPA-200174 -
54  Orelha de elefante IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. undulata Griffiths
africana (OEA)
55  CGF- IPA-100429 - IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. undulata Griffiths
Clone 1 OEA
56 OO IPA-100430 - IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil O. undulata Griffiths
Clone 6 OEA
O. cochenillifera (L.)
58 G_l,O. IPA-100004 - IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil Salm Dyck subgénero
Mitda/Doce
Nopalea
G15. IPA-100423 - O. cochenillifera (L.)
63  Clone 23 (Selecdo de IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil Salm Dyck subgénero
cruzamento) Nopalea
G20. IPA-100428 - O. cochenillifera (L.)
67  Clone 28 (Selecéo IPA, Arcoverde, Pernambuco, Brasil Salm Dyck subgénero
telado) Nopalea
76 Instituto Nacional do Semiarido O. Atropes Rose
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135

Blanco Valtierrilla - F48 Valtierrilla, Guanajuato, México

Rubi del Sitio (8) - T53
Naranjona - T40

Jarilla Grande - T14

Tapén

Amarilla San Luis
Potosi - T67

F Espinoso

Cuijo - F45
Penca Alargado - F34
Amarillo - T62

Colorada - TO6

Frida (copena torreoja)

-T11
Copena Moradilla -
T77

Sangre de toro - T28

Espinhosa redonda -
T23

Alfajayucan - T16

Copena de Fernando
Torres (5) - T51

Apastillada - T19

Copena T5 - T15

Aguamielilla Hgo. -
T72

Palma de espinho

Ojo de Agua de la Palma,
Zacatecas, México

Rancho Las Papas, Zacatecas,
México

La Victoria, Zacatecas, México

Nopalera UACH, Chapingo, México
Campo Narro, Matehuala, San Luis
Potosi, México

Nopalera UACH, Chapingo, México
Rancho la Cenicera, San luis de la
Paz, Guanajuato, México

Vivero SEMARNAP, Saltillo,
Coahuila, México

Rancho M.R., Ramos Arizpe,
Coahuila, México

CRUCEN - UACH, Zacatecas,
México

Rancho Las Papas, Zacatecas,
México

Nopalera UACH, Chapingo, México

Rancho Las Papas, Zacatecas,
México

CRUCEN - UACH, Zacatecas,
México

San Martin de las Piramides,
México, México

Ojo de Agua de la Palma,
Zacatecas, México

La Victoria, Zacatecas, México

Nopalera UACH, Chapingo, México

Campo Narro, Matehuala, San Luis
Potosi, México

Soledade, Paraiba, Brasil
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O. atropes Rose

O. megacantha Salm-
Dyck

O. megacantha Salm-
Dyck

0. megacantha Salm-
Dyck

O. robusta Wendl

0. megacantha Salm-
Dyck

0. megacantha Salm-
Dyck
0. megacantha Salm-
Dyck
0. megacantha Salm-
Dyck
O. megacantha Salm-
Dyck
O. megacantha Salm-
Dyck
0. megacantha Salm-
Dyck
O. megacantha Salm-
Dyck
O. megacantha Salm-
Dyck
0. megacantha Salm-
Dyck
0. megacantha Salm-
Dyck
O. megacantha Salm-
Dyck

O. joconostle A. Web.

0. dillenii (Ker-
Grawl.)Haw.
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De todos os acessos constantes na (Tabela 1), utilizados neste estudo,
75% deles foram coletados em algumas localidades do México, (Figura 1). Os
demais acessos foram coletados no Brasil nas cidades de Arco Verde-PE,
Campina Grande-PB e Soledade-PB.

Created with mapchart.net

Figura 1 Estados do México onde foram coletados germoplasma de Opuntia spp.
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do INSA, utilizados neste estudo.

Obtencdao e plantio dos cladddios das diferentes espécies de Opuntia spp.

Para a realizacdo do experimento foram coletados 2 claddédios de 40
acessos selecionados no BAG do INSA, dentre eles, 38 pertencentes a 8

espécies e 2 acessos que ndo possuem identificagéo, (Figura 2).
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Figura 2 Acessos de Opuntia spp. coletados do BAG do INSA: O. ficus-indica
(1,2, 4,5, 16, 17, 18 e 19); O. cochenillifera (6, 9, 58, 63 e 67); O. atropes (8,
14, 76 e 85); O. undulata (54, 55 e 56); O. robusta (94); O. megacantha (86, 87,
88, 98,111, 112,113, 116, 117, 119, 120, 121, 122, 123 e 125); O. joconostle
(126); O. dillenii (135); acessos sem identificacdo no BAG (100 e 101).
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Os cladodios foram armazenados em local coberto e arejado para que
pudessem passar pelo periodo de “cura” de 15 dias, em seguida foram plantados
em vasos de polipropileno de alta densidade com capacidade para 5L, e
mantidos sob telado com sombreamento de 60% (Figura 3A). Ap6s 25 dias do
transplantio as raizes foram coletadas com auxilio de pincas e armazenadas em
tubos Eppendorf de 2,0 ml

