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RESUMO

O crescimento da palma no semiarido brasileiro é impulsionado devido aos seus recursos
forrageiros valiosos, como alta produtividade de biomassa, menor vulnerabilidade climatica e
adaptacOes essenciais para sobreviver em ambientes aridos e semiaridos. No entanto, ainda ha
lacunas do conhecimento de suas caracteristicas estruturais, funcionais e genéticas que possam
vir influenciar sua produtividade. A caracterizacdo do germoplasma, por meio da analise de
caracteristicas hereditarias em diferentes ambientes, é crucial para criar catalogos para manejo
e promover avanc¢os no melhoramento genético vegetal. O presente estudo tem como objetivo
caracterizar morfologicamente e avaliar diferentes métodos de extragdo de DNA em acessos de
palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea do Banco Ativo de Germoplasma do IPA. O
experimento foi conduzido na cidade de Arcoverde — PE, onde avaliou-se 80 acessos de palma,
com base nas caracteristicas morfoldgicas da planta, de acordo com os descritores da cultura.
A extracdo de DNA dos acessos foi realizada utilizando trés metodologias distintas: (a) tampéo
de extracdo contendo brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), (b) kit comercial de extracédo de
DNA e (c) método quimico com o reagente Trizol. Apds a extracdo, as amostras foram
submetidas a PCR utilizando dez pares de marcadores de sequéncia simples (SSR). Os
resultados morfoldgicos sugerem uma variabilidade significativa nos géneros estudados. No
caso de Nopalea, a PCA explicou 72% da variabilidade dos dados, separando 0s acessos em
trés grupos bem definidos. Enquanto para Opuntia, a PCA explicou 40,1% da variabilidade,
distribuindo os acessos em oito grupos, evidenciando padrBes claro de agrupamento. Os
resultados da analise molecular, por sua vez, ndo foram satisfatorios, uma vez que nao foi
possivel amplificar o DNA dos acessos. Apesar disto, 0 método de extracdo de DNA utilizando
Trizol, mostrou-se eficiente para quantidade de DNA extraido. Desta forma, os acessos de
Nopalea apresentaram estrutura fenotipica mais homogénea, enquanto os de Opuntia exibiram
maior diversidade. As 15 caracteristicas morfolégicas utilizadas foram eficazes na
discriminacdo dos acessos, refletindo a relacdo entre variabilidade morfoldgica e estrutura
genética. A analise de caracteres quantitativos pode revelar padrdes fenotipicos associados a
grupos genéticos e adaptacdo local. O protocolo com Trizol foi 0 mais eficiente na extracdo de
DNA, com melhores indices de pureza. Contudo, a razdo A260/A230 inferior a 2,0 indicou
contaminantes, comprometendo a PCR.

Palavras-chave: Recursos Geneticos; Variabilidade Fenotipica; Material Genético; Cactaceae



ABSTRACT

The growth of forage cactus in the Brazilian semi-arid region is driven by its valuable forage
resources, such as high biomass productivity, lower climatic vulnerability, and essential
adaptations to survive in arid and semi-arid environments. However, there are still gaps in the
knowledge of its structural, functional, and genetic characteristics that may influence its
productivity. Germplasm characterization, through the analysis of hereditary characteristics in
different environments, is crucial for creating catalogs for management and promoting
advances in plant genetic improvement. The present study aims to morphologically characterize
and evaluate different DNA extraction methods in forage cactus accessions of the genera
Opuntia and Nopalea from the Active Germplasm Bank of IPA. The experiment was conducted
in the city of Arcoverde — PE, where 80 cactus accessions were evaluated based on the plant's
morphological characteristics, according to the crop descriptors. DNA extraction from the
accessions was performed using three distinct methodologies: (a) extraction buffer containing
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), (b) commercial DNA extraction kit, and (c)
chemical method with the Trizol reagent. After extraction, the samples were subjected to PCR
using ten pairs of simple sequence repeat (SSR) markers. The morphological results suggest
significant variability in the studied genera. In the case of Nopalea, PCA explained 72% of the
data variability, separating the accessions into three well-defined groups. While for Opuntia,
PCA explained 40.1% of the variability, distributing the accessions into eight groups,
evidencing clear grouping patterns. The results of the molecular analysis, in turn, were not
satisfactory, as it was not possible to amplify the DNA of the accessions. Despite this, the DNA
extraction method using Trizol proved efficient for the quantity of DNA extracted. Thus, the
Nopalea accessions showed a more homogeneous phenotypic structure, while the Opuntia
accessions exhibited greater diversity. The 15 morphological characteristics used were effective
in discriminating the accessions, reflecting the relationship between morphological variability
and genetic structure. The analysis of quantitative characters can reveal phenotypic patterns
associated with genetic groups and local adaptation. The protocol with Trizol was the most
efficient in DNA extraction, with better purity indices. However, the A260/A230 ratio below
2.0 indicated contaminants, compromising the PCR.

Keywords: Genetic Resources; Phenotypic Variability; Genetic Material; Cactaceae
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1. INTRODUCAO

A palma é uma espécie da pertencente a familia Cactaceae, nativa do México e dispersa
em diversos continentes. Ela abrange varias espécies dos géneros Opuntia e Nopalea, o qual
sdo amplamente distribuidos em distintas regifes do mundo, especialmente em regides aridas e
semiaridas (JARDIM et al., 2020; QUEIROZ et al., 2015; XAVIER JUNIOR et al., 2021).
Esses géneros se apresentam como uma opcao Vvidvel e versatil para diversas finalidades
produtivas, incluindo alimentacdo humana, industria farmacéutica, geracdo de energia,
conservacao e restauracdo de solos, jardinagem e producdo de forragem (AMARAL et al.,
2022; NUNES, 2011).

Uma das principais razdes para a ampla distribuicdo da palma forrageira nos continentes
¢ sua elevada capacidade adaptativa do ponto de vista anatbmico, bioguimico e
morfofisioldgico. Essa espécie apresenta alta eficiéncia no uso da dgua devido a caracteristicas
como cuticula impermeavel, pequeno nimero de estdmatos e um aparato fotossintético
altamente eficiente (LIMA et al., 2018; XAVIER JUNIOR et al., 2021). Seu maior diferencial
é 0 Metabolismo Acido das Crassulaceas, considerado essencial para o sucesso e sobrevivéncia
em regides de clima seco e de baixa precipitacdo (LEITE et al., 2022).

Em programas de melhoramento genético, o conhecimento sobre a diversidade genética
dentro de uma espécie é essencial para o uso racional de seus recursos genéticos. Esses estudos
sdo fundamentados na analise de caracteres morfoldgicos, que podem ter natureza qualitativa
ou quantitativa (ASHFAQ et al., 2023; BORGES et al., 2019; LAVIOLA et al., 2010).
Tradicionalmente, os descritores morfologicos sdo utilizados para avaliar acessos e sua
diversidade genética. Embora sua expressao seja fortemente influenciada por fatores ambientais
e préaticas agricolas, a caracterizacdo morfolégica € amplamente recomendada como etapa
inicial antes da aplicacdo de marcadores moleculares em avaliagdes mais avancadas (GOMES
FILHO et al., 2010; NEFZAOUI et al., 2019b).

Os relatos sobre os efeitos diretos e indiretos das caracteristicas morfologicas e
moleculares no polimorfismo genético e fenotipico da palma ainda sdo poucos e incipientes.
Isso se deve a complexidade das interacdes entre fatores genéticos e ambientais, que exigem
uma investigacdo mais aprofundada para serem plenamente compreendidas (BERED et al.,
1997; OLIVEIRA et al., 2010).

Analises com base em aspectos morfoldgicos, produtivos, fitossanitarios e moleculares
sdo essenciais para a identificacdo de genOtipos com atributos desejaveis para o setor

agropecuario, principalmente aqueles relacionados a elevada produtividade de biomassa,
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auséncia de espinhos, variagdo no teor de mucilagem e resisténcia a pragas e doencas (CUNHA,
2021; SILVA et al., 2018).

A caracterizacdo molecular do germoplasma vegetal emprega técnicas de marcadores
moleculares para identificar variacdes hereditarias no DNA, utilizando o polimorfismo gerado
para avaliar parametros genéticos que quantificam a diversidade genética dos acessos
preservados (BUNJKAR et al., 2024). Essas técnicas permitem a analise de diferentes regides
do genoma nuclear, cloroplastico e mitocondrial, proporcionando uma visdo abrangente da
variacdo genetica. Além disso, a elevada precisdo dessas técnicas possibilita a identificacdo de
diferencas genéticas entre individuos, mesmo na auséncia de divergéncias fenotipicas visiveis,
ampliando o potencial para medir o polimorfismo entre os acessos de uma cole¢cdo (BUNJKAR
etal., 2024; NAM et al., 2021; SILVA et al., 2018).

Nefzaoui et al. (2019a) e Nascimento et al. (2011), enfatizam a importancia da
caracterizagdo morfoldgica e molecular de acessos de palma forrageira, pois essa analise
permite distinguir variedades e espécies, sejam elas distintas espécies de Opuntia e Nopalea ou
diferentes variedades dentro de uma mesma espécie. Essa distin¢ao é crucial para a organizacéo
eficiente de colegdes de germoplasma, evitando duplicacBes, além de fornecer informacdes
essenciais para o rastreamento, troca de material genético e a realizagdo de estudos futuros.

A preservacdo dos recursos genéticos de Opuntia e Nopalea requer um esfor¢o conjunto
entre pesquisa e conservacao A andlise aprofundada dos impactos das mudancas climaticas e
da domesticacdo sobre as caracteristicas morfologicas e genéticas dessa cultura é fundamental
para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de conservacdo e uso sustentavel. Essas
iniciativas sdo essenciais para ampliar o conhecimento sobre a diversidade bioldgica desses
géneros e garantir sua preservacdo a longo prazo (MOHAMED & SBAGHI, 2023; PENA-
VALDIVIA et al., 2008).

Esses esfor¢os trazem beneficios significativos, como o desenvolvimento de cultivares
mais produtivas e resilientes, contribuindo para a seguranca alimentar em regides aridas e
semiaridas. Além disso, promovem a conservagdo da biodiversidade e o uso sustentavel em
sistemas agricolas, gerando impactos positivos tanto na economia quanto na sociedade (SILVA
et al., 2020). Considerando a quase extin¢do da palma devido a pragas no passado e o papel
fundamental do melhoramento genético em sua recuperacdo, torna-se evidente a crescente
importancia dos estudos voltados para a melhoria continua da cultura, especialmente por meio
do desenvolvimento de novas cultivares (CHEN, 2024).

Nesse contexto, hipotetiza-se que 0s acessos de palma forrageira dos géneros Opuntia e

Nopalea apresentam elevada variabilidade fenotipica e genética, tanto dentro, quanto entre as
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espécies estudadas. Com base na avaliacdo de caracteristicas morfolégicas e moleculares,
acredita-se que seja possivel identificar e distinguir esses acessos de forma eficiente.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 PALMA FORRAGEIRA

A familia Cactaceae, abrange cerca de 178 géneros e aproximadamente 2.000 espécies,
distribuidas desde a América do Norte até a América do Sul. Essa familia apresenta uma forte
expressdo econdmica e social, caracterizando-se como uma das plantas forrageiras mais
importantes do mundo, a qual encontra-se atualmente presente em todos 0s continentes
(PADILHA JUNIOR et al., 2016; SILVA & SANTOS, 2006; XAVIER JUNIOR et al., 2021).

No Brasil, a producdo de forragem concentra-se principalmente no semiarido
nordestino, o qual tem como destaque os géneros Opuntia e Nopalea. Originaria do México,
essa cultura foi introduzida no Brasil pelos portugueses no século XVII, mais precisamente no
estado de Pernambuco, com o objetivo de servir como planta hospedeira para a producdo do
corante carmim, visto que, naquela época tinha um alto valor comercial (JARDIM et al., 2021;
JARDIM et al., 2020; NUNES, 2011).

A regido Nordeste do Brasil possui a maior area cultivada com palma forrageira no
mundo, abrangendo cerca de 550 mil hectares, 0 que representa a maior parte da area plantada
no pais, estimada em aproximadamente 600 mil hectares (GARCETE-GOMEZ et al., 2017;
MARQUES et al., 2017; XAVIER JUNIOR et al., 2021). Além disso, o Brasil se destaca na
América do Sul pelo seu sistema de cultivo de palma forrageira, considerado o mais avancado,
com um alto nivel técnico e produtivo. Esse sistema intensivo possibilita que a producdo de
massa seca e fresca da cultura atinja os maiores indices do mundo (DUBEUX JUNIOR et al.,
2017).

