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Resumo:

O objetivo no presente estudo foi analisar o polimorfismo de marcadores
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats = segmentos entre sequéncias
simples repetidas de DNA) em plantas do género Cereus, a fim de investigar
o potencial destes marcadores para distinguir espécies de diferentes regides
brasileiras. Oito primers ISSR foram aplicados em amostras de onze estados
brasileiros agrupados em quatro subpopulacfes de acordo com a regido
onde foram coletadas. Foram utilizadas técnicas moleculares de extracdo de
DNA, PCR e eletroforese para o estudo. Os marcadores moleculares ISSR
amplificaram um numero expressivo de bandas no DNA, e sédo, portanto,
ferramentas promissoras para a deteccdo de polimorfismo do DNA em
plantas do género Cereus, permitindo estimar a diversidade genética das
populacdes de diferentes regides do Brasil.

Introducao

A Familia Cactaceae apresenta cerca de 130 géneros e 1.438 espécies
divididas em quatro subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae, Cactoideae e
Maihuenioideae (HUNT et al., 2006). O estudo com marcadores ISSR no
género Cereus ainda € irrisério. Segundo Rodrigues (2010), os primers ISSR
sdo recomendados para analises de espécies relacionadas evolutivamente,
e também, para a diferenciacao rapida entre individuos aparentados, pois
apresentam resultados confiaveis, devido sua abundancia e dispersao por
todo o genoma. Além disso, o uso dos ISSR lista algumas vantagens, como
de ndo haver a necessidade de conhecimento prévio de sequéncia de DNA
para a constru¢ao do primer e mostram um alto grau de polimorfismo.

Em suma, o principal objetivo neste estudo € analisar o polimorfismo de
marcadores ISSR em amostras de plantas de diferentes regides brasileiras,
e avaliar o potencial destes marcadores moleculares para serem utilizados
na analise filogenética do género Cereus no territorio brasileiro.
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Materiais e métodos

1. Germinacgéo das sementes: As sementes foram preparadas e inoculadas
em meio de cultura, descrito por Knudson (1946). Elas foram obtidas a
partir de frutos coletados nos diferentes estados do Brasil (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Piaui, Rondbnia e Ceara).

2. Extracdo de DNA: ApGs a germinacao (cerca de quatro meses depois), 0
DNA foi extraido de caules frescos (40-80 mg) das plantulas e também
do apice caulinar de cactos adultos de Cereus sp. As amostras foram
preparadas individualmente seguindo o protocolo descrito por Aljanabi et
al. (1999).

3. Quantificagdo do DNA: A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por
eletroforese em gel de agarose, seguindo o protocolo de Hoisington et al.
(1994).

4. Amplificacdo de DNA: Com base em Domingues (2017), foram
destacados 8 primers ISSR e aplicados nas populacdes. Toda a reacao
da PCR seguiu a descrita por Domingues (2017).

5. Andlise dos dados: Trinta e uma plantas do género Cereus foram
analisadas neste estudo (Tabela 1). As subpopulagdes foram agrupadas
de acordo com a regido (Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Norte/Nordeste).
Os produtos amplificados por cada primer no gel (bandas) foram lidos
como presentes (1) ou ausentes (0) e listados em uma tabela
comparando o grau de polimorfismo de cada subpopulacdo com cada
primer (Tabela 2).

Tabela 1 Amostras (A) de Cereus sp. analisadas de diferentes regides do Brasil.

- Localidade - Localidade - Localidade

Ourinhos, Rod. Orlando 12  Coleta Bethania Azambuja Areia Branca, Silvianopolis
Quagliato Km 31 — SAO — SANTA CATARINA (SC) — MINAS GERAIS (MG)
PAULO (SP)

2 Amparo, Jardim Residencial 16 ~ Ratones, Floriandpolis - 38 Moita 8, Itapemirim -
— SAO PAULO (SP) SANTA CATARINA (SC) 39 ESPIRITO SANTO (ES)