As raizes foram lavadas em agua destilada e posteriormente dispostas
sobre papel toalha para absorver o liquido em disco de Petri (Figura 3B), ap0s
as raizes estarem limpas e secas foram inseridas em sacos de papel pardo
contendo 15 g de silica gel por 72 horas, para desidratacdo. Apés esse periodo,
as raizes foram introduzidas em tubos Eppendorf de 2 ml, junto com 3 “beads”
de ceramica, para o processo de maceragdao no equipamento Bead Ruptor 4
OMNI, por 5 minutos. Retirou-se os beads, e o material foi transferido para novos
tubos Eppendorf de 2 ml com a identificacdo numeérica do acesso e

acondicionados em freezer vertical a uma temperatura de -20°C.

Figura 3 Acessos de palma forrageira (Opuntia spp.) cultivados em vasos de
polipropileno de alta densidade com capacidade para 5L sob telado com
sombreamento de 60%. (A) Os 40 acessos usados neste estudo. (B) raizes
limpas com agua destilada e disposta em disco de Petri.

Extracao e purificacdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras maceradas no Bead Ruptor, foi
realizada com o Kit DNeasy Plant Mini® (Qiagen), seguindo as recomendacdes
do fabricante: inserindo 200 mg do macerado em um tubo Eppendorf,
adicionando-se 400ul de tampao AP1 + 4 ul de RNAse A, utilizando o aparelho
vortex para fazer a homogeinizacao da solugao e levado ao banho Maria por 10
minutos a 65°C, invertendo-se o tubo a cada 3 minutos; em seguida foi

acrescentado 130 ul do tampéo P3, ap0s esse processo as amostras foram
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colocadas no gelo por 5 minutos. ApOs esse processo, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. ApGs a centrifugacdo houve uma
separacao entre as partes liquidas e sdlidas, onde o sobrenadante foi coletado
e aplicada na coluna QlAshredder Mini spine (cor lilas) e centrifugou-se o
material a 14.000 rpm por 2 minutos. O material filtrado foi transferido para um
novo tubo e adicionou-se 600 ul de tampao AW1 misturando os liquidos com a
micropipeta. Transferiu-se 650 ul da amostra para outra coluna a DNeasy Mini
Spin (branca) o material passou por centrifugagdo a 8.000 rpm por 1 minuto.
Nesse processo 0 material descartado foi o liquido filtrado, e manteve-se apenas
o filtro da coluna. A operacao anterior foi repetida utilizando-se o restante da
amostra. Apos filtrar o restante da amostra, a coluna DNeasy Mini Spin foi
inserida em um novo tubo de 2 ml e adicionou-se 500 pl AW2, o eluido foi
centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm, em seguida, descartou-se o material
filtrado. Foi adicionado 500 pL de tampao AW2 e novamente o material foi
centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. A coluna DNeasy Mini Spin foi inserida
em um novo tubo de 1,5 ml, adicionando 100 puL de TAE e ficou em repouso por
5 minutos. Depois o0 material foi centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto e repetiu-
se a etapa anterior. O processo foi concluido quando o pellet de DNA resultante

foi resuspendido em 200 pl de TAE.
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Quantificacdo e Qualidade de DNA

As amostras de DNA extraidas conforme item anterior, foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando tamp&o TBE 1X (tris, acido
borico e EDTA), para verificar a quantidade e a qualidade do DNA, conforme
ilustrado na Figura 3.

Para a eletroforese foi retirado 10uL de cada amostra de DNA inserindo
num tubo de 200 pL, adicionados 5uL de tampao de corrida (loading buffer) e
2uL de Sybr Green, essa mistura foi aplicada nos pocos do gel de agarose e
esse por sua vez, colocado na cuba de eletroforese, a qual foi ligada a fonte de
eletroforese KASVI K33-300V, a 120 Volts por 30 minutos. Apds a corrida, o gel
foi transferido para o fotodocumentador Gel Logic, Carestream M| SE e
capturada a imagem. Foi utilizado um marcador padrdo de peso molecular
conhecido (Invitrogen™ de 1 Kb Plus DNA Ladder) (Figura 4).