Estudos indicam que o cultivo da palma no semirido brasileiro é impulsionado pela
presenca de valiosos recursos forrageiros, como a alta produtividade de biomassa por unidade
de 4rea e menores riscos devido & incerteza climatica (DUBEUX JUNIOR et al., 2015). Para
sobreviver em ambientes extremamente secos, a palma forrageira desenvolveu estratégias de
adaptacédo que envolvem mudancas anatémicas, morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas. Essas
mudancas permitem que a planta absorva agua até mesmo das mais menores chuvas e minimize
a perda de agua, mantendo o turgor das células (OLIVEIRA et al., 2010; XAVIER JUNIOR et
al., 2021).
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As caracteristicas morfologicas desta cultura incluem folhas pouco desenvolvidas, as
quais se apresentam na forma de espinhos endurecidos e pontiagudos. Seu caule, é chamado de
cladodio ou raquete, sendo volumoso, verde e achatado, podendo ser classificado em varias
ordens, dependendo de sua disposicédo e crescimento (MARQUES et al., 2017). Isso permite a
producdo de uma grande quantidade de cladddios, estruturas amplamente utilizadas para
diversos fins (EPIFANIO, 2019). O cladédio plantado, responsavel pela propagagéo clonal,
enraizamento e suporte da planta, € conhecido como “cladodio basal”. Ja os cladddios de
primeira ordem, que possuem maior superficie assimiladora, desempenham um papel essencial
na sustentacdo da planta e na distribuicdo de nutrientes e dgua para os outros 6rgdos (PESSOA
etal., 2022; QUEIROZ et al., 2015).

Em termos fisiologicos, a palma é capaz de realizar fotossintese com grande eficiéncia,
mesmo em condi¢Oes de baixa umidade relativa do ar. Pois, a planta assimila CO; durante a
noite, devido as restricdes na disponibilidade de agua e pressdo ambiental, 0 que resulta no
fechamento dos estdmatos durante o dia, mantendo assim os tecidos hidratados, além de evitar
a perda de CO2 e vapor de agua (KHODAEIAMINJAN; NASSRALLAH; KAMAL, 2021;
PESSOA et al., 2022). Inclusive, possui um sistema radicular bem desenvolvido, que lhe
permite absorver agua e nutrientes do solo com grande eficiéncia, contribuindo para sua
capacidade de sobrevivéncia em regides de seca e baixa umidade (ALMEIDA et al., 2019;
MARQUES et al., 2017).

Além disso, a palma forrageira possui um alto valor energético em sua composi¢ao, com
66-74% de nutrientes digestiveis totais e 59-73% de carboidratos ndo fibrosos. Apresenta
também uma elevada digestibilidade (69-78%) e uma grande capacidade de reserva hidrica
(80% com base na matéria seca). Podendo ser incorporada na alimentagdo de ruminantes na
forma de farelo desidratado, pastejo ou até mesmo picada (MAGALHAES et al., 2021;
MARQUES et al., 2017; SOARES; ALBUQUERQUE; SILVA, 2021) .

Neste contexto, a palma surge como reserva forrageira utilizada na pecuaria regional
nordestina para alimentar o gado leiteiro durante a época de seca. Essa forrageira apresenta a
maior producdo de matéria fresca em comparacao a outras plantas forrageiras e ndo precisa ser
armazenada como silagem ou feno, mantendo seu valor nutritivo durante o periodo de estiagem
(LIRA et al., 2009; SILVA & SANTOS, 2006).

Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, no ano de
2017, o Brasil produz cerca de 3,6 milhdes de toneladas de palma forrageira em 126.925
propriedades rurais. Desse total, 99,8% sdo provenientes da regido Nordeste, além de areas do

Norte de Minas Gerais e Espirito Santo. Entre os principais Estados produtores, destacam-se
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Sergipe, Alagoas, Rio Grande do Norte e Ceard, com Bahia liderando a producéo (1,5 milh&o
de toneladas), seguida pela Paraiba (742 mil toneladas) e Pernambuco (481 mil toneladas)
(IBGE, 2017)

A produtividade da palma forrageira € influenciada por diversos fatores, entre eles a
fertilidade do solo, 0 manejo e a densidade de plantio. Aumentar o nimero de plantas por area
pode ter impactos significativos na producdo de biomassa e na concentragdo de nutrientes
disponiveis (DANTAS NETO et al., 2020). Isso ocorre porque, com 0 aumento da densidade
de plantio, a competi¢do por recursos como agua, luz e nutrientes se intensifica. Por isso, é
importante realizar um manejo adequado e garantir uma boa fertilidade do solo para maximizar
a produtividade da palma forrageira (LIMA et al., 2018; SOUZA et al., 2017).

Desta forma, a relacdo entre meio ambiente, técnicas de manejo e as caracteristicas
genéticas das plantas afeta tanto a estrutura da palma forrageira, como o rendimento do cladédio
(MATOS et al., 2020). Por meio disso, faz-se necessario entender quais sdo os efeitos diretos e
indiretos e a correlacdo existente entre produtividade e as caracteristicas estruturais e funcionais
da mesma, a fim de identificar quais sdo as possiveis caracteristicas genéticas e
morfofisioldgicas que afetam a producao, uma vez que essa correlacdo se da por meio de fatores
genéticos e ambientais (DUBEUX et al., 2015; SILVA et al., 2010).

2.2 RECURSOS GENETICOS

Recursos genéticos em plantas referem-se ao conjunto de materiais de origem vegetal
que possuem valor real ou potencial para a agricultura, a alimentacdo e a preservacdo da
biodiversidade. Isso inclui sementes, mudas, tecidos, DNA e qualquer outra parte da planta que
contenha informacao genética e possa ser utilizada para 0 melhoramento genético, conservacao
e adaptacdo de culturas a diferentes condi¢cdes ambientais (COSTA; SPEHAR; SERENO,
2012).

Além disso, sdo fundamentais para selecionar e melhorar culturas agricolas, oferecendo
uma ampla gama de materiais genéticos, como variedades tradicionais de plantas cultivadas e
seus parentes silvestres (HASAN; ABDULLAH, 2015; SANCHEZ et al., 2023a). Esses
recursos sdo valiosos também por fornecerem informac6es sobre genes especificos e suas
funcdes (PRIYANKA et al., 2021). Além disso, eles oferecem a variabilidade genética
necessaria para o desenvolvimento de novas cultivares e para a preservacao e transmissao de

caracteristicas de interesse, como alta produtividade, maior qualidade nutricional e resisténcia
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a estresses abiGticos (como a seca) e bidticos (como o ataque de pragas e doencas) (PADUA,;
ALBUQUERQUE; MELLO, 2020).

As abordagens utilizadas para estudar esses recursos incluem a caracterizacao
morfologica e molecular das plantas, a analise de marcadores genéticos e a analise de
sequéncias de DNA (ALMEIDA et al., 2019; SALGOTRA & ZARGAR, 2020; SILVA et al.,
2018). As atividades relacionadas aos recursos genéticos sdo compostas de quatro pontos
importantes: enriquecimento, caracterizacdo, conservacdo e documentacdo, sendo essenciais
para otimizar o uso imediato do germoplasma (CARVALHO et al., 2020; PRIYANKA et al.,
2021). Essas atividades tém se mostrado fundamentais, especialmente no desenvolvimento de
cultivares mais produtivas, de qualidade superior e resistentes a doengas, além de contribuir
para a conservacao de recursos genéticos que correm risco de extin¢do e que poderao ser Uteis
para o desenvolvimento agricola a longo prazo (KATNA; SOOD, 2015; YADAV et al., 2024).

Para a conservacdo dos recursos genéticos em plantas, existem duas estratégias
principais: a conservagao in situ, que visa proteger os habitats naturais das plantas em seus
locais de origem, e a conservacgao ex situ, que envolve a coleta, 0 armazenamento e 0 uso dos
recursos genéticos em bancos de germoplasma (DAR et al., 2020; LEDIG, 1986). Ambas as
estratégias sdo essenciais para garantir a disponibilidade e a diversidade genética das plantas,
bem como a preservacio das espécies (PADUA et al., 2020).

Nesse contexto, os bancos de germoplasma desempenham um papel crucial, pois séo
responsaveis por conservar o germoplasma e a informacdo genética presente em cada planta
(ENGELS, 2003; SILVA et al., 2018). Esse material genético é fundamental para promover o
estudo da diversidade genética, a selecdo de plantas, hibridacdo, alteracdo cromossémica e o
uso de ferramentas de biotecnologia (BLACKBURN, 2018; NGUYEN; NORTON, 2020).

Ademais, a conservacao e 0 uso sustentadvel dos recursos genéticos de plantas sdo
essenciais para garantir a seguranca alimentar e o desenvolvimento sustentavel em todo o
mundo (HASAN; ABDULLAH, 2015; MCCOUCH, 2004). Nos programas de melhoramento
de plantas, informac6es sobre a diversidade genética dentro de uma espécie sdo fundamentais
para 0 uso racional dos recursos genéticos, ja que tais estudos se baseiam em caracteres

morfol6gicos de natureza qualitativa ou quantitativa (LAVIOLA et al., 2010).

2.3 CARACTERIZACAO DO GERMOPLAMAS VEGETAL

A caracterizacdo do germoplasma vegetal € essencial para fornecer dados sobre as

caracteristicas dos acessos, possibilitando sua classificagdo e estimativa da diversidade
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genética. Este processo envolve a mensuracdo e documentacdo de caracteristicas herdaveis das
plantas, permitindo a identificacdo de variacOes genéticas e a selecdo de genoétipos desejaveis
para programas de melhoramento (DUDHE et al., 2020; SINGH et al., 2016). Além de ampliar
a visibilidade e agregar valor ao material bioldgico das colecdes, a caracterizacdo contribui para
0 avango da pesquisa cientifica, tanto no &mbito nacional quanto internacional, e estimula o uso
publico das informacdes cientificas (CASTRO et al., 2022; NEFZAQUI et al., 2019a, 2019b).

Ferramentas como listas padronizadas de descritores para a caracterizacdo de colecdes
de germoplasma e estoques de reproducdo sdo cruciais para bancos de germoplasma e
melhoristas, pois possibilitam a comparacdo de dados entre diferentes colecdes e ensaios,
utilizando um formato internacionalmente acordado (FIGAS et al., 2018). As atividades de
caracterizacdo do germoplasma abrange aspectos agrondémicos, morfolégicos, bioquimicos e
moleculares, fundamentais para os programas de melhoramento. Esses aspectos permitem
identificar gendtipos promissores para uma variedade de usos, como alimentacéo,
ornamentacdo, producdo de fibras para a industria téxtil e entre outras aplicacdes (CASTRO et
al., 2022).

A caracterizacdo morfoldgica é realizada através da aplicacdo de descritores de plantas
de vérias espécies ou familias botanicas, que séo criados e/ou ajustados com base em espécies
agrondmicas previamente estabelecidas (CASTRO et al., 2022; NOSHITA et al., 2022). Esse
processo é fundamental para identificar caracteristicas valiosas, como a tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, alta produtividade e qualidade nutricional, que podem beneficiar o
desenvolvimento nacional e regional (KHLESTKINA & CHUKHINA, 2020). Além disso, a
caracterizacdo morfoldgica auxilia na deteccdo de acessos duplicados e na estruturagdo de
populagdes para fins de conservacdo (SANTOSO et al., 2024).

A avaliacdo de diferentes acessos de palma foi considerada fundamental por Dev et al.
(2024), uma vez que sua variacdo esta diretamente relacionada as condi¢des regionais, tornando
essencial a identificacdo do acesso mais adequado para cada localidade. Além disso, conforme
destacado por Marhri et al. (2024), o desempenho das espécies depende de sua adaptabilidade
a diversidade agroecoldgica.

Estudos sobre a variacdo genética em colecOes de germoplasma podem ser realizados
com base em caracteres morfologicos, tanto qualitativos quanto quantitativos. Para isso, é
possivel utilizar diversos métodos, sendo a escolha desses métodos determinada pela precisdo
desejada pelo pesquisador, pela facilidade de andlise e pela forma como os dados foram obtidos
(CARVALHO et al., 2003; LAVIOLA et al., 2011).
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A diversidade genética, essencial para o melhoramento das plantas, visto que, pode ser
investigada por métodos fenotipicos e moleculares. A anélise fenotipica baseia-se em
caracteristicas agronémica e morfoldgicas, enquanto a variacdo molecular foca em sequéncias
de DNA, possibilitando uma avaliacdo mais precisa e estavel (AGRE et al., 2019; FERREIRA
et al., 2007).

Nos ultimos anos, houve um grande avango no desenvolvimento de diversas técnicas
quimicas e moleculares voltadas para o estudo da diversidade genética. Enquanto os marcadores
bioquimicos sdo amplamente empregados no diagndstico de patdgenos, os marcadores de DNA
tém sido desenvolvidos e amplamente utilizados na identificacéo de espécies e populagdes, uma
vez que se baseiam no gendtipo do organismo, proporcionando maior estabilidade e menor
influéncia de fatores ambientais (MONDINI & PAGNOTTA, 2015; NAM et al., 2021). Essas
ferramentas sdo essenciais para a preservacdo e manejo da diversidade genética, além de
contribuir para a filogenia e evolucdo das espécies (MONDINI & PAGNOTTA, 2015; NAM
etal., 2021; SINGH & SINGH, 2015).

