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RESUMO GERAL 

 

ROCHA, Selma Silva. Micropropagação e diversidade genética em genótipos de 

palma forrageira. 2019. 56p. Dissertação (Mestrado em Produção Vegetal no 

Semiárido) - Universidade Estadual de Montes Claros, Janaúba, MG 
1
. 

O plantio convencional da palma forrageira apresenta limitações que dificultam sua 

propagação e os programas de melhoramento. A aplicação das técnicas da cultura de 

tecidos por meio dos sistemas de multiplicação, semissólido (SS) e biorreatores de 

imersão temporária (BIT´s) é uma alternativa eficiente para garantir a rápida 

multiplicação das plantas. Podendo estes também, contribuir com estudos de 

divergência genética. Objetivou-se com este estudo aplicar as técnicas da cultura de 

tecidos na propagação in vitro de onze genótipos de palma forrageira, avaliando a 

eficiência dos sistemas de multiplicação, semissólido e BIT´s. E também avaliar o 

melhor sistema em estudos de divergência genética. Para avaliar eficiência dos sistemas 

de multiplicação, os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 11 x 2, por meio 

de  delineamento inteiramente casualizado, sendo combinados onze genótipos de palma 

com dois métodos de micropropagação (Semissólido e BIT), totalizando 22 tratamentos 

com cinco repetições cada. Após 30 dias foram avaliados as seguintes variáveis: 

comprimento do cladódio (CM), diâmetro do cladódio (DM), massa fresca (MF) e 

massa seca (MS). Realizou-se a análise de variância conjunta (p<0,05) e, quando 

significativo, as médias foram comparadas pelo agrupamento de médias de Scott-Knott 

(p<0,05). Houve interação significativa entre os sistemas de multiplicação e os 

genótipos, para todas as características avaliadas, sendo o cultivo com biorreatores o 

mais responsivo. Observou-se que os genótipos respondem de forma distinta 

dependendo do gênero, espécie e ambiente de cultivo. Para realizar os estudos de 

divergência foi selecionado o sistema de multiplicação em BIT, devido às melhores 

respostas encontradas na propagação dos genótipos. Os dados fenotípicos expressos 

nesta fase foram utilizados como marcadores morfológicos. Para avaliar o potencial em 

estimar a dissimilaridade entre os genótipos, seu efeito foi comparado com marcadores 

moleculares do tipo RAPD. A dissimilaridade com base nos marcadores moleculares foi 

                                                             
1
Comitê orientador: Prof. Dr. Samy Pimenta – UNIMONTES (Orientador); Dr. Luciana Cardoso 

Nogueira Londe – EPAMIG (Coorientador); Dr. Wellington Silva Gomes – UNIMONTES (Conselheiro); 
Nivio Poubel Gonçalves – EPAMIG (Conselheiro); Dr. Suzane Ariadina de Souza – UNIMONTES 
(Conselheiro). 
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estimada pelo uso do Índice de Jaccard. As características morfológicas foram 

analisadas, individualmente, pelo teste de agrupamento Scott-Knott (p<0,05) e 

conjuntamente, para a dissimilaridade, pela distância Euclidiana. Obteve-se 

dendrogramas individuais, para cada análise, utilizando ao método de UPGMA. Um 

tanglegrama foi gerado para ilustrar as semelhanças entre as associações dos dois 

dendrogramas. Com base na caracterização morfológica, foi possível a obtenção de dois 

grupos distintos. Observou-se semelhança morfológica entre pares de genótipos de 

diferentes gêneros. A investigação molecular permitiu diferenciar os genótipos em nível 

de gênero e espécie, discriminando aqueles considerados morfologicamente 

semelhantes. O comparativo entre os dados morfológicos e moleculares revelaram 

divergências e similaridades. Porém, foi possível através dos dados morfológicos 

obtidos via BIT´s, quantificar o nível de divergência e similaridade entre os genótipos. 

De modo geral, o sistema de multiplicação via BIT´s foi mais responsivo na propagação 

dos genótipos de palma forrageira e os dados fenotípicos expressos nesta fase de 

multiplicação, foram aplicáveis em estudos de divergência genética. 

Palavras-chave: Cultivo in vitro, Opuntia, Nopalea, marcadores moleculares.
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GENERAL ABSTRACT 

 

ROCHA, Selma Silva. Micropropagation and genetic diversity in forage palm 

genotypes. 2019. 56p. Dissertation (Master’s Degree in Plant Production in the Semi-

arid) – Universidade Estadual de Montes Claros, Janaúba, MG
2
. 

Conventional forage palm planting has limitations that hinder its propagation and 

breeding programs. The application of tissue culture techniques through multiplication 

systems, semi-solid (SS) and temporary immersion bioreactors (BIT's) is an efficient 

alternative to ensure rapid plant multiplication. These may also contribute to genetic 

divergence studies. The objective of this study was to apply tissue culture techniques to 

the in vitro propagation of eleven forage palm genotypes, evaluating the efficiency of 

multiplication, semi-solid and BIT´s systems. And also evaluate the best system in 

genetic divergence studies. To evaluate the efficiency of the multiplication systems, the 

treatments were arranged in an 11 x 2 factorial scheme through a completely 

randomized design, combining eleven palm genotypes with two micropropagation 

methods (Semisolid and BIT), totaling 22 treatments with five replications each. After 

30 days the following variables were evaluated: cladode length (CM), cladode diameter 

(DM), fresh mass (MF) and dry mass (MS). Joint variance analysis (p <0.05) was 

performed and, when significant, means were compared by the Scott-Knott grouping of 

means (p <0.05). There was a significant interaction between the multiplication systems 

and genotypes for all traits evaluated, with the bioreactor culture being the most 

responsive. Genotypes respond differently depending on genus, species and growing 

environment. To perform the divergence studies, the BIT multiplication system was 

selected, due to the best responses found in genotype propagation. Phenotypic data 

expressed at this stage were used as morphological markers. To evaluate the potential 

for estimating dissimilarity between genotypes, its effect was compared with RAPD-

type molecular markers. Dissimilarity based on molecular markers was estimated using 

the Jaccard Index. The morphological characteristics were analyzed individually by the 

Scott-Knott grouping test (p <0.05) and together for dissimilarity by Euclidean distance. 

Individual dendrograms were obtained for each analysis using the UPGMA method. A 

                                                             
2
Guidance committee: Prof. Dr. Samy Pimenta – UNIMONTES (Advisor); Dr. Luciana Cardoso 

Nogueira Londe – EPAMIG (Co-Advisor); Dr. Wellington Silva Gomes – UNIMONTES (Counselor); 
Me. Nivio Poubel Gonçalves – EPAMIG (Counselor) Dr. Suzane Ariadina de Souza – UNIMONTES 
(Counselor). 
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tanglegram was generated to illustrate the similarities between the associations of the 

two dendrograms. Based on the morphological characterization, it was possible to 

obtain two distinct groups. Morphological similarity was observed between pairs of 

genotypes of different genera. Molecular investigation allowed differentiating 

genotypes at genus and species level, discriminating those considered morphologically 

similar. The comparison between morphological and molecular data revealed 

divergences and similarities. However it was possible through the morphological data 

obtained via BIT´s, to quantify the level of divergence and similarity between 

genotypes. In general, the BIT´s multiplication system was more responsive in the 

propagation of forage palm genotypes and the phenotypic data expressed in this phase 

of multiplication were applicable in genetic divergence studies. 

