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INFO ARTICLE RESUMO

Histérico do artigo A familia Cactaceae estd distribuida principalmente nas Américas, apresentam uma
Recebido: 11 de setembro de 2019 grande importancia econdmica, fornecendo recursos energéticos para animais
Aceito: 21 de novembro de 2019 polinizadores e dispersores, podendo ser utilizadas na alimentacio animal e humana,
possui um grande potencial na medicina tradicional e no paisagismo. O objetivo do
presente estudo foi selecionar indicadores e padronizar reacdes de PCR (Polymerase
Chain Reaction) para analisar ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) em estudos de

Palavras-chaves:

gactos ocio Molecul variabilidade genética de Cactaceae. Foram testados 14 indicadores de ISSR com
I;?Ctmzamo olecutar temperatura variando de 48° a 52°C, em espécies de Tacinga, e destes, 8 foram

selecionados por serem polimoérficos: ISSR-808, ISSR-827, ISSR-842, ISSR-845, ISSR-853,
ISSR-857 ISSR-880 e ISSR-888. O numero médio de sequéncias amplificadas por
indicador foi de 11,5 bandas, com destaque para o indicador ISSR-827, que produziu 15
bandas, enquanto os indicadores ISSR-845 e ISSR-853 produziram apenas 8 bandas. Os 8
indicadores selecionados no presente estudo possibilitaram a diferenciagdo genética,
sendo eficientes e indicando um bom nivel de polimorfismo entre as espécies analisadas,
dessa forma, poderdo ser utilizados em futuros trabalhos para estimar a divergéncia
genética em nivel molecular em espécies da familia Cactaceae.

Reconhecendo a importancia das cactidceas para os
ecossistemas semiaridos, o INSA criou em 2014 o Cactario
Guimardes Duque, que atualmente retine uma colecdo

1. Introducio

A familia Cactaceae esta distribuida principalmente

nas Américas, ocupando diferentes habitats, podendo variar
de regides daridas até florestas Umidas, com enorme
diversidade morfoldgica e formas de vida (Taylor & Zappi,
2004, Calvente et al. 2011). As cactaceas sdo representadas
por aproximadamente 1.816 espécies, distribuidas em 124
géneros (Hunt et al. 2006).

As Cactaceas apresentam uma grande importancia
econdmica, sendo utilizada na alimentagdo animal, devido ao
seu alto valor energético e suculento para os rebanhos no
periodo de escassez de agua, na alimentacdo humana na
producdo de doces e no consumo de frutos, possui um grande
potencial na medicina tradicional para o tratamento de
diversas enfermidades e para o paisagismo, devido a sua
beleza particular, além de exigirem pouca agua, elas também
sdo de facil adaptagdo as condi¢gdes adversas de nutrientes no
solo. (Lucena et al. 2014, Chaves & Barros, 2015, Cavalcante
et al. 2017, Santos et al. 2018, Lima-Nascimento et al. 2019).
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bastante representativa de espécies de cactos de ocorréncia
no Semiarido Brasileiro (SAB), é composta por 81 das 120
espécies com registro de ocorréncia na regido (Batista et al.
2018).

Os estudos de diversidade genética fornecem dados
valiosos para a formulagio de estratégias de manejo e
conservacdo de plantas nativas. Esses estudos, auxiliam o
acesso as informagdes em relagdo a base genética das
espécies, ajudando para um melhor entendimento do status
da variabilidade génetica. Trabalhos realizados com espécies
de cactaceas permitiram agrupar os genétipos, facilitando
andlises de uma dada caracteristica pelas semelhangas ou
diferencas entre os individuos, bem como para a sua selecdo e
utilizacdo, permitindo um melhor manejo das espécies
(Castro-Félix et al. 2014, Realini et al. 2015, Silva et al. 20183,
Vieira etal. 2019).

