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RESUMO

O Melocactus conoideus € uma espécie listada como criticamente ameacada de
extingdo, o que evidencia a necessidade de acdes de pesquisa que contribuam para
a sua protecdo. No entanto, sdo poucos o0s estudos acerca da espécie em diversos
aspectos, sobretudo os embasados em informacfes genéticas com o uso de
marcadores moleculares. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar o perfil de segmentos de DNA amplificados e selecionar primers Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) visando subsidiar analises genéticas em M.
conoideus. Quatro gendtipos da espécie foram utilizados para a analise molecular
com 23 primers ISSR. Foram observadas 118 marcas (40,7% polimérficas) com
média de 7,87 marcadores por iniciador. Com base no padrdo de geracdo de
marcas, 15 primers se mostraram adequados, exibindo de 4 a 11 marcadores com
boa qualidade de visualizacdo. A heterozigosidade esperada e o Conteudo de
Informacao Polimorfica também foram estimados, exibindo valores médios de 0,43 e
0,33, respectivamente. Estes marcadores possuem potencial uso em estudos
moleculares em M. conoideus incluindo estimativas de variabilidade e estruturacao
genética visando conhecer a base genética da espécie e auxiliar no manejo para a
conservacao.

PALAVRAS-CHAVE: Cabec¢a-De-Frade; Espécie Criticamente Ameacada;
Marcadores Moleculares.

SELECTION OF INTER SIMPLE SEQUENCE REPEAT PRIMERS IN Melocactus
conoideus BUIN. & BRED. (CACTACEAE), ENDEMIC SPECIES OF SOUTHWEST
BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT
Melocactus conoideus is a species listed as critically endangered, which evidences
the need for research actions that contribute to its protection. However, there are few
studies about the species in several aspects, mainly genetic information from of
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molecular markers. In this context, the present work aimed to characterize the profile
of amplified DNA segments and to select Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
primers to support genetic analysis in M. conoideus. Four genotypes of the species
were used for molecular analysis with 23 ISSR primers. A total of 118 markers
(40.7% polymorphic) were observed and a mean of 7.87 markers per primer. Based
on the pattern of brand generation, 15 primers appeared adequate, displaying from 4
to 11 markers with good quality of visualization. The means of the expected
heterozygosity and polymorphic information content were 0.43 and 0.33,
respectively. These markers have potential use in genetic-molecular studies in M.
conoideus including genetic variability and structure in order to know the genetic
basis and to aid e in the conservation strategies.

KEYWORDS: Cabeca-De-Frade; Critically Endangered Species; Molecular Markers.

INTRODUCAO

O género Melocactus Link & Otto (familia Cactaceae) possui cerca de 38
espécies distribuidas pela América Central e do Sul, comuns em zonas aridas e
semiéaridas, e apesar da ampla distribuicdo € um grupo marcado por endemismos
(RIZZINI, 1982; TAYLOR, 1991; CORREIA et al., 2018). No Brasil, atualmente 23
espécies sdo encontradas na regido leste do pais, ocorrendo nos estados do
Amazonas, Roraima, Piaui, Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (ZAPPI et al., 2018). O estado
da Bahia contém a maior diversidade e niumero de espécies endémicas do género;
das 19 espécies que ocorrem no estado, 10 sdo endémicas e sete classificadas
dentro das diferentes categorias de risco da lista vermelha da International Union for
Conservation of Nature (IUCN) (CORREIA et al., 2018; ZAPPI et al., 2018).

Dentre as espécies ocorrentes na Bahia, destaca-se o Melocactus conoideus
Buin. & Bred conhecido popularmente como “cabeca-de-frade-do-Periperi” (RIZZINI,
1982; TAYLOR, 1992; CERQUEIRA-SILVA; SANTOS, 2008). A espécie ocorre em
manchas de vegetagédo com solo rico em cascalho de quartzo, dentro dos limites da
mesorregido do municipio de Vitéria da Conquista - BA. M. conoideus é classificado
como criticamente ameacado na lista vermelha da IUNC, devido ao historico de
pressdo antropica envolvendo a comercializacdo ilegal da espécie para fins
ornamentais em mercado nacional e internacional e a fragmentacdo ambiental
gerada a partir da urbanizacdo irregular (TAYLOR, 1992; CERQUEIRA-SILVA;
SANTOS, 2008; MACHADO et al., 2013; LUZ-FREIRE et al., 2014).