A elevada precisdo das técnicas moleculares possibilita a identificacdo de diferencas
genéticas entre individuos, mesmo na auséncia de divergéncias fenotipicas visiveis, expandindo
assim o potencial para medir o polimorfismo entre acessos de uma cole¢do (MERGULHAO et
al., 2012a). Ferramentas de marcadores moleculares baseadas em PCR, como polimorfismos
no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLPS), polimorfismos de DNA amplificado
aleatoriamente (RAPD) e repeticdes de sequéncia simples (SSRs), sdo amplamente empregadas
para detectar variacGes em sequéncias especificas de DNA. Com os avangos rapidos e continuos
na tecnologia de sequenciamento gendmico, tornou-se viavel obter e analisar as sequéncias de
DNA de todo 0 genoma dos organismos estudados (NAM et al., 2021; SINGH & SINGH,
2015).

Essas abordagens morfoldgicas e moleculares sdo particularmente importantes para a
conservagdo e o melhoramento da palma forrageira. A caracterizacdo genética da palma,
realizada por meio de marcadores moleculares, permite a identificacdo de variagdes hereditarias
e a avaliacdo de parametros genéticos que quantificam a diversidade genética dos acessos
preservados. Técnicas como o sequenciamento de DNA tém ampliado o alcance desses estudos,
possibilitando a analise do genoma de toda a cole¢do (SILVA et al., 2018; FERREIRA et al.,
2007). Ao focar na diversidade genética da palma forrageira, € possivel identificar genotipos
com caracteristicas desejaveis, como alta produtividade, resisténcia a doencas e pragas, e

auséncia de espinhos, fundamentais para o melhoramento da cultura (CUNHA, 2021).



24

Nesse contexto, a caracterizagcdo do germoplasma de espécies de Opuntia e Nopalea
torna-se um passo essencial para a sele¢do de gendtipos mais produtivos e adaptaveis ao uso
forrageiro. A andlise morfolégica e molecular dessas plantas permite a identificacdo da
variabilidade genética, essencial para a conservacdo e 0 manejo sustentavel dessas cactaceas,
além de favorecer programas de melhoramento genético para regides aridas e semiaridas (DEV
etal., 2024; NEFZAQUI et al., 2019a; OMAR et al., 2021). A preservacdo e o uso eficiente da
diversidade genética da palma forrageira sdo fundamentais para garantir a seguranca alimentar
e o desenvolvimento sustentavel das comunidades que dependem dessa forrageira para sua
subsisténcia(ALMEIDA et al., 2022; SILVA et al., 2020).

2.3.1 Métodos de Extracdo de DNA em Plantas

O sucesso de qualquer analise molecular, a extracdo de DNA genémico puro e de boa
qualidade € essencial. Apesar da variedade de metodologias disponiveis para o isolamento de
DNA de plantas, a pratica demonstra que esses procedimentos sdo frequentemente empiricos,
dada a consideravel variabilidade na composicdo dos tecidos vegetais. Consequentemente,
métodos convencionais de extracdo de DNA, embora simples, podem apresentar limitacdes de
reprodutibilidade entre diferentes espécies, exigindo adaptacfes e modificacdes para otimizar
a obtencdo de DNA adequado (KANG et al., 2023; LI; PARRIS; SASKI, 2020).

Essas dificuldades sdo amplamente atribuidas a variabilidade nos niveis de
polissacarideos, polifendis e outros metabdlitos secundarios presentes em diferentes espécies
vegetais. Tais compostos atuam como interferentes no processo de purificagdo do DNA,
comprometendo sua utilizacdo em andalises moleculares subsequentes. A semelhanca estrutural
entre esses componentes vegetais e 0s acidos nucleicos facilita a interferéncia dos metabolitos
secundérios e polissacarideos no isolamento do DNA total (ABOUL-MAATY; ORABY,
2019).

Diversos métodos tentaram resolver esses desafios, mas frequentemente esses métodos
dependem de longos tempos de incubagdo tanto durante a lise inicial do tecido quanto
posteriormente para a precipitacdo do DNA com alcool, adicionando tempo consideravel ao
processo. Mesmo ap6s a obtencdo de DNA suficiente, a remocao adicional de compostos
contaminantes as vezes é necessaria (MAVRODIEYV et al., 2021). Os protocolos de extragdo
de DNA baseados em brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) sdo, em sua maioria,
especificamente adaptados para atender & composicdo bioquimica Unica de cada espécie vegetal
(ABOUL-MAATY; ORABY, 2019; WANG et al., 2012).
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Kits comerciais de extragdo de DNA como o0 DNeasy Plant Mini e o Kit da Qiagen séo
populares na pesquisa vegetal pela conveniéncia e producdo de DNA de alta pureza para
analises moleculares, facilitando o uso e reduzindo o tempo de processamento, especialmente
em laboratdrios com alto volume ou foco em aplicagdes sensiveis; contudo, seu custo elevado
por extragdo pode ser limitante para grandes estudos, e em plantas ricas em compostos
secundarios complexos, podem n&do oferecer o mesmo rendimento de DNA total que métodos
personalizados otimizados para a bioquimica especifica da planta (ABDEL-LATIF; OSMAN,
2017; MARINCEK; WAGNER; TOMASELLO, 2022).

Entre os métodos inovadores para extracdo de DNA em plantas, destacam-se 0 método
enzimatico, que emprega carboidrases para a completa digestdo das paredes celulares,
demonstrando eficacia em diversas espécies e potencial para automacdo em aplicacdes de alto
rendimento (MANEN et al., 2005); o método de extracdo com liquidos ibnicos, que promove a
lise celular e a remocdo do DNA de maneira rapida e com minima manipulacédo, dispensando
etapas adicionais de purificacdo (SILVA et al., 2023). Métodos baseados em TRIzol,
particularmente quando combinados com reagentes e técnicas complementares. Essa
abordagem robusta oferece adaptabilidade para diversas espécies vegetais, tornando-se uma
ferramenta valiosa para facilitar estudos genéticos e moleculares, principalmente voltados para
extracdo de RNA e DNA (JORDON-THADEN et al., 2015; MENG; FELDMAN, 2010).

2.4 MELHORAMENTO GENETICO VEGETAL DA PALMA FORRAGEIRA

O melhoramento de plantas surgiu com o inicio da agricultura. Na verdade, é dificil
afirmar se a agricultura incentivou os primeiros agricultores a melhorar as plantas, ou se ambos
evoluiram simultaneamente, com o objetivo de aprimorar a qualidade e a produtividade das
culturas domesticadas pelos humanos (BOREM; MIRANDA; FRITSCHE-NETO, 2021;
RANJITHKUMAR et al., 2022). A base primordial de qualquer programa de melhoramento
genético comeca com o banco de germoplasma. O principal objetivo desses bancos é resgatar
populagdes que se extinguiram, preservar importantes caracteristicas bioldgicas ou espécies que
correm risco de extingdo (SACHS, 2009; SEHGAL et al., 2015).

Para que o melhoramento genético seja efetivo, é essencial que esteja fundamentado em
bases genéticas solidas, especialmente quando a espécie ja foi aprimorada em certo grau e ha
recursos limitados, como area geografica e pessoal técnico/cientifico (OLIVEIRA, 2011,
SANCHEZ et al., 2023b). A identificacdo, com base em valores fenotipicos, dos individuos


https://consensus.app/results/?q=diferentes%20m%C3%A9todos%20de%20extra%C3%A7%C3%A3o%20de%20DNA%20de%20plantas%20&pro=on&lang=pt#result-1
https://consensus.app/results/?q=diferentes%20m%C3%A9todos%20de%20extra%C3%A7%C3%A3o%20de%20DNA%20de%20plantas%20&pro=on&lang=pt#result-1

26

com valores genotipicos desejaveis e a maior concentragdo de alelos favoraveis, € crucial para
alcancar o sucesso em um programa de melhoramento (CRUZ, 2005; OLIVEIRA, 2011).

O processo de melhoramento genético da palma forrageira desempenha um papel crucial
em todas as suas etapas, desde a escolha dos genitores e dos métodos de cruzamento até a
selecdo dos individuos resultantes e a selecéo clonal nas fases subsequentes. Nas etapas finais,
o0s clones sdo validados em diferentes ambientes de producdo, permitindo a identificacdo dos
individuos com alto valor genético (PAIXAO et al., 2011). Para isso, cruzamentos e
autopolinizacdes controladas, realizados por meio da manipulagéo floral, sdo comuns. Esses
métodos visam manter uma ampla variedade genética disponivel para uso futuro, incluindo a
pesquisa e o desenvolvimento de forragem de qualidade semelhante as variedades cultivadas
(ALMEIDA et al., 2022; ALMEIDA; SOUZA; BATISTA, 2019).

Além disso, entre as técnicas moleculares utilizadas para caracterizar a palma forrageira,
0 uso de marcadores moleculares contribui para a compreensdo da variabilidade genética da
espécie, identificando polimorfismos genéticos e permitindo a avaliacdo da redundancia e das
deficiéncias nas colecdes de germoplasma (MERGULHAO et al., 2012).

O programa de melhoramento da palma forrageira, quando comparado aos de culturas
de maior importancia econdmica, ainda é bastante incipiente. No entanto, atualmente existem
diversos programas dedicados a essa cactacea em varias partes do mundo, com diferentes
objetivos de pesquisa, inclusive forrageiro (SANTOS et al., 2005). Paises como Italia, Estados
Unidos, México e Brasil tém desenvolvido programas de melhoramento genético para a cultura
da palma (MONDRAGONS; CHESSA, 2018). Nas Ultimas décadas, genétipos de
germoplasma de cactos provenientes de colonias silvestres, pomares, cercas, jardins, campos
agricolas e plantacdes comerciais tém sido conservados em instituicbes no México, com 0
objetivo de analisar a variacdo fenotipica e genética, visando a conservacdo da espécie e ao
desenvolvimento de variedades melhoradas (PENA-VALDIVIA et al., 2008).

O Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), no Brasil, tem um longo histérico de
pesquisa na area da palma forrageira, conduzindo estudos ha mais de seis decadas. Suas
pesquisas abrangem desde a conservagao dos recursos genéticos (manutencdo do Banco Ativo
de Germoplasma) e o melhoramento genético da palma forrageira até a avaliacdo de seu valor
nutritivo como alimento para animais (ALVES & SANTOS, 2024). Em parceria com a
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), o instituto preserva, de forma in vivo,
mais de 1.169 acessos, composta por clones resultantes de cruzamentos e selecdo, além de

espécies coletadas em diversas regides do Brasil e do mundo. Essa cole¢do tem como objetivo
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ampliar a oferta de cultivares mais produtivas e adaptadas a diferentes condicGes de cultivo
(MACEDO et al., 2020).

Contudo, o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do IPA ainda ndo esta completamente
caracterizado e catalogado em sua plenitude, o que dificulta a utilizacdo de seus acessos nos
programas de melhoramento. Isso ocorre principalmente porque ainda se sabe pouco sobre a
complexidade e diversidade morfolégica do BAG. Vale ressaltar que a relacdo entre o ambiente,
as técnicas de manejo e as caracteristicas genéticas e morfoldgicas afeta tanto a estrutura da
planta quanto o rendimento do cladédio (MATOS et al., 2020).

Desta forma, a compreensdo da distribuicdo da variabilidade genética entre as diferentes
variedades, aliada a identificacdo de gendtipos promissores por meio de analises morfoldgicas
e moleculares, contribui para acelerar o processo de melhoramento genético, permitindo a
adaptacdo da cultura as novas demandas ambientais e climéaticas. (ALMEIDA et al., 2019;
SILVA et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL
Caracterizar morfologicamente e molecularmente 80 acessos de palma dos géneros

Opuntia e Nopalea provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Palma Forrageira

da Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

3.2 ESPECIFICOS
e Caracterizar e descrever morfologicamente 80 acessos de Palma Forrageira dos géneros

Opuntia e Nopalea do BAG-IPA através de caracteres fenotipicos;

e Caracterizar e descrever molecularmente 80 acessos de Palma Forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea do BAG-IPA através dos marcadores moleculares SSR;

e Identificar variacdes e particularidades que contribuam para a caracterizacdo do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do IPA;

e Alimentar os dados morfolégicos e moleculares na base de dados do Banco de
Germoplasma da Palma Forrageira dos Sistema Nacional de Recursos Geneticos
(SisGen).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO
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O estudo foi desenvolvido no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Palma
Forrageira, instalado, in vivo, na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de
Pernambuco — IPA (Figura 1), localizada no municipio de Arcoverde, transicdo entre o Agreste
e o Sertdo de Pernambucano, Brasil, com latitude de: 8°25°15°” S e longitude de: 37°03°41"’
O, em uma altitude de cerca de 664 metros. A regido apresenta precipitagdo pluvial média de
cerca de 798,1 mm, sua classificacdo quanto ao clima € de tropical semiarido, com temperatura
média em torno dos 22,9 °C e umidade relativa do ar de 69,6% (INMET - INSTITUTO
NACIONAL DE METEOROLOGIA, 2024).