1 2 4 5 6 8 9 14,16 17 18 19 54 55 56 58 63 67 76

*‘b . - -
UH-" ‘-hfﬁ_ug_—-

Figura 4 Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% de 19 acessos de palma
forrageira (Opuntia spp.), para verificar a quantidade e a qualidade do DNA, M -
marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen™ de 1 Kb Plus DNA Ladder).

As amostras que apresentaram padrdo de banda com alta quantidade
foram diluidas numa proporcéo de 5 yL de DNA para 45 yL de tampéo AE, as
amostras que ndo apresentaram bandas, foi feito novo procedimento de

extracao.
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Oligonucleotideos iniciadores (ISSR).

Foram utilizados 11 oligonucleotideos iniciadores ISSR (primers), cuja

denominacéo e sequéncias 5’ - 3’ encontram-se na (Tabela 2).

Tabela 2 Oligonucleotideos iniciadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

e suas respectivas sequéncias.

Primers Sequéncia (5’ - 3’)
UBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT
UBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC
UBC809 AGAGAGAGAGAGAGAGG
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
UBC825 ACACACACACACACACT
UBC827 ACACACACACACACACG
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG

Reacdes de PCR utilizando ISSR

As Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas em
amostras de volume final de 25 L, composta de 23 pL de Mix (dgua Mili-Q 18,6
ul + Tampéao de reacao 2,5 pl + dNTPs 0,5 pl + primer 1,0 pl + Taq polimerase
0,4 pl ) e 2 uyL de DNA genbmico da amostra. Para realizar os ciclos de
amplificagé&o foi utilizado um termociclador GeneAmp PCR System 9700, com as
seguintes temperaturas e tempo: 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 45
segundos a 95°C (desnaturacédo do DNA); 35 segundos a 50°C (pareamento do
primer ao DNA molde) e 50 segundos a 72°C (extenséo dos primers), seguidos
de 7 minutos a 72°C (extensdo final dos fragmentos) e ultimo ciclo a 4°C por 10
min.

Ao término do processo de PCR, as amostras de DNA amplificadas
receberam 5uL de tampéao de corrida (loading buffer) e 2uL de Sybr Green e
misturadas por pipetagem, dessa mistura foi aplicado 15uL nos pogos de gel de
agarose 2,0%, e o mesmo foi inserido no aparelho de eletroforese e adicionado
o tampao TBE 1X (tris, &cido boérico e EDTA), até a cobertura total do gel e

submetido a corrente elétrica de 85 V, por uma hora e vinte minutos, em seguida
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o gel foi colocado no fotodocumentador Gel Logic Carestream MI SE, onde foi
fotografado. Os pesos moleculares dos produtos da PCR foram estimados
usando um DNA padrdo de 100 pb (Invitrogen™ de 1 Kb Plus DNA Ladder)
(Figura 5).

9 14 16 17 18 19 54 55 56 58 63 67 76 M

Figura 5 Perfil eletroforético em gel de agarose 2% de 19 acessos de palma
forrageira (Opuntia spp.) gerados com o oligonucleotideo iniciador ISSR
UBCB841. M - marcador de peso molecular ladder 100 bp.

Analise estatistica dos dados e da diversidade genética

A partir dos géis fotodocumentados resultantes das reacbes de PCR
utilizando marcadores ISSR, foi elaborada uma matriz binaria através da leitura
das bandas, onde a ocorréncia de banda no gel foi representada pelo nimero 1
(um) e sua auséncia, pelo numero O (zero). Para a analise da frequéncia dos
alelos, foi considerado loco polimérfico aquele em que a frequéncia do alelo mais
comum foi igual 0,95 (WILLS e NEI, 1976). A distancia entre os pares de
acessos, foram obtidas a partir da matriz binaria, através do complemento do
indice de similaridade de Jaccard (1912), ou seja, a dissimilaridade de Jaccard,
aplicando-se a seguinte formula:

d=1--S;, onde;

Sj= a , onde
(@a+b+c)

a, representa presenca da banda nos dois individuos, i e |.
b, presenca da banda no individuo i e auséncia no individuo j.

¢, auséncia da banda no individuo i e presenca no individuo j.
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Para as estimativas da matriz de dissimilaridade foi usada a funcéo
distance () do pacote Ecodist na linguagem R (GOSLEE, 2010).

Os clusters ou agrupamentos hierarquicos foram gerados a partir da
matriz de distancia genética utilizando-se o método de WARD (1963), que utiliza
a andlise de variancia, a partir das somas de quadrados (SQ) dentre e entre
grupos. A andlise de cluster e os graficos foram obtidos a partir do pacote
factoextra na linguage R (KASSAMBARA, 2017).

