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Resumo

A PROPOSTA DO PRESENTE ESTUDO FOI VERIFICAR A EXISTEIA DE ALTERACOES OCORRIDAS
NAS MOLECULAS DEDNA DE INDIVIDUOS DO CACTOCEREUS PERUVIANUREGENERADOS DE
CULTURA DE TECIDOIN VITROE DE INDIVIDUOS DESCENDENTES DOS REGENERANTERF1).
MAIOR OU MENOR PROPORCAO DE ALTERAGOES NA MOLECULABDNA (PROPORGAO DE
SEQUENCIAS DEDNA ALTERADAS, DECORRENTES DE MUTACOES /BU RECOMBINACOES
PODE CONTRIBUIR PARA DETERMINAR MORFOLOGIAS ATIPIC& DOS CAULES DOS
SOMACLONES DEC. PERUVIANUSE PARA ESTIMAR A BASE GENETICA DA ESPECIEEM RAZAO
DO GENOMA DE CEREUS SER AINDA DESCONHECIDQ PARA INVESTIGAR A PRESENTE
PROPOSTA SEQUENCIAS ALEATORIAS DEDNA FORAM AMPLIFICADAS NUMA REACAO EM
CADEIA, PELA ENZIMA TAQ POLIMERASEE CARACTERIZADAS PORPCR (POLYMERASECHAIN
REACTION), QUE E CAPAZ DE DETECTAR POLIMORFISMO EM REGIOES OIFICADORAS E NAO
CODIFICADORAS DA MOLECULA DE DNA. DEPENDENDO DA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS
UTILIZADA COMO PRIMERS AS SEQUENCIAS ALEATORIAS(AP-PCR: ARBITRARILYPRIMER
PCR PODEM SER AMPLIFICADAS EM DIFERENTES INDIVIDUOSCONSTITUINDO-SE, PORTANTQ
COMO UMA “IMPRESSAO DIGITAL" DOS GENOMAS INDIVIDUAIS (DNA FINGERPRINTING, DOS
SOMACLONES E DOS DESCENDENTERF1DE C. PERUVIANUS

PALAVRAS -CHAVE : RAPD, MANDACARY CACTO, VARIACAO SOMACLONAL, DIVERSIDADE

GENETICA



Introducao

Cereus peruvianué uma espécie de cacto popularmente conhecidaasi Bomo
mandacaru. A espécie é cultivada em jardins, aptasaeteresses econdémico e industrial e
vem sendo recentemente domesticada na regidoadd (Blerd et al., 1993; Weiss et al.,
1994; Mizrahi e Nerd, 1999), onde é caracterizadancc fruit crop, e plantada
comercialmente ainda em pequena escala. Esta egpécdiuz alcaldides aminas (Vries et
al., 1971; Oliveira e Machado, 2003; Rocha et24l05), ésteres de cera com potencial de
aplicacdo como barreira impermeavel (Dembitsky zaRka, 1996; Rezanka e Dembitsky,
1998), e uma goma viscosa com diversas aplicagdestriais (Alvarez et al., 1992; 1995;
Nozaki et al., 1993; Barros e Nozaki, 2002; Machetlal., 2004). A origem desta espécie
ainda ndo esté esclarecida, mas alguns autoretitaomeser originaria no Brasil (Mizrahi e
Nerd, 1999).

A morfologia dos caules nas cactaceas pode selidesada uma caracteristica
marcante, sendo usada ha mais de 4 décadas paimitiar géneros e espécies de cactos
(Britton e Rose, 1963; Altesor e Ezcurra, 2003péneroCereus por exemplo, é descrito
como constituido por caule do tipo colunar com uimmero e disposicdo de costelas
longitudinais variaveis, onde estdo inseridos dédmaxilares contendo espinhos (folhas
modificadas) conhecidos como aréolas (Britton eeRA963). A presenca de aréolas é
uma caracteristica da familia Cactaceae e a oaygivzdestas estruturas nos caules parece
estar fortemente ligada a distribuicdo dos feixasculares (Gibson e Nobel, 1986;
Mauseth, 1988).

O numero de costelas e a disposi¢do das aréolascdo®mo o tamanho e a cor dos
espinhos, sdo algumas das caracteristicas usadaisi@atificar espécies do géndtereus
(Britton e Rose, 1963). Em populagbes naturai€deeus individuos com 7-8 costelas
longitudinais regulares, cujas aréolas mostramogigfo linear, sdo caracteristicas da
espécieC. alocriportanus espinhos longos de cor preta ou castanha saoitdeggaraC.
forbesii e espinhos curtos estdo presentesCemalidus Caules com costelas em espiral
sdo caracteristicas da variedade ‘tortuosus’ Gleperuvianus caules com costelas
guebradas formando sulcos regulares, contendo ténéagor costela, sdo caracteristicas
descritas para a variedade ‘knobyy’, e caules costetas formando sulcos irregulares e
namero variavel de aréolas por costela sdo des@amo caracteristicas da variedade ou
forma ‘monstrosus’. Esta Ultima variedade tambémm tsido designada come.

monstrosuu C. monstruosyse ainda como a varieda@e monstrosus mingiBritton e



Rose, 1963). Deste modo, a cultura de tecidos bs cda espécie classificada coi@o
peruvianus parece ter gerado subespécies, ou plantas queamogieculiaridades de
diferentes espécies @ereus

Entretanto, em individuos d& peruvianusegenerados a partir de tecidos de calos,
foram detectados diferentes tipos morfolégicosaldes (Mangolin et al., 1997). Enquanto
os individuos deC. peruvianus,obtidos a partir de sementes germinadas, tém @ cau
formado por 4-5 costelas longitudinais e aréolapafitas de forma linear, os somaclones
regeneradosin vitro apresentam o numero de costelas e a disposicdarétdas
caracteristicos de subespécies ou outras espéciegemero (Mangolin et al., 1997;
Machado et al., 2000). O numero de costelas noadones variou de 4 a 9, com aréolas
apresentando disposicao linear. Individuos aprasdntcaules com costelas em espiral, ou
costelas quebradas, formando sulcos regulareseguliares com numero variavel de
aréolas, também foram frequentes dentre os sonecttaC. peruvianus

Esse tipo de variagdo observada dentre as plasggheradas vitro, definida
como variagdo somaclonal (Larkin e Scowcroft, 198&mn sido descrita em muitas
espécies vegetais utilizando diferentes marcadomesfologicos, citoldégicos, e
moleculares (Bajaj, 1990; Deverno, 1995; Isabeallet1996; Roth et al., 1997; Fourré et
al., 1997). Na cultura de calos @e peruvianusdevem ter ocorrido alteragdes no controle
da expansao e no plano de divisdo das célulastomsventes que, de acordo com Bolwell
(1993), sédo tidos como responsaveis pela formaeeidhamento das células vegetais, e
consequentemente, pela forma definitiva das plaAtasgulacdo de tais eventos pode ser
gerenciada pelo DNA, ou pode ser conduzidavitro por fatores tais como efeito de
reguladores de crescimento, usados para promowregsos de desdiferenciacdo e
diferenciagéo celulares.