Keywords: In vitro cultivation, Opuntia, Nopalea, molecular markers. 
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INTRODUÇAO GERAL 

 

A palma forrageira (Opuntia e Nopalea) é uma cultura altamente eficiente 

quanto ao uso de água. Quando bem gerenciadas, estes gêneros podem produzir 50 a 60 

vezes mais forragem por unidade de área do que as pastagens nativas em ambientes 

semiáridos (DUBEUX JR et al., 2015) .  Por isso vem ganhando destaque em relação às 

demais forrageiras, mantendo sua produção mesmo frente às condições adversas do 

clima. 

A multiplicação de palma forrageira acontece geralmente por meio de estaquia 

dos cladódios, porém apresenta crescimento lento, e a disponibilidade de mudas ocorre 

dois anos após o plantio, trazendo como consequência dificuldade na aquisição de 

propágulos vegetativos (PEIXOTO et al., 2006). A propagação sexual por meio da 

multiplicação por sementes foi estudada como uma alternativa, entretanto, apresentou 

diversos problemas, como apomixia, o prolongamento da fase juvenil e o crescimento 

lento, quando comparada com a multiplicação assexual (VILLALOBOS, 2001). 

Tendo em vista os problemas relacionados à propagação convencional da palma 

forrageira, a cultura de tecidos tornou-se um importante instrumento visando à 

multiplicação das espécies vegetais. Essa técnica acelera os métodos convencionais de 

propagação vegetativa, fornecendo mudas de alto padrão, livre de pragas e, em curto 

espaço de tempo, em quantidade suficiente para a demanda (SCHIVINATO et al., 

2008). 

O sucesso na tecnologia e aplicação dos métodos de cultura in vitro deve-se à 

melhor compreensão dos requerimentos nutricionais das células e tecidos em cultura. 

(FARIA et al., 2002). Além da composição do meio de cultura e sua suplementação, é 

necessário que o sistema de multiplicação seja eficiente, para garantir o bom 

desenvolvimento da planta, destacando os sistemas de meio semissólido, líquido e os 

biorreatores. Esse último representa uma alternativa, para a micropropagação de plantas 

em escala comercial, com redução de mão de obra e ganhos na produtividade 

(PENCHEL et al., 2007). 

O método de plantio convencional, além de apresentar limitações na propagação 

da palma forrageira, trás dificuldades para programas de melhoramento, em fases de 

seleção. A propagação através dos cladódios e via sementes apresenta crescimento 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1983-21252016000200481#B8
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lento, dificultando, assim, o processo de seleção na identificação de indivíduos 

superiores. 

O processo de seleção em programas de melhoramento ocorre por meio do 

conhecimento da divergência genética existente entre os indivíduos. A quantificação da 

divergência pode ser feita através dos marcadores moleculares ou morfológicos 

(VIEIRA, 2005). 

Por meio dos marcadores moleculares é possível acessar diretamente o genótipo 

de um indivíduo em nível de DNA, permitindo a obtenção de um número praticamente 

ilimitado de polimorfismo genético evitando a expressão do fenótipo e a influência 

ambiental (FALEIRO, 2007). 

Os marcadores morfológicos são baseados em características fenotípicas das 

plantas de fácil visualização. Porém apresenta a desvantagem de serem identificados, 

em sua maioria, somente em planta inteira ou adulta, podendo ocasionar demora no 

processo de seleção (CATTANEO, 2015). Esse atraso é maior ainda em espécies que se 

demoram desenvolver como a palma forrageira. 

Sabendo que os sistemas de multiplicação in vitro promovem rápida 

multiplicação das plantas, em tempo inferior ao requerido pelo método de plantio 

convencional. Torna-se interessante aplicar as técnicas da cultura de tecido, utilizando 

um dos sistemas de multiplicação in vitro para estudos de divergência genética. Tendo 

como vantagem a caracterização dos genótipos em fases iniciais. 

A caracterização morfológica na fase de plântulas é de alta relevância em 

programas de melhoramento genético, pois fornece informações na fase inicial de 

desenvolvimento da planta. Essas informações podem auxiliar o melhorista na escolha 

de quais genótipos devem seguir no processo de melhoramento conforme o objetivo 

almejado (OLIVEIRA, 2019). 

Sabendo das vantagens proporcionadas pela cultura de tecidos, é necessário 

avaliar eficiência do sistema de multiplicação in vitro, visando encontrar aquele que 

promove melhor desenvolvimento dos genótipos de palma forrageira e aperfeiçoar sua 

propagação in vitro. E a partir do conhecimento do melhor sistema de multiplicação, os 

dados fenotípicos expressos podem ser aplicados em estudos de divergência genética. 
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RESUMO 

 

O sistema propagativo convencional da palma forrageira ainda apresenta limitações 

devido aos problemas fitotécnicos. A micropropagação é uma alternativa eficiente, pois 

aumenta a multiplicação das plantas garantindo rapidez e qualidade fitossanitária. O 

objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho na micropropagação de onze genótipos 

de palma forrageira em biorreator de imersão temporária e compará-lo com o cultivo 

convencional em meio semissólido. Os tratamentos foram dispostos em esquema 

fatorial 11 x 2 com delineamento inteiramente casualizado, sendo combinados onze 

genótipos de palma com dois métodos de micropropagação (Semissólido e BIT), 

totalizando 22 tratamentos com cinco repetições cada. Após 30 dias, foram avaliados as 

seguintes variáveis: comprimento do cladódio (CM), diâmetro do cladódio (DM), massa 

fresca (MF) e massa seca (MS). Realizou-se a análise de variância conjunta (p<0,05) e, 

quando significativo, as médias foram comparadas pelo agrupamento de médias de 

Scott-Knott (p<0,05). Foram estimados os coeficientes de correlação fenotípica, 

genotípica e de ambiente entre as variáveis consideradas. Houve interação significativa 

entre os sistemas de cultivo e os genótipos, para todas as características avaliadas, sendo 

o cultivo com biorreatores o mais responsivo. As respostas dos genótipos em ambos os 
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sistemas de cultivo foram distintas. Isto pode ser atribuído a diferentes fatores como, 

gênero e espécie e do ambiente de cultivo. Os estudos de correlação evidenciaram que, 

existe alta correlação fenotípica e genotípica entre diâmetro e massa seca em BIT. Em 

meio semissólido há correlação fenotípica e genotípica positiva entre comprimento e 

diâmetro. Os sistemas de multiplicação influenciam nas respostas dos genótipos, porém 

a eficiência de cada um depende do gênero e espécie cultivados. 

 

Palavras-chave: Cactácea; BIT`s, Semissólido, Micropropagação. 