Para a divisdo do numero de grupos no dendrograma foi realizado um
corte adotando-se o critério proposto por MOJENA (1977), que se baseia no
tamanho relativo dos niveis de fusdo (distancias) no dendrograma, possui a
finalidade de determinar o nimero de grupos, otimizando a qualidade do ajuste
do agrupamento aos dados. Para verificar e dar suporte estatistico aos n6z
internos do dendrograma, foi realizada a analise de bootstrap e utilizando-se o
pacote shipunov na linguagem R.

Para validar os clusters foi estimado o coeficiente de correlacdo
cofenético (SOKAL E ROHLF, 1962), cuja finalidade é mensurar o ajuste entre o
dendrograma elaborado e a matriz de dissimilaridade e sua significancia foi
validada pelo teste de t de student a 5% de probabilidade.

A matriz de dissimilaridade gerada a partir do complemento do indice de
similaridade de JACCARD, gerou um agrupamento dos genétipos em diferentes
clusters de acordo com o método de otimizagdo de Tocher (RAO, 1952),

conforme férmula a seguir:

Distancia média intragrupo

- Z Z]I jjr
n(n— 1)

P~

onde o n, representa 0 niumero de acessos dentro do grupo i.

Distancia média intergrupo

Z 2]! 1 ]J’

224 nl le
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Em que ni1 e n2, s@o 0s numeros de acessos dentro dos grupos i e 7
respectivamente.

Nos resultados obtidos a partir do agrupamento de Tocher, o coeficiente
de correlagéo cofenética foi estimado conforme sugerido por SILVA et al., (2013)
utilizando-se a fungéo coph. Tocher do pacote biotools da linguagem R (SILVA
et al., 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de DNA foram submetidas a PCR utilizando-se 11 primers
ISSR, originando 839 bandas, distribuidas em 91 locos, dos quais, 86 sdo
polimérficos e 5 monomoarficos, um polimorfismo de 94,50%. Osprimers: 808,
810, 825, 834, 840 e 842, apresentaram 100% de locos polimérficos (Tabela 3).

Tabela 3 Numero total de bandas amplificadas (NTA), niumero de locos
polimorficos (NLP), nimero de locos monomorficos NLM, porcentagem de locos
polimorficos (PLP) e tamanho dos fragmentos amplificados entre 40 acessos de
palma forrageira (Opuntia spp.) do BAG do INSA, por oligonucleotideos
iniciadores ISSR (primers), sequéncias 5- 3'.

Primers Sequéncia 5’- 3’ NTA NLP NLM PLP (%) TFA
uUBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 69 10 1 90,91% 300-1500
uUBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 84 8 0 100.0% 400-2000
UBCB809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 126 13 1 92,86% 200-1000
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 25 6 0 100.0% 100-1500
uUBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 150 11 1 91,67% 300-1000
UBCB825 ACACACACACACACACT 60 4 0 100.0% 300-900
uUBC827 ACACACACACACACACG 19 2 1 66,67% 200-1500
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 59 4 0 100.0% 200-2000
UBCB840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 44 8 0 100.0% 200-900
UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 163 11 1 91,67% 100-2000
uUBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAY 40 9 0 100.0% 200-800

G
Total 839 86 5
*Y=CouT.

A estratégia de caracterizacdo e selecdo de primer é a etapa inicial em
estudos relacionados a diversidade genética e esses estudos vém sendo
adotados nos mais diferentes grupos de plantas (SILVA et al., 2018; BARBOSA
et al., 2020). Primers que apresentem perfil polimoérfico devem ser priorizados
para trabalhos associados a variabilidade genética, embora primers
monomorficos possam também apresentar outro padrdo de comportamento em
amostras diferentes (CHAGAS et al., 2015).
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Na matriz de dissimilaridade genética obtida por meio do complemento
aritmético do indice de similaridade de JACCARD (1912) (Tabela 4), observa-se
gue a distancia genética entre pares de acessos variou de 0,32 a 1,00. A menor
distancia entre pares de acessos foi de (0,32) registrada entre 0os acessos 121 x
122, os quais pertencem a espécie O. megacantha.

Por outro lado, as maiores distancias foram registradas entre os pares de
acessos de DNA para 45 uL de tampao AE, as amostras que ndo apresentaram
bandas foi feito novo procedimento de extracdo 1 x 119, O. ficus-indica e O.
megacantha, 86 x ?(101), O. megacantha e acesso sem identificacdo no BAG,
86 x 135, O. megacantha e O. dillenii, 88 x 135, O. megacantha e O. dillenii e
?(101) x 135, acesso sem identificagdo no BAG e O. dillenii, esses apresentaram

indice igual a 1,00.