Assim, a proposta do presente estudo foi verifgpaais alteragbes, ocorridas na
molécula de DNA, possam estar associadas as @lesragorfolégicas geradas vitro.
Maior ou menor proporcao de alteracdes na molamiANA (proporcdo de sequéncias de
DNA alteradas decorrentes de mutagdes e/ou recagims) pode contribuir para alterar a
forma de individuos de&. peruvianus de modo que os somaclones, bem como certa
proporcdo de individuos da geracdo F1 dos somaglaressaram uma morfologia
caracteristica de outras espécies do género eadastsob condi¢des naturais. Em razao
do genoma deCereus ser ainda desconhecido, para investigar a presamtgosta,
seqléncias aleatorias de DNA foram amplificadasjanueacdo em cadeia pela enzima
Tag polimerasecaracterizada por PCRdglymerase Chain Reactipma qual é capaz de



detectar polimorfismo em regifes codificadoras @ a@dificadoras de moléculas de DNA
(William et al.,, 1990; Welsh e McClelland, 1990).efi&ndendo da sequéncia de
nucleotideos utilizada com@rimers as sequéncias aleatéris8P¢(PCR: Arbitrarily
Primer-PCR), podem ser amplificadas em diferentes individ(g®sbral e Honeycultt,
1994), constituindo-se, portanto, como uma “im@esgigital” dos genomas individuais
(DNA fingerprinting.



10

Revisao de Literatura

1. Cultura de calos deCereus peruvianus

A crescente utilizagdo de caules @e peruvianuscomo fonte de produtos de
interesse industrial e econémico (Whistter, 1963rkv1 1979; Martindale, 1979; Turbak,
1979; Rodrigues, 1984; Scheinvar, 1985; Alvarealet1992, 1995; Nozaki et al., 1993),
estimulou o desenvolvimento da técnica de culteréedidos de calos para a producédo de
plantas em larga escala, pelo Laboratorio de Gultler Tecidos Vegetais da Universidade
Estadual de Maringa (Maringa, PR). A despeito dgditacdes da instabilidade genética
em culturas de tecidos de calos consideradas pamdb (1980), Withers (1980),
discutidas por Larkin e Scowcroft (1981), e revasagor Meins (1986) e Hussey (1986),
as dificuldades encontradas para obter plantolagro de algumas espécies, como as de
C. peruvianustornou a cultura de tecidos de calos inevitaveseal. A cultura de calos
tem sido considerada por alguns pesquisadores adeguada para obtengédo de plantulas
(Doods, 1991), uma vez que um pequeno pedaco o tée calo pode ser multiplicado
para produzir uma quantidade desejavel de célaasquais podem ser induzidas a
regenerar o numero teoricamente desejado de plantas

Como o numero de plantulas d& peruvianus obtidas a partir de sementes
germinadasn vitro foi baixo, e a cultura de botdes axilares (aréadasraidos de plantas
adultas resultou numa alta taxa de contaminacaglaadas foram obtidas a partir de
cultura de calos, originados de caules de plantutasizidos e mantidos em diferentes
condicbes de cultivo (Oliveira et al., 1995). A eftdo de plantas de. peruvianusa
partir de meristemas axilares (aréolas) cultivadogtro, so foi possivel posteriormente,
usando como explantes plantas regeneradas de omosidas em condi¢cdes assépticas
(Machado e Prioli, 1996).

Os tecidos de calos, que regeneraram plantul& @eruvianusforam cultivados
em meio de cultura contendo diferentes combinag6sseguladores de crescimento acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (KINg, para conferir as possiveis variaces
geradas em cultura, paralelamente foram adequédaisds para a analise de isozimas dos
tecidos manipulados em cultura. As isozimas evideam alteracées na expressao génica,
decorrentes dos processos de desdiferenciacaefuifacdo celulares e/ou de acao dos
reguladores de crescimento, 2,4-D e cinetina, sauw cultivo de tecidos d€.

peruvianus Das varias isozimas, que foram induzidas poridcata formacéo dos tecidos
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de calos, isozimas malato desidrogenase glioxiss@idDH) estavam preferencialmente
ausentes nos calos cultivados em meio contendandicacdo 4,0 mg/L de 2,4-D e 4,0
mg/L de KIN (Mangolin et al.,, 1994a), e nas plantasentemente regeneradas Cle
peruvianusneste meio (Machado et al., 1993); fenétipos @fletéticos das isozimas
alcool desidrogenase (ADH) foram relacionados cama# alta proporcao de KIN/2,4-D
no meio de cultivo dos calos, e relacionados, ptotacom a capacidade de regeneracao de
plantas (Mangolin et al., 1994b). Isozimas ADH-inIDH-1 (mitocondrial) foram ainda
relacionadas com condi¢gBes de estresse de temp@eeatie cortes nos tecidos necessarios
para proceder a multiplicacdo dos calos (Torquiatd. £1995). Quando subcultivados em
temperatura mais alta, e em meio de cultura cootefihs e baixas concentracdes de
diferentes tipos de fontes de carbono, as variages fenotipos eletroforéticos das
isozimas ADH, MDH, sorbitol desidrogenase (SDH) eroxidases (PER) foram
concordantes com as previamente descritas, e tanjbstificadas como devido a
condicOes de estresse (Jorge, 1995; Jetrge, 1997). Isto porque o desenvolvimento dos
tecidos nas referidas condi¢cdes foi visivelmentrdado, quando comparado com o
desenvolvimento apresentado pelos calos mantidescoadigcbes originais, 0s quais
vinham sendo mantidos por 4 anos.

O numero de isozimas induzidas nos tecidos de oddo€. peruvianusfoi
dependente do sistema enzimatico considerado, emtenuma pequena proporgao
(10,6%) de plantas recentemente regeneradas, @milameses de idade, apresentaram
todas as 23 isozimas que foram induzidas nos teaildo calos (Prioli et al., 1995).
Nenhuma das 123 plantas, regeneradas e analisagaslan ocasido, apresentou todas as
seis isozimas fosfatase acida (ACP), esterase (E¥FER, ou as duas isozimas MDH que
foram induzidas nos calos. Somente cinco e oitatpdaregeneradas mostraram as duas
isozimas ADH e uma isozima isocitrato desidrogeriH3#), respectivamente, que foram
induzidas nos tecidos de calos. Estas observagdeguziram a proposicdo de uma

expressao transitoria para algumas das isozimagidabs nos tecidos de calos cultivados
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2. Polimorfismo de Sequiéncias de DNA em Plantas

O estudo de sequéncias de DNA amplificadas numgdoeam cadeia (PCR),
usando oligonucleotidios arbitrarios (William et, @l990; Welsh e McClelland, 1990),
caracterizado como RAPDR&ndom Amplification of Polymorphic DINAou usando
sequéncias de DNA conhecidas como rDNA (Karvon8awwlainen, 1992), minissatélites
(Nybom et al., 1990) e microssatélites (Varshnewlet1998; Gupta e Varshney, 2000),
caracterizando o DNAingerprinting, ttm detectado uma alta variabilidade quando séo
comparados 0s genomas de individuos de uma megmaieegBousquet et al., 1990;
D'Ovidio et al., 1990; Klein-Lankhorst et al., 199uiros et al., 1991; Wilde et al., 1992;
Nybom, 1993; Hamann et al., 1995).

