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Resumo

O género Cereus, o qual esta classificado dentro da familia Cactaceae, € conhecido
popularmente em diversas regides brasileiras como mandacaru. Para a espécie
Cereus hildmannianus duas variedades sao descritas, além da morfologia ereta,
sendo a variedade tortuosus e monstruosus. No presente estudo, regides ITS de 12
amostras (4 plantas eretas, 4 plantas tortuosas e 4 plantas monstruosas) foram
amplificadas utilizando os primers ITS1 e ITS4, os produtos amplificados das regides
nrDNA foram sequenciados para auxiliar na caracterizagcdo molecular dessas
plantas. A regido dos espacadores internos transcritos (ITS-1 e ITS-2) é parte da
unidade de transcricdo do nrDNA e separam 0s segmentos 18S, 5,8S e 28S. Ap6s o
sequenciamento, quando submetidas ao alinhamento utilizando o BLAST, as
amostras apresentaram melhor alinhamento com trés espécies diferentes de
cactaceas: Cereus alacriportanus (amostras 1, 5, 8 e 12), Praecereus saxicola
(amostras 2, 3, 4, 6, 9, 10 e 11) e Opuntia cochenillifera (amostra 7). Nado se
encontram disponiveis no NCBI depdésitos de sequéncias de Cereus sp. Frente a
estes resultados pode-se assumir que as sequéncias avaliadas correspondem a
familia Cactaceae e a espécie Cereus hildmannianus. Devido a auséncia de
variacbes genéticas entre as amostras que apresentam diferentes morfologias,
podemos sugerir que essas plantas sejam apenas variedades de uma mesma
espécie e nao espécies diferentes.

Introducao

A familia Cactaceae engloba vegetais caracterizados pelo caule suculento e
espinhoso, adaptacdes importantes para plantas de regides aridas e desérticas. O
género Cereus, conhecido popularmente como mandacaru, enquadra-se dentro
desta familia e ocorre desde o México até a Argentina, tendo como centro de
diversidade o Brasil (ZAPPI et al., 2015). Para algumas espécies de Cereus ha
diferentes morfologias de caule descritas como “ereto”, “tortuoso” e “monstruoso”. A
morfologia tortuosa é caracterizada por caules com costelas em espiral, enquanto a
monstruosa possui caule com costelas formando sulcos irregulares e um numero
variavel de aréolas, e a morfologia ereta é caracterizada por caules apresentando
costelas regulares. Em estudos de sistematica e taxonomia das cactaceas do
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género Cereus as plantas das populagcdes morfologicamente divergentes podem
apontar os variantes morfolégicos como espécies do género Cereus ou como
variedades da espécie Cereus peruvianus. Alguns autores descrevem que para
estudos filogenéticos sao utilizados o sequenciamento das regides ITS do DNA
ribossomal nuclear ribossomal (nrDNA). Esta técnica para estudo em cactaceas foi
iniciado apos o desenvolvimento dos primers universais por White et al. (1990). As
regides ITS 1 e 2 estéo localizadas nos genes de eucariotos que codificam rRNA e
sdo partes da unidade de transcricdo do DNA nuclear ribossomal (BALDWIN et al.,
1995). Dois espacadores internos transcritos separam 0s segmentos 18S, 5,8S e
28S, 0 ITS-1 esta entre 18S e 5,8S e o ITS-2 separa 0s segmentos 5,8S e 28S
(HILLIS; DIXON, 1991). O objetivo do presente estudo foi extrair o DNA de plantas
gue apresentam as diferentes morfologias, amplificar o DNA dessas plantas,
sequenciar as regidbes nrDNA com a finalidade de caracterizar as diferentes
morfologias das plantas do género Cereus como diferentes variedades ou espécies.

Materiais e métodos

Foi extraido o DNA de doze plantas das trés morfologias de Cereus sp (4 plantas
com caule ereto, 4 plantas com caule tortuoso e 4 plantas com caule monstruoso).
As amostras analisadas neste estudo sdo provenientes do Banco de Germoplasma
de Cereus do Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal da Universidade
Estadual de Maringa e foram coletadas em Maringa/PR (11 amostras) e Teresina/PI
(1 amostra). O DNA foi extraido de fragmentos de caules frescos seguindo o
protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999) e quantificado em espectrofotbmetro
Nanodrop. Apés a extracdo do DNA, a regido ITS foi amplificada utilizando os primers
ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990) e a reacdo de PCR para as 12 amostras foi
preparada com: 3,0 pL de tampao (200 mM Tris-HCI, pH 8,4 — 500 mM KCI, 1x
concentrado), 3,0 uL MgCl, (2,5 mM), 1,2 yL de dNTPs (0,1 mM), 2,25 uL de cada
um dos primers (0,75 mM), 0,3 pL Taq DNA polimerase (1U), 3 pL DNA (10 ng pL™Y)
e 15 pL de agua Mili-Q, para um volume final de 30 puL. Uma aliquota de 5 pL do
produto da PCR foi utilizada para realizar uma eletroforese em gel de agarose 1,2%.
Uma vez confirmada a presenca do fragmento, as amostras foram acondicionadas e
enviadas para a empresa Genotyping Laboratério de Biotecnologia LTDA, em
Botucatu/SP, para realizacdo da purificacdo do produto da PCR e sequenciamento.
O protocolo para reacdo de sequenciamento consistiu na avaliacdo das amostras
em gel de agarose 2%, uma etapa de purificacdo utilizando bead magnética e a
reacdo de sequenciamento propriamente dita, a qual foi realizada utilizando o kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Apllied). O sequenciamento
automatico foi realizado por eletroforese capilar no equipamento ABI3730 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Para andlise dos dados, os 24 eletroferogramas
obtidos do sequenciamento foram visualizados e editados manualmente utilizando o
programa BioEdit. A obtencdo das sequéncias consenso (contig) foi realizada neste
mesmo programa. O software BLAST foi utilizado para uma comparacdo das
sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI. O
alinhamento foi realizado utilizando o programa de alinhamento mudltiplo
CLUSTALW, implementado com o programa MEGA 10.0.5.
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Resultados e Discussao