 

INTRODUÇÃO 

 

A palma (Opuntia e Nopalea) é a cactácea forrageira mais cultivada no mundo, 

apresentando relevância social, econômica e ambiental para os sistemas produtivos 

(Zhou et al., 2016). O cultivo desta planta é reconhecido dentro dos programas de 

pesquisa pela importância na agricultura sustentável e nutrição animal. Por ser uma 

planta altamente eficiente quanto ao uso de água, a palma pode ser muito utilizada em 

regiões áridas e semiáridas uma vez que, a proporção é de aproximadamente 50:1, ou 

seja, 50 kg de água para cada quilograma de massa seca produzida (Silva et al., 2018). 

Além de apresentar altos teores de carboidratos totais (73,8% a 85,2%), carboidratos 

não fibrosos (42,3% a 65,0% e matéria mineral (8,1% a 17,7%) (Santos, 2018). 

O potencial de utilização da palma forrageira vai muito além do seu uso na 

alimentação animal, podendo ser alavancada na produção de cosméticos, conservação e 

recuperação de solos e paisagismo, (Cândido Filho et al., 2014). Também vem ganhado 

destaque na alimentação humana (Albuquerque, 2018), e na área da saúde (Hernandez-

Becerra et al., 2019). 

As cactáceas podem ser multiplicadas por sementes ou propagação vegetativa 

via estacas ou brotos. A propagação vegetativa mais utilizada é realizada por meio do 

plantio de pequenas porções de cladódios, porém a disponibilidade de mudas só ocorre 

dois anos após o plantio (Estrada-Luna et al., 2008). A micropropagação in vitro, é uma 

alternativa à multiplicação das cactáceas. Dentre as vantagens desta técnica, tem-se o 

curto intervalo de tempo para produção de mudas, a necessidade de pequeno espaço 

físico e a obtenção de mudas livre de patógenos (Nogueira et al., 2017).  
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Por constituírem uma alternativa à conservação e à propagação convencional de 

espécies que, possuem crescimento lento e poucas brotações, as técnicas de cultivo in 

vitro vêm sendo cada vez mais aplicadas às diferentes espécies de cactáceas, relatadas 

com sucesso por diversos autores (Correia et al., 2011; Bárbara et al., 2015; Zingale, 

2016). O benefício em sua utilização envolve diferentes fatores, tais como, a 

composição do meio de cultura, o ambiente de cultivo e o genótipo estudado (Santos, 

2018). 

Na micropropagação, as plantas propagadas são cultivadas in vitro com meios 

nutritivos adequados e em sistemas de multiplicação eficientes, podendo ser 

semissólido, liquido ou biorreatores (Almeida et al., 2015). O meio semissólido é 

constituído por agentes geleificantes, sendo que o mais utilizado é o ágar, um 

polissacarídeo que confere consistência ao meio e suporte às plantas (Quisen, 2008). 

Porém, na micropropagação de plantas, o custo de produção das mudas está fortemente 

associado aos reagentes químicos. Uma alternativa, para diminui-lo está relacionada 

com a consistência do meio (Camolesi et al., 2010). O meio líquido é caracterizado pela 

ausência de agente geleificante (Pereira, 2003). 

Os recentes avanços na biotecnologia e cultura de tecidos vegetal 

proporcionaram novos protocolos e equipamentos buscando minimizar os custos de 

produção, elevar a multiplicação de mudas in vitro e reduzir o tempo em laboratório. 

Entre esses equipamentos estão os biorreatores de imersão temporária (BIT´s) (Londe et 

al., 2019). O uso de BIT´s é uma ferramenta que proporciona maior sucesso na 

produção de mudas in vitro comparado ao método convencional (Camargo et al., 2019). 

Uma vez que, possui vantagens como: aceleração e aumento das taxas de multiplicação 

e produtividade, uniformidade de produção, redução de mão-de-obra e, 

consequentemente, custo total por unidade devido ao sistema automatizado e uso do 

meio liquido reduzindo custos com reagentes (Debiasi, 2011). 

Logo, determinar qual sistema de cultivo promoverá melhor desenvolvimento e 

rápida multiplicação em genótipos de palma forrageira irá facilitar a propagação desta 

espécie, tendo em vista que os métodos convencionais de propagação não são 

suficientemente adequados para atender as exigências em termos de quantidade e 

qualidade fitossanitária. Esse trabalho foi desenvolvido com a finalidade de avaliar o 

desempenho de onze genótipos de palma forrageira propagados via biorreatores de 

imersão temporária e compará-lo com método convencional in vitro. 

 



 

17 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologia Vegetal da 

Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais - EPAMIG, EPAMIG Norte – 

Campo Experimental do Gorutuba, Nova Porteirinha – MG, durante os anos de 2018 e 

2019. A localização geográfica é definida pelas coordenadas 15
o
148'263 ”de latitude 

sul e 43
o
17'650” de longitude oeste, a altitude média de 526 m. 

Foram utilizados 11 genótipos de palma forrageira retirados do Campo 

experimental do Gorutuba, sendo provenientes do banco de germoplasma do Instituto 

Agronômico de Pernambuco-IPA (Tabela 1).  

As plantas de palma forrageira utilizados no experimento foram obtidas a partir 

do estabelecimento in vitro de gemas de cladódios jovens em meio sólido MS 

(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30 g L
-1

 de sacarose, 0,1 g L
-1 

de 

inositol, 4 mg L
-1

 de BAP (Benzilamina-6-purina) e 7 g L
-1 

de ágar com pH ajustado 

para 5,8. Este material permaneceu na sala de crescimento por 60 dias, ou até que se 

emitisse brotação, sob irradiância de 40 µmol m
-2

 s
-1

 fornecida por luz branca fria, com 

16 horas de fotoperíodo a 25±2
o
C. A brotação originada foi subcultivada em meio de 

cultura de mesma composição durante 90 dias, atingindo o terceiro subcultivo. 

No cultivo in vitro foram utilizados dois métodos, o convencional utilizando o 

meio de cultura sólido (7g L
-1

 de ágar) e o biorreator de imersão temporária utilizando o 

meio líquido.  

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 11 x 2 com delineamento 

inteiramente casualizado, sendo combinados onze genótipos de palma forrageira com os 

dois métodos de micropropagação, totalizando 22 tratamentos com cinco repetições e 

cada repetição foi composta por quatro explantes. 

Os explantes tiveram seu comprimento reduzido para 15 mm (±1 mm) e foram 

em seguida acondicionados em biorreatores de imersão temporária e em frascos de 

subcultivo convencional.  

Na micropropagação convencional, foram utilizados frascos 50 ml com meio de 

cultura MS suplementado com 30 g L
-1

 de sacarose, 0,1 g L
-1

 de inositol, 7 g L
-1 

de ágar, 

0,5 mg L
-1 

de ANA (ácido naftaleno-acético) e 1 mg L
-1

 de BAP (6-benzilaminopurina).  

No biorreator de imersão temporária (BIT`s) foi utilizado meio de cultura com 

composição semelhante, porém sem adição do agente geleificante. Sendo acrescentado 

200 mg L
-1

 de ácido ascórbico e 0,25 ml de PPM (Plant Preservative Mixture Sigma). 