A técnica doDNA fingerprinting foi usada para discriminar espécies Rigbus
crescendo em um mesmo habitat e de suposta pr@mageagetativa (Nybom e Schaal,
1990), e permitiu a caracterizacdo de polimorfismmsespécies selvagens e de diferentes
cultivares deBeta vulgareqSchimidt et al., 1991; 1993). O emprego de PGRvés de
marcadores RAPD em espécies de café, ou ShBiple sequence repepsm gendtipos
de batata, salientou que as medidas baseadas ndeuBGR faciltam a avaliacdo e a
utilizacdo dos recursos genéticos de plantas (Petval., 1995).

Resultados positivos foram obtidos com o empregmaeadores de RAPD para
comparar clones deéheobromaWilde et al., 1992; Russell et al., 1993), paistdminar
cultivares deRubus(Graham et al., 1994) e para avaliar polimorfisigeséticos enPinus
leucodermugMorgante et al., 1992Ricea abie{Skov e Wellendorf, 1992Quercusspp.
(Moreau et al., 1992), e em clonesRleea sitchensig¢van De Ven e McNicol, 1995). O
estudo da estrutura genética de populacdes daiespéea abiesatravés de marcadores
de RAPD, permitiu tecer consideragdes sobre agsmeletivas envolvidas nos processos
microevolutivos (Bucci e Menozzi, 1995).

Polimorfismos, usando RAPD, foram também caractdas em espécies selvagens
e em cultivares d®ryza(Yi et al., 1995; Virk et al., 1995), e em cultiga e espécies de
Musa (Howell et al., 1994). Variedades ¢tdrdeum vulgargforam discriminadas e, foi
determinada a distancia genética entre elas paiodm&APD (Sivolap e Kalendar, 1995).
Este método foi aplicado para discriminar com éficia 38 clones comerciais @Gamellia
sinensis que ndo puderam ser distinguidos com base entteega morfoldgicos e
fenotipicos (Wachira et al.,, 1995). Em exemplaretvagiens da espéci€revillea
scapigera o RAPD foi usado para investigar as variabilidageer e intra-especificas, e



13

para agrupar as plantas com variabilidade genaliagara serem usadas em programas de
melhoramento (Rossetto et al., 1995). A variabil@lantre seis espécies Medicagqg e
entre varios acessos dessas espécies, pode satamesdindo marcadores de RAPD
(Brummer et al., 1995).

Marcadores de RFLARgstriction Fragment Length PolymorphijsenRAPD foram
usados em paralelo para determinar a similaridadétga entre 4 espécies@hcyrrhiza
(Yamazaki et al., 1994), e na investigacdo de kdidade intra-especifica de 4 cultivares
de Capsicum Os dendogramas obtidos foram similares (Prined ,€1995).

As técnicas de cpSSRifhple sequence repeats of chloroplastAFLP @mplified
Fragment Length Poymorfignioram usadas para caracterizacdo de espéci@pulgtiae
para estudar a relacdo entre diferentes espécracties (Labra et al., 2003). Os resultados
mostraram que ha relacdo genética entre difereagigécies d®©puntia e similaridade
genética entre espécies das séries 20 e 21 (Bett®wose, 1919) e uma constituicao
genética comum entr®. ficus-indicae O. megacanthasugerindo queD. ficus-indica
poderia ser considerada uma forma domesticada deegacanth@lLabra et al., 2003).

Estudos empregando isozimas e RAPD em gendtipossgdécieFicus carica
revelaram maior propor¢do de heterozigotos, sendd gara algungoci de isozimas
observou-se uma reducdo de variabilidade genéieaacordo com Chessa e Nieddu
(2005), o indice de similaridade calculado pareodazbtidos com RAPD indicou reducéo
de variabilidade genética, quando comparada a bikidede fenotipica estudada por
Nieddu et al. (2000).

O marcador RAPDfoi recentemente utilizado para avaliar a impornda
reproducdo sexuada e propagacao clonalSéemocereus erucaima outra espécie de
cacto. A diversidade genotipica observada (0,98i7alfa, maior do que a observada em
cactaceas que somente se reproduzem de forma,dagalindo que a propagacéo clonal
ndo é o principal mecanismo de reproducadserrucaClark-Tapia et al., 2005).

Dez marcadores microssatélites foram desenvolpdes o cacto colundolaskia
chichipedo México central. Sete destes apresentaram pdismm, com nimero de alelos
variando de dois a oito. Estiegi poderao ser Uteis em estudos evolutivos, tais dauxo
génico, e em programas de melhoramento (Otero-Are&ial., 2004). Estudo para
investigar o efeito da selecdo artificial para ab&® de frutos comestiveis Be chichipe
foi realizado em populagcdes simpétridas cultivadaglvagens e manejadas
silviculturalmente. A variacdo genética total naeréntes populacbes foi estimada com

cinco microssatélites (Otero-Arnaiz et al., 2005).
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Gutman et al. (2001), utilizando RAPD, avaliaranvaiabilidade genética de
Cereus peruvianus\este trabalho foram estudados vinte e nove gEstlesta cactacea,
provenientes da Califérnia, Brasil, Israel e Méxi@s resultados mostraram que a
variabilidade genética foi baixa. Como os frutos @e peruvianussdo amplamente
consumidos na Europa e Israel possuindo, portatitoyalor de mercado, ha um estimulo
para o desenvolvimento de programas de melhorangaiético que visem melhorar a
gualidade destes (Gutman et 2001). Os autores destacam que uma forma de aaintrib
com os programas de melhoramento genéticoCdeperuvianusé a introducédo de
germoplasmas adicionais para ampliar a variabididagnética da espécie. Estudos
realizados por Mangolin et al. (2002), onde o n@docale RAPD foi utilizado para avaliar
tecidos de calos usados para regenerar plant&s geruvianusindicaram que o cultivo

destes tecidois vitro induziu variabilidade genética.
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Objetivos

1. Investigar a existéncia de polimorfismo de fragtosraleatorios de DNA amplificados
em caules de plantas deereus peruvianugegeneradasn vitro (somaclones) que
apresentam morfologias tipicas e atipicas, nodemteé detectar variagdo no genoma das

mesmas, determinada pela cultura de tecidos;