De acordo com a avaliacdo do espectrofotbmetro Nanodrop, a quantificacdo do DNA
extraido variou entre 0,7 e 90,9 ng/uL, sendo utilizadas as amostras que apresentaram
concentragbes superiores ou iguais a 20 ng/uL. Utilizando os primers ITS1 e ITS4,
todas as 12 amostras de Cereus sp foram amplificadas e apresentaram fragmentos
com aproximadamente 550 pares de bases, tamanho esperado. Dessa maneira,
com a confirmacdo da presenca dos fragmentos, as amostras puderam ser
sequenciadas. ApGs o sequenciamento e a obtencdo das sequéncias consenso para
as 12 amostras, estas foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e foram selecionados
os dois melhores alinhamentos para cada contig, apresentados na tabela 01.

Tabela 01 — Melhores alinhamentos obtidos pelo BLAST para os 12 contigs.

Max Total Query Per.

Contig Alinhamento E value Accession
score score Cover Ident
1-Ereto Cereus alacripo_rtanus 1090 1090 90% 0.0 99.17%  AY064344.1
Praecereus saxicola 1077 1077 98% 0.0 96.23% HQ727802.1
>-Ereto Praecereus s_axicola 1134 1134 96% 0.0 96.79% HQ727802.1
- Cereus alacriportanus 1105 1105 86% 0.0 99.51% AY064344.1
3-Ereto Praecereus s_axicola 1131 1131 48% 0.0 96.65% HQ727802.1
Cereus alacriportanus 1105 1105 42% 0.0 99.67%  AY064344.1
1-Ereto Praecereus s_axicola 1090 1090 60% 0.0 95.51% HQ727802.1
Cereus alacriportanus 1083 1083 53% 0.0 99.01%  AY064344.1
5 Tortuoso Cereus alacripo_rtanus 514 514 73% 2e-141 83.30% AY064344.1
Praecereus saxicola 505 505 76% 1le-138 82.52% HQ727802.1
5-Tortuoso Praecereus s_axicola 1140 1140 71% 0.0 97.33% HQ727802.1
Cereus alacriportanus 1112 1112 64% 0.0 99.83% AY064344.1
7 Tortuoso Opuntia cochenillifera 424 424 75% 4e-114 81.16% AM946679.1
Silene nivalis 145 145 62% 3e-30  73.57%  X86861.1
3-Tortuoso Cereus alacriportanus 845 845 46% 0.0 91.90%  AY064344.1
Praecereus saxicola 813 813 48% 0.0 90.20% HQ727802.1
3-Monstruoso Praecereus s_axicola 1147 1147 79% 0.0 97.08% HQ727802.1
Cereus alacriportanus 1109 1109 70% 0.0 99.67% AY064344.1
10- Praecereus saxicola 1140 1140 96% 0.0 97.08% HQ727802.1
Monstruoso Cereus alacriportanus 1107 1107 85% 0.0 99.83% AY064344.1
11- Praecereus saxicola 1101 1101 62% 0.0 95.93% HQ727802.1
Vionstruoso Cereus alacriportanus 1075 1075 55% 0.0 98.68%  AY064344.1
12- Cereus alacriportanus 566 566 50% 9e-157 84.45% AY064344.1
Vonstruoso Echinopsis chiloensis 529 529 50% le-145 83.44% AY064346.1

As amostras 1, 5, 8 e 12 gquando comparadas com as sequéncias do NCBI
apresentaram melhor alinhamento com uma sequéncia de 606 pb, a qual
corresponde a regido completa ITS-1, 5.8S, ITS-2 de Cereus alacriportanus (Tabela
01). Por outro lado, com as amostras 2, 3, 4, 6, 9, 10 e 11, o melhor alinhamento
ocorreu com uma sequéncia de Praecereus saxicola, com 687 pb (Tabela 01). A
amostra 7, diferente das demais, apresentou um melhor alinhamento com uma
sequéncia de Opuntia cochenillifera, a qual possui 646 pb (Tabela 01).

Tomando como base fatores como a espécie Cereus alacriportanus ser considerada
uma sinonimia para Cereus hildmannianus e espécies de Praecereus que ja foram
classificadas dentro do género Cereus, pode-se assumir que todas as 12 amostras
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correspondem a espécie do género Cereus, visto que a porcentagem de identidade
apresentada na tabela 01 é proxima de 100% com estas espécies. Entre as
diferentes morfologias de Cereus sp nao foram observados padrées que
possibilitasse a diferenciagdo entre as 12 amostras. Estes resultados podem sugerir
que as diferentes morfologias estédo relacionadas com alteracdes epigenéticas, na
gual as diferentes morfologias dos caules devem ser modeladas por fatores
independentes da sequéncia de DNA, mas ocorrem em funcdo de metilagdo ou de
silenciamento génico. Podemos sugerir que as plantas que apresentam as trés
diferentes morfologias sdo variedades de uma espécie do género Cereus, ndo se
tratando de espécies diferentes, confirmando resultados obtidos de analises
realizadas com outros marcadores.

Conclusodes

Os primers ITS1 e ITS4 apresentaram-se eficazes para a amplificacdo e para o
sequenciamento das regides ITS-1 e ITS-2 em plantas de Cereus sp. Além disso, 0
fato de ndo observar variacdes genéticas entre as trés morfologias indica que essas
plantas sdo apenas variedades morfoldgicas de uma mesma espécie.
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