 

18 
 

Os explantes permaneceram em contato com o meio líquido por três minutos a cada 

hora (Londe et al., 2019). Em ambos os métodos o pH do meio de cultura foi ajustado 

para 5,8 e autoclavado a 120ºC e kg cm
-1

 por 20 minutos. 

Os tratamentos permaneceram em sala de crescimento submetidos à fotoperíodo 

de 16 horas obtidos a partir de lâmpadas LED branca (40 µmol m
-2

 s
-1

) e temperatura 

média de 25ºC por um período de 30 dias. Finalizado este período foram avaliadas as 

seguintes variáveis: comprimento do cladódio (cm), diâmetro médio do cladódio (mm), 

massa da matéria fresca e seca (g). 

As variáveis foram submetidas ao teste de normalidade de Lilliefors e ao teste de 

Bartlett para verificação da normalidade dos dados e homogeneidade das variâncias, 

respectivamente. As variáveis, massa fresca e seca foram transformadas com uso da 

função Y = (√x+1) em razão da ausência de normalidade. Após a confirmação das 

exigências para uma análise de variância individual e conjunta, esta foi realizada a uma 

probabilidade de 5% de erro. Os sistemas de micropropagação foram comparados pelo 

teste F (p<0,05) e os genótipos pelo agrupamento de médias de Scott-Knott (p<0,05).  

Foram estimados os coeficientes de correlação fenotípica (rp), genotípicas (rg) e 

ambiental (re). As magnitudes dos coeficientes de correlação foram classificadas como: 

0,00 a 0,19 (muito fraca) 0,20 a 0,39 (fraca) 0,40 a 0,69 (moderada) 0,70 a 0,89 (forte) 

0,90 a 1,00 (muito forte) (Shimakura e Ribeiro Junior, 2006). Utilizou-se o teste t para 

verificar o nível de significância das correlações. Todas as análises foram obtidas com o 

auxílio do software Genes (Cruz, 2016). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Observou-se a interação entre os fatores genótipos e sistemas de multiplicação 

(SM) para todas as características avaliadas (Tabela 2). Ao analisar o desdobramento do 

sistema de multiplicação em cada genótipo, nota-se que o biorreator proporcionou 

melhores médias para as características comprimento do cladódio, diâmetro, massa seca 

e fresca em todos os genótipos avaliados (Tabela 3). É provável que esse resultado seja 

em razão do aumento da disponibilidade de água e nutrientes proporcionados por esse 

meio de cultivo (Chen e Ziv, 2001). No qual não existe resistência física para a difusão 

dos nutrientes, quando comparado aos meios de cultura de consistência semissólida. 

A eficiência do biorreator de imersão temporária sobre o sistema semissólido é 

explicada pelo seu sistema automatizado, que controla o contato dos explantes com o 



 

19 
 

meio líquido (Georgiev et al., 2014). Isto provoca a renovação da atmosfera do 

recipiente de cultivo, possibilitando a remoção dos gases eliminados pelas plantas, os 

quais podem ter efeito inibidor ao seu crescimento (Rech, 2004). 

Ao analisar o desdobramento dos genótipos em cada sistema de multiplicação 

nota-se que os genótipos não diferiram entre si para a característica comprimento do 

cladódio, ao se utilizar o sistema semissólido. Para as demais características os 

genótipos IPA 100001, IPA 200002, IPA 100414 obtiveram melhor desempenho 

(Tabela 3). 

Para os genótipos cultivados em BIT`s estes diferiram entre si em todas as 

características consideradas, sobressaindo os genótipos IPA 100001, IPA 100414, IPA 

100412, IPA  200173, IPA  200174 e IPA 200002. A maioria dos genótipos revelou 

individualidades sobre as mesmas condições. Provavelmente, por serem materiais de 

gêneros e espécies distintas. Londe et al. (2019), trabalhando com os genótipos IPA 

200016 do gênero Opuntia com os do gênero Nopalea o IPA 100004 e o IPA 200205, 

observaram que estes obtiveram diferentes respostas morfogenéticas no sistema de 

multiplicação em BIT`s. 

Percebe-se também que, um mesmo genótipo pode apresentar comportamento 

diferente dependendo do ambiente e meio de cultivo em que é cultivado. Pois, um 

ambiente pode fornecer melhores condições para desenvolvimento que o outro, 

associado às exigências específicas de cada genótipo. Um dos fatores que podem 

influenciar no desempenho distinto dos genótipos é a consistência do meio de cultura. 

No meio semissólido é utilizado o ágar, que apesar de proporcionar sustentação para o 

explante, reduz a disponibilidade de água, nutrientes e reguladores de crescimento para 

as plantas (Pereira-Neto et al., 2007).  

No BIT`s é utilizado o meio líquido, que fornece maiores taxas de absorção de 

nutrientes. Isto ocorre devido a maior área de contato entre o meio e a superfície do 

explantes (Roels et al., 2005). Propiciando uma melhor oxigenação das plantas, 

qualidade dos propágulos e, consequente, sobrevivência durante a aclimatização (Murch 

et al., 2004). Porém, a utilização de meios líquidos ou com baixas concentrações do 

solidificante ágar pode levar à vitrificação dos cultivos, influenciando negativamente a 

morfogênese in vitro (Chen e Ziv, 2001). Neste trabalho não foi observado vitrificação 

dos explantes em BIT`s. 

Em regra, é necessário um ajuste de protocolo para cada espécie, cultivar ou 

genótipo em particular. Conforme Fortes e Pereira (2001), espécies e cultivares 
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necessitam de protocolos específicos, já que, de acordo com as características genéticas, 

cada um pode apresentar resultados diferentes sob a mesma condição de cultivo. 

De um modo geral os genótipos do gênero Opuntia são mais responsivos em 

BIT`s. Enquanto que os do gênero Nopalea apresentam melhor desenvolvimento em 

meio semissólido. Apesar de que, em ambos os sistemas de cultivo, os genótipos do 

gênero Nopalea obtiveram menor desenvolvimento comparada com os do gênero 

Opuntia. Isto porque, as cultivares do gênero Nopalea, normalmente apresentam menor 

estatura quando comparadas com as do gênero Opuntia (Marques et al., 2017). 

Em meio semissólido não houve diferença significativa para comprimento de 

cladódios em todos os genótipos considerados. Isto pode estar relacionado à velocidade 

de difusão dos nutrientes. Em meio semissólido os nutrientes são fornecidos pelas 

plantas de forma lenta. Enquanto no meio líquido a taxa de assimilação dos nutrientes 

ocorre de forma mais rápida (Ziv, 1995). 

Em biorreator, os genótipos IPA 100001 e IPA 200002 obtiveram maior 

comprimento do cladódio (Tabela 3). A cultivar gigante (IPA 100001) apresenta grande 

porte, cladódios largos e de maior peso, sendo mais produtiva em condições de campo 

(Vasconcelos, 2009). O IPA 20002 é um genótipo com características morfológicas 

similares ao IPA 100001. (Santos, 2008). Apesar da rápida absorção dos nutrientes 

fornecidos pelo meio liquido, a capacidade dos genótipos em responder a este estímulo 

irá depender também das características das espécies. 