2. Investigar a existéncia de polimorfismo de fragtasraleatorios de DNA amplificados
em caules de descendentes F1 de plantas regendedtlgseruvianugRF1), e em plantas
obtidas a partir de sementes de somaclones (SL.deeruvianusque apresentam
morfologias tipicas e atipicas, no sentido de detecariacdo no genoma das plantas,
determinadas pela cultura de tecidos, assim comrmiear a relagdo entre os descendentes

F1 de somaclones @& peruvianus
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RESUMO

A proposta do presente estudo foi investigar at@xisa de polimorfismo de
fragmentos aleatdrios de DNA amplificados em caudlessomaclones que apresentam
morfologias tipicas e atipicas, no sentido de datecariacbes no genoma das plantas,
determinadas pela cultura de tecidos. Os fdriimers geraram 249 fragmentos
reproduziveis, dos quais 155 foram polimérficosappltantas somaclones e 106 para
plantas de acessos. A similaridade entre as platdasacessos e entre 0s somaclones
variou de 76,7 a 86,8% e de 70,2 a 93,7%, respecente. O dendrograma obtido
mostrou que as plantas de somaclones formarangdmsles grupos, enquanto as plantas
dos acessos foram organizadas num grupo separftiiindo a variabilidade genética
gerada na cultura vitro para obter as plantas @ peruvianus Os somaclones dé.
peruvianusregenerados apresentaram uma base genética o&idd,Q a 93,7%) do que a
verificada nas plantas dos acessos, em conseqigneaiacao gerada no cultivovitro
(17,67%). Este € um aspecto positivo para a espgeie 0S somaclones representam um
material promissor para compor programas de meaimemto genético.

Palavras-chave:RAPD, mandacary cacto, variagdo somaclonal.

INTRODUCAO

Historicamente, desde a década de 1970, a culeitedidos vegetais tem sido
considerada uma técnica promissora para multipfearotipos de interesse. Por outro
lado, as andlises de plantas multiplicadas vitro tém revelado a existéncia de
polimorfismos, caracterizados como variagoes samna@ por Larkin e Scowcroft (1981),
as quais podem comprometer a estabilidade gerdgigalones ou somaclones produzidos
no cultivo in vitro. Variagbes na morfologia de tecidos, variagdesmossomicas,
bioquimicas e moleculares tém sido evidenciadav@ias espécies de plantas (Joyce et
al., 2003).

A multiplicagédoin vitro de plantas d€ereus peruvianysegeneradas a partir de
cultura de calos (Oliveira et al., 1995), identficvariantes somaclonais com morfologias
de caules tipicos, caracteristicos de plantas ¢&ramas em acessos na natureza; e com
morfologias atipicas, que simulam os fendétipos deles descritos para variedades ou

outras espécies do género (Britton e Rose, 1968gMm et al., 1997; Altesor e Ezcurra,
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2003). A cultura de tecidos de calos@eperuvianugarece gerar, portanto, subespécies
ou plantas mostrando peculiaridades de difererdpécies deCereus(Britton e Rose,
1963).

Na cultura de tecidos dos calos @e peruvianusdeve ter ocorrido alteragcdes no
controle da expansao e no plano de divisdo dataséleventos estes que de acordo com
Bolwell (1993), sdo tidos como responsaveis petandoe direcionamento das células
vegetais, e consequentemente, pela forma defindas plantas. A regulagdo de tais
eventos pode ser gerenciada pelo DNA, ou pode @eduzidain vitro por fatores
diversos, tais como efeito de nutrientes do meioul@ira, de reguladores de crescimento,
condicbes de manutencgédo da cultura, dentre outsaglos para promover os eventos de
desdiferenciacao e diferenciagéo celulares.

Mutacbes induzidasn vitro ou alteracfes na expressdo de genes podem ter
determinados a morfogénese diferencial dos ca@l€s geruvianugegenerados. Assim a
proposta do presente estudo foi investigar a exig&éde polimorfismo de fragmentos
aleatérios de DNA amplificados em caules de somasloque apresentam morfologias
tipicas e atipicas, no sentido de detectar variagdgenoma de individuos determinada
pela cultura de tecidos.

MATERIAL E METODOS

As plantas deC. peruvianusoriginadas de acessos, encontram-se sob cultivo no
Horto de Plantas Medicinais da Universidade EstadeaMaringd (Maringa, PR), e as
plantas regeneradas vitro, os somaclones, sdo cultivados no Jardim Experahent
Didatico da mesma Universidade.

O DNA gendémico foi extraido de fragmentos de caldeC. peruvianusde 48
individuos somaclones adultos e de 9 individuo#t@siucoletados em diferentes acessos.

Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo déscpor Aljanabi et al. (1999),
com modificacBes referentes a concentracdo de Na@lpacdo com RNAse e etapa
adicional de purificagdo com cloroférmio:isoamili@#:1) (Tabela 1). A quantificacdo do
DNA extraido foi feita por analise em gel de agar60s8% com tampdo TAE 1X (Tris,
Acetato de Sédio, EDTA, pH 8,0 - Hoisington et 4094), usando solu¢cdes de DNA
padrao (Fag@.) de concentracfes gradativas e conhecidas.

As reacdoes de amplificagdo para o0s ensaios de RAH#BmM feitas em

termociclador Techne, TC-512, conforme o protoamiginal descrito por William et al.



29

(1990), com pequenas modificacdes. As reacdes foralimadas em camera asséptica, em
um volume final de 20L contendo 25ng de DNA gendmico, QrBol/L de primers
(Operon Technologies Inc), 10mmol/L Tris-HCI, pH88,2,5mmol/L de MgCl
0,2mmol/L de cada dNTP e 1 unidade de Tag-DNA parase (Invitrogen)
A desnaturagéo do DNA foi feita a 9B por 5 min. Esta etapa foi seguida por 45
ciclos de amplificacdo (9€: 45 seg.; 3%: 1 min.; 72C: 1 min. 30 seg.). Apds os 45
ciclos foi realizada uma extenséo de 7 min @72
Os produtos das amplificacbes foram separados edeggarose 1,7% em
tamp&o TBE 0,5X (89mmol/L Tris, 89mmol/L Acido Béoie 2mmol/L EDTA). Os
géis foram corados com brometo de etidio(@/BL) e fotografados. O marcador de

peso molecular utilizado nos géis foi DNA Laddeblnvitrogen).

Os fragmentos foram analisados comparando os peAiRD de cada individuo
em termos de presenca ou auséncia de cada frageherNA. A similaridade dos
individuos foi calculada pelo coeficiente de Jagcanquanto a analise do agrupamento
UPGMA foi realizada com o software NTSYS-pc (Rd$89).
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Tabela 1 - Protocolo utilizado para extracao de DNA de tecidos de caules

de Cereus peruvianus.