Diversas estratégias vém sendo empregadas para
ampliar o conhecimento sobre os cactos mantidos no INSA, e
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uma delas é a biologia molecular, que por meio de
marcadores de DNA pretende analisar o grau de variacdo
genética e sua distribuicdo entre as diferentes espécies da
colecdo viva. O uso de marcadores moleculares nesse tipo de
estudo é bastante difundido, devido a sua relativa
simplicidade e a necessidade de pequenas quantidades de
DNA da amostra. Essa técnica é baseada em PCR (Polymerase
Chain Reaction). Dentre os diversos tipos de marcadores,
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) sido fragmentos de DNA
de 100 a 3.000 pb (pares de bases) gerados a partir de
indicador Unico com 16 a 20 pb, amplificando a sequéncia de
DNA delimitada por duas regides de microssatélites (Gupta et
al. 1994, Zietkiewicz et al. 1994, Reddy et al. 2002). As
maiores vantagens do ISSR é a detec¢do de um alto nimero
de bandas polimérficas por reagdo, com resultados que
possuem repetibilidade e o fato de ndo haver a necessidade
de conhecimento prévio de dados de sequéncia de DNA para
construcdo dos indicadores utilizados (Faleiro, 2007, Nadeem
et al. 2018). A utilizacdo dos marcadores ISSR vem crescendo
dentro da familia Cactaceae, com destaque para analises de
diversidade genética. Mergulhdo et al. (2012) caracterizaram
variedades de Opuntia ficus-indica utilizando marcadores
moleculares ISSR e RAPD, ja Domingues et al. (2017)

selecionaram indicadores de ISSR para acessos de Cereus sp.
Provenientes dos Estados do Parana e Piaui. Dessa forma, faz-
se necessario a selecdo de novos indicadores para ampliar a
diferenciacdo dos genoétipos, em especial, nos casos em que
estes sdo muito préximos geneticamente, por exemplo,
pertencentes a uma mesma espécie. Assim o presente
trabalho teve como objetivo selecionar indicadores de ISSR
para a andlise de divergéncia genética em Tacinga, obtendo
informagdes em nivel de polimorfismo que auxiliardo futuros
trabalhos de relagdes filogenéticas na familia Cactaceae.

2. Material e métodos
2.1 Material Vegetal

Os procedimentos de laboratério e andlises do
material foram realizados no Instituto Nacional do Semiarido
(INSA), onde foram analisados 15 genétipos do género
Tacinga, pertencentes a 2 espécies. Tacinga inamoena
(K.Schum.) N. P. Taylor & Stuppye Tacinga wernerii, (Eggli) N.
P. Taylor & Stuppy coletadas em diferentes locais do SAB,
informacdes adicionais poderdo ser obtidas na Tabela 1.

Tabela 1- Gendtipos de Tacinga utilizados para a andlise. Acessos pertencentes ao Cactdrio Guimardes Duque (CAGD), espécie avaliada e localidade

de coleta.
Amostras TOMBO CAGD Origem

1 763 Tacinga inamoena Brejo da Madre de Deus- PE
2 762 Tacinga inamoena Algodio de Jandaira-PB
3 802 Tacinga inamoena Seabra-BA
4 724 Tacinga inamoena Urolandia-BA
5 747 Tacinga inamoena Seabra-BA
6 796 Tacinga inamoena Pedra Azul - MG
7 777 Tacinga inamoena Morro do Chapéu-BA
8 794 Tacinga inamoena Monteiro - PB
9 731 Tacinga wernerii Pedra Azul - MG
10 742 Tacinga wernerii Palmeiras-BA
11 743 Tacinga wernerii Morro do Chapéu-BA
12 834 Tacinga wernerii Morro do Chapéu-BA
13 865 Tacinga wernerii Morro do Chapéu-BA
14 866 Tacinga wernerii Morro do Chapéu-BA
15 862 Tacinga wernerii Morro do Chapéu-BA

2.2 Analise Molecular

Cladédios de 15 gendtipos foram coletados,
macerados em nitrogénio liquido até obtenc¢do de um p6 fino.
Em seguida, foi adicionado tampao de extracdo fornecido pelo
Kit DNeasy Plant Mini® (QIAGEN), de acordo com as
recomenda¢des do fabricante.

Apds a extracdo, a qualidade e a quantificagdo da
concentracdo de DNA de cada amostra foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v), em tampdo TBE
0,5X a 70 volts por 30 minutos. As amostras foram coradas
com GelRed® - Biotium (Uniscience), a intensidade das
bandas produzidas pelas amostras de DNA dos individuos
foram comparados com o tamanho e intensidade das bandas
produzidas por amostras de concentragdo conhecida do
100bp DNA ladder (40e 100 ng). A imagem foi capturada pelo
transiluminador  L-PIX HE (Loccus Biotecnologia).
Posteriormente, o DNA foi diluido (20 ng pL-1) para as
reacdes de polimerase em cadeia (PCR), onde foram testados
um total de 14 indicadores.

Inicialmente, a padronizagdo para determinar uma
melhor condi¢do de amplificacdo entre os gendtipos, foram
testadas diferentes concentragdes de MgClz: 1,0 mM e 2,0
mM, também foram testados diferentes temperaturas de
anelamento, variando de 48 °C a 52 °C.