Observaram-se diferenças significativas quanto às respostas dos genótipos em 

nível de espécie (Tabela 3). Dentro do gênero Opuntia, os genótipos IPA 100414, IPA 

200173, IPA 100412, IPA 100410, IPA 100002 pertencentes às espécies Opuntia fícus-

indica, e IPA 200174 (Opuntia Undulata Griffiths) alcançaram maior diâmetro, massa 

fresca e seca quando micropropagados em BIT`s, enquanto que o IPA 200016 (Opuntia 

Stricta Haw) foi responsivo em meio semissólido.  

Verifica-se também que os genótipos podem apresentar o mesmo desempenho 

em ambientes diferentes. Fato observado pelos genótipos IPA 200002 e IPA 100001 

que sobressaíram nos dois sistemas de multiplicação. Isto significa que, os dois sistemas 

de multiplicação considerados, podem ser recomendados para propagação desses 

genótipos.  

Além de determinar o melhor sistema de multiplicação, é necessário entender as 

relações existentes entre variáveis. Isto porque a obtenção de ganhos genéticos e a 

definição dos melhores genótipos são, muitas vezes, dirigidas a um conjunto de 
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variáveis agronômicas e comerciais (Ferreira, 2007). A própria aplicação e indicação de 

um determinado sistema de cultivo in vitro pode ser melhor apresentado quando se faz 

uma abordagem considerando todas as variáveis simultaneamente, ou a relação destas 

aos pares. 

As estimativas dos coeficientes de correlação fenotípica, genotípica e de 

ambiente, entre pares de caracteres são importantes, principalmente quando a seleção de 

um caráter desejável apresenta dificuldades, seja por baixa herdabilidade e/ou por 

problemas de medição e identificação, permitindo obter ganhos em uma delas, através 

da seleção indireta em outra característica (Cruz e Regazzi, 2012). Estudos de 

correlação são úteis em experimentos com palma forrageira, principalmente no tocante a 

identificação da contribuição genética na manifestação de uma determinada 

característica. 

No sistema de multiplicação em biorreator, notam-se correlações fenotípicas 

significativas entre os pares, DM x MF, DM x MS e MF x MS (Tabela 4), com baixo 

efeito residual. Pela seleção indireta da variável diâmetro do cladódio, têm-se maior 

acúmulo de massa fresca e seca. Na prática esse resultado direciona ensaios para 

possibilidade de reduzir o número de variáveis analisadas, o que pode reduzir tempo e 

recurso na execução de experimentos, como esse aqui realizado. 

Correlações fenotípicas significativas foram observadas no sistema de 

multiplicação semissólido para todas as combinações (Tabela 4). Infere-se que a 

variável comprimento ou diâmetro do cladódio podem ser indicadas para ganhos de 

massa fresca e seca. Isto na pratica é uma tática facilitadora quando um carácter de 

elevado valor econômico e difícil de avaliar quando comparado a outro caráter 

associado a ele (Ferreira et al., 2012). A seleção indireta pode ser uma estratégia a ser 

usada em palma forrageira, por exemplo, para avaliar comprimento da planta via 

diâmetro, que é mais facilmente mensurada. 

Todas as correlações genéticas e ambientais foram não significativas (Tabela 4). 

Apesar da ausência de significância, em valores absolutos e pela classificação aqui 

considerada para este parâmetro, verifica-se que a maioria destas foi alta e positiva. 

Silva et al., (2010), avaliando a relação ente caracteres morfológicos e produtivos de 50 

clones de palma forrageira, observaram que as características altura da planta associada 

a largura apresentam alta correlação com a produção. Tal fato ocorre porque a causa da 

correlação genética é, principalmente, a pleiotropia, fenômeno pelo qual um gene 

influencia dois ou mais caracteres. Isto significa que se dois caracteres apresentam 
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correlação genética favorável, é possível obter ganhos para um deles por meio da 

seleção indireta no outro associado (Cruz et al., 2004). 

Em ambos os sistemas de multiplicação as variáveis indicadas estão relacionadas 

com a produção de massa seca e fresca. Torna-se assim, importante adquirir o 

conhecimento dos efeitos e da correlação em que há, entre a produtividade e 

morfologia, para a identificação dos fatores que atuam na produção (Silva et al., 2010). 

As duas variáveis correlacionadas com a biomassa, além de contribuírem nos estudos de 

palma forrageira, levam à redução de um grande número de caracteres a serem 

avaliados, muitos deles difíceis de serem avaliados devido à arquitetura da planta. 

 

CONCLUSÕES 

 

Ambos os sistemas de cultivo influenciam nas respostas morfogenéticas dos 

genótipos avaliados. Porém, estes apresentam individualidades dependendo do gênero e 

espécie.  

Os genótipos do gênero Opuntia apresentam maior diâmetro, massa fresca e seca 

em BIT`s, comparado ao meio semissólido.  

No meio semissólido os genótipos do gênero Nopalea se desenvolvem melhor, 

quando comparado ao BIT.  

De acordo com o estudo das correlações, a seleção indireta da característica 

comprimento e diâmetrodo cladódio resulta em maior acúmulo de massa fresca e seca, 

no sistema de multiplicação semissólido e em BIT`s. 

Analisando o conjunto de informações deste estudo, recomenda-se o uso dos 

BIT`s, como sistema propagativo da palma forrageira, tendo em vista melhores 

respostas observadas nos genótipos, facilidade de manuseio e baixo custo no processo. 
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Tabela 1. Identificação dos genótipos de palma forrageira utilizados no experimento. 

Nova Porteirinha/MG. 2018. 

Gênero Genótipos Espécies Nº no BAG 

Opuntia  

Orelha de elefante mexicana Opuntia strica Haw IPA-200016 

Orelha de elefante africana Opuntia undulata Griffiths IPA-200174 

Redonda Opuntia fícus-indica Mill IPA-100002 

IPA 90-156 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100414 

Gigante Opuntia fícus-indica Mill IPA-100001 

Marmillon Fodder - (1327) Opuntia fícus-indica Mill IPA-200173 

IPA 90-111 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100412 

COPENA-V1 Opuntia fícus-indica Mill IPA-200002 

IPA-90-92 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100410 

Nopalea  
Miúda Nopalea cochenillifera Salm-Dyck IPA-100004 

IPA Sertânia Nopalea cochenillifera Salm-Dyck IPA-200205 
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Tabela 2. Resumo da análise de variância para as características: comprimento do 

cladódio (CM), diâmetro médio (DM), massa fresca (MF) e massa seca (MS) aos 30 

dias de avaliação. Nova Porteirinha-MG. EPAMIG, 2019. 