O maior distanciamento genético entre acessos da mesma espécie
ocorreu entre 0 87 x 117, O. megacantha, em que a dissimilaridade foi igual a
1,00, o que possibilitara a utilizacdo desses dois acessos em programa de
melhoramento genético da espécie de O. megacantha. Para Borém et al., (2017),
essa diversidade dentro das espécies € interessante para realizar cruzamentos
entre individuos mais divergentes e ampliar a variabilidade genética existente

para praticar selecdo em popula¢cdes segregantes.

A partir dos dados coletados da matriz na dissimilaridade Tabela 4, foi
possivel criar o dendrograma utilizando o método proposto por WARD (1963),
para analizar a variabilidade genética entre e dentro espécies dos 40 acessos
avaliados de Opuntia spp., os mesmos foram alocados em nove diferentes
clusters de acordo com a similaridade genética e usando o ponto de corte de
acordo com os critérios de MOJENA (1977).
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Tabela 4 Matriz de dissimilaridade genética, obtida a partir de 40 acessos de Opuntia spp., do Banco Ativo de Germoplasma do
Instituto Nacional do Semiarido (INSA), utilizando o complemento do indice de similaridade de Jaccard (1912), usando marcador

molecular ISSR.

Acessos 1 2 4 5 6 8 9 14 16 17 18 19 54 55 56 58 63 67 76 85 86 87 88 94 98 100 101 111 112 113 116 117 119 120 121 122 123 125 126 135
0. ficus-indica (1) 0,00

O. ficus-indica (2) 050 0,00

O. ficus-indica (4) 0,77 060 0,00

O. ficus-indica (5) 065 057 042 0,00

O. cochenillifera (6) 088 080 068 068 0,00

0. atropes (8) 091 083 0,74 076 055 0,00

O. cochenillifera (9) 091 082 076 070 040 064 000

O. atropes (14) 085 078 083 074 066 056 065 000

0. ficus-indica (16) 092 076 068 074 064 075 060 079 0,00

0. ficus-indica (17) 093 080 079 082 081 076 072 073 057 000

0. ficus-indica (18) 089 086 076 071 076 072 065 076 061 052 0,00

0. ficus-indica (19) 090 09 o078 077 077 078 080 071 076 077 068 0,00

0. undulata (54) 082 078 078 068 074 08 079 075 079 086 080 078 0,00

0. undulata (55) 082 072 074 068 063 078 074 072 066 076 080 075 061 000

0. undulata (56) 086 080 084 076 062 079 070 064 077 082 082 074 053 049 0,00

0. cochenillifera (58) 0,77 065 080 073 069 082 059 068 072 079 079 080 074 065 061 0,00

O. cochenillifera (63) 0,89 089 086 087 08 08 071 068 079 073 080 078 078 081 080 065 000

O. cochenillifera (67) 082 079 084 077 064 078 066 066 076 087 081 08 073 058 065 047 054 0,00

O. atropes (76) 08 079 o081 078 o070 081 072 073 071 084 084 08 067 063 069 067 076 044 0,00

O. atropes (85) 088 086 089 077 074 08 08 08 08 08 08 087 071 067 070 078 089 072 069 000

0. megacantha (86) 08 08 08 078 081 089 08 08 08 094 08 084 076 079 084 08 08 08 087 081 000

0. megacantha (87) 081 o077 08 079 076 076 081 077 087 097 094 08 077 077 076 08 09 081 08 073 079 000

0. megacantha (88) 089 086 08 087 08 08 08 08 092 094 094 091 08 092 09 093 092 095 095 097 086 058 000

O. robusta (94) 070 o076 079 067 081 092 08 08 08 094 094 09 079 076 084 08 092 08 077 076 090 074 093 0,00

0. megacantha (98) 097 093 074 077 077 074 082 08 079 084 077 08 071 08 08 08 08 079 08 079 08 08 076 091 000

? (100) 094 o091 o077 073 077 070 079 080 081 08 076 084 078 08 087 08 078 078 081 078 08 08 08 082 048 0,00

?(101) 095 094 o086 084 087 08 08 09 094 09 092 09 094 094 094 08 094 087 091 09 100 092 091 08 068 063 0,00

0. megacantha (111) 084 083 079 076 081 073 08 083 091 092 08 081 08 08 091 084 08 091 091 081 070 076 066 08 074 058 081 0,00

O.megacantha (112) 092 092 073 076 080 073 08 082 089 08 081 079 08 08 08 087 092 08 092 084 08 077 08 089 064 064 08 063 000