ALJANABI et al. (1999)

TEcCIDO DE CAULE

B M8

REAGENTES DE EXTRACAO

Tris HCI 7’% mmet L pH *
EDTA 7’3 mmet L pH *
NaCl Smet L
CTAB 2%
Sulfito de Sodio 0,06%
CTAB 20%
N Lauril Sarcosina 5%
PVP § 10%
REAGENTES DE PURIFICACAO
Fenol:Cloroformio:Alcool
1 volume
Ienamilica
RNAse A E(’ m# ml) 0,1ngfiL
Cloroformio:Alcool Isoanulico
1 volume
( A- )
REAGENTES DE PRECIPITACAO
[sopropanol gelado 0,6 volume
NaCl 5 met L 0,06 volume
LAVAGEM DO PRECIPITADO
Alcool% "A—( X) 500uL

[}

Resultados e Discussao

O método descrito por Aljanabi et al. (1999), caemadificacdes relacionadas na
Tabela 1, mostrou-se mais adequado para extrair OBAcaule deC. peruvianus A
guantidade de DNA genOGmico variou de 12 a 1QUngbr amostra.

Dos 61primerstestados, 16 (OPA-02, OPA-04, OPA-09, OPA-13, GRAOPB-
01, OPB-07, OPC-06, OPF-09, OPL-11, OPM-02, OPM@PM-10, OPP-02, OPP-07,
OPP-09) produziram fragmentos amplificados de Didpds um teste inicial utilizando
um individuo somaclone e um individuo de acessmeste 16rimersforam usados para

fingerprint RAPD (Tabela 2). Os 1primersproduziram padrées reproduziveis para todas
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as bandas registradas e foram empregadas para tsddasdividuos (48 individuos
somaclones e 9 individuos de acessos). Somentrixifoi preparado para cagamer, o
qgual foi usado para comparar simultaneamente aantstras individuais de DNA, na
mesma reagao de amplificacao.

Tabela 2.Primersselecionados para analise populacionaCdperuvianus

Primers

RAPD Descrigao

OPA-02 5-TGCCGAGCTG-3'
OPA-04 5-AATCGGGCTG-3'
OPA-09 5-GGGTAACGCC-3'
OPA-13 5-CAGCACCCAC-3'
OPA-20 5-GTTGCGATCC-3'
OPB-01 5-GTTTCGCTCC-3'
OPB-07 5-GGTGACGCAG-3'
OPC-06 5-GAACGGACTC-3'
OPF-09 5'-CCAAGCTTCC-3'
OPL-11 5-ACGATGAGCC-3'
OPM-02 5'-ACAACGCCTC-3'
OPM-07 5-CCGTGACTCA-3'
OPM-10 5-TCTGGCGCAC-3'
OPP-02 5-TCGGCACGCA-3'
OPP-07 5'-GTCCATGCCA-3'
OPP-09 5-GTGGTCCGCA-3'

OsA 6 primers geraram & }fragmentos reproduzveis (Tabela 3), dos
quaisA 55 foram polimorficos para indimduos somaclones € 6 para
indimduos de acessos. O numero de bandas para cada primer variou de ¥
a 2, com uma media deA 5,56 fragmentos por primer. O tamanho dos
produtos amplificados variou de %7, a 5:@7’ bp. Os primers OPA(’ 4,
OPB(’ ¥ e OPMG pgeraram um maior numero de fragmentos entre os
primers testados, enquanto o primer OPB(’ ¥ mostrou uma maior
capacidade para discriminar fragmentos polimotficos.

O padrao de bandas polimorficas reflete a variabilidade genetica
(FiguraA ) em plantas somaclones (6 2 Ek ) e de acessos (4 Q’Sld ). A
variabilidade genetica entre plantas somaclonés e grande, pois um gratde
numero de bandas polimotficas foi detectado com apenas 6 primers, €

maior quando comparado com o polimorfismo detectado nos acessos.
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Estes resultados indicam que a cultura de tecidos de calos induziu

variabilidade genetica nas plantas regeneradas in vitro.

Tabela 3.Polimorfismo obtido conprimersselecionados para avaliacdo de
somaclones e acessosCleperuvianus

Total de Fragmentos Polimorficos

Fragmentos
PRIMERS Somaclones Acessos
16 13 9
OPA-02
OPA-04 21 14 12
OPA-09 12 6 3
OPA-13 13 8 7
OPA-20 12 11 8
OPB-01 15 9 6
OPB-07 21 13 14
OPC-06 19 14 14
OPF-09 14 10 5
OPL-11 13 8 3
OPM-02 21 15 4
OPM-07 7 4 2
OPM-10 14 7 5
OPP-02 15 8 6
OPP-07 16 1 2
OPP-09 20 14 6
Total 249 155 106

62,24% 42,57%
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Figura 1. Fragmentos de DNA de somaclones (S)Qkreus peruvianuamplificados
utilizando primerspara RAPD. (A)Primer OPA-04, (B) OPA-09 e (C) OPM-
02. M é o marcador de peso molecular DNA Ladderbl Ks setas indicam
fragmentos polimorficos amplificados com os difeesiprimers
A similaridade entre os indimduos dos acessos € entre os
somaclones variou de ¥6.,¥ a 9, ‘QAG de{’ , Da ’A%,ldA, respectivamente. O
dendrograma obtido (Figura P mostra que os somacldnes formaram dois

grandes grupos, enquanto os indiwduos de acessos foram organizados
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num grupo separado, refletindo a variabilidade genetica gerada na cultura
in vitro para obter as plantas de C. peruvianus.

A base genética estimada no presente estudo, paraligiduos de acessos Ge
peruvianus esta préxima daquela registrada por Gutman €f2801), que encontraram
valores de 89 a 99% para a similaridade em cloaestadespécie originarios da Califérnia,
usando o mesmo tipo de marcador molecular. Osideferautores destacaram a base
genética estreita da espécie, que tem limitado@gramas de melhoramento genético no
sentido de obter frutos com as caracteristicasjalese pelos consumidores. Por outro
lado, os somaclones d& peruvianugegenerados apresentaram uma base genética maior
(de 70,2 a 93,7%) do que a verificada nos indivéddos acessos, em conseqiiéncia da
variagdo gerada no cultivia vitro (17,67%). Este € um aspecto positivo para a espéci
pois 0s somaclones representam um material promigaca compor programas de
melhoramento genético.

As caracteristicas florais e reprodutivas dos stonas tém mostrado que estas sao
analogas as reportadas para plantas de acessadqRuakasusuki et al., 2006), e a analise
da formagcdo de gametas nos somaclones tambémnfdarsa de individuos de acessos
(Silva et al., 2006). Estas recentes evidénciasirsortantes e sustentam a hipotese de
gue os somaclones passam a ampliar a base gedetspécie.