FV GL CM DM MF MS 

Genótipos (G) 10 78,0
 ns

 11,5
ns

 0,04
ns

 0.0002
 ns

 

Sistemas de multiplicação (SM) 1 21169,72
**

 144,8
**

 0,16
 **

 0.0013
 **

 

GxSM 10 55,5
**

 4,9
**

 0,03
**

 0.0001
 **

 

Resíduo 418 4,6 0,5 0.002 0.00001 

CV(%)  24,12 17,16 4,03 1,35 

**,e ns:significativo a 0,05 e não significativo, respectivamente. 
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Tabela 3. Influência do sistema de multiplicação semissólido (SS) e biorreator de imersão temporária (BIT), sobre o comprimento de cladódio, 

diâmetro, massa fresca e seca em genótipos de palma forrageira, aos 30 dias de cultivo in vitro. Nova Porteirinha/MG. 2019. 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna, para cada variável, não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

GENÓTIPOS 
COMPRIMENTO (cm) DIÂMETRO (cm) MASSA FRESCA (g) MASSA SECA (g) 

SS BIT SS BIT SS BIT SS BIT 

IPA 200016 

IPA 200205 

IPA 100001 

IPA 100414 

IPA 200174 

IPA 100004 

IPA 100002 

IPA 200173 

IPA 100412 

IPA 100410 

IPA 200002 

1,93 Ba 

1,95 Ba 

2,24 Ba 

2,07 Ba 

1,37 Ba 

1,49 Ba 

2,05 Ba 

1,63 Ba 

1,65 Ba 

2,57 Ba 

2,63 Ba 

15,61 Ac 

17,14 Ab 

18,31 Aa 

16,84 Ab 

16,76 Ab 

11,20 Ad 

14,71 Ac 

13,85 Ac 

12,68 Ad 

17,11 Ab 

19,97 Aa 

3,26 Bc 

2,77 Bc 

4,97 Ba 

4,53 Bb 

4,54 Ac 

3,35 Bc 

3,81 Bc 

3,97 Bc 

3,80 Bc 

3,83 Bb 

4,31 Ba 

3,73 Ad 

3,63 Ad 

5,57 Aa 

5,24 Aa 

4,45 Aa 

3,89 Ad 

5,18 Aa 

4,60 Aa 

4,63 Aa 

5,22 Aa 

6,66 Aa 

1,14 Bb 

1,09 Bc 

1,18 Ba 

1,20 Ba 

1,05 Bd 

1,04 Bd 

1,06 Bb 

1,10 Bc 

1,11 Bc 

1,05 Bd 

1,19 Ba 

1,42 Ac 

1,39 Ad 

1,90 Aa 

1,96 Aa 

1,99 Aa 

1,30 Ad 

1,86 Aa 

1,92 Aa 

1,71 Ab 

1,90 Aa 

1,92 Aa 

1,12 Bb 

1,00 Bc 

1,16 Ba 

1,15 Ba 

1,00 Bc 

1,00 Bc 

1,00 Bc 

1,00 Bc 

1,00 Bc 

1,00 Bc 

1,15 Ba 

1,04 Ad 

1,05 Ad 

1,26 Aa 

1,20 Aa 

1,27 Aa 

1,10 Ac 

1,16 Ab 

1,20 Aa 

1,20 Aa 

1,16 Ab 

1,23 Aa 

CV (%) 24,12 17,16 4,03 1,35 
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Tabela 4. Coeficientes de correlação fenotípica (rf), genotípica (rg) e ambiental 

(re)entre caracteres morfológicos avaliados em onze genótipos de palma forrageira. 

Nova Porteirinha/MG. 2019. 

 rf  rg  re  

Variáveis  SS BIT SS BIT SS BIT 

CM x DM  0,85** 0,013 0,90 0,016
 

0,63 -0,27 

CM x MF 0,86** 0,20 0,88 0,20 0,46 0,30 

CM x MS 
DM x MF 

DM x MS 

MF x MS 

0,71* 
0,92** 

0,80** 

0,66* 

0,12 
0,87** 

0,83** 

0,96**
 

0,73 
0,95 

0,84 

0,66 

0,13 
0,92 

0,90 

1,00
 

0,30 
0,38 

0,25 

0,64 

0,67 
0,32 

0,14 

0,47 

       
** e *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t. 

CM= Comprimento do cladódio; DM= diâmetro médio do cladódio; MF= massa da matéria fresca; MS= 

Massa da matéria seca. 
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 12 

ABSTRACT: The in vitro multiplication of forage palm by temporary immersion 13 

bioreactors (TIBs) is a technique that allows the young plants production in a large scale 14 

with genetic and health quality. Phenotypic variables expressed at this stage may be 15 

useful in estimating genetic dissimilarity among forage palm species. One way to 16 

confirm to this hypothesis is to compare it with dissimilarity obtained via molecular 17 

analysis. The objective was to estimate the genetic divergence among eleven forage 18 

palm genotypes through morphological characterization in in vitro propagation and to 19 

relate it to molecular characterization. Genotypes were multiplied in temporary 20 

immersion bioreactors. At this phase, morphological descriptors such as length, 21 

diameter, dry and fresh mass of cladodes was evaluated. Molecular genotyping was 22 

performed by DNA extraction from young cladodes using (RAPD) primers. 23 

Dissimilarity based on molecular markers was estimated using the Jaccard Index. The 24 

morphological characteristics were compared individually by the Scott-Knott cluster 25 

test (p <0.05) and were compared together for dissimilarity by Euclidean distance. 26 

Individual dendrograms were obtained for each analysis using the UPGMA method. A 27 

tanglegram was generated to illustrate the similarities between the associations of the 28 
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two dendrograms. There were significant differences in all characteristics related to 29 

length, cladode width, fresh and dry mass of plants. The morphological descriptors 30 

obtained via temporary immersion bioreactors maintained all intrinsic morphological 31 

characteristics of the genotypes, grouping them according to genus. Based on the 32 

morphological characterization, it was possible to obtain two distinct groups. 33 

Morphological similarity was observed between pairs of genotypes of different genera 34 

and species. Molecular investigation allowed us to differentiate genotypes at species and 35 

genera levels, discriminating those considered morphologically similar. Molecular 36 

research made it possible to differentiate genotypes at species and genus level, 37 

discriminating those considered morphologically similar. The comparison between 38 

morphological and molecular data revealed divergences and similarities. The obtained 39 

information is useful in understanding the diversity within groups and how it is 40 

structured. Molecular markers outline these groups indicating the existence of genetic 41 

divergence. Morphological descriptors, obtained through bioreactors, are useful in 42 

studies of genetic diversity in forage palm. 43 

Keywords: Cactaceae; Temporary immersion bioreactor; Opuntia spp; Nopalea spp. 44 

  45 
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INTRODUCTION  46 

 47 

Although the Brazilian semiarid is marked by a very unstable climate, wich is 48 

characterized by poor rainfall distribution; there are some plants species that adapted to 49 

this scenario, such as the forage palm (Opuntia sp.). This cactaceous is rich in vitamins, 50 

minerals and amino acids, It is a food supplement of high nutritional power, both animal 51 

and human (Villa Nova, 2018).  52 

Forage palm multiplication usually occurs by cladding cutting, but it is slow to 53 

grow, and seedling availability occurs two years after planting (Peixoto et al., 2008). In 54 

addition to making the process of seedling acquisition difficult, it also causes difficulties 55 

for breeding programs in selection phases. 56 

The selection process in breeding programs occurs through the knowledge of the 57 

genetic divergence existing between individuals. Quantification of divergence can be 58 

done by molecular markers or morphological (Vieira, 2005). 59 

Through molecular markers, it is possible to directly access an individual's 60 

genotype through DNA. Allowing to obtain a practically unlimited number of genetic 61 

polymorphisms, avoiding possible errors in phenotypic expression to the detriment of 62 

environmental influence (Miranda, 2014). 63 

 Morphological markers are based on phenotypic characteristics of easily 64 

visualized plants. However, it has the disadvantage of being identified, mostly, only in 65 

whole or adult plant, which may cause delay in the selection process (Cattaneo, 2015). 66 

