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INTRODUÇÃO

As regiões áridas e semiáridas são caracte-
rizadas por longos períodos de estiagem, com esta-
ção seca bem definida ao longo dos anos. Em ra-
zão destas eventualidades, a produção de forragem 
por meio de culturas tradicionalmente perenes fica 
comprometida diante das condições climáticas atu-
ais. Neste sentido, a palma forrageira (Opuntia spp. 
e Nopalea sp.) desempenha papel preponderante 
mediante cenário sazonal de produção de forragem 
para os rebanhos bovinos, sobretudo, em regiões 
como o Norte de Minas Gerais, onde a água é o fator 
limitante na atividade agropecuária.

Os Programas de Melhoramento Genético da 
palma forrageira deparam-se com algumas dificulda-

des intrínsecas da planta, dentre as quais se desta-
cam a apomixia e a longa fase juvenil das sementes 
(Mondragón Jacobo, 2002). Considerando o longo 
tempo para obtenção de mudas, tem-se destacado 
a opção da multiplicação em cultivo in vitro. A possi-
bilidade de obter mudas em condições controladas 
e reprodutíveis torna a micropropagação a melhor 
alternativa para conseguir material vegetal com alta 
capacidade produtiva e qualidade fitossanitária ga-
rantida (Scheidt, 2008).

O processo de seleção em Programas de Me-
lhoramento ocorre por meio do conhecimento da di-
vergência genética existente entre os indivíduos. A 
quantificação da divergência pode ser feita por meio 
dos marcadores moleculares (Vieira et al., 2005).
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Esta Circular Técnica tem como objetivo esti-
mar a variabilidade genética de 21 clones de palma 
forrageira e caracterizá-las entre clones distintos, em 
função das características moleculares obtidas via 
marcadores de DNA.

CONDUÇÃO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido nas instalações 
da EPAMIG Norte - Campo Experimental do Gorutu-
ba (CEGR), Nova Porteirinha, MG (Fig. 1). 

Figura 1 - Banco Ativo de Germoplasma (BAG) na EPAMIG 
Norte - Campo Experimental do Gorutuba, Nova 
Porteirinha, MG

Quadro 1 - Material genético proveniente do Instituto Agro-
nômico de Pernambuco (IPA) instalado no Ban-
co Ativo de Germoplasma (BAG) da EPAMIG  
Norte - Campo Experimental do Gorutuba, 
Nova Porteirinha, MG

Fonte: Elaboração da autora Débora Ferreira de Souza.
Nota: 21 clones, 2 gêneros e 7 espécies.

O DNA da palma forrageira foi extraído de cla-
dódios jovens, coletados na EPAMIG Norte - CEGR, 
Nova Porteirinha, MG (Quadro 1). Os cladódios das 
variedades de palma forrageira foram submetidos a 
um processo de assepsia, imersos em álcool 70%, 
de 1 a 3 minutos. Em seguida, foram tratados com 
uma solução de hipoclorito de sódio (NaClO) 2%, du-
rante 10 minutos, e finalmente lavado por três vezes 
em água ultrapura.

Utilizou-se o método de brometo de cetiltrime-
tilamônio (CTAB) de acordo com a metodologia de 
Doyle e Doyle (1990). Para verificação da qualidade 
do DNA foi utilizado um gel de agarose 0,8% corado 
em solução de brometo de etídeo a 2 mg/mL e visu-
alizado em transiluminador ultravioleta (UV). A quan-
tidade do DNA foi estimada por espectrofotometria 
a 260 nm. A partir de então foi realizada a diluição, 
padronizando todas as amostras a 10 ng de DNA/μL. 

As amostras foram submetidas às reações 
de amplificação compostas das seguintes concen-
trações finais: cloreto de potássio (KCl) 50 mM; Tris 
(hidroximetil)-aminometano – Tris hydrochloride (Tris-
-HCl) 10 mM (pH 8,3); cloreto de magnésio (MgCl2) 
2,5 mM; 2,5 mM de nucleosídeo trifosfato – dinucleo-
tide triphosphates (dNTPs); 0,4 mM do primer; 25 ng 
de DNA/μL genômico; 1,0 unidade de Taq DNA poli-