O.megacantha (113) 094 088 075 0,78 080 064 077 08 083 077 069 08 08 08 091 089 08 091 08 08 077 078 068 091 059 064 080 058 060 0,00

0. megacantha (116) 097 089 071 078 078 075 08 08 08 08 078 076 08 08 09 08 08 08 08 08 09 087 08 08 056 052 081 078 050 068 0,00

0. megacantha (117) 092 095 085 086 080 081 08 08 08 081 076 09 08 08 08 087 074 075 08 09 093 100 089 097 058 064 072 091 073 070 057 000

0. megacantha (119) 100 090 081 085 074 061 079 081 08 09 08 08 081 087 08 091 09 08 08 09 091 081 070 09 061 057 078 060 068 067 060 078 000

0. megacantha (120) 093 090 080 079 076 080 081 081 087 097 091 08 074 087 08 079 084 081 08 09 08 08 087 097 073 069 08 076 067 078 069 072 058 000
O.megacantha (121) 085 083 086 081 075 082 08 079 092 097 094 08 068 076 078 078 08 073 077 076 072 064 08 08 08 075 091 082 064 077 072 080 075 058 0,00

0. megacantha (122) 0,79 076 085 078 069 078 083 076 091 094 091 08 061 076 074 075 079 073 077 076 068 070 08 084 08 078 093 081 075 076 077 079 075 061 032 0,00
O.megacantha (123) 0,71 076 089 078 076 083 084 076 093 094 094 08 065 076 071 069 08 074 078 077 078 075 094 078 094 08 092 092 08 091 08 08 091 075 050 042 0,00
0. megacantha (125) 085 084 083 077 074 078 079 081 089 08 08 08 061 078 074 074 075 079 076 082 08 084 092 08 078 071 087 08 078 076 079 074 081 061 059 052 050 0,00
0. joconostle (126) 087 082 081 08 08 081 08 08 08 081 08 08 068 08 08 078 075 08 079 091 091 091 097 08 089 087 09 09 09 08 094 087 08 077 080 076 063 050 0,00
O. dillenii (135) 086 087 090 088 09 090 093 094 091 092 092 093 087 079 08 08 094 084 084 086 100 092 100 087 093 097 100 097 091 093 096 096 096 092 092 089 083 079 075 0,00
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A consisténcia das bifurcagdes geradas por 1.000 iteragdes “bootstrap”
variou de 14,8 a 100% entre os pontos de fusédo do dendrograma (Figura 5).

O cluster 1, foi 0 maior de todos, formado por sete acessos, oriundos de
diferentes regidbes do México, dentre eles: o 101, o qual encontra-se sem
identificacdo no BAG, e cuja origem é o Estado de Guanajuato. Ja 0S acessos
116, 119 e 120, sao originarios de Zacatecas, 112 do Estado de Coahuila, um
dos 31 Estados do México, localizado ao Norte do Pais, fazendo fronteira com o
estado americano de Texas ao norte, e com 0s estados mexicanos de Nuevo
Ledn a leste, San Luis Potosi e Zacatecas ao sul e Durango e Chihuahua a oeste,
0 acesso 117, que também compbe este cluster, foi coletado na cidade de
Chapingo, localizada no Estado do México, o acesso 98, tem sua origem em San
Luis Potosi, (Figura 1), todos esses acessos pertencem a espécie O.
megacantha. E, finalmente, o acesso 100, também sem identificacdo no BAG,
gue faz parte deste grupo e foi coletado na regido de Chapingo, uma cidade
proxima a Texcoco no Estado do México (Figura 1). Os acessos 100 e 101, que
nao possuem identificacdo no BAG, e que agruparam juntos com 0s acessos de
O. megacantha neste cluster, possivelmente também pertencam a esta espécie,
porém, é necessario estudos mais profundos para ratificar o fato, principalmente

analise citogenética dos mesmos.

O cluster 1l foi composto pelos acessos 87, 88 e 86, todos coletados na
regido de Zacatecas no México, 111, com origem em Coahuila e 113 também
coletado em Zacatecas, pertencem a mesma espécie, O. megacantha, o que é
esperado. Os clusters | e Il, sdo formados por 13 acessos da mesma espécie (O.
megacantha), com variabilidade genética entre eles, o que permitira a realizacao
de cruzamentos entre eles e obtencio de populacio segregante (BOREM et al.,
2017).

O cluster Il foi formado pelos acessos 6 e 9 da espécie O. cochenilifera, do
Estado de Michoacan e da cidade Chapingo, respectivamente, e também por 8 e
14, ambos da espécie O. atropes, a primeira foi coletada em Chapingo e a

segunda, em Guanajuato.