Figura 1. Mapa de localizacdo da area do experimento Caracterizagdo Fenotipica de Acessos do Banco
Ativo de Germoplasma de Palma Forrageira, na estagdo experimental do Instituto Agronémico de
Pernambuco-IPA em Arcoverde, Pernambuco, Brasil, 2025.
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O solo predominante na area é o Neossolo Regolitico Eutrofico Solédico com textura
franco arenosa, com relevo que varia de plano e suavemente ondulado (SANTOS et al., 2018).
Situada na BR 232, km 253, a estacdo experimental do IPA é voltada principalmente para
pesquisas relacionadas ao melhoramento genético da palma forrageira e a criacdo de animais
100% puro sintético da raca Girolando.

4.2 DESIGN E TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS
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Durante o experimento, 0 BAG apresentava uma area total de 540 m?, com 290 acessos
de palma forrageira, sendo 261 do género Opuntia e 29 do género Nopalea para fins forrageiros,
mais 82 do género Opuntia como frutifera. Cada acesso era composto por quatro plantas
representativas, que se encontravam dispostas em espacamento de 1,8m entre fileiras e 0,5m
entre plantas, independente do género.

O designer experimental adotado foi em arranjo individualizado, no qual cada planta,
representou um acesso Unico de palma forrageira, constituindo uma unidade experimental

isolada sem repeticdo (Figura 2), onde utilizou-se de analise de estatistica ndo paramétrica.

Figura 2. Croqui do ensaio experimental dos acessos Palma Forrageira, provenientes do BAG da
Estacdo Experimental de Arcoverde do Instituto Agrondmico de Pernambuco em Arcoverde,
Pernambuco, Brasil, 2024.
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Fonte: Autora, 2015

4.3 PROCEDIMENTOS DE CONDUCAO EXPERIMENTAL

O BAG ¢ conservado de maneira in vivo, no qual as plantas estdo dispostas em sistema
de sequeiro, enumeradas com piquetes a partir da identificagcdo de cada acesso. Os principais
tratos culturais, consistem no controle de plantas invasoras, fazendo-se uso do controle
mecanico por meio de capina manual, enquanto o controle de pragas, € realizado a partir da
limpeza individual das plantas com uso de escovas em cada acesso que seja suscetivel ao ataque
da cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae) e cochonilha de escama (Diaspis echinocacti).

A implantagédo do BAG foi realizado no ano de 2022, ndo sendo realizado nenhum

manejo de corte. As avaliagdes morfologicas foram realizadas em duas épocas, no inicio de
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agosto de 2023 e posteriormente em marco de 2024, onde foram avaliados 80 acessos com 24
meses de idade, sendo 70 do género Opuntia e 10 do género Nopalea (Tabela 1). Durante o
periodo experimental, considerou-se as condi¢des meteoroldgicas como precipitacao,
temperatura e umidade, segundo dados do INMET 2023 e 2024 (Figura 3).

Figura 3. Precipitacdo, temperatura e umidade durante o periodo experimental no BAG da Estacéo
Experimental de Arcoverde do Instituto Agronémico de Pernambuco em Arcoverde, Pernambuco,
Brasil, 2024,
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Fonte: INMET (2023- 2024).

Tabela 1. Acessos de Palma Forrageira do BAG/IPA em Arcoverde — PE, Brasil, avaliados no
experimento Caracterizacdo Fenotipica de Acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Palma
Forrageira. 2023-2024.

N° do N° do
Acr:esso Nome Género Origem Acr:egso Nome Género Origem
BAG BAG
Redon. X
08 OEMIPA Opuntia *2 83  IPA-G8/T30F1 Opuntia A%
Brasil Brasil
16 C1

14 O opuntia M g IPA-98/T27F3  Opuntia
Forrageiro Mexico Brasil
Blanco San . FAM IPA (Jeska) — IPA-
15 Pedro (F24) Opuntia México ol Cl4 Nopalea Brasil
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IPA-
O.E.A. IPA : IPA- IPA (Jeska) — .
16 15 C6 Opuntia Brasil 96 C18 Nopalea Brasil
. . UACH- . IPA-
17 Politlan (F9) Opuntia Mexico 99 IPA-98/T6F5  Opuntia Brasil
Orelha de
Copena V1 . UACH- Elefante . .
19 (F2) Opuntia Mexico 100 Mexicana Opuntia México
(\Variedade)
. . UACH- Amarillo Milpa .
20 Atlixco (F4) Opuntia Mexico 101 Alta (s) Opuntia USA
F21 IPA- IPA-
21 Melhorada Nopalea Brasil 107 IPA-98/T37F6 Opuntia Brasil
IPA 15-21
. UACH- IPA (Jeska) — IPA-
22 CopenaF1  Opuntia Mexico 114 C19 Nopalea Brasil
F8 IPA-
23 Melhorada Opuntia él:;ﬁ;n 122 IPA (égsika) ~ Nopalea Brasil
IPA 15-C8
Tobarito . UACH- IPA (Jeska) — IPA-
24 (F6) Opuntia Mexico 125 C23 Nopalea Brasil
Blanco
25 Michoacdn  Opuntia UACH- 129 V-19Clone 8 Nopalea IPA-
Mexico Brasil
(F8)
26 IPA90-73 Opuntia 2 133 IPA-98/T43F6 Opuntia A%
Brasil Brasil
. IPA/ Chile Fruit . .
31 Redonda  Opuntia México 136 Melhorada Opuntia Meéxico
33 IPA90-92 Opuntia T2 138 IPA-98/T6F6 Opuntia A\
Brasil Brasil
34 IPAQ0-18 Opuntia A 142 IPA-98/T24F6 Opuntia oA\
Brasil Brasil
35  Algerian  Opuntia Meéxico 148  IPA-98/T27F7 Opuntia I_l,F;aAs\;I
: . IPA- . IPA-
36 Gigante Opuntia Brasil 149 IPA-98/T22F7 Opuntia Brasil
38 IPA90-155 Opuntia 2 161  IPA-98/T35F10 Opuntia 2
Brasil Brasil
IPA 94 — . IPA- . IPA-
39 Clone 20 Opuntia Brasil 170 IPA-98/T18F8 Opuntia Brasil
40  IPA90-75 Opuntia 2, 173 IPA-98/T33F8 Opuntia o 2
Brasil Brasil
41 IPA90-106 Opuntia °AT 174  IPA-98/T35F8 Opuntia A\
Brasil Brasil
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42 IPA90-111 Opuntia 2, 180  IPA-98/T3IF5 Opuntia . 2
Brasil Brasil
IPA 94 — IPA- . IPA-
43 Doce Mitida Nopalea Brasil 183 IPA-98/T13F5 Opuntia Brasil
45  IPA90-156 Opuntia 2% 186  IPA-98/T33F9 Opuntia . 2\
Brasil Brasil
Orelha de
48 Blefante 5 intia  México 188 IPA-98/T61FL1 Opuntia A%
Mexicana Brasil
(F16)
Blanco San . " . IPA-
50 Pedro (V19) Opuntia Mexico 190 IPA-98/T26F11 Opuntia Brasil
Chile Fruit/ . . IPA-
51 1317 Opuntia  USA 195 IPA-98/T30F3 Opuntia Brasil
O.EM IPA. IPA-
53 Melhorada Opuntia Brasil 197 IPA-98/T53F3 Opuntia Brasil
IPA 14 C2
IPA- . IPA- . IPA-
58 98/T20F4 Opuntia Brasil 205 IPA-98/T12F6 Opuntia Brasil
59 orelhade \ooolea  Brasil 228 IPA-98/T16F11 Opuntia T2
Onca Brasil
60 IPAOB/TBF2 Opuntia 2 250  IPA-98/T25F11 Opuntia oA
Brasil Brasil
IPA- : IPA- . .
61 98/T33F2 Opuntia Brasil 276 Chilean/1313  Opuntia USA
OEM IPA- Marmillon
63 Melhorada Opuntia  Brasil 277 Fodder/1311 Opuntia USA
IPA-14 C3
64  IPA-98/T7F2 Opuntia 2. 280  IPA-98/T3F2 Opuntia A%
Brasil Brasil
IPA- . IPA- . IPA-
65 98/T12E2 Opuntia Brasil 282 IPA-98/T28F1 Opuntia Brasil
IPA- . IPA- . IPA-
66 98/T27E4 Opuntia Brasil 283 IPA-98/T22F6 Opuntia Brasil
O.EM IPA- UACH
76 Melhorada Opuntia  Brasil 295 CopenaVVl  Opuntia México
IPA-14 C1
IPA- . IPA- Nopalea o
78 98/T12F1 Opuntia Brasil 301 Uruapan Nopalea México
IPA- . IPA- Liso M. Aleman . o
81 98/T25E1 Opuntia Brasil 304 (V23) Opuntia México

4.4 AVALIACOES MORFOLOGICAS
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Para a realizacdo da coleta de dados referente a caracterizacdo morfoldgica dos 80
acessos foi utilizada a metodologia descrita pelo Manual Gréfico para Descri¢do de Variedade
Nopal Tunero e Xoconostle (Opuntia spp.) (GALLEGOS-VAZQUEZ et al., 2005). As
caracteres morfologicos utilizadas para avaliacdo das plantas foram: a) nimero de cladddios
totais por planta (TC); b) altura da planta (ALT, cm); c) largura da planta (LAG, cm); d) habito
de crescimento (HBC, rasteiro, ereto, estendido); f) nimero de frutos (NFRT); g) diametro do
fruto (DMF, cm), h) namero de flores (NFL), e i) coloracdo das flores (CFL, i.e., amarelo
esverdeado, amarelo, marrom amarelado, laranja, laranja avermelhado). Quanto aos parametros
morfolégicos destinados ao claddédio avaliou-se: a) comprimento médio do cladédio (CMC,
cm); b) largura do cladédio (LMC, cm); c¢) espessura do cladodio (EMC, cm); d) forma do
cladodio (FC, orbicular, obovada ou espatulada); €) curvatura do cladodio (CVT, presenca ou
auséncia); f) numero de aréolas no cladodio (NA) e j) nimero de espinhos por aréolas (NE).

Além disso, a altura foi mensurada com auxilio de uma fita métrica, medindo-se rente
ao solo até o cladddio mais alto, a largura foi medida utilizando-se como referéncia o sentido
leste — oeste da planta. Para mensuracdo da largura e comprimento de cladédios utilizou-se de
uma fita métrica e para afericdo da espessura do cladodio e diametro do fruto o paquimetro
(Figura 4 e 5) Os dados referentes as mensuragfes do cladodio foram coletadas com base nos
valores obtidos em um cladddio selecionado aleatoriamente de cada ordem presente na planta.
Posteriormente, realizou-se uma média dos valores coletados, a fim de trazer uma maior

representacdo da planta em relacdo aos seus cladddios.
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas relacionadas a altura de planta (A) e largura de planta (B),
avaliadas nos 80 acessos de palma, 70 do género Opuntia e 10 do género Nopalea. Arcoverde - PE,
Brasil, 2023-2024.

Fné: Autora,~225

Figura 5. Caracteristicas morfol6gicas relacionadas ao cladddio referente ao seu comprimento, largura
e espessura (A e B) e mensuragdo do diametro do fruto (C), avaliadas nos 80 acessos de palma, 70 do
género Opuntia e 10 do género Nopalea. Arcoverde - PE, Brasil, 2023-2024.

Fonte: Autora, 2025

Para as avaliacGes referente a numero de cladddios, frutos, flores, aréolas e espinhos

foram realizados através do método de contagem. As varidveis referentes ao habito de
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crescimento, curvatura, forma do cladodio e coloracdo das flores foram avaliadas a partir
observagéo visuais conforme descrito por Gallegos-Vazquez et al. (2005), (Figura 6 e 7).

Figura 6. Caracteristicas morfol6gicas relacionadas ao Habito de Crescimento: A- Rasteiro, B-
Estendido e C- Ereto, e Coloracdo das Flores (D- Amarelo e E- Laranja Avermelhado), avaliadas nos
80 acessos de palma, 70 do género Opuntia e 10 do género Nopalea. Arcoverde - PE, Brasil, 2023-2024.
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Fonte: Autora, 2025.

Figura 7. Caracteristicas morfoldgicas relacionadas a forma do cladddio: A - Obovada, B- Orbicular e
C- Espatulada, avaliadas nos 80 acessos de palma, 70 do género Opuntia e 10 do género Nopalea.
Arcoverde - PE, Brasil, 2023-2024.

4.5 AVALIAQAO MOLECULAR
4.5.1 Coleta do material vegetal e assepsia
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Para a realizacéo das analises moleculares foram coletadas raizes de 80 acessos de palma
forrageira provenientes do BAG de Arcoverde — PE, no qual foram colocados em sacos de papel
e identificados com base em seu cddigo de cadastro no IPA e seu numero de identificacdo no
BAG em campo. Em seguida, as raizes foram levadas a sede do IPA em Recife — PE, onde
foram submetidas a um processo de assepsia pela imersao em solucéo de hipoclorito de sodio
2%, por 3 minutos, lavados por trés vezes em agua destilada esterilizada, segundo as
recomendacdes de Mergulhdo et al. (2012), (Figura 8). Apds 0 processo de assepsia, as raizes
foram mantidas em estufa a 60°C por um periodo de 48 horas.