3 ltaipava - RIO DE 18 Fazenda Nhumirim, Ponto5 41  Jodo Caproni, Machado —
JANEIRO (RJ) — MATO GROSSO DO SUL MINAS GERAIS (MG)

(MS)

4 Mata Da Barranca Do Rio 23  Baldo Da UFPI, Teresina — 42 Moita 6, Itapemirim —
Paranapanema — PARANA PIAUI (PI) ESPIRITO SANTO (ES)
(PR)

5 Rod. Miguel Julloran Km 24  Fazenda Nhumirim, Ponto4 44 ~ Rua Jangada — PARANA
442, Ourinhos - SAO — MATO GROSSO DO SUL (PR)
PAULO (SP) (MS)

6 Planta 1 — RIO GRANDE 25 Bairro Horto i Florestal, 47 Matelandia - PARANA
DO SUL (RS) Teresina — PIAUI (PI) (PR)

8 Planta 3 (Monstruosos) — 26 Renato Il, Machado - 48 Paraipaba — CEARA (CE)
RIO GRANDE DO SUL MINAS GERAIS (MG)
(RS)
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9 Jureré,  Florianépolis — 27  Fazenda Nhumirim, Ponto 6 49 Buritis — RONDONIA (RO)
SANTA CATARINA (SC) — MATO GROSSO DO SUL
(MS)

10  Ortigueira — PARANA (PR) 28  Fazenda Nhumirim, Ponto 2 51  Paraipaba — CEARA (CE)
— MATO GROSSO DO SUL

(MS)
11 Jardim Floripa — SANTA 29 BSM 18, Pimenteiras — 52  Buriis — RONDONIA (RO)
CATARINA (SC) PIAUI (PI)

Resultados e Discussao

Os primers ISSR-3 e ISSR-4 (Figura 1) amplificaram o maior nimero de
segmentos de DNA (11-12 bandas), enquanto o primer ISSR-17898B
amplificou o menor niumero de segmentos de DNA (5) por subpopulacéo. A
regido Sul apresentou a maior taxa de polimorfismo com 91%, seguida da
regido Sudeste 68%, regido Norte/Nordeste 67% e regido Centro-Oeste
61%. O polimorfismo diferencial de ISSR evidenciado em cada regiédo
brasileira é sugestivo de que os referidos marcadores moleculares sé&o
promissores para diferenciar a variabilidade genética dentro e entre as
plantas das 11 subpopulacdes (estados) analisadas (RS, SC, PR, SP, RJ,
ES, MG, MS, RO, PIl, CE), e poderdo ser usados para uma analise
filogenética do género Cereus no territdrio brasileiro.

Tabela 2 Polimorfismos dos marcadores ISSR nas amostras de plantas de Cereus
das quatro regides brasileiras, obtidos a partir do total de segmentos de DNA
amplificados (NT) e do numero de segmentos polimdrficos (NP) com os oito primers
ISSR analisados.

[NT__ NP INT NP INT NP NT NP
11 11 11 12 11

ISSR-3 7 8 9
ISSR-4 11 6 11 8 9 6 12 4
ISSR-8 10 6 10 10 10 4 8 4
ISSR-12 10 7 6 6 7 6 7 6
ISSR-15 9 8 10 10 5 7 5
ISSR-17898A 4 2 8 7
ISSR-17898B 5 4 3 2 2
ISSR-825 10 8 10 9 10 7 9 6
TOTAL 73 50 68 62 67 41 64 43
Polimorfismo 68% 91% 61% 67%
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Figura 1 — Visualizacdo em gel de agarose de uma parte das amostras de Cereus sp: 5, 26,
37, 38, 39 (Sudeste), 8, 9, 10, 11, 12, 16 (Sul), 18, 24, 27, 28 (Centro-Oeste) e 23, 25, 29
(Norte/Nordeste), amplificadas com o primer ISSR-4.

Conclusbes

Os marcadores ISSR séo ferramentas adequadas para a deteccdo de
polimorfismo do DNA em plantas do género Cereus, e promissores para
serem usados na analise filogenética do género Cereus no territério
brasileiro.
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