As reagoes de amplificacdo do DNA foram realizadas
num volume final de 25 pL, contendo os seguintes reagentes:
Tampado 1 X [20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI]; (1,0 mM e
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2,0 mM L1) MgClz; 1 mmol L1 dNTP's; 0,3 uM de
oligonucleotideos iniciadores; 0,3 unidades de Taq DNA
polimerase; 1 uL. de DNA (20ng uL-1) e 4gua ultra pura.

As reacbdes foram conduzidas em termociclador
Mastercycler® Nexus gradiente 96 Well (Eppendorff), sob os
seguintes passos: a) 5 minutos a 94 °C para desnaturacdo
inicial; b) 35 ciclos de: 94 °C por 1 minuto; temperatura de
anelamento (48 °C a 52 °C) por 45 segundos, e; 72°C por 2
minutos; ¢) uma extensdo final a 72°C por 7 minutos e
resfriado a 4°C.

Os produtos da amplificagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2,5%, corados com
intercalante de DNA fluorescente GelRed® - Biotium
(Uniscience), em tampiao 1X TBE, a 100 volts, por
aproximadamente duas horas. Foi usado o marcador
molecular de 100 pb (100 pb DNA Ladder Sinapse
Biotecnologia) para estimar o tamanho dos fragmentos
amplificados. Terminada a eletroforese, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, utilizando o sistema de foto
documentagdo L-PIX HE (Loccus Biotecnologia).

Os indicadores ISSR-842, ISSR-853 e ISSR-857
foram utilizados para testar as diferentes concentracbes de
MgCl; nas reagdo de PCR com o material de Tacinga inamoena
e Tacinga wernerii, CAGD 762 e CAGD 742 respectivamente.

A partir dos géis fotodocumentados, foram
analisados os produtos amplificados por cada indicador ISSR
em cada amostra, para elaboracdo de uma matriz bindria
considerando presenca (1) e auséncia (0) para os fragmentos
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amplificados. Além disso, os indicadores foram classificados
de maneira qualitativa em “BOM” - amplificacGes em todas as
amostras e de facil visualizagdo; “RUIM” - amplificacdo em
parte das amostras e/ou com ma qualidade de visualizacao, e;
“AUSENTE” - auséncia de produtos de amplificagdo visiveis.
Também foram descritos os dados incluindo o nimero total
de bandas (NTB), nimero de bandas polimdrficas (NBP) e
porcentagem de bandas polimérficas (PBP). As imagens dos
géis foram analisadas por dois pesquisadores, visando
aumentar a confiabilidade e a reprodutibilidade das
leituras/interpretacdes dos padrdes de amplificagdo.

3. Resultados e discussiao

A quantificagdo do DNA genOémico de espécies de
Tacinga, feito por andlise de intensidade com as bandas do
marcador de DNA 100bp, permitiu inferir que as
concentracbes dos DNAs de todos os gendtipos foram
superiores a 100 ng pL-l. Assim o uso do Kit comercial
mostrou-se eficaz, tanto pela quantidade de DNA obtidos,
como pela sua qualidade, pois o material também se mostrou
livre de  contaminantes que poderiam interferir
negativamente na reagdo de PCR. Todas as amostras de DNA
foram padronizadas em 20 ng uL-1 para as reagdes de PCR.

Analisando a reacdo de PCR em gel de agarose em
relacdo as diferentes concentragdes de MgCl: testadas (1,0
mM e 2,0 mML1), utilizando o indicador ISSR-857 foram
observadas bandas na menor concentragdo de MgClz (1,0 mM
L-1), porém o resultado foi superior quando utilizou-se uma
concentragdo maior (2,0 mM L-1 de MgClz), ndo apenas com o
numero de bandas, bem como pela melhor definicdo e nitidez,
conforme pode ser observado na Figura (1).

Figura 1. Resultado da PCR em gel de agarose 2,5% utilizando o
indicador ISSR-857, para ajuste de concentragio de MgCl.. M:
Marcador de peso molecular 100 pb; 1- CAGD 762 (2,0 mM MgCl,); 2-
CAGD 762 (1,0 mM MgClz); 3 - CAGD 834 (1,0 mM MgClz); 4 - CAGD
834 (2,0 mM MgCl2). As setas indicam a concentragcdo de MgCl. mais
adequada e selecionada (2,0 mM) na amplificagao.