Esse agrupamento entre as espécies, O. cochenilifera e O. atropes,

possivelmente esteja relacionado ao nivel de ploidia dessas espécies, que séo
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diploides (2n = 22). Em seus experimentos, SILVA et. al. (2022), reportaram que
todos os acessos de O. atropes, O. cochenilifera e O. undulata 'Orelha Elefante
Africana’, apresentaram, 2n = 2x = 22 CromosS0Omos.

No cluster IV estdo presentes 0s acessos 19, 16, 17 e 18, todos da espécie
O. ficus-indica, o primeiro e os dois ultimos com origem em Chapingo, € o
segundo coletado em Coahuila.

O cluster V, teve o0 agrupamento dos seguintes acessos: 4 e 5, da espécie

O. ficus-indica, 94, da espécie O. robusta e também os acessos 1 e 2, que séo
O. ficus-indica coletados em diferentes regides do México, os trés primeiros em
Chapingo, o quarto na cidade de Texcoco e o ultimo no Estado de Nuevo Ledn.
O agrupamento dessas duas espécies distintas, pode estar relacionado ao nivel
de ploidia. Tanto O. ficus-indica quanto O. robusta, sdo considerados octopléides
(Segura, 2007), com conteudo de DNA igual em células 2C = 4,98 pg,
corroborando os resultados encontrados neste estudo. Por outro lado, Alves
(comunicagdo pessoal) reportou que o0 acesso 94, do BAG do INSA,
possivelmente pertenca a outra espécie de Opuntia, O. Engelmannii, cujo nivel
de ploidia foi determinado, € um hexaploide (2n = 6x = 66) com bandas CMA+ =
4t. Portanto, é possivel gue tenha havido erro de identificacdo da espécie quando
da implantacdo do BAG do INSA.

O cluster VI, formado pelos acessos 123, 121, 122 e 125, todas da espécie
O. megacantha, e o acesso 126, da espécie O. joconostle, todos de regides
distintas do México, o primeiro tem sua origem em San Martin de las Piramides,
cidade pertencente ao Estado do México, o segundo e o terceiro em Zacatecas,
o0 quarto em Chapingo e o ultimo em San Luis Potosi. Em suas analises por
citometria de fluxo, Segura (2007), averiguou que O. megacantha Salm-Dyck
tem (2C = 4,43 pg), enquanto que O. joconostle FAC Weber apresenta (2C =
5,01 pg), e sé@o espécies octaploides.

O cluster VIl constitui-se dos acessos 63, 58 e 67, pertencentes a espécie
O. cochenilifera e sao oriundos do IPA em Arcoverde-PE, Brasil. O acesso 76, da
espécie O. atropes ja se encontrava na area da fazenda do INSA, em Campina
Grande-PB, Brasil. Essa formacdo possivelmente deu-se pelo fato das duas
espécies serem diploides, como ocorrido no cluster Il1.

O cluster VIII, formado apenas pelo acesso 135, da espécie O. dillenii,

gue tem como origem no municipio de Soledade-Pb, Brasil, espécie mais distante
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geneticamente quando comparado aos demais acessos avaliados neste estudo.
Segundo Castro (2023), o nivel de ploidia de O. dillenii é de 2n = 44.

Por ultimo, o cluster 1X, formado pelos acessos 85, O. atropes originario
de Guanajuato no México e os demais acessos 54, 55, 56, todos da espécie O.
undulata que tém sua origem no IPA em Arcoverde-PE, Brasil. Possivelmente
foram agrupados juntos em funcéo de todos os individuos avaliados também

apresentarem o mesmo nivel de ploidia (2n = 2x = 22).
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Figura 5 Dendrograma construido pelo método Ward, com base no coeficiente
de dissimilaridade genética de JACCARD (1912), de 40 acessos de Opuntia spp.

a partir de 11 marcadores ISSR.
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A matriz de dissimilaridade genética entre pares de acessos (Tabela 4)
também foi usada para agrupar os 40 acessos das 8 espécies de Opuntia
utilizando o método de otimizagdo de Tocher (RAO, 1952), formando 10 clusters
(Tabela 5). No primeiro cluster foram incluidos 16 acessos (40%) dos acessos,
distribuidos em 6 espécies. Foram agrupadas neste cluster acessos de espécies
diploides (2n = 2x = 22), O. atropes e O. cochenilifera (Assis et al., 2014);
tetraploides (2n = 4x = 44), O. ondulata (Da Silva, 2019); e octaploéides (2n = 8x =
88) O. ficus-indica, O. jonocostle e O. megacantha (Segura et al., 2007).