Fonte: Autora, 2025.

4.5.2 Extracdo e Quantificacdo do DNA Gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando trés técnicas distintas, sendo elas:
1) Kit de extracdo de DNA comercial da Norgen Biotek, seguindo as recomendacdes do
fabricante; 2) Protocolo de extracdo de DNA de plantas de Doyle & Doyle (1987); e por fim 3)
Protocolo de isolamento de DNA com Trizol Invitrogen™., O processo de extracdo consistiu
das seguintes etapas:

e Lise das amostras e Precipitagdo do DNA

Todas as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, onde o pd obtido da
maceracao foi colocado em tubos tipo eppendorf de 1,5-2mL (Figura 9), e posteriormente foram
adicionados os reagentes de acordo com cada protocolo, para a metodologia proposta por Doyle
& Doyle (1987) utilizou-se o CTAB acrescentado de b-mercaptoetanol, enquanto o Kit de

extracdo de DNA Norgen Biotek foi utilizado os reagentes disponibilizados pelo proprio
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fabricante, e por fim, foi feita a extracdo de DNA utilizando o reagente Trizol Invitrogen™,
todos passaram pelo processo de homogeneizacdo do lisado, seguidos para a etapa
centrifugacdo (Figura 10).

Figura 9. Processo de maceracéo das raizes de Palma Forrageira. Recife-PE, Brasil, 2024.

Fonte: Autora, 2025.

Figura 10. Isolamento de DNA pelo Protocolo Doyle & e Doyle (A); Kit de Extracdo da Norgen Biotek
(B) e Protocolo Trizol (C). Recife-PE, Brasil, 2024.

Fonte: Autora, 2025.

e Limpeza do DNA

Pelo protocolo Doyle & e Doyle (1987) esta etapa consiste da incubacao da solugéo a
65°C por 10min, onde tubos foram suavemente invertidos a cada 3 min. Posteriormente, foram
adicionados 900uL de cloroférmio-isoamilico (24: 1), em seguidaas amostras foram entdo
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centrifugadas por 10 min a 14.000 rpm por min, onde posteriormente foram aliquotas
600/700uL do sobrenadante, o qual foi transferido para novos tubos e adicionado novamente
de 900uL de cloroférmio isoamilico (24:1). As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min
a 14.000 rpm.

Para a limpeza pelo Kit da Norgen Biotek, a solugéo de lavagem foi disponibilizadapelo
fabricante, a qual foi centrifugada por 1 a 10.000rpm por min junto com o sobrenadante da
etapa anterior, esta etapa foi repetida duas vezes e finalizada com o giro de 2 min por 14.000 rpm
para secar completamentea resina no tubo de eppendorf.

Com o protocolo utilizando Trizol Invitrogen™ o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
citrato de sodio 0,1 M em etanol a 10%, pH 8,5, por 1 mL de reagente usado paralise (Trizol),
logo a ap6s 0 mesmo foi incubado durante 30 minutos, misturando ocasionalmente por inversao
suave, em seguida o mesmo foi centrifugado durante 5 minutos a 2000 x g a 4°C, onde houve
0 descarte 0 sobrenadante com micropipetador, etapa essa repetida por duas vezes, por fim foi
realizado mais uma centrifugar com duracgao de 5 minutos a 2000 x g a 4°C, seguida do descarte

0 sobrenadante com micropipetador e secagem ao ar o pellet de DNA por 5 — 10 min.

e Eluicdo do DNA

Para eluicdo do DNA pelo Kit da Norgen Biotek, foi adicionado o tampéo de elui¢do
disponibilizado pelo fabricante, onde o mesmo foi incubado por 1 min em temperatura
ambiente, apos este processo 0 mesmo foi centrifugado durante 1 min a 10.000 rpm, foi
observado um volume eluido (DNA), foi armazenado em uma temperatura de 2-8°C por alguns
dias.

Para o protocolo de Doyle e Doyle (1987) asolucéo liquida foi entdo liberada, DNA pellet
lavado com 700 pL de etanol 70% para eliminar residuos de sal aderidos ao DNA e centrifugado
por 10 min a 14.000 rpm. Em seguida, 0 mesmo foi colocado para secar por aproximadamente,
1:30/2h, com os tubos invertidos sob papel de filtro, a temperatura ambiente, por fim o pellet
foi entéo ressuspenso em 50 uL. de agua Mili-q ou agua ultra pura e armazenada a -20°C.

Por fim, para o protocolo do Trizol Invitrogen™ foi realizado a ressuspenséao do pellet
em 0,3-0,6 mL (300uL- 600uL) de NaOH 8 mM pipetando para cima e para baixo, seguido
para centrifugacdo durante 10 minutos a 12.000 x g a 4°C para remover materiais insoluveis.

A quantificacdo do DNA foi realizada pelo espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermofisher
Scientific), em ng/uL, além de observar a pureza da amostra do DNA e a presenca de proteinas,

carboidratos e fendis. Os valores de DNA acima de 100 ng/uL foram diluidos para 50 ng/uL
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em agua ultra pura esterilizada, para que fosse utilizado nas etapas posteriores. Além disto,
também foi verificado os valores da razdo A260/280 e A260/230, importantes para detectacdo

da pureza e qualidade do DNA.

4.5.3 Amplificacdo das amostras de DNA

Para a amplificagdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase-PCR, utilizou-se de 10 pares
de marcadores SRR, conforme é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores de repeticdo de sequéncia simples (SSR) usados para analisar a
diversidade de 80 acessos de Palma Forrageira. 2024

Marcador Primer Direto (5’ - 3°) Primer Reverso (3°-5)

Opuntia9 CTAGGCTTCATCCCACATTAGG TCCAAATTCACCTCCTCTGC

Opuntia 12 TAATCTTATTCTCAGGTCAGTTAC GGTATCTTGTTATTCGTTCG

Opuntia 5 TATGCACAAAGCACCATGC CCAACCATACCAACTGTACTGAC

Opuntiall  CCTACACCTGCTGCCAATC CGAGACAAACATCAGAGGAG
Opuntial3 CCAAATACCCAGCCCATAC CGAGAACCTAACTTCCGATG
Opuntia3  GTGAGTGCCCAGATGAAACT  TCCTCAACTTTATTGTAGCAAGAG
Ops. 9 AACTGCCTCACACGAGTTCC GCTACGAAATCTGCCGAGTC
Ops. 24 TCCTTCCATTTCCACCACAC CAAGACCCCTCATTCCAAAG
Opufic 10 GGGCTTTCAACGATGCTG TGAGGCTTTACATGGCACAC

Opufic14 AATTGACCTCTTCACGTTATGC GAGAAAGTGAGGCAGACAACG

Fonte: Erre et al. (2009) e Nefzaoui et al. (2019)

A amplificagdo por PCR, foi realizada para um volume final de 25 pL, sendo composto
de 20 uL de Mix (tamp&o 1X + 0.2 mM dNTP’s + 1 uMdo primer + 1 U de DNA Taq polimerase
+ H20 deionizada esterilizada) e 5 uL de DNAgenémico (50 ng) da amostra. O ciclo de
amplificagéo foi realizado em um termociclador, segundo as recomendagdes de Nefzaoui et al.
(2019), com as seguintes temperaturas: um ciclode 5 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 95°C
por 1 min; 55°C por 1 min (a temperaturade anelamento foi ajustada de acordo com a
temperatura de fusdo dos primers) e 72°C por 1,5 min. O ultimo ciclo foi seguido por uma
incubacéo final a 72°C por 5 min e os produtos de PCR foram armazenados a 4°C antes da
analise. Posteriormente, os possiveis fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel

de agarose a 2% emtampdo TBE (tris base, acido bérico e EDTA) em corrente elétrica de 80 V,
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por aproximadamente 2 horas, corados em Sybr green-based do fabricante Thermo Fisher

Scientific e visualizados em um transluminador UVA.

4.6 TRATAMENTOS DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados morfolégicos foram submetidos a analise de correlacdo a partir dos
componentes principais de Pearson (PCA), seguidos da andlise de Cluster multivariada com
base no agrupamento hierarquico aglomerativo, utilizando-se o0 método UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method using Arithmetic Averages). Os dendrogramas foram criados a partir do
pacote estatistico Multivariate Analysis, enquanto para a PCA, utilizou-se os pacotes Ggplot2
e Factoextra. Para realizacdo destas andlises utilizou-se o software estatistico Rstudio (R Core
Team, 2019). Para os dados moleculares, foi realizado o teste de comparacdo de médias pelo

Teste de Tukey a 5% de significancia, com base nos valores obtidos na extracdo dos acessos.

5. RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A caracterizacdo morfoldgica dos acessos de Opuntia e Nopalea revelou ampla
diversidade entre as amostras, conforme descrito na Tabela 3. A altura das plantas variou de 10
cm a 171 cm, enquanto a largura oscilou entre 11 cm e 164 cm. O habito de crescimento
predominante foi o estendido, seguido do ereto, indicando um porte horizontal e vertical das
plantas, enquanto o rasteiro foi menos frequente, possivelmente relacionado a adaptacdo a
ambientes especificos. Os cladodios apresentaram maior frequéncia na forma obovada,
predominante em grande parte dos acessos, enquanto as formas orbicular e espatulada, foram
menos comuns. A curvatura dos cladddios variou entre reta e curvada, sendo predominante
observado a presenca de cladédios com auséncia de curvatura e com numero de aréolas
registrado entre 0 e 130. O total de cladodios por planta variou de 1 a 67, com comprimentos
de 2,4 cm a 26,5 cm, larguras de 1,6 cm a 22,75 cm e espessuras de 1,6 mm a 29,4 mm. O
numero de espinhos por cladddio foi baixo, variando de 0 a 3, enquanto a quantidade de flores
por planta variou de 1 a 28, com coloragdo predominantemente laranja avermelhada, seguida
de amarelo. Os frutos, por sua vez, apresentaram variacao entre 0 e 13 por planta, com diametro

médio de 21 mm a 50 mm (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizagdo Morfologica de Acessos de Opuntia e Nopalea do BAG/IPA, para
Altura da Planta (ALT); Largura da Planta (LAG); Habito de Crescimento (HBC); Forma do
Cladddio (FC); Curvatura (CVT); Numero de Aréolas no Cladddio (NA); Total de Cladodios
(TC); Comprimento Médio do Cladddio (CMC); Largura Média do Cladodio (LMC); Espessura
Média do Cladadio (EMC); Numero de Espinhos (NE); Numero de Flores (NFL); Coloragédo
das Flores (CFL); Numero de Frutos (NFRT). Arcoverde — PE, Brasil, 2023-2024.

N° DO
ACESSO ALT LAG HBC FC CvT NA TC CMC LMC EMC NE NFL CFL NFRT
NO BAG

8 64 120 ESTD ORBC Sim 43 31 132 118 17,2

14 47 11 ERT OBVD Nao 83 3 6,8 46 224

15 75 85 ESTD OBVD Sim 65 25 10 8 12,6

16 61 90 ERT OBVD Néo 70 5 17,2 8 13,8

17 74 67 ESTD ORBC Néo 98 10 13 8,4 9

19 77 22 ERT OBVD Nao 119 5 146 88 178

20 56 49 ERT OBVD Sim 52 16 75 4 10

21 73 96 ERT OBVD Néo 0 33 134 64 9

22 86 83 ESTD OBVD Sim 104 7 148 56 8

23 60 100 RAST OBVD Nédo 53 24 148 8 8

24 46 96 ERT OBVD Sim 72 6 6 3,2 13

25 50 59 ESTD OBVD Nao 56 17 142 78 106

26 84 140 ESTD ORBC Né&o 105 12 18 94 156

31 65 80 ERT OBVD Néo 82 10 972 74 104 -
33 71 87 ERT ORBC Nao 118 11 156 94 136 -
34 13 113 ERT ESPT Néo 103 16 24 172 214 -

35 141 16 ERT OBVD Néo 88 6 224 101 294

36 104 118 ESTD OBVD Né&o 130 19 19 106 134

38 110 118 ERT OBVD Néo 115 17 17 98 16,6

O|OOI0|0|0O|O|0O|0|0|O|O|o|0|0o|N|(O|o|0o|o|o|o|o
1

N = E = R G E = R R N ENI N N =N N N R R R == R = R R R
r
<
o|r~|r|o|o|jo|o|lo|o|o|o|o|o|N|o|o|ojo|o|K|lo|vo|ojo|o|lo|o|o|N|+|o|lo|lojo|B|lo|o|lo|o|o|o|o

39 89 45 ESTD OBVD N&do 106 9 136 78 102 -
40 73 82 ERT OBVD Né 99 10 108 46 12 -
41 109 115 ESTD OBVD N&o 110 16 192 86 194