Para a conservacado e manutencao populacional de M. conoideus, medidas
contra a comercializacao ilegal foram criadas pela International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora (CITES), além da destinacdo de uma area
especifica dentro da Unidade de Conservagdo do Parque Municipal da Serra do
Periperi (TAYLOR, 1992; MACHADO et al.,, 2013). Na Reserva Ambiental do
Melocactus conoideus sdo realizados estudos associados ao conhecimento
ecologico da espécie (CERQUEIRA-SILVA; SANTOS, 2008; MACHADO et al.,
2013). Também é realizada a producdo de mudas no Herbéario Sertdo da Ressaca,
com a finalidade de aumento populacional de M. conoideus dentro da area da
reserva (PMVC, 2016; PMVC, 2017).

Em detrimento ao status de ameaca do M. conoideus, ainda é relativamente
baixa a producdo cientifica acerca da espécie em diversos aspectos, 0 que
impossibilita o desenvolvimento de acdes de protecdo e manejo efetivas. Nesse
sentido, as analises genético-moleculares podem auxiliar no acesso a informacdes
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acerca da base genética da espécie, contribuindo para a compreensao do status de
variabilidade genética bem como das interacbes ecoldgicas relacionadas aos
aspectos reprodutivos que influenciam na sobrevivéncia de populacées em ambiente
natural, indispensaveis para o sucesso em ac¢fes de programas de protecdo de
espécies (FARJADO et al., 2016).

Uma importante ferramenta para se adquirir dados em nivel de DNA s&o os
marcadores moleculares. Dentre os marcadores baseados na PCR (Polymerase
Chain Reaction) esta o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que explora regides
repetitivas (microssatélites) distribuidas aleatoriamente ao longo do genoma
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). A técnica utiliza um Unico iniciador (primer)
possuindo entre 16 a 25 pares de bases (pb), que se ancora nas regides repetitivas,
amplificando regides inter-SSR, geralmente entre 200 a 2000 pb (REDDY et al.,
2002). Tais marcadores sao amplamente usados em analises genéticas
relacionados a identificacdo, classificacdo e quantificagdo da variabilidade genética
de espécies silvestres de interesse ecologico, gracas ao seu nivel de
reprodutibilidade, além de ndo exigirem o conhecimento prévio do genoma para sua
aplicacao (REDDY et al., 2002).

Um estdgio que antecede o inicio de analises baseadas em marcacao
molecular € a descricdo do perfil de marcacdo e selecdo de primers adequados,
sendo uma fase preliminar de triagem daqueles que possuam a melhor visualizagéo
dos amplicons, reprodutibilidade e existéncia de polimorfismo, subsidiando
informacdes cruciais para o0s resultados posteriores em estudos de genética
populacional (COSTA et al.,, 2015; MATOS-OLIVEIRA, et al., 2018; SILVA et al.,
2018). Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o
perfil de geracdo de marcadores e selecionar primers ISSR adequados para
emprego em analises moleculares em Melocactus conoideus.

MATERIAL E METODOS

As analises foram desenvolvidas no Laboratorio de Genética Molecular
Aplicada (LGMA) localizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB) campus Juvino Oliveira, Itapetinga, Bahia. Foi usado como fonte de DNA
gendmico de M. conoideus frutos coletados de quatro espécimes oriundas da
Reserva Ambiental do Melocactus conoideus, dentro do Parque Municipal Serra do
Periperi (14°49'49"S; 40°50'0.3"W), em Vitéria da Conquista — Bahia. O DNA foi
obtido através do protocolo CTAB (Cetyl Trimetil Amdnio Bromide) seguindo a rotina
estabelecida por Doyle e Doyle (1990).