This delay is even greater in species that are slow to develop such as the forage palm. 67 

Knowing that micropropagation promotes rapid plant multiplication, in less time 68 

than required by the conventional planting method. It is interesting to apply it in studies 69 
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of genetic divergence, taking advantage of the characterization of genotypes in early 70 

stages. 71 

The morphological characterization in the seedling phase is of high relevance in 72 

breeding programs, as it provides information in the early phase of plant development. 73 

This information can help the breeder in choosing which genotypes to follow in the 74 

breeding process according to the desired objective (Oliveira, 2019). However, knowing 75 

the possible environmental influence, it is necessary to verify if this genetic variability 76 

obtained is in fact compatible with the existing genetic variability, which can be 77 

detected via molecular markers. 78 

Thus, this study was developed in order to estimate the genetic divergence of 79 

eleven genotypes of forage palm through morphological markers obtained by in vitro 80 

multiplication via temporary immersion bioreactors (TIBs) and to relate it to the 81 

divergence obtained by DNA markers. 82 

MATERIALS AND METHODS 83 

 84 

The experiment was conducted at the Plant Biotechnology Laboratory of the 85 

Agricultural Research Company of Minas Gerais - EPAMIG, EPAMIG Norte - 86 

Gorutuba Experimental Field, Nova Porteirinha-MG, and at the Laboratory of 87 

Molecular Biology of the State University of Montes Claros – UNIMONTES/Campus 88 

Janaúba-MG, during the years 2018/2019. 89 

Eleven forage palm genotypes from Gorutuba Experimental Field were used.The 90 

geographical location is defined by the coordinates 15
o
148'263” south latitude and 91 

43
o
17'650” west longitude, the average elevation of 526 m. These genotypes came from 92 

the germplasm bank of the Agronomic Institute of Pernambuco-IPA (Table 1). 93 
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2.1 Morphological evaluation 94 

 95 

In order to evaluate the morphological characteristics of 11 genotypes, an 96 

experiment was performed in a completely randomized design with 20 replications, 97 

each repetition consisting of one explant. Explants were obtained from in vitro 98 

establishment of young cladodes buds in solid medium MS (Murashige e Skoog, 1962), 99 

supplemented with 30 g L
-1

 sucrose, 0.1 g L
-1

 inositol, 4 mg L
-1

 BAP (6-100 

Benzylaminepurine) and 7 g L
-1

 of agar with pH adjusted to 5.8. This material remained 101 

in the growth room for 60 days, or until budding, under irradiation of 40 µmol m
-2

 s
-1

 102 

provided by cool white light, with 16 hours of photoperiod at 25 ± 2
o
C. The originated 103 

sproutt was subcultured every 30 days in culture medium of the same composition for 104 

90 days, reaching the fourth subculture. 105 

The originated sprouts were individualized and standardized, having a 106 

predefined size of 0.5 cm in length, and transferred to the TIB, containing 1 liter of 107 

liquid nutrient solution MS, supplemented with 200 mg L
-1

 ascorbic acid and 0,25 ml 108 

PPM (Plant Preservative Mixture Sigma). The immersion time of the explants was 109 

adjusted to three minutes every four hours. The treatments remained in a growth room 110 

submitted to a 16-hour photoperiod obtained from white LED lamps (40 µmol m
-2

 s
-1

) 111 

and an average temperature of 25ºC for a period of 30 days. 112 

After the implantation period, the following morphological characteristics were 113 

evaluated: plant height (cm), cladode diameter (mm), fresh and dry matter mass (g). The 114 

characteristic plant height comprised the distance measured by caliper from the apex of 115 

the cladode to the base of the plant. The diameter that comprised the width was 116 

measured by the lateral edges of the plant measured by digital caliper. All plants were 117 
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weighed to determine fresh mass. The determination of dry mass was obtained from 118 

pre-dried samples in a forced air oven, at 65ºC (Zenebon et al., 2008). 119 

The obtained characteristics were submitted to tests to verify the assumptions of 120 

the analysis of variance (ANOVA). Data normality was observed by Lilliefors test (p 121 

<0.05) and homogeneity of variances by Hartley test (p <0.05). The characteristics 122 

fresh and dry mass were transformed using the function Y = (√x + 1) due to the absence 123 

of normality. Given the assumptions, the characteristics were submitted to the F test 124 

with a 5% error of probability. When significant, the means were compared by the 125 

Scott-Knott clustering test (p <0.05). All analyzes were obtained using Genes software 126 

(Cruz, 2016). 127 

Subsequently, multivariate analyzes were performed to determine the genetic 128 

dissimilarity between the genotypes, obtaining the dissimilarity matrix by Euclidean 129 

distance. Genetic divergence was represented by dendrogram obtained by the 130 

hierarchical Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA), 131 

which groups individuals according to similarity (Cruz and Carneiro, 2003). The cluster 132 

validation by the UPGMA method was determined by the cophenetic correlation 133 

coefficient (CCC). For the dendrogram cut, the method proposed by Mojena (1977) was 134 

adopted, which is based on the relative size of the dendrogram merger levels (distances) 135 

(Faria, 2012). The relative contribution of quantitative characters was calculated 136 

according to Singh's method (1981). Data were analyzed using R software version 3.5.2 137 

using Cluster, RCMDR and Ade4 packages. 138 

2.2 Molecular evaluation  139 

 140 

DNA was extracted from young cladodes taken from the experimental field of 141 

EPAMIG Norte (Table 1). The hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) method 142 
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was used according to the methodology of Doyle and Doyle (1990). To verify the DNA 143 

quality, a 0.8% agarose gel stained in ethidium bromide solution (0.2 mg / L) was used. 144 

The amount of DNA was estimated by spectrophotometry at 260 nm. Thereafter, 145 

dilution was performed by standardizing all samples to 10 ng DNA/µL. 146 

The samples were subjected to amplification reactions composed of the 147 

following final concentrations: 50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl (pH 8.3); 2.5 mM MgCl2; 148 

2.5 mM dNTPs; 0.4 mM primer; 25 ng genomic DNA; 1.0 unit Taq DNA polymerase 149 

(Synapse) and ultrapure water to complete final volume. The amplifications were 150 

performed in a Techne thermocycler, model TC-412, using a program under the 151 

following conditions: initial denaturation at 94 °C for three minutes; followed by 40 152 

cycles of 94 °C for 15 seconds, annealing temperature of 50 °C for 30 seconds for each 153 

primer and extension at 72 °C for 90 seconds; to such end a final extension cycle of 72 154 