42 72 104 ESTD ORBC Nédo 90 7 176 10 13,4 -
43 70 62 ESTD ORBC Sim 0 30 138 64 8,2 10 LV
45 74 107 ERT ORBC Néo 82 13 114 54 116 0 -
48 83 128 ERT ESPT Ndo 54 30 265 2275 16 0 -
50 59 42 ESTD ESPT Sim 70 6 11 92 184 0 -
51 67 66 ERT OBVD Néo 75 8 164 64 21 0 -
53 58 79 ESTD OBVD Nédo 37 36 11 9,4 11 0 -
58 50 100 ESTD ORBC Sim 0 48 122 64 112 8 LV
59 35 70 ERT OBVD Néo 30 12 8 7 8,6 0 -
60 73 68 ESTD OBVD Nédo 91 6 134 6 10,8 0 -
61 80 115 ESTD ORBC Sim 110 12 136 7 9,8 0 -
63 65 124 ESTD OBVD Nio 67 25 166 152 76 0 -
64 49 104 ESTD OBVD Nio 65 25 158 8 7,6 0 -
65 100 138 ESTD OBVD Nao 90 18 178 92 124 0 -
66 35 70 ERT OBVD Néo 30 12 8 7 8,6 0 -
76 52 77 ESTD ORBC Nao 42 13 84 8,8 5,4 0 -
78 43 67 ESTD OBVD N&o 100 10 7,6 4,7 7,4 0 -
81 81 103 ERT OBVD Néo 63 10 132 74 1225 0 -
83 26 14 ESTD ESPT Sim 0 1 3 1,8 1,8 0 -
86 93 126 ESTD OBVD Sim 100 11 176 10,6 14 0 -
91 10 127 ESTD ESPT Néo 0 31 146 66 116 0 -
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96 87 164 ESTD ORBC Nido 0 60 212 8 168 O 25 LV 13

99 67 94 ERT OBVD Né&o 105 37 12 8,2 6 2 0 - 0
100 11 60 ERT OBVD Niéo 45 9 148 486 108 O 0 - 0
101 13 24 ESTD OBVD Sim 0 3 2,4 1,6 1,6 0 0 - 0
107 60 148 ESTD OBVD Sim 114 11 20 124 164 O 0 - 0
114 99 141 ESTD OBVD Nao 78 19 174 114 186 1 28 LV 10
122 98 153 ERT OBVD Ndo 49 63 188 9,6 122 0 14 LV 1
125 80 160 ERT OBVD Nao 38 67 204 112 186 O 4 LV 1
129 82 40 ESTD ESPT Sim 91 6 168 158 194 1 1 AML 0
133 100 155 ESTD OBVD Sim 105 16 21,2 133 134 2 0 - 0
136 50 27 ERT ORBC Néo 102 3 106 6,4 7,6 1 0 - 0
138 70 66 ESTD OBVD Nido 88 6 16,8 9,4 16 2 0 - 0
142 79 90 ERT OBVD Néo 104 9 16,8 9 112 0 0 - 0
148 171 109 ERT OBVD Nio 56 9 184 9,8 168 1 0 - 1
149 78 100 ERT OBVD Nao 109 6 202 124 132 O 0 - 2
161 55 49 ESTD OBVD Nido 84 8 8,2 9 7,4 1 0 - 0
170 100 120 ERT OBVD Ndao 90 9 17,2 11 146 O 0 - 1
173 59 49 ERT OBVD Niéo O 6 10,6 5,2 112 0 0 - 0
174 80 98 ERT OBVD Nio 98 14 188 10 154 1 0 - 0
180 70 90 ERT OBVD Néo 74 7 174 108 136 1 0 - 1
183 70 90 ESTD OBVD Néao 110 13 16,6 10,2 14 1 0 - 0
186 75 120 ESTD OBVD Nao 0 11 194 10 168 1 2 AML 2
188 80 98 ESTD OBVD Niéo 0 8§ 204 108 126 1 0 0
190 80 90 ERT OBVD Sim 78 11 176 9,8 174 1 0 - 0
195 70 100 ERT OBVD Ndo 60 8 128 7 102 1 0 - 0
197 81 110 ERT OBVD Ndo 84 10 14,6 7,8 142 1 0 - 0
205 107 125 ESTD OBVD Nido 89 13 18 11 18 1 0 - 0
228 70 147 ESTD OBVD Nao 95 13 214 112 162 1 0 - 0
250 90 120 ESTD OBVD Nao 104 17 19 10,6 19 1 0 - 1
276 86 75 ERT ESPT Sim 89 6 154 7,2 9,4 2 0 - 0
277 102 79 ERT ESPT Nio 96 10 2472 9,2 15 1 0 - 0
280 87 90 ERT OBVD Néo 117 7 1472 6,6 102 1 0 - 3
282 81 79 ERT OBVD Nio 93 10 196 11,6 14 2 0 - 0
283 75 89 ESTD OBVD Ni& 73 10 116 6,4 9,6 1 0 - 0
295 40 35 ERT OBVD Niéo 76 3 8,4 5 8 1 0 - 0
301 30 59 ESTD ESPT Sim 33 22 8 3,6 4,6 0 0 - 0
304 33 37 ERT OBVD Niao 98 2 5,8 4 2,6 2 0 - 2

Legenda:

ESTD — Estendido; ERT — Ereto; RAST — Rasteiro; ORBC — Orbicular; OBVD — Obovada; ESPT — Espatulada;
LV - Laranja Avermelhado; AML- Amarelo.

5.1.1 Matriz de Correlagéo de Pearson

A matriz de correlagdo resultante das caracteristicas avaliadas, mostra que o nimero

total de cladddios apresentou uma forte correlagdo positiva (valores préoximos de 1.0) em

relacédo as caracteristicas de curvatura do cladodio, nimero de frutos e de flores e coloragéo das

mesmas. 1sso sugere que plantas com mais cladodios tendem a ter cladédios mais curvos, com

presenca de mais frutos, flores e coloragdo mais intensa em suas flores, além uma maior largura
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da planta. Além disso, a forma do cladodio também se correlaciona positivamente com as
mesmas variaveis, exceto a curvatura (Figura 11).

O numero de flores mostrou uma forte correlacdo positiva com a coloracédo das flores,
numero de frutos e, consequentemente, com o total e forma dos cladédios. O comprimento do
cladddio correlacionou-se positivamente com a largura média do cladodio, largura da planta e
altura da planta. Sugerindo que cladddios mais compridos tendem a ser mais largos, estando
presentes em plantas mais altas e largas (Figura 11).

Ademais, a altura da planta além de se correlacionar com a altura e largura do cladddio,
também se correlaciona com a largura da planta e a espessura média do cladodio. Entretanto, é
importante destacar que a curvatura se mostrou negativamente correlacionada com o nimero
de aréolas, logo é notado que cladodios mais curvos tendem a ter uma menor quantidade de
aréolas. Além disso, o total de cladddios também foi correlacionado negativa (valores proximos
de -1.0) para a quantidade de areolas, logo, quando menor for a quantidade e cladédios totais,
maior sera a quantidade de é&reolas. A forma do cladédio também correlacionou-se
negativamente com a largura do cladodio, ou seja, a depender da forma (orbicular, obovada ou

espatulada) a largura do mesmo pode ser menor (Figura 11).

Figura 11. Matriz de Correlacdo de Pearson em relacdo as caracteristicas morfologicas de acessos de
palma forrageira (Opuntia e Nopalea): Altura da Planta (ALT); Largura da Planta (LAG); Habito de
Crescimento (HBC); Forma do Cladddio (FC); Curvatura (CVT); Numero de Aréolas no Cladodio
(NA); Total de Cladddios (TC); Comprimento Médio do Cladddio (CMC); Largura Média do Cladddio
(LMC); Espessura Média do Cladddio (EMC); Numero de Espinhos (NE); Numero de Flores (NFL);
Coloracéo das Flores (CFL); Numero de Frutos (NFRT) e Diametro do Fruto (DMF). Arcoverde - PE,
Brasil, 2023-2024.
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5.1.2 Andlise dos Componentes Principais

O biplot entre PC1 e PC2 ao ilustrar graficamente a diversidade dos acessos, revelou
substancial variabilidade dentre e entre os géneros. Com base nas caracteristicas morfoldgicas,
PC1 e PC2 dispersaram os 10 acessos de Nopalea, explicando 72% da variancia dos dados
(Figura 12). Com base nas caracteristicas morfoldgicas, PC1 e PC2 dispersaram 0s 10 acessos
de Nopalea. No qual, foram agrupados (mais préximos) com base em certas caracteristicas
relacionadas, assim o primeiro componente principal (39,1%) agrupou 0s acessos com base nas
variaveis de habito de crescimento, nimero de espinhos, nimero de aréolas, largura média do
cladodio, espessura média do cladddio, curvatura e forma do cladodio. Além disso, observou-
se que 0 acesso 129 (V-19 Clone 8) foi formado com base na proximidade de grande parte das
variaveis da primeira dimensdo, exceto para as variaveis curvatura e forma dos cladodios, na
qual agrupou os acessos 21 (F1 Melhorada IPA 15-21) e 43 (IPA 94 — Doce Milda). Além
disso, os acessos 59 (Orelha de Onca), 91 (IPA — Jeska C14) e 301 (Nopalea Uruapan) se difere
dos demais, sendo parcialmente diferentes do grupo inteiro. As varidveis altura média do
cladddio, nimero de flores, coloracdo das flores, largura da planta, didmetro do fruto, nimero
de frutos e total de cladodios se agruparam no segundo componente principal (32,9%), tendo
0s acessos 96 (IPA — Jeska 18), 114 (IPA — Jeska C19), 122 (IPA — Jeska C21) e 125 (IPA —
Jeska C23), (Figura 12).



45

Figura 12. Biplot dos Componentes Principais (PC1 e PC2) apresentando a disperséo dos 10 acessos
de Nopalea para as variaveis estudadas: Altura da Planta (ALT); Largura da Planta (LAG); Habito de
Crescimento (HBC); Forma do Cladddio (FC); Curvatura (CVT); Numero de Aréolas no Cladodio
(NA); Total de Cladoddios (TC); Comprimento Médio do Cladddio (CMC); Largura Média do Cladodio
(LMC); Espessura Média do Cladddio (EMC); Numero de Espinhos (NE); NUmero de Flores (NFL);
Coloracdo das Flores (CFL); Numero de Frutos (NFRT) e Diametro do Fruto (DMF). Arcoverde - PE,
Brasil, 2023-2024.
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A PCA para o género Opuntia, explicou 40,1% da variancia dos dados (Figura 13), onde
a primeira dimensdo e a segunda apresentaram, respectivamente 21,7% e 18,4% da
variabilidade dos acessos, indicando que a PC1 foi composta por acessos que apresentaram
proximidade para as variaveis largura média do cladddio, nimero de espinhos, espessura média
do cladddio, altura média do cladoddio, largura da planta e namero de aréolas. Ja a PC2
apresentou similaridade para as variaveis habito de crescimento, curvatura, total de cladodios,
forma do cladddio, diametro do fruto, nimero de frutos, nimero de flores e coloracédo das flores.
Os acessos 41 (IPA 90-106), 58 (IPA-98/T20F4), 83 (IPA-98/T30F1) e 101 (Amarillo Milpa
Alta) apresentaram maior dissimilaridade, sendo distantes dos demais em relagéo as variaveis

estudadas (Figura 13).
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Figura 13. Biplot dos Componentes Principais (PC1) e (PC2) apresentando a disperséo dos 70 acessos
de Opuntia para as varidveis estudadas: Altura da Planta (ALT); Largura da Planta (LAG); Habito de
Crescimento (HBC); Forma do Cladddio (FC); Curvatura (CVT); Numero de Aréolas no Cladodio
(NA); Total de Cladoddios (TC); Comprimento Médio do Cladddio (CMC); Largura Média do Cladodio
(LMC); Espessura Média do Cladddio (EMC); Numero de Espinhos (NE); NUmero de Flores (NFL);
Coloracdo das Flores (CFL); Numero de Frutos (NFRT) e Diametro do Fruto (DMF). Arcoverde - PE,
Brasil, 2023-2024.
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5.1.3 Andlise de Cluster

O dendrograma apresentado na Figura 14, agrupou os acessos de Nopalea em trés
grupos principais. O primeiro grupo foi subdividido em dois subgrupos, totalizando quatro
acessos (114, 96, 112 e 125). O segundo grupo principal reuniu apenas um Unico acesso (129).
Ja o terceiro grupo principal foi dividido em dois subgrupos, sendo o primeiro composto por
um acesso (91) e o segundo por quatro acessos (59, 301, 21 e 43), (Figura 14).

A anélise foi realizada com base no método UPGMA, que apresentou uma alta
correlacdo cofenética (0,76), indicando concordancia entre a arvore filogenética e a matriz de
distancias originais. Esse resultado sugere que o dendrograma representa de maneira precisa as
relacOes de similaridade entre os individuos, conforme os dados analisados. O ponto de corte
foi definido pelo método de Mojena, que apresentou um k de 756,17. Além disso, essa analise
apresentou significancia estatistica pelo teste de Mantel, com um p-valor de 0,001 (Figura 14).