A gualidade e quantidade do DNA gendmico foi avaliado através da técnica
de eletroforese em malha de agarose 1% (m/v) mergulhado em tampéao Tris, Borato,
EDTA (TBE) 1X a 70 volts por 120 minutos. A geracdo das imagens resultantes da
corrida foi realizada por meio do sistema de fotodocumentacdo Kodak, sob
exposicao a luz ultravioleta usando o intercalante GelRed® (BIOTIUM) e a avaliagao
da concentracdo de DNA genbmico foi realizada através da comparagdo de
intensidade das amostras com o DNA do fago lambda (Lambda DNA/HindlIIl Marker).

Foram realizadas amplificacdes via PCR utilizando 23 sequéncias de primers
ISSR, realizadas utilizando termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems™) em um volume total de 16 pL, correspondendo a 15 ng de DNA
gendmico, tampao de amplificacdo 10X (20 mM Tris-HCI [pH 8,4] e 50 mM de KClI),
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 1 pM de primer
e 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). A configuracéo
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dos ciclos de PCR foram: desnaturacéo inicial a 95°C por cinco minutos, 34 ciclos
(94°C por 50 segundos, 48°C por 50 segundos e 72°C por um minuto), e extenséo
final a 72°C por cinco minutos, seguindo o protocolo sugerido por Santos et al.
(2011).

Os amplicons foram corados com GelRed® (BIOTIUM) e separados por
corrida eletroforética em malha de agarose a 2% (m/v) mergulhado em tampéo TBE
1X a 120 volts por 120 minutos. A geracdo das imagens resultantes da corrida foi
realizada por meio de fotodocumentacao, através da exposicdo a luz ultravioleta.

Da analise do gel foi construida uma base de dados binarios sendo atribuido
0 para auséncia, 1 para a presenca de marcadores e 9 para dados inconclusivos. Os
primers foram classificados através do padrdo de geracdo de fragmentos
observados, em (i) Bom - amplicons visiveis em todos os genotipos; (i) Ruim —
amplicons em todos os genoétipos com ma qualidade de visualizacao, e; (iii) Ausente
- auséncia de amplicons visiveis.

A tabela de dados binarios em Excel® serviu para o calculo das frequéncias
alélicas para a determinacdo do indice de heterozigosidade esperada (He) e do
Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC, Polymorphism Information Content),
avaliados com o software GENES (CRUZ, 2006). A He do locus foi calculada pela
férmula proposta por NEI (1973) onde é considerada que as populac6es estudadas
estdo em equilibrio: H, = 1 — XX, x.* Onde: x; = Frequéncia de alelo i, k= Nimero
de alelos. O PIC quantlflca a informacao do locus marcador, calculado de acordo a

seguinte férmula: PIC = 1—[ f:1x!.2]— il XL 2x%2x%) (BOLSTEIN et al.,
1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O perfil de geracédo de marcas dos iniciadores foi classificado considerando a
quantidade de geracdo de marcas das amostras avaliadas e a qualidade de
visualizacdo das mesmas, exemplificadas na Figura 1.
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FIGURA 1. llustracao da classificacao de perfil de geracao de
fragmentos genémicos de Melocactus conoideus através da
amplificacdo por primers ISSR. Classificados como: (B) Bom
(R) Ruim e (A) ausente. Fonte: Autores.
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Do total de 23 primers ISSR testados, 15 (65,2%) apresentaram marcas
nitidas e possibilitaram a realizacdo da analise de polimorfismo (Tabela 1). Para
estes iniciadores, foi observado 118 marcadores no total, com média de 7,87
marcadores por primer. A quantidade de marcacdes por primer variou de quatro
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(TriCAC3‘RC) a 11 (TriCGA3‘RC). Quarenta e oito marcadores foram polimérficos,
sendo o primer DIGA3‘T o que apresentou 0 maior numero de marcadores
polimorficos (8). Dois iniciadores (TriCAC3‘RC e TriTGT3*YC) apresentaram apenas
marcadores monomorficos.

TABELA 1. Perfil de segregacao de fragmentos
amplificados e polimorfismo para os 23 primers Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR) no acesso as
regides gendmicas de Melocactus conoideus.