A concentracio de MgCl; pode influenciar
diretamente no resultado da PCR. A utilizacdo de pequena
quantidade de MgClz ou mesmo sua auséncia durante as
reacdes de amplificacdo pode resultar na inatividade do DNA
polimerase, o excesso de MgCl;, por outro lado, pode
provocar a reducdo da fidelidade enzimatica e aumentar a
formagcdo de produtos ndo especificos (Ferreira &
Grattapaglia, 1998, Kinsuat & Kumar, 2007). A avaliagdo
deste componente se justifica por ter um efeito direto na PCR
e ser exigido concentra¢des adequadas para ndo prejudicar a
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especificidade da reacdo. Dessa forma, a concentragdo de 2,0
mM de MgCl: foi definida para as reagdes posteriores.

Usando a temperatura de 52°C foram selecionados
os indicadores: ISSR-808, ISSR-827, ISSR-842, ISSR-880, que
apresentaram amplificagdes de DNA nitidas e bem definidas
no gel de agarose a 2,5%. Ja a temperatura de 48°C, foi
adequada para o indicador ISSR-888, enquanto a 51°C foram
obtidos os melhores resultados para os indicadores ISSR-845,
ISSR-853 e [ISSR-857. Esses oito indicadores foram
classificados como “BONS” (amplificagbes visiveis em todos
os gendtipos) e produziram um total de 93 bandas, sendo que
87 destas foram polimérficas e 6 monomorficas. O ndmero de
bandas amplificadas por indicador variou de 8 a 15, com
média de 11,5 fragmentos por indicador.

Os indicadores ISSR-810, ISSR-817, ISSR-824, ISSR-
876 e ISSR-879, foram classificados como “RUINS”, por
apresentarem falhas na amplificacio ou ma qualidade na
nitidez/definicdo dos fragmentos amplificados. Embora
outras temperaturas de anelamento tenham sido testadas na
tentativa de amplificacdo do material genético, os resultados
obtidos ndo foram satisfatérios. Apenas o indicador ISSR-891
foi classificado como “AUSENTE”, por ndo apresentar
fragmentos amplificados, em nenhum dos gendtipos testados

(Figura 2).

BOM RUIM AUSENTE

ISSR - 891

ISSR - 845 ISSR - 876

Figura 2. Exemplo ilustrativo da classificagdo do padrdo de
amplificagdo observado a partir dos indicadores ISSR testados para
Tacinga em gel de agarose 2,5%. O padrdo observado com o iniciador
ISSR-845 também foi encontrado para outros 7 indicadores
classificados como “BOM”, os indicadores classificados como “RUIM”
e “AUSENTE” ndo apresentam o comportamento desejado no objetivo
do trabalho.

Os indicadores ISSR-827 e ISSR-888 (Figura 3)
foram os que mais apresentaram fragmentos polimorficos,
sendo 14 fragmentos para ambos os indicadores, enquanto o
indicador ISSR-845 apresentou o menor numero de bandas
polimorficas (8). Uma relagdo dos indicadores testados, suas
respectivas sequencias, temperaturas 6timas de anelamento,
graus de polimorfismo e padrdes de amplificacdo sdo
apresentados na Tabela 2.

Trabalhos de caracterizacio e selecdo de
indicadores realizados em diferentes espécies de cactaceas
apresentam resultados variados no que diz respeito ao
numero de indicadores utilizados e polimorfismo observado.

Mergulhdo et al. (2012), investigando a diversidade
genética em cinco variedades de Opuntia (ficus-indica,
observou 110 fragmentos polimérficos utilizando 5
indicadores ISSR. O indicador ISSR-857 foi considerado o
menos polimérfico com apenas 4 bandas. Resultado diferente
foi observado no presente estudo utilizando-se o mesmo
indicador, onde foi possivel constatar 11 fragmentos
polimérficos.
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Segundo Oliveira et al. (2013), uma média de 5,5
bandas por indicador dos 15 indicadores ISSR que geraram
polimorfismo, foi considerada adequada. Dessa forma, foi
possivel determinar a diversidade genética entre variedades
com e sem espinhos de Cereus jamacaru. Enquanto
Domingues et al. (2017), testaram 23 indicadores ISSR para
uma espécie do mesmo género (Cereus sp.), dos quais 15
foram polimérficos. Com média de 10,58 bandas por
indicador, sendo 109 polimoérficas num total de 180 bandas.
O indicador ISSR-808 revelou 10 fragmentos polimérficos.
Considerando os genétipos de Tacinga, foram observadas 12
bandas para esse mesmo indicador.