As caracteristicas analisadas incluiram varidveis quantitativas, relacionadas a
mensuracao da planta e do cladodio, como altura, comprimento e espessura, além da quantidade
de flores e frutos e seu diametro. Também foram consideradas variaveis qualitativas, como

habito de crescimento, forma do cladodio, presenca de curvatura e coloracao das flores.
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Figura 14. Dendrograma do Género Nopalea com 10 acessos de palma forrageira obtidos pelo método
UPGMA (correlacao cofenética = 0,76) com base nas 15 caracteristicas morfologicas estudadas.
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Acessos de Palma Forrageira do Género Nopalea

O dendrograma referente ao género Opuntia agrupou um total de oito grupos principais,
com base no ponto de corte definido pelo método de Mojena (k = 371,15). A correlagdo
cofenética obtida de 0,69 indicou um nivel moderado de similaridade fenotipica entre os
elementos agrupados, como também significancia estatistica pelo teste de Mantel, com um p-
valor de 0,001 (Figura 15).

Destaca-se a presenca de trés grupos principais (segundo, sétimo e oitavo) formados por
apenas um unico acesso, correspondendo aos acessos 34, 35 e 148, respectivamente. Os demais
grupos foram organizados em diversos subgrupos (Figura 21). O primeiro grupo principal foi
formado a partir da dissimilaridade de 11 acessos (19, 39, 304, 14, 136, 78, 20, 25, 295, 50 e
161), distribuidos em dois subgrupos. O terceiro e maior grupo principal reuniu um total de 46
acessos, divididos em 7 subgrupos. O quarto grupo principal foi composto por apenas dois
acessos (83 e 101), enquanto o0 quinto e 0 sexto grupos principais apresentaram trés (58, 186,
188) e cinco (100, 173, 53, 66 e 76) acessos, respectivamente, sendo que o sexto grupo foi

subdividido em dois subgrupos (Figura 15).
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Figura 15. Dendrograma do Género Opuntia com 70 acessos de palma forrageira obtidos pelo
método UPGMA UPGMA (correlacao cofenética = 0,69) com base nas 15 caracteristicas morfoldgicas
estudadas.
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5.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

A quantificacdo e o grau de pureza do DNA obtido por diferentes métodos de extragdo
aplicados aos acessos de palma forrageira. Foram comparados trés protocolos: o kit comercial
Norgen Biotek, protocolo de extracdo de Doyle e Doyle (1987) e a extracdo com o Trizol
Invitrogen™, conforme é apresentado na Tabela 4.

A quantidade média de DNA extraida variou entre os métodos. O protocolo com o Trizol
apresentou a maior concentracdo de DNA (6.362,71 ng/pL), indicando um alto rendimento na
extracdo do material genético, seguido pelo método Doyle e Doyle (1987) (173,77 ng/uL) e pelo
kit comercial Norgen Biotek (15,47 ng/uL).

A razdo A260/A280, utilizada para estimar a contaminagéo por proteinas, apresentou o
protocolo do Trizol com o maior valor (1,81), indicando um alto grau pureza do DNA, sugerindo
uma baixa contaminacdo por proteinas em relacdo aos demais métodos, conforme apresentado
na Tabela 4.0 método proposto por Doyle & Doyle (1987), por sua vez, apresentou uma razao
de 1,12, sugerindo a presenca de proteinas e carboidratos que podem ter co-precipitado
juntamente com o DNA durante a extracdo. Ja a razdo A260/A230, que avalia a presenca de

contaminantes organicos, foi observado o valor mais alto para o protocolo com Trizol (1,06),
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enquanto os métodos de Norgen Biotek e Doyle e Doyle apresentaram valores inferiores (0,60
e 0,20, respectivamente), indicando maior contaminagédo nesses protocolos.

Os resultados referentes as razdes A260/A280 e A260/A230, indicam a presenca de
contaminacdo nos fragmentos do DNA extraido, pode ter comprometido a eficiéncia da PCR,
umavez que proteinas e carboidratos podem inibira acdo da Taq polimerase, a qual € responsavel
pela abertura da fita do DNA.

Tabela 4. Quantificacdo e Grau de Pureza do DNA obtido por diferentes métodos de extracao:
Kit comercial da Norgen Biotek; Protocolo Doyle e Doyle (1987) e Protocolo de Extracdo com
Trizol. Recife-PE, Brasil, 2024.

Métodos de Extracao

Kit Doyle e
Comercial Doyle Trizol Pr>Fc

Norgen (1987)

Biotek
Quantidade
Média de DNA 15,47 B 173,77 B 6.362,71 A <,0001
(ng/uL)

Razéo A260/280 1,0B 1,12 B 181 A <,0001
Razéo A260/230 0,60 B 0,20C 1,06 A <,0001

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey.

5.2.1 Amplificagdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com base nos resultados da extracdo, embora o uso do Trizol tenha demonstrado
eficiéncia na obtencdo de DNA, o mesmo ndo apresentou desempenho satisfatério na PCR.
Observou-se que 0s DNAs extraidos dos 80 acessos de palma ndo apresentaram bandas nitidas
e definidas que indiqguem amplificagcdo do DNA pelos primers utilizados, conforme apresentado
na Figura 16. Esse resultado sugere a presenca de inibidores residuais provenientes do processo

de extracdo, comprometendo a amplificacdo especifica dos acessos.
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Figura 16. Gel de agarose dos produtos de PCR obtidos por eletroforese a partir do DNA genémico
extraido de 80 amostras de tecido de Palma Forrageira utilizando o protocolo de extracdo de Trizol.
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6. DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A andlise multivariada de parametros qualitativos e quantitativos associados a planta
inteira em relacdo aos seus cladodios, flores e frutos demonstraram conclusivamente uma
separagdo clara dos dois géneros/espécies estudadas. A matriz de correlagdo indicou alta
variabilidade entre as caracteristicas morfoldgicas, confirmando a relevancia das caracteristicas
do cladddio para identificar espécies valiosas de palma forrageira (PENA-VALDIVIA et al.,
2008). Neste contexto, a analise de parametros de crescimento em plantas é uma ferramenta
essencial para compreender os processos fisioldgicos, genéticos e agronémicos, permitindo a
identificacdo de caracteristicas de interesse entre diferentes materiais botanicos (ADLI et al.,
2017, 2019; JARDIM et al., 2020).

A morfologia dos cladddios, incluindo sua curvatura e forma, desempenha um papel
essencial no desenvolvimento da planta, influenciando processos como fotossintese, dispersédo
de sementes e polinizagdo (ROCHA; VOLTOLINI; GAVA, 2017). Nesse sentido, a exposi¢do
a luz se mostra um fator determinante, intensificando o crescimento e desenvolvimento dos
cladddios. Neste estudo, esse efeito foi comprovado pelo impacto na forma, no nimero total de
cladddios e na curvatura das plantas de palma forrageira (Tabela 3 e Figura 16).

A curvatura e a orientacdo dos cladodios sdo adaptacdes fundamentais que otimizam a
captacdo da luz solar, maximizando a eficiéncia fotossintética. Nesse contexto, Leite et al.
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(2020) destacam que a alta producdo de biomassa na palma forrageira esta diretamente ligada
a sua eficiéncia fotossintética, sendo os cladddios os principais responsaveis pela absorcéo e
utilizacdo da radiacdo solar no processo de fotossintese nos cactos. Além de seu papel na
captacdo de luz, a morfologia dos cladddios também pode favorecer a polinizacéo, funcionando
como uma plataforma para que os polinizadores se acomodem e entrem em contato com as
estruturas reprodutivas da planta, contribuindo para a reproducdo e perpetuacdo da espécie
(BARONIO et al., 2016).

Dentre as caracteristicas mais desejaveis apresentadas na Tabela 3, destacam-se a alta
producdo de cladddios de tamanho adequado e a baixa porcentagem de espinhos, sendo esta
ultima determinada geneticamente. Essa baixa porcentagem de espinhos otimiza a utilizacdo da
palma na alimentacdo animal, garantindo um fornecimento continuo de forragem de boa
qualidade e facilitando tanto a colheita quanto o manejo (SILVA et al., 2010b).

Além disso, a forma dos cladddios surge como uma adaptacdo para otimizar a
reproducdo em diferentes condicOes, sendo um fator determinante para 0 sucesso reprodutivo
da espécie. Além disso, o efeito bioclimatico sobre as caracteristicas quantitativas pode ser
explicado pelo controle genético desses caracteres, que sdo complexos e com determinismo
poligénico, portanto, eles sdo submetidos ao efeito ambiental (ADLI et al., 2017).

Nascimento et al. (2011) observaram que as caracteristicas morfolégicas podem
distinguir diferentes acessos de palma forrageira, especialmente no género Opuntia, sugerindo
gue a variagao genética e as caracteristicas morfoldgicas sdo menos afetadas pela densidade de
plantio. Esses achados sdo corroborados pelas Figuras 18 e 19 (Analise de Componentes
Principais), nas quais & possivel verificar que as caracteristicas morfologicas realmente
distinguem o0s acessos, especialmente para o género Opuntia. Por outro lado, no caso de
Nopalea, 0s acessos se encontram mais proximos, sugerindo uma maior similaridade
morfologica entre eles.

A quantidade de flores em uma planta exerce um papel crucial em seu sucesso
reprodutivo. A correlacdo positiva entre o nimero de flores e a produgdo de frutos é um
indicativo claro dessa relagéo. Afinal, as flores sdo as estruturas reprodutivas das angiospermas,
e quanto maior o nimero de flores, maior a probabilidade de que ocorra a polinizacdo e a
subsequente formacgdo de frutos (MANDUJANO et al., 2013). Na Figura 17 (Matriz de
Correlacdo de Pearson), observa-se uma forte correlacdo positiva entre o numero de flores
(NFL) e o namero de frutos (NFRT), com um coeficiente de 0,78, que é estatisticamente
significativo (p < 0,001). Esse resultado sustenta a relacdo descrita acima, ratificando que um

maior nimero de flores esta fortemente associado a producéo de frutos.
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A intensidade da coloracdo das flores exerce um papel crucial na atracdo de
polinizadores, especialmente as abelhas. Flores com cores mais vibrantes tendem a ser mais
atrativas, estimulando assim um maior numero de polinizadores. Ao coletarem o néctar e o
polen, as abelhas transportam inadvertidamente o pdélen de uma flor para outra, processo
fundamental para a fecundac&o e consequente formac&o de frutos. Essa relacdo simbidtica entre
a planta e o polinizador resulta em um aumento na producdo de frutos e na perpetuagdo da
espéecie. Segantini et al. (2010) observaram que as flores de palma quando abertas,
apresentavam cor amarelo-intensa, e ap6s a polinizacdo e o fechamento, apresentavam cor
laranja, validando os resultados deste estudo, conforme apresentado na Tabela 3.

Adicionalmente, a correlacdo relativamente moderada apresentada na Figura 17 entre
caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento estrutural da planta como: espessura media do
cladodio e largura média do cladodio e o nimero de flores, condiz com o habito de crescimento
indeterminado da palma forrageira, em que mesmo apo6s o inicio da floracdo a planta continua
0 seu desenvolvimento vegetativo, assim como também é mostrado na Tabela 3.

O comprimento dos cladodios, por sua vez, apresenta uma relagdo significativa com
diversas caracteristicas morfologicas da planta, como a largura dos cladodios, a altura e a
largura da planta como um todo. Essa relagdo sugere que plantas com cladédios mais compridos
tendem a ser maiores e mais robustas, 0 que pode ser uma adaptacdo para competir por luz e
recursos em ambientes com alta densidade de vegetacdo (JIMENEZ RAMOS et al., 2022). A
espessura dos cladddios também se mostra relacionada a altura da planta, indicando que plantas
mais altas necessitam de estruturas de sustentacdo mais robustas para suportar seu maior porte
(Figura 17).

Foi evidenciado por Queiroz et al. (2015), que a palma demonstra uma resposta mais
rapida a emissdo de cladodios de primeira e segunda ordens em comparacdo aos demais,
indicando um uso mais eficiente da adgua para essa finalidade, o que reflete em um maior
crescimento e desenvolvimento da planta. Tal resultado estd alinhado com o habito de
crescimento caracteristico de espécies de palma forrageira, onde os cladodios de ordens
inferiores atuam como suporte para a emergéncia de novos cladddios, conforme relatado por
Pinheiro et al. (2014), corroborando com os resultados deste trabalho, como esta descrito na
Tabela 3 e na Figura 17.

O material genético da planta, determina suas caracteristicas intrinsecas, como o
tamanho, a forma e dos frutos. No entanto, o ambiente onde a palma se desenvolve, incluindo
o clima, o solo e a disponibilidade de agua, exerce uma influéncia significativa sobre essas

caracteristicas. Fatores como a intensidade luminosa, a temperatura e a precipitacdo podem
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moldar a morfologia da planta, afetando o tamanho e a forma de seus cladddios, o numero de
frutos produzidos e a composi¢do nutricional desses frutos. Além disso, as praticas de manejo,
como a adubacéo, a irrigacéo e o controle de pragas e doencas, também desempenham um papel
crucial na determinacdo da qualidade e da produtividade das palmeiras. A combinacao Unica
desses fatores em diferentes regifes geogréficas resulta em uma grande diversidade de
palmeiras, cada uma com suas caracteristicas particulares (DUBEUX et al., 2021).