Iniciadores Sequéncia N MP P((%) PA

Caddigo

DICA3‘G (CA)G 7 3 428 B
DICA3'RG (CARG 6 2 333 B
DICA3‘'YG  (CA)YG - - - A
DIGA3‘C (GAC 10 3 30 B
DIGA3*RC (GA)sRC 10 5 50 B
DIGA3‘T (GAT 10 8 80 B
TriCAC3‘RC (CAC)sRC 4 O 0 B
TriCAC3‘YC (CAC)sYC - - - R
TriCAC5‘CY CY(CAC)s - - - A
TrCAG3‘RC (CAG)sRC - - - R
TriGTG3'YC (GTG)sYC - - - R
THTGT3‘YC (TGT)sYC 5 O 0 B
TriIAAC3‘RC (AAC)sRC 9 7 777 B
THAAG3‘RC (AAG)sRC 10 2 20 B
TrACG3'RC (ACG)sRC 5 1 20 B
THAGA3‘RC (ACG)sRC 7 2 285 B
TriTGG3'RC (CGC)sRC 7 2 285 B
THCGA3‘RC (GCA)sRC 11 4 363 B
TriCGC3‘RC (GGAsRC 9 6 66,6 B
THGAC3‘RC (GAC)sRC - - - R
TriGCA3'RC (GCA)sRC - - - R
TriGCC3‘RC (CGC)sRC - - - A
TriGGA3‘RC (GGAsRC 8 3 375 B
TOTAL 118 48 40,7%

Nota: N niumero de marcas, MP Marcas polimoérficas, P(%) Percentual de
polimorfismo, PA Perfil de Amplificacédo, B Bom, R Ruim e, A Ausente.

Estudos prévios de caracterizacdo de sequencias de primers ISSR realizados
para diferentes espécies vegetais e animais apresentaram resultados variaveis no
que diz respeito ao numero de marcadores observados e polimorfismo. Neste
sentido, analise em Croton linearifolius a partir dos mesmos primers utilizados neste
estudo, permitiu a geracdo de 136 marcadores e 22,8% de polimorfismo (SILVA, et
al., 2018). Em Atta sexdens, dos 23 primers testados 12 foram considerados ideais
para a espécie, apresentando 88 marcadores e 59% de polimorfismo (MATOS-
OLIVEIRA, et al., 2018). Em espécies do género Passiflora foram testados alguns
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dos primers usados neste estudo, mostrando um alto percentual de marcas
polimorficas (SANTOS, et al., 2011).

Para a familia Cactaceae, a analise de 17 sequencias de primers ISSR em
Cereus sp. permitiu a geracdo de 180 marcadores e a selecdo de 15 primers
polimoérficos (DOMINGUES et al., 2017). Esses dados mostram que um conjunto de
primers ISSR evidenciam uma variedade de padrdoes de geragdo de marcas para
diferentes organismos, o0 que implica na necessidade de analise prévia destes
primers antes de comecar o estudo para uma espécie. Para M. conoideus os 15
marcadores considerados como bons neste trabalho (Tabela 1) possuem potencial
uso em estudos moleculares, mesmo aqueles considerados como monomarficos, ja
que estes podem evidenciar polimorfismos em numero maior de genoétipos
analisados.

Os indices: contetdo de informacé&o de polimorfismo (PIC) e heterozigosidade
esperada (He) foram gerados para 0s primers que permitiram a genotipagem
molecular. O PIC atingiu valores entre 0,29 e 0,37, com valor médio de 0,33. A He
exibiu valores entre 0,36 a 0,49, com média de 0,43 (Tabela 2). O PIC corresponde
a eficiéncia do iniciador em detectar polimorfismo, valores acima de 0,5 indicam que
o primer é altamente informativo, entre 0,25 e 0,5 moderadamente informativo e
abaixo de 0,25 pouco informativo (BOLSTEIN et al., 1980). Nesse sentido, utilizando
esse parametro, pode-se considerar que 0s primers usados neste estudo séo
moderadamente informativos para a analise genética de M. conoideus.

TABELA 2. Conteudo de informacdo de
polimorfismo (PIC) e Heterozigosidade esperada
(He) a partir de primers ISSR na analise em de
Melocactus conoideus.