Ordem Genótipo Nome científico

1 IPA 100001 Opuntia ficus-indica

2 IPA 100002 Opuntia spp.

3 IPA 100003 Nopalea cochenillifera

4 IPA 100004 Opuntia ficus-indica

5 IPA 100407 Opuntia ficus-indica

6 IPA 100408 Opuntia ficus-indica

7 IPA 100412 Opuntia ficus-indica

8 IPA 100413 Opuntia ficus-indica

9 IPA 100414 Opuntia ficus-indica

10 IPA 200001 Nopalea cochenillifera

11 IPA 200002 Opuntia ficus-indica

12 IPA 200008 Opuntia atropes Rose

13 IPA 200016 Opuntia stricta Haw

14 IPA 200021 Nopalea cochenillifera

15 IPA 200149 Opuntia larrevi F.A.C. Weber

16 IPA 200173 Opuntia ficus-indica

17 IPA 200174 Opuntia undulata Griffiths

18 IPA 200175 Opuntia ficus-indica

19 IPA 200177 Opuntia ficus-indica

20 IPA 200183 Opuntia ficus-indica

21 IPA 200209 Opuntia ficus-indica

merase (Sinapse) e água ultrapura para completar o 
volume final. As amplificações foram efetuadas em 
termociclador Techne, modelo TC-412, empregando-
-se um programa sob as seguintes condições: des-
naturação inicial a 94 ºC por 3 minutos; seguido de 
40 ciclos de 94 ºC por 15 segundos, temperatura de 
anelamento de 50 ºC durante 30 segundos para cada 
primer e extensão a 72 ºC por 90 segundos; ao final 
desses, um ciclo final de extensão de 72 ºC por 4 mi-
nutos, seguido de um ciclo a 4 ºC até a retirada das 
amostras do termociclador.

Os produtos resultantes das amplificações fo-
ram separados por eletroforese em gel de agarose a 
1,2% e em tampão Tris-ácido bórico-EDTA (TBE) 1 
vez por uma hora e corados em solução de brometo 
de etídeo a 0,05 mg/mL por um período de 15 minu-
tos. Os fragmentos amplificados foram visualizados 
sob luz UV e fotografados em sistema digital UVP® 
Life Science Software. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os marcadores moleculares têm sido am-
plamente utilizados para detecção de dissimilarida-
de genética em genótipos dos gêneros Opuntia e  
Nopalea (Lyra et al., 2015). É importante para esses 
estudos, principalmente por considerarem na estimati-
va de dissimilaridade genética, apenas a constituição 
genotípica e não a fenotípica, passível de influência 
do ambiente. Govindaraj, Vetriventhan e Srinivasan 
(2015) afirmam que, com o uso de marcadores mo-
leculares em estudos de diversidade genética, há ga-
rantia de rapidez e de qualidade dos dados gerados, 
sendo possível caracterizar um maior número de ger-
moplasma com tempo e recursos limitados. 

Com base na diversidade genética de genó-
tipos de palma forrageira estimada por marcadores  
poliformismo de DNA de fragmentos aleatórios e am-
plificados – random rapid amplified polymorphic DNA 
(RAPD), pode-se verificar a formação de três popula-
ções distintas (Gráfico 1). 

O grupo I é composto pelo genótipo Opuntia 
fícus-indica (IPA 100001), sendo esse o que possui 
maior dissimilaridade permanecendo isolado. Já nos 
grupos II e III é possível verificar maior similaridade.

No grupo II nos clones Opuntia ficus-indica 
(IPA 200183, IPA 200209, IPA 200173) e Opuntia  
larreyi F. A. C. Weber (IPA 200149), é possível detec-
tar similaridade genética entre os clones de mesmo 
gênero, como IPA 200183 e IPA 200209, e clones 
com mesmo gênero e espécies diferentes, presentes 
nos clones IPA 200149 e IPA 200173.

O grupo III composto pelos genótipos  
Opuntia spp. (IPA 100002), Nopalea cochenillifera  
(IPA 200001, IPA 100003, IPA 200021), Opuntia  
ficus-indica (IPA 100412, IPA 100413, IPA 100004, 
IPA 100407, IPA100408, IPA 200002, IPA 100414, 
IPA 200175, IPA 200177), Opuntia atropes Rose  
(IPA 200008), Opuntia stricta Haw (IPA 200016) e 
Opuntia undulata Griffiths (IPA 200174), que possuem 
maior variabilidade, observando clones de mesmo 
gênero como IPA 100412, IPA 100413, IPA 100408, 
IPA 100002, IPA 100414, IPA 200175, como tam-
bém clones do mesmo gênero e espécies diferentes  
IPA 100002, IPA 200008, IPA 200016 e IPA 200174. 
Assim como, os genótipos de IPA 200001, IPA 100003 
e IPA 200021 que são de gênero distinto aos anterio-
res (Nopalea cochenillifera). Também é possível ve-
rificar, dissimilaridade entre os genótipos do mesmo 
gênero como IPA 100001, IPA 100002 e IPA 100004, 
exceto IPA 100002 que é de espécie diferente.

Portanto, é notável a capacidade de usar mar-
cadores RAPD para detectar a variabilidade gené-
tica entre os genótipos avaliados nesse estudo. De 
acordo com a análise molecular de Lyra et al. (2015), 
observou-se que o fenótipo não é uma função linear 
do genótipo, a grande variação encontrada em es-
pécies do gênero Opuntia deve-se principalmente a 
sua alta capacidade de hibridização interespecífica 
e intraespecífica, poliploidia, reprodução sexuada e 
alta taxa apomítica.

Grafico 1 - Dendrograma representativo do agrupamento de 21 clones de palma forrageira – Nova Porteirinha, MG

Fonte: Elaboração da autora Débora Ferreira de Souza.
Nota: Resultado obtido pelo método de agrupamento hierárquico aglomerativo simples − unweighted pair group method 

using arithmetic averages (UPGMA).
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

A avaliação molecular por meio do marcador 
de DNA revelou uma variabilidade genética significa-
tiva entre os genótipos de palma forrageira. 
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