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas, nutricionais e do rendimento da palma
forrageira é fundamental para entender como a planta responde a diferentes ambientes de
cultivo (ALVES & SANTOS, 2024). Além de que, alguns pesquisadores demonstraram que a
morfologia de plantas da mesma espécie, € fortemente relacionada com a distribuicdo
geografica (BARRON; VAZQUEZ; CEPEDA, 2009). Tal observacdo pode ser confirmada
pelos dendrogramas de Opuntia e Nopalea (Figuras 20 e 21), pois a formacdo de grupos
distintos indica que a morfologia dos acessos esta também relacionada & sua origem geografica.
Acessos provenientes de regides com condicbes climaticas e edaficas diferentes tendem a se
agrupar separadamente, refletindo a influéncia do ambiente na selecdo de caracteristicas
adaptativas.

Ao caracterizar morfologicamente diferentes acessos de Opuntia spp. para uso de
forragem em é&reas aridas e semiéridas da Bolivia, Lazarte & Ramirez (2019) revelaram uma
vasta gama de variacOes fenotipicas. O que atesta a diversidade fenotipica apresentada entre 0s
diferentes acessos de Opuntia e Nopalea, indicando que os mesmos possuem um grande
potencial para serem utilizados no desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des locais
(regido semiarida de Pernambuco — BR), com atributos favoraveis a producdo animal; além de
contribuirem com a expansao do cultivo da palma forrageira para sistemas de producdo em
regibes aridas e semiaridas.

A forma do cladddio, por ser uma caracteristica altamente herdavel, emerge como um
marcador promissor em programas de melhoramento genético. Essa caracteristica permite a
selecdo e a perpetuacdo de genotipos com atributos desejaveis, como maior produtividade e
gualidade dos frutos. Cladodios maiores e mais desenvolvidos, estdo associados a um aumento
na producdo de biomassa, atendendo assim as demandas dos criadores de animais (PEREZ-
SANCHEZ et al., 2015). Assim, a forma do cladddio se configura como um indicador valioso
para a obtencdo de plantas mais eficientes e de maior valor agronémico.

Segundo Mohamed & Shaghi (2023) ao analisarem os parametros morfoldgicos das
variedades de Opuntia, observaram que a forma do cladddio e do fruto apresentaram maior

estabilidade e discriminacao entre os acessos. Esses resultados corroboram com os encontrados
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por Erre & Chessa (2013), que em um estudo com 38 descritores, concluiram que a forma do
cladddio e dos espinhos sdo os caracteres mais informativos para a identificacdo de variedades
de cactos italianos. Tais estudos reforcam os resultados apresentados nas Figuras 18 e 19, visto
que, as variaveis relacionadas a forma do cladddio e do fruto proporcionaram uma maior
separagdo dos grupos, no entanto, a importancia relativa de cada varidvel pode variar entre 0s
géneros.

Alves et al. (2016) ao investigarem a variabilidade genética, a correlacéo e a relevancia
das caracteristicas fenotipicas em Opuntia e Nopalea, identificaram uma diversidade genética
significativa entre as sete variedades de palma forrageira estudadas, o que possibilitou o
agrupamento dos gendtipos em trés grupos distintos, utilizando o mesmo método aplicado neste
trabalho. Esse achado enfatiza a importancia das caracteristicas morfologicas para a
identificacdo e classificacdo dos acessos. Os dendrogramas (Figuras 20 e 21) baseados nas 15
caracteristicas morfoldgicas estudas, demonstraram como essas caracteristicas influenciaram a
formacdo dos grupos, ja que o agrupamento se da por meio da expressdo do genétipo em relacao
ao ambiente inserido.

Os resultados encontrados por Alves et al. (2016) sdo semelhantes aos verificados no
presente estudo, onde a analise de Cluster revelou uma maior diversidade genética em Opuntia
comparada a Nopalea. Enquanto Nopalea se agrupou em trés grupos principais, Opuntia
apresentou uma estrutura mais complexa, com oito grupos principais. A presenca de subgrupos
em ambos o0s géneros indica a existéncia de variabilidade genética intraespecifica
(MOHAMED; SBAGHI, 2023).

Segundo Galicia-Pérez et al. (2023), a morfometria floral de palma forrageira, mostrou
ser uma ferramenta essencial para a identificacdo de espécies de Opuntia, contribuindo para a
resolucdo de ambiguidades taxondmicas. Os autores observaram uma forte correlacdo entre as
caracteristicas morfoldgicas das flores e dos cladddios, indicando que uma caracteristica pode
impactar outras. Além disso, os resultados sugerem que a caracterizacdo morfoldgica pode ser
uatil em programas de melhoramento genético, ajudando na selecéo de variedades superiores.

Neste estudo a analise de agrupamento, baseada na matriz de dissimilaridade,
demonstrou que 0s acessos apresentaram variagOes fenotipicas distintas, com maior
homogeneidade intragrupos e maior heterogeneidade entre grupos. Do ponto de vista da selecéo
e identificacdo de genotipos, essa variagédo € benéfica, pois demonstra que o0s genotipos diferem
entre si, permitindo a comparac&o e a escolha daqueles que exibem as caracteristicas desejaveis,
como maior produtividade e/ou atributos morfoldgicos especificos (FERREIRA et al., 2003;
MELO et al., 2024).
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A alta diversidade genética observada em Opuntia e Nopalea pode ser explicada pela
combinacdo de fatores naturais e antropicos. O cruzamento de espécies e a persisténcia de
varios individuos ao longo de geracdes em grandes populacdes antes da separacdo contribuem
para essa variabilidade. Além disso, o elevado nivel de plasticidade fenotipica, poliploidia,
hibridizacdo, selecdo natural e artificial e disperséo geogréafica, promovem a diferenciacéo entre
0s geno6tipos(ADLI et al., 2017; NEFZAQUI et al., 2019; BEZERRA et al., 2022; ALVES &
SANTOS, 2024; DEV et al., 2024 e MODISE et al., 2024).

6.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO EM PALMA FORRAGEIRA

A extracdo de DNA de alta qualidade é essencial para estudos moleculares em cactos,
especialmente em palma forrageira. No entanto, a literatura ainda apresenta uma lacuna
significativa quanto a métodos eficientes e otimizados para essa espécie vegetal (MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2017). Um dos principais desafios na extracdo de DNA gendmico desses
organismos € o alto teor de mucilagem, composta por polissacarideos e metabdlitos secundarios
encontrados em varias partes da planta, especialmente nos cladodios (FEHLBERG et al., 2013;
KOROTKOVA et al., 2011).

Essas substancias formam complexos estaveis com o DNA, tornando-o insoltvel e
dificultando sua purificacdo. Como resultado, tanto a quantidade quanto a qualidade do DNA
extraido sdo comprometidas, o que limita a eficiéncia de técnicas moleculares como a PCR (DE
LA CRUZ et al., 1997; MONDRAGON-JACOBO et al., 2000). O uso de raizes jovens como
fonte de DNA pode ser uma alternativa eficaz, uma vez que apresentam menor concentracdo
de polissacarideos e outras substancias que dificultam a extracdo, em comparagdo com outras
partes da planta (MONTIEL et al., 2011).

No estudo de Esparza et al. (2006), as raizes de palma forrageira (Opuntia spp.) foram
usadas para extracao de DNA devido ao seu baixo contetdo de polissacarideos, o que resultou
em extratos com menor viscosidade e mais adequados para PCR. Essa escolha foi vantajosa em
comparacdo com outras partes da planta, como cladddios e flores, que possuem compostos,
como fendis e polissacarideos, que podem prejudicar a qualidade do DNA, o que corrobora
com a escolha da utilizacéo das raizes para o presente estudo.

Os trabalhos de Asri & Hanafi (2023) e Wong et al. (2014), que enfatizam a dificuldade
de extracdo de DNA em cactos devido a presenca de compostos como polifendis, metabolitos
secundarios e polissacarideos. Para que um DNA seja considerado puro, Sambrook et al.

(1989) estabeleceram que sua pureza pode ser avaliada pelas razdes A260/A280 e A260/A230.
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A razdo A260/A280 deve apresentar valores ideais entre 1,6 e 1,9, enquanto a razdo A260/A230
deve situar-se entre 2,0 e 2,2. A analise dessas razGes é¢ fundamental para a determinagéo da
qualidade do DNA, uma vez que permite identificar possiveis contaminantes.

A razdo A260/A280 ¢ comumente utilizada para estimar a contaminacao por proteinas,
sendo que um valor em torno de 1,8 indica alta pureza. Para uma avaliagdo mais abrangente,
arazdo A260/A230 ¢ empregada, pois é mais sensivel a presenca de contaminantes organicos,
como carboidratos e fendis. A deteccdo desses compostos € essencial, uma vez que eles podem
interferir em reacGes enzimaticas subsequentes (ARMBRECHT, 2013; LAWS; ADAMS,
1996).

Além disso, uma razdo A260/A280 elevada pode sugerir contaminagdo por RNA,
enquanto valores reduzidos indicam a presenca de proteinas. Ja razbes A260/A230 abaixo do
ideal podem sinalizar contaminagdo por fendis ou carboidratos, enquanto valores elevados
podem estar relacionados a erros de calibragdo, conforme mencionado por Sophian & Nasir,
(2023) e Versmessen et al. (2024) e apresentado na Tabela 4.

O estudo de Raimundo et al. (2018), comparou diferentes métodos de extracdo de DNA
em quatro espécies de Opuntia. O método combinado, que integra o kit DNeasy® Plant Mini
ao protocolo CTAB, mostrou maior eficacia, com valores de A260/A230 préximos do ideal
(1,67 a 2,01). No entanto, os autores destacam a necessidade de otimizag&o dos protocolos para
cactaceas, devido a possivel contaminacdo por fendis e polissacarideos, como evidenciado
pelos valores de A260/A230 deste estudo.

A utilizacdo de Trizol para a extracdo de DNA, embora eficaz, pode apresentar desafios
semelhantes quando se trabalha com tecidos vegetais ricos em compostos fenélicos, como é o
caso de algumas espécies de cactos. Trizol é um reagente amplamente utilizado para a extracao
de RNA, mas também pode ser usado para DNA. No entanto, um dos principais problemas
associados ao uso de Trizol é a presenca de residuos de fenol, que sdo toxicos para as enzimas
de PCR, prejudicando a amplificacdo do DNA (SHEDBALKAR et al., 2010).

Esse contaminante pode comprometer a qualidade dos resultados da PCR, pois inibe a
atividade da Taq polimerase, resultando em amplificacéo insuficiente ou até mesmo em falsos
positivos. Ademais, o fenol interfere na quantificacdo dos &cidos nucleicos, podendo levar a
superestimacdo ou subestimacdo das concentragdes de RNA, o que impacta diretamente a
precisédo da PCR (POOVAKKA et al., 2019; UNGER et al., 2019). (Figura 22)

Rache-Cardenal et al. (2022), em sua pesquisa intitulada "Otimizacdo de um método de
extracdo de DNA usando Subepidermis de Austrocylindropuntia e Opuntia-Opuntioideae”, que

teve como objetivo aprimorar os métodos de extracdo de DNA para especies dessas subfamilias
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de cactéceas, ressalta que a obtencdo de DNA de alta qualidade nessas plantas é desafiadora e
complexa.

Nesse contexto, os desafios identificados reforcam a necessidade de investir em estudos
voltados ao aprimoramento dos protocolos de extracdo de DNA. Uma vez que, tais avancos
possibilitardo analises moleculares mais completas e robustas, contribuindo para o

desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas as condi¢des locais.

7. CONCLUSAO

Os acessos de Nopalea apresentaram uma estrutura fenotipica mais definida por
apresentar uma menor quantidade de acessos, logo obteve-se agrupamentos mais homogéneos,
enquanto os de Opuntia demonstraram maior diversidade e formacdo de grupos mais
complexos. De um modo geral, as 15 caracteristicas morfolégicas utilizadas foram eficazes em
discriminar os acessos, indicando que a variabilidade morfoldgica esté relacionada a estrutura
genética das populacdes.

A andlise de caracteres quantitativos relacionados a dimensao da planta e quantidade de
frutos e flores, pode revelar padrBes de variacdo fenotipica associados aos diferentes grupos
genéticos, além da distribuicdo geogréfica, o que tende a fornecer informacdes sobre a
adaptacdo local e a influéncia do ambiente na diversidade genética do BAG.

Os resultados indicam que o protocolo utilizando o Trizol foi 0 mais eficiente em termos
de quantidade de DNA extraido, além de apresentar os melhores indices de pureza. No entanto,
a razdo A260/A230 inferior a 2,0 em todos os métodos sugere a presenca de contaminantes, 0

gue comprometeu reacdes subsequentes, como a PCR.
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