Iniciadores He PIC
DICA3‘G 0,40 0,31
DICA3‘RG 0,41 0,32
DIGA3‘C 0,43 0,33
DIGA3‘ RC 0,36 0,29
DIGA3‘T 0,36 0,29
TriCAC3‘RC 0,49 0,37
TriTGT3‘YC 0,49 0,37
TriAAC3‘RC 0,41 0,32
TriAAG3‘RC 0,44 0,34
TriIACG3‘RC 0,46 0,35
TriAGA3‘RC 0,47 0,36
TriTGG3‘RC 0,47 0,36
TriCGA3‘RC 0,42 0,32
TriCGC3‘RC 0,43 0,33
TriGGA3‘RC 0,44 0,34
MEDIA 0,43 0,33

A He é um indice de estimativa de variabilidade genética destinada para o
estudo de genética de populacbes que utiliza as frequéncias de ocorréncia de loci
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monomorficos e polimorficos dentro e entre populagdes para estimativa do grau de
estruturacdo genética ocorrente (NEI, 1973). Neste estudo, esse parametro foi
usado como forma de observar o quanto os primers ISSR acessam de variagao
dentro de uma amostra pequena de gendtipos de M. conoideus.

Os primers ISSR demonstraram acessar uma diversidade genética
relativamente alta para a espécie, considerando estudos de variabilidade genética
para membros da familia, tal como Ferocactus histrix com valores médios de He=
0.178 a 0.195 (CASTRO-FELIX et al.,, 2014). Contudo, na medida em que se
aumenta o numero de gendtipos avaliados os valores tanto de He quanto de PIC
podem sofrer variagéo.

Os primers ISSR tém sido aplicados em diferentes espécies de Cactaceae a
fim de desvendar questdes diversas a exemplo de estudos de variabilidade genética
(CASTRO-FELIZ et al.,, 2014; GANOPOULOS, 2015), analises filogenéticas
(REALINI et al., 2015) e identificacdo de variacdo somaclonal em raizes cultivadas in
vitro (TORRES-SILVA et al., 2018). A maior parte destes trabalhos visa contribuir
com informagBes que permitam auxiliar no manejo das espécies para sua
conservacao. Tendo em vista a baixa quantidade de informacdes moleculares em
bancos de dados acerca de muitas espécies de Cactaceae, o uso de marcadores
informativos e que nao exigem informacdes prévias do genoma como o0s ISSR,
configuram em excelentes meios de obter informac&o genético-molecular de forma
segura, rapida e de relativo baixo custo.

Trabalhos de selecdo de marcadores moleculares com o género Melocactus
sao escassos e estudos com énfase aos efeitos da fragmentacdo ambiental sobre a
diversidade genética de espécies da familia das cactdceas com marcadores
moleculares também, sobretudo com espécies endémicas e dentro das categorias
de ameaca da IUNC (CERQUEIRA-SILVA; SANTOS, 2008; ZAPPI et al.,, 2011,
MACHADO et al., 2013). Portanto, a perspectiva desse estudo é servir como fonte
de informacdo para analises moleculares futuras com a espécie, com vistas a
compreensao de aspectos ecoldgicos que influenciam na reproducgéo, sobrevivéncia
e diversidade da espécie, que consequentemente impactam na melhoria do manejo
de M. conoideus, podendo servir de extensao para outras espécies do género.

CONCLUSAO

Este trabalho representa os primeiros esforcos para analise genético-
molecular em Melocactus conoideus. Os quinze marcadores ISSR aqui
caracterizados com bom perfil de amplificacdo atestam a eficiéncia destes
iniciadores em acessar regibes genémicas de M. conoideus e possuem potencial
uso em diversas analises genéticas, devendo, portanto ser priorizados em futuros
estudos. Neste contexto, 0s marcadores ISSR selecionados estdo sendo
empregados em analise de diversidade e estrutura genética de populacdes naturais
de M. conoideus e os futuros resultados deverdo auxiliar no manejo consciente
visando a conservacgao da espécie.
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