A distribuicdo dos somaclones S22, S26, S32, S88, $45, S54, S55, S62, S66, e
S69, as quais apresentam caules com morfologipgadi (costelas formando sulcos
irregulares), e dos somaclones S19, S33, S43, B/, S53, S59 que apresentam caules
com morfologia mista (costelas lineares e formasdigos irregulares) no dendrograma
(Figura 2), indica que o polimorfismo dos fragmentaleatorios de DNA ndo esta
associado com a morfologia dos caulespi@ner OPB-07 gerou um fragmento com
aproximadamente 300 pb, caracteristico de indivddde acessos, e mrimer OPP-09
revelou um fragmento de aproximadamente 570 pbeptessomente em somaclones
(Figura 3). Entretanto, nenhum dgmimers permitiu discriminar somaclones com
morfologia de caules tipicos e atipicos. Isto éinthicativo de que as variacdes gerantas
vitro que afetam os somaclones sdo aleatérias, poderwtoep em ambos os tipos de
somaclones, apresentando caules tipicos ou atipicos

Evidéncias de ndo associacdo entre variagcbes ragidas e polimorfismo de
fragmentos aleatorios de DNA amplificados tém sidgistradas para somaclones de
outras espécies de plantas (Goto et al., 1998; €hah, 1998). Morfologias alteradas em
plantas cultivadam vitro tém sido explicadas por eventos de metilacdoetifgal, como a



36

metilacdo diferencial em decorréncia da condicaesieessen vitro (Kaeppler e Phillips,
1993) Eventos de hipometilacdo foram associados comredifes fenotipos em
regenerantes dsolanum tuberosurfdoyce e Cassels, 2002) e em regenerant&dages
guineensigJaligot et al., 2002; Kubis et al., 2003). A ns&® fenotipica que determinou a
caracteristica de caules com morfologia mista emastones deC. peruvianus foi
verificada em somaclones de outras espécies e-sgatde um evento que tem sido
considerado por Joyce et al. (2003), como indicatila ocorréncia de eventos de
metilacdo. Em adicdo, a hipoacetilagéo de histanaes,reduz a expressao de alguns genes
em Arabidopsis também resultou em anomalias fenotipicas (Finmeg@01). De acordo
com Tregear et al. (2002), indicacbes e evidéndmsexpressdo de genes de defesa,
geralmente induzidos por estresse bidtico e aloid@m células cultivada vitro (Yu et al.,
1999), também estéo relacionadas com altera¢coeshdepos de plantas.

A andlise de RAPD, no presente estudo, nos indbsdde C. peruvianus
regenerados a partir da cultura de calos, foi itgmbde para esclarecer a suspeita de que
mutacdes, induzidas no cultivo vitro, podem determinar o surgimento de novos alelos
(Mangolin et al., 1997; 2002), indicando que a waltde tecidos pode ser usada para
ampliar a base genética da espécie, que a mordoldgi caules de somaclones e o
polimorfismo de fragmentos aleatorios de DNA nd@i@sssociados, e conduzindo para a
hipétese de que eventos de metilacdo devem detarmaim morfologias atipicas dos

somaclones.
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Figura 2. Dendrograma construido a partir dos fragmentosRéd’D para os 48
somaclones (S) e 9 acessos (A)@ereus peruvianysutiizando o método
UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Figura 3. Fragmentos especificos de DNA @ereus peruvianuamplificados com os
primers para RAPD.(A) OPB-07 gerou um fragmento com aproximadamente
300 pb, caracteristico de plantas de acessgy @n A;, plantas somaclones.
(B) OPP-09 revelou um fragmento de aproximadamente [dYQpresente

somente em somaclonesj)Bem B,, plantas de acessos.



41

Referéncias Bibliogréaficas

ALJANABI S.M., FORGETL., DOOKUN A. An improved and rapid protocol for the isolation
of polysaccharide and polyphenol-free sugarcane DNant Mol. Biol. Rep v. 17, p. 1-
8, 1999.

ALTESOR A., EzCURRA H. Functional morphology and evolution of stem suence in
cacti.J. Arid Environmentv. 53, p. 557-557, 2003.

BoLwELL, G.P. Dynamic aspects of the extracellular matiix. Rev. Cytal v. 146, p.
261-324, 1993.

BRITTON N.L., RosSE J.N. The CactaceaeDescription and lllustrations of Plants of the
Cactus Family, Vol. Il, New York: Dover, p. 3-20963.

CHEN W. H., CHEN T. M., FU Y. M., HSIEH R. M., CHEN W. S. Studies on somaclonal
variation inPhalaenopsis. Plant Cell Reparis 18, p. 7-13, 1998.

FINNEGAN E. J. Epialleles - a source of random variation inesnof stressCurr. Opin.
Plant Biol, v. 5, p. 101-106, 2001.

GoTo S., THAKUR R. C., IsHI K. Determination of genetic stability in long-term
micropropagated shoots d?inus thunbergiiParl. using RAPD markersPlant Cell
Reportsv. 18, p. 193-197, 1998.

GUTMAN F.; BAR-ZvI D.; NERD A.; MIzRAHI Y. Molecular typing ofCereus peruvianus
clones and their genetic relationship with ot@reus peruvianuspecies evaluated by
RAPD analysis.Journal of Horticultural Science & Biotechnolagy. 76, p. 709-713,
2001.

HOISINGTON D., KHAIRALLAH M., GONZALEZ-DE-LEON D. 1994. Laboratory Protocols:
CIMMYT Applied Molecular Genetics Laboratonfsecond Edition, Mexico, D.F.,
CIMMYT, 50 p.

JALicor E., BEULE T., RivAL A. Methylation sensitive RFLPs:
characterisation of two oil palm markers showing somaclonal variation

associated polymorphism. Theor. Appl. Genet., Ve 4, p- @3A ) Juh 2

JOYCE S. M., CASsSELS A. C., JAIN S. M. Stress and aberrant phenotypes in in

vitro culture. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. ¥4, p. » 3 2,

>



42

JOYCE S. M., CasseLs A. C. Variation in potato microplant morphology in

vitro and DNA methylation. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. % , P-
EA 31,7,% 2

A

KAEPPLER S. M., PHILLIPS R. L. Tissue culture induced DNA methylation

variation in mayze. PNAS, V. D xr3 ,§l6,A ;’3.

KuBis S. E., CASTILHO A. M. M. F., VERSHININ A. V. et al. Retroelements,
transposons and methylation status in the genome of oil palm (Elaeis

guineensis) and the relationship to somaclonal variation. Plant Molecular
Biology, v. 5 2p. 6 Pl }7’% 3.

LARKIN P.J.,ScowcROFTW.R. Somaclonal variation - a novel source of atiy from
cell cultures for plant improvementheor. Appl. Genet. 60, p. 197-214, 1981.

MANGOLIN C.A., OTTOBONI L.M.M., MACHADO M.F.P.S. RAPD markers to evaluated
callus tissue ofCereus peruvianudMill. (Cactaceae) maintained in different growth
regulator combination8iochem Genetv. 40, p. 351-358, 2002.