Visando auxiliar nas andlises genéticas e
caracterizacdo do perfil molecular em Melocactus conoideus,
Vieira et al. (2019) realizaram um trabalho com o objetivo de
selecionar indicadores “screening” ISSR adequados para
analises moleculares, eles avaliaram 23 indicadores, desses,
15 foram selecionados e geraram um total de 118
fragmentos, dos quais, 48 foram polimérficos, com média de
7,87 fragmentos por indicadores. O indicador ISSR-810
apresentou 8 bandas polimorficas, nesse estudo o referido
indicador foi classificado como “RUIM”.

Esses trabalhos em cacticeas evidenciam uma
grande variacdo na atua¢do dos indicadores, considerando
géneros diferentes de uma mesma familia. Para os quinze
gendtipos de Tacinga, os indicadores considerados como
“BONS” possuem uma potencial utilizacdo na andlise da
variabilidade genética por evidenciar polimorfismos em
todos os genoétipos analisados, além de contribuirem para
uma diferenciacdo intraespecifica entre morfotipos e
gendtipos diferentes.

As variacdes observadas no padrido de amplificacdo
de indicadores, no numero de fragmentos e no nivel de
polimorfismo, estd associada, entre outros fatores, as
particularidades das espécies investigadas e ndmero de
individuos testados. Dessa forma, os indicadores com perfil
monomorfico, podem apresentar polimorfismo em outros
gendtipos, ndo devendo ser desprezados (Chagas et al. 2015,
Silva et al. 2018b). Essa observagdo mostra a importancia de

realizar estudos prévios de selecdo de indicadores para as
espécies em andlise como ferramenta complementar a
estudos ligados a filogenia/diversidade genética das espécies.

Considerando a baixa quantidade de informacgdes
moleculares nesse grupo de plantas e por possuir géneros
diversificados, faz-se necessario o uso da estratégia de
“screening” de indicadores em busca de polimorfismo, sendo
necessario ajustes de acordo com o material vegetal a ser
analisado. A sele¢do de indicadores funcionais é um pré-
requisito para se obter as estimativas de diversidade genética
em espécies. Diante dos resultados, pode-se inferir que os
marcadores moleculares ISSR selecionados conseguiram
evidenciar diferencas genéticas nas espécies avaliadas,

podendo ser uma ferramenta util em estudos de conservagio
e filogenia da familia Cactaceae.

Figura 3. Padrdo de amplificagdo obtido pelo indicado ISSR-888, em
gel de agarose (2,5%). M - Marcador de massa molecular (100 bp
Ladder); 1 a 15 correspondem aos individuos listados na Tabela 1.

Tabela 2- Marcadores ISSR utilizados na amplificagdo das espécies de Tacinga com suas respectivas sequéncias, temperatura de anelamento (T.A),
nimero total de bandas (NTB), nimero de bandas polimérficas (NBP), tamanho dos fragmentos amplificados em pares de base (TFA) e padrdo de

amplificagdo.

Indicador Sequéncia (5’ - 3) T.A NTB NBP TFA Padrao de
amplificacido
ISSR-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52 12 12 300-1500 BOM
ISSR-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT - - - RUIM
ISSR-817 CACACACACACACACAA - - - RUIM
ISSR-824 TCTCTCTCTCTCTCTCG - - - RUIM
ISSR-827 ACACACACACACACACG 52 15 14 500-1500 BOM
ISSR-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 52 13 11 300-1500 BOM
ISSR-845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 51 8 8 900-1500 BOM
ISSR-853 TCTCTCTCTCTTCTCRT 51 10 8 1000-1500 BOM
ISSR-857 ACACACACACACACACYG 51 11 11 500-1500 BOM
ISSR-876 GATAGATAGACAGACA - - - RUIM
ISSR-879 CTTCACTTCACTTCA - - - RUIM
ISSR-880 GGAGAGGAGAGGAGA 52 10 9 800-1500 BOM
ISSR-888 BDBCACACACACACACA 48 14 14 400-1500 BOM
ISSR-891 HVHTGTGTGTGTGTGTG - - - AUSENTE
Total 93 87

Emque:Y=CouT;R=AouG;B=C GouT;D=A GouT;H=A,CouT;V=A,CouG

4. Conclusao

O presente trabalho representa a primeira iniciativa
de caracterizagdo molecular de cacticeas pertencentes a
colecdo do INSA. Foram determinadas as condi¢des ideais de
amplificacdo para 8 indicadores de ISSR, com o grau de
polimorfismo satisfatério. Os indicadores selecionados
possibilitaram observar a diferenciacdo genética dos
individuos analisados, devido ao perfil eletroforético de cada
amostra. Esses indicadores serdo priorizados em estudos
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mais amplos, que envolvam outros géneros e espécies de
cacticeas, para andlise das relacdes filogenéticas dessa
familia.
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