O segundo cluster, composto por 8 acessos, possivelmente todos da
espécie O. megacantha (2n = 8x = 88). Aqui o acesso 100 (?), sem espécie
definida no BAG do INSA, possivelmente também pertenca a O. megacantha.
Contudo, sugerimos a realizacdo de estudos citogenéticos para confirmar esta
evidéncia. Outro fato importante fato foi a incluséo neste grupo do acesso 8, O.

atropes, espécie diploide oriunda Chapingo, México.

Acessos de O. ficus-indica (1, 2 e 4) e O. robusta (94), formam o grupo L.
Essas espécies sdo octaploides e compartilham o mesmo pool génico (Segura et
al., 2007). Caruso et al., (2010) reportaram diferentes citotipos (2n = 2x = 22, 2n =
4x = 44 e 2n = 8x = 88), que também corroboram com este agrupamento.

O cluster 1V, é formado por acessos da espécie O. ficus-indica (17, 18, 16
e 19), todos coletados na regido de Chapingo (México) e introduzidos no Brasil.
Sao todos octapléides (8x), embora ja tenham sido citados para esta espécie
citétipos 2x, 6x, 7x e 8x (Segura et al., 2007).

Os ultimos cinco clusters foram compostos por apenas dois acessos (grupo
V) e um unico acesso (grupos de VI a X). O cluster V, formado pelos acessos 87
e 88, ambos da espécie O. megacantha, foram coletados no Estado de Zacatecas,
México (Figura 1). Estes individuos séo possivelmente hexapldides ou octapléides
(Segura et al., 2007; Caruso et al., 2010).

O acesso 63 da espécie O. cochenilifera (2n = 2x = 22, com bandas CMA+
= 2t), é o0 Unico elemento do cluster VI. E um clone selecionado a partir de uma
populacdo de polinizacéo livre pelo Instituto Agronédmico de Pernambuco (IPA) e
doado ao BAG do INSA.
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Os clusters VII, VIII, IX e X, formados, respectivamente, pelos acessos 85
(O. atropes), 86 (O. megacantha), 101 (?) e 135 (O. dillenii). Essas espécies, O.
atropes e O. dillenii, j& foram reportados citétipos diploides 2n = 2x = 22 e
tetraploides (Assis et al.,, 2014), enquanto que para O. megacantha pode
apresentar-se como hexa (Moore, 1977) ou octopléide (Segura et al., 2007;
Goldblatt & Johnson, 1990). O acesso 101(?), possivelmente é O. megacantha,
conforme demonstrado no dendrograma (Figura 5), e suas caracteristicas
morfoagronémicas e bromatoldgicas (Moreira-Filho, 2021), porém precisa ser
investigado citogeneticamente. O agrupamento usando este critério ndo foi
eficiente em agrupar os acessos por espécies. Segundo Nascimento (2011), o
método hierarquico de Ward € a alternativa de agrupamento mais interessante,
guando se pretende a formacéo de grupos mais homogéneos.
Tabela 5 Agrupamento dos 40 acessos de Opuntia spp. do banco ativo de

germoplasma do INSA, com base no método de Tocher (RAO, 1952), usando o
pacote biotools no software R (SILVA et al., 2017).

Grupos Espécies Acessos
I O. megacantha 121, 122, 123, 125 e 120
O. undulata 54, 56 e 55
O. joconostle 126
O. cochenillifera 58,67,6e9
O. atropes 76e 14
O. ficus-indica 5
Il O. megacantha 98, 116, 119, 112,113 e 111
? 100
O. atropes 8
1l O. ficus-indica 1,2e4
O. robusta 94
\Y% O. ficus-indica 17,18,16e 19
V O. megacantha 87 e 88
\i O. cochenillifera 63
(il O. atropes 85
VIII 0. megacantha 86
IX ? 101
X O. dillenii 135

Os Coeficientes de Correlagdo Cofenética (CCC) obtidos para ambas as
metodologias foram altos e significativos, 0,86** e 0,95***, para Tocher e Ward,
respectivamente, evidenciando que as duas metodologias sdo apropriadas para
avaliar a diversidade genética entre acessos de Opuntia, com maior confiabilidade

para o método de Ward.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, ficou constatado que ha
variabilidade genética entre e dentro das oito espécies que constituem os 40
acessos do banco ativo de germoplasma (BAG) do INSA avaliados neste estudo.

A partir da diversidade genética avaliada, sugerimos como potenciais
genitores ao Programa de Melhoramento Genético da Palma Forrageira do
consorcio INSA, UFPB, UFV, Empaer, Emparn e Embrapa Semiarido, os
acessos 1, 86, 87, 88, 101, 117, 119 e 135.
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