MANGOLIN C.A., PrioLI A.J.,MACHADO M.F.P.S. Isozyme variability in plants regenerated
from calli of Cereus peruvianu@CactaceaeBiochem. Genety. 35, p. 189-204, 1997.

OLIVEIRA S.A., MACHADO M.F.P.S., PrRiOLI A.J., MANGOLIN C.A. 1995. In vitro
propagation ofCereus peruvianubill. (Cactaceae)ln Vitro Cell. Dev. Biol. Plantv. 31,
p. 47-50.

ROHLFF.J.  »3s NTSYS-pc Numerical taxonomy and multivariate analysis

A

system, version % - pxp New York Exeter Publ. New York.

A

RuvorLo TAkAsusukli M. C. C., MANcoLIN C. A., MAcHADO M. F. P. S.
Somaclones of C. peruvianus Mill. (Cactaceae) may contribute towards the

broadening of the species genetic basis. Research Journal of Botany, v. ,

p- 2 5,7'% 6.

SILVA N., MAcHADO M. F. P. S., MANGOLIN C. A., PAGLIARINI M. S.

Microsporogenesis in somaclones of Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae).

®
A

Journal of Plant Sciences, v. ,p. » 3,7’% 0.

TREGEAR J. W., MORCILLO F., RICHARD F., BERGER A., SINGH R., CHEAH S. C,,

HARTMANN C., RivAL A., DuvVAL Y. Characterization of a defensin gene



43

expressed in oil palm inflorescences: induction during tissue culture and
possible association with epigenetic somaclonal variation events. Journal

of Experimental Botany, v. 53, p. 3 & 3 )6,7,% 2

WiLLiaM J.G.K., KUBELIK A.R., LivAK K.J., RAFALSKI J.A., TINGEY S.V. »
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acid Res. 3653 6535.

Yu H. J.,, MOON M. S.,LEE H. S. et al. Analysis of cDNA expressed during firstlc
division of petunia petal protoplast cultures usexpressed sequence talyklecules and
Cell, v. 9, p. 258-264, 1999.



ARTIGO 2

DIVERSIDADE GENETICA EM DESCENDENTES F1

SOMACLONES DE Cereus peruvianus MILL . (CACTACEAE)

44

DE



45

DIVERSIDADE GENETICA EM DESCENDENTES F1 DE
SOMACLONES DE Cereus peruvianus MILL.

(CACTACEAE)



46

Resumo

O polimorfismo e a relacédo entre os descendentdplatitas RF1) de somaclones (S) de
Cereus peruvianugoram identificados e analisados por marcadore®RADezesseis
primers produziram um padrdo repetitivo para todas as dmnekgistradas em 14
individuos RF1 de S3, 11 individuos RF1 de S9,08/iduos RF1 de S48, e 14 individuos
RF1 de S71. Os lrimersgeraram 222 fragmentos reproduziveis dos quaisIB 80 e
108 foram polimorficos para os individuos RF1 de S3 S48, e S71, respectivamente. O
namero total de bandas polimoérficas para os indw$dRF1 dos quatro somaclones foi
124. Osprimers OPC-06 e OPP-09 geraram o maior numero de fragraesmtre os
primers testados, enquanto primer OPP-09 mostrou uma maior capacidade para
discriminar fragmentos polimorficos. O polimorfismeatre individuos RF1 (55,85%) foi
alto. O dendrograma gerado pelo coeficiente de ajdcenostrou que ndo houve
agrupamento de individuos RF1 de acordo com o domagarental (S3, S9, S48, ou
S71) e que a similaridade entre individuos RFlovade 72.5% a 90.5%. Este fato suporta
a hipétese de que a variabilidade induzidaitro pode ser usada na ampliacdo da base
genética d€. peruvianus

Palavras-chave RAPD, mandacaru cacto, variagdo somaclonal, diversidade genética.

Abstract

Polymorphism and relationships among F1 descendBift$ plants) oCereus peruvianus
somaclones (S) were detected and examined by RARRems. Sixteen primers yielded
repetitive patterns for all scored bands in 14 Rkhts of S3, 11 RF1 plants of S9, 8 RF1
plants of S48, and 14 RF1 plants of S71. The 16 generated 222 reproducible
fragments of which 103, 100, 80 and 108 were pohphiz in RF1 plants of S3, S9, S48,
and S71, respectively. Total number of polymorpbands for the RF1 plants from four
somaclones was 124. Primer OPC-06 and OPP-09 dedethe highest number of
fragments among the tested primers, whereas ORRHD@r showed the greatest capacity
for discriminated polymorphic fragments. Polymogrhiamong RF1 plants (55.85%) is
high. Dendrogram generated by Jaccard coefficirotved that there was no grouping of
RF1 plants according to parental somaclone (S35889, or S71) and that the similarity in
RF1 plants ranged from 72.5% to 90.5%. This fagpsuts our hypothesis that vitro
induced variability may be used for broadeningdbgaetic base df. peruvianuspecies.
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Key words: RAPD, mandacary cactus, somaclonal variation, genetic diversity.

Introducgéo

EmboraCereus peruvianysonhecida no Brasil commandacary seja um cacto
utilizado como ornamental, esta espécie tambémirtgrartancia econdmica e industrial.
Plantas deC. peruvianusproduzem alcaldides aminas (Vries et al. 1971yvedh e
Machado 2003), ésteres de cera com a caracteriidenpermeabilidade a agua e de
potencial aplicagdo como barreira impermeavel (Otskyp e Rezanka 1996, Rezanka e
Dembitsky 1998), e uma goma viscosa com divershsagpes industriais (Alvarez et al.
1992, 1995, Nozaki et al. 1993, Barros e Nozaki 220(Esta espécie € cultivada
comercialmente em pequena escala em lIsrael, ormmsiderada como unfauit crop
(Mizrahi e Nerd 1999, Nerd et al. 1993, Weiss ei1883, 1994).

Como as plantas d€. peruvianuspossuem varios compostos de interesse
econdmico, a cultura de tecidos € empregada pasarapida multiplicacdo da espécie a
partir de tecidos de calos (Oliveira et al. 1998)inducéo de calos e a subsequiente
regeneracdo de plantulas produziram muitas planéas,quais exibiram variacdo

somaclonal (Mangolin et al., 1997). As plantawitro, regeneradas a partir da cultura de
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Os individuos deC. peruvianuautilizados nos ensaios propostos encontram-se sob
cultivo em condigbes ambientais, no Jardim Expemtaleda Universidade Estadual de
Maringad (Maringa PR Brasil; altitude 554.9m; 23°3551° 25’ W). Tais individuos,
descendentes F1 de plantas regenerad&s geruvianugRF1), foram obtidos a partir de
sementes de somaclones (S) coletadas dos individ8p$9, S48, e S71 que tiveram
polinizacdo cruzada. A populacdo de somaclonesngracee sob cultivo desde 1997, no
Jardim Experimental e apresentam caules com ma@ifoktipica. Os individuos RF1 com
um ano de idade sdo mantidos em vasos e 0s ind&idom 2-3 anos, sob cultivo, no
Jardim Experimental.

Os fragmentos de caules frescos (100-200mg) dogidods RF1 com um ano de
idade foram preparados, de acordo com o protoceldAljanabi et al. (1999), com
modificagbes. As amostras foram pulverizadas canogénio liquido e homogeneizadas
em 300-60QL de tampdo 200mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 50mmol/L ES, pH 8,0,
2,2mol/L NaCl (ou 4mol/L NaCl para plantas RF1 comds anos de idade), 2% wi/v
CTAB, 0,06% sulfito de sodio, 20% w/v CTAB, 5% wauril-sarcosina, e 10% w/v PVP-
40. O DNA foi extraido com igual volume de fenahmformio:alcool isoamilico
(25:24:1), incubado por 2 horas com 0,ligfle RNAse (10ng/mL) e com igual volume
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Isopropari0,6 volume) e 5mol/L NaCl (0,06
volume) foram usados para a precipitagdo do DNA.

A quantificacdo do DNA isolado foi determinada peletroforese em gel de
agarose 0,8% com tampé&o TAE 1X (Tris, Acetato déicg&DTA, pH 8,0 - Hoisington et
al.,, 1994), usando solu¢cbes de DNA padréo (Fapale concentracbes gradativas e
conhecidas.

As reacbes de amplificacdo para os ensaios de RiaPdIn feitas conforme o
protocolo original descrito por William et al. (1®9 com pequenas modificacdes. As
reacoes foram realizadas em camera asséptica, ewolume final de 2(L contendo
25ng de DNA gendmico, QuBnol/L deprimers(Operon Technologies Inc.), 10mmol/L de
Tris-HCI, pH 8,8, 2,5mmol/L de Mg@] 0,1mmol/L de cada dNTP e 1 unidade de Tag-
DNA polimerase (Invitrogen)

Apoés as reagbes com psimers OPA-12 e OPB-06 (Operon Technologies Inc.),
um teste com dois individuos e pEmersdos kits OPA, OPB, OPC, OPP, OPM foram
usados nas reacgfes de amplificagdo, num TermocicRersonal Eppendorf Mastercycler

Gradient. As condi¢des para PCR foram: desnaturdgd®NA a 96C por 5 min, 45
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ciclos de 94°C por 30 seg, 35°C por 45 seg, e fACL min; com uma extensao de 7 min
a 72C. Apos o teste inicial utilizando DNA de dois imitiuos RF1, somente I@imers

foram usados pafingerprint RAPD.

Os produtos das amplificagdes foram separados edegmarose 1,7% em
tamp&o TBE 0,5X (89mmol/L Tris, 89mmol/L Acido Béoie 2mmol/L EDTA). Os
geis foram corados com brometo de etidio(@/B1L) e fotografados. O marcador de

peso molecular utilizado nos géis foi DNA Laddemblfnvitrogen).

Os fragmentos foram analisados comparando os [peAfiRD de cada individuo
em termos de presenca ou auséncia de cada fragmerDiNA. A similaridade dos
individuos foi calculada pelo coeficiente de Jadcanquanto a analise do agrupamento
UPGMA foi realizada com o software NTSYS-pc (Rat9B9).

Resultados e Discussao

A quantidade de DNA gendmico variou de 4 a 30ngpmgamostra, pelo método
descrito por Aljanabi et al. (1999), com modificagd Entre os 4Brimers 16 (OPA-02,
OPA-04, OPA-09, OPA-10, OPA-12, OPA-20, OPB-01, @B OPB-07, OPC-06, OPP-
02, OPP-07, OPP-09, OPM-02, OPM-07 e OPM-10) prodozfragmentos amplificados
de DNA (Tabela 2). Os 1frimers produziram padrdes repetitivos para todas as lsanda
registradas e foram empregadas para todos osdndwi(14 individuos RF1 de S3, 11
RF1 de S9, 8 RF1 de S48, e 14 RF1 de S71). Soruemtuix foi preparado para cada
primer, o qual foi usado para comparar simultaneamenté7aamostras individuais de
DNA na mesma reagado de amplificacao.

OsA 6 primers geraram 222fragmentos reproduzveis (Tabela‘ ) dos

quais » 3 gforam polimorficos para plantas RF de S3, S 2

RUURR IR
S4 g e S |, respectivamente. O numero de bandas para cada primer

variou de 6 a ¥, com uma media de ,o fragmentos por primer. O

A A

tamanho dos produtos amplificados variou de % ar "57; bp. Os primers

OPC(’ 6 e OPF%’ pgeraram um maior numero de fragmentos entre os

primers testados, enquanto o primer OP 2 mostrou uma maior

Ry
capacidade para discriminar fragmentos polimorficos nos indimduos RF

(Tabela ).
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O padrao de bandas polimorficas reflete a variabilidade genetica
(FiguraA ) (55, % ) nos indivnduos RF: de somaclones S3, S 5 S4 xe S{
(Tabela ). O politmorfismo entre indiwduos RF: foi grande, pois um
grande Anilmero de bandas polimotficas foi detectada com apenas 6
primers. O polimorfismo obtido nos indimduos RF: (55, ,§‘ ) foi maior‘do
que o polimorfismo relatado por Mangolin et al. E 25 ), para blantulas (¥ 2
plantas crescidas de sementes germinadas) e para somaclones (633
plantas regeneradas) de C. peruvianus, usando marcadores bioqumicos
de P22loci de isozimas a proporcao de loci polimotficos para as duas
populacoes foi X 3’% . O mnavel de polimorfismo nos indiwduos RF:
tambem foi maior do due o polimorfismo detectado com RAPD entre 2

A

clones de C. peruvianus E . ) da California e 3 plantulas de C. jamacaru
( ;4& ) do norte do Brasil (Guttan et al. . ).

A freqUiéncia de polimorfismo foi relativamente magmtre os individuos RF1 do
somaclone S71 (49,09%) do que o polimorfismo obtsdre os individuos RF1 do
somaclone de S3 (46,6%), S9 (45,45%), e S48 (37,08%espeito destas diferencas, 0
dendrograma gerado pelo coeficiente de Jaccardonogtie ndo houve agrupamento das
plantas RF1 de acordo com o somaclone parental§$3548, ou S71). O dendrograma
também revelou que a similaridade observada nosidubs RF1 variou de 72,5% a
90,5% (Figura 2). Esta evidéncia confirma a hipdtgse a variabilidade induzida vitro
pode ser usada para ampliar a base genéti€a geruvianuspois Gutman et al. (2001)
obtiveram similaridade genética variando de 89%9©% ®ntre clones d€. peruvianus
Desta forma, sementes de individuos RF1 de sonmexldeC. peruvianusapresentando
caules com morfologia tipica ou original, podem gsadas para compor programas de
melhoramento genético da espécie.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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