°C for 4 minutes, followed by a cycle at 4 °C until samples were taken from the thermal 155 

cycler.  156 

The products of amplification were separated by electrophoresis on a 1.2% 157 

agarose gel and 1X TBE buffer for one hour and stained in 0.05 mg/ml ethidium 158 

bromide solution for a period of 15 minutes. The amplified fragments were visualized 159 

under ultraviolet light and photographed in a UVP Life Science Software digital system. 160 

Of the 100 Random Amplified Polymorphic (RAPD) primers tested, 16 provided 161 

clear amplification products, which were used in all subjects (Table 2). 162 

 To quantify the genetic diversity between genotypes, the bands produced in 163 

amplification by RAPD primers were coded. Resulting in a binary matrix (1 for 164 

presence and 0 for absence of bands), the calculation of the dissimilarity matrix was 165 

obtained by complementing the Jaccard Index. Genetic divergence was represented by 166 
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dendrogram obtained by the UPGMA hierarchical method. To verify the consistency of 167 

the grouping, the cophenetic correlation coefficient (CCC) was calculated. Data were 168 

analyzed using R software version 3.5.2 using Cluster, RCMDR and Ade4 packages. 169 

2.3 Joint analysis of morphological and molecular characteristics 170 

 171 

A tanglegram was generated to illustrate the similarities and divergences 172 

between the associations of the two dendrograms, using the UPGMA method for 173 

hierarchical cluster analysis. Settled dendrograms (morphological and molecular) were 174 

drawn in front of each other, using helper lines to connect samples and establish a 175 

network of interactions. For this analysis were used the software R version 3.5.2., with 176 

the aid of the Dendextend package. 177 

RESULTS AND DISCUSSION 178 

3.1 Morphological characterization in temporary immersion bioreactors 179 

 180 

The effect of genotypes was significant for all characteristics evaluated. It was 181 

observed the formation of four distinct groups, with high variability, in relation to the 182 

genotypes averages, except for dry mass characteristic (Table 3). Significant differences 183 

were expected to occur, as they are forage palm materials that have some contrasting 184 

phenotypic characteristics. This situation, according to Cruz and Regazzi (1994) is a 185 

very favorable indication for the study of genetic divergence, especially for detecting 186 

the level of genetic variability present between accessions of genera and distinct 187 

species. 188 

The genotypes, IPA 200002 and IPA 100004, obtained plant height ranging from 189 

11.20 to 19.97 cm, respectively. Genotypes of the genus Nopalea usually have shorter 190 

size when comparedto those of the genus Opuntia (Marques et al., 2017).  191 
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It was verified in this work that the genotype IPA 100004 of the genus Nopalea, 192 

presented smaller cladode length. Paixão (2012), evaluating morphological traits in 193 

three-year-old forage palm genotypes in the field, also observed superiority of species 194 

of the genus Opuntia over genus Nopalea. Santos et al. (2015) also verified this fact by 195 

multiplying both genera in the conventional method in vitro. It is important to 196 

emphasize that these authors worked with most genotypes used in this work. However, 197 

the evaluation conditions were different. This is, to a certain extent, advantageous for 198 

the TIB propagation method, as it has maintained the same phenotypic characteristics 199 

when using morphological characterization in the field. 200 

It is noteworthy that the IPA 100001 and IPA 200002 genotypes obtained higher 201 

cladode height and diameter (Table 3). The first is already described for presenting large 202 

size and broad cladodes, according to the descriptors used by Gallegos Vázquez, (2005). 203 

This explains its better development, in TIB propagation, in all evaluated 204 

characteristics. In in vitro multiplication, Rocha et al. (2018) also observed better 205 

development of this genotype. 206 

With these results, it can be inferred that the use of TIBs, in addition to the 207 

advantages of in vitro propagation can be useful in the morphological characterization 208 

of plants. With the advantage of reducing the selection time of promising genotypes, 209 

which can be used in breeding programs. Successful use of TIBs has been reported for 210 

the large-scale propagation of various species such as, sugar cane (Lott, 2018), 211 

strawberry (Camargo et al., 2019), eucalyptus (Máximo, 2018), bamboo (García 212 

Ramírez et al., 2019) and forage palm (Zingale, 2016), presenting a higher 213 

multiplication rate than conventional micropropagation. 214 
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For dry and fresh mass traits, it was observed superiority of genotypes of the 215 

genus Opuntia when compared to genus Nopalea (Table 3). Genotypes of the genus 216 

Opuntia are superior for the mass production characteristic than those of the genus 217 

Nopalea. This is because species of the genus Opuntia usually have larger and heavier 218 

cladodes, which influences the high values of fresh and dry mass (Leite, 2009). It is 219 

evident that the TIB micropropagation method does not change the expected phenotypic 220 

performance for these characteristics. Thus, such characteristics in this 221 

micropropagation process can be indicated in studies of genetic divergence. 222 

Selecting genotypes in plant breeding requires the simultaneous consideration of 223 

multiple traits of agronomic importance (Schmit et al., 2018). And the study of genetic 224 

diversity is performed from the information set of these characters, making it easier to 225 

visualize the dissimilarities between genotypes. Thus enabling a better basis for making 226 

decision in breeding programs (Miranda, 2019). 227 

With a cophenetic correlation coefficient of 85.51%, showing an adequate 228 

relationship between the genetic distance matrix and the dendrogram, it was possible to 229 

observe the formation of two distinct groups from the morphological evaluations 230 

(Figure 1). The importance of checking the magnitude of CCC is highlighted, as it 231 

estimates the degree of agreement between the dendrogram formed by the clustering 232 

method and the matrix of genetic distances (Nardino et al., 2017). When the correlation 233 

coefficient is above 80% there is a good fit between the two matrices (Cargnelutti et al., 234 

2010).  235 

Considering the established cutting point, two distinct groups were formed 236 

(Figure 1). The first group consists only of the IPA 200002 genotype. This isolation 237 

may be justified by its better performance in all morphological characteristics evaluated 238 
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individually (Table 1). Research results with this genotype are still scarce, especially as 239 

a result of having recently been obtained (Santos et al., 2013). However, it is described 240 

for presenting morphological characteristics similar to Gigante genotype, such as: 241 

upright growing, little branched stem, large rackets weighing up to 1 kg and length of 242 

50 cm. Considered the most productive and best suited to dry regions (Marques et al., 243 

2017). 244 

It is observed that the genotypes that made up the second group have distinct 245 

genera and species (Figure 1). It is evident that the morphological characteristics 246 

considered did not allow the differentiation of genotypes, at least at the genus level, a 247 

fact attributed to the distinct performance of IPA 200002. However, an intragroup 248 

analysis highlights the absence of dissimilarity between pairs of genotypes, such as IPA 249 

200173 and IPA 100412, of the same species. As well as the IPA100414 and 250 

IPA100002 genotype pairs. Also, phenotypic similarity between varieties of distinct 251 

genera, such as IPA 200016 and IPA 200205, evidencing low genetic variability in 252 

these genotypes for the characters collected in TIB propagation.  253 

It is also verified that in the second group there is detection of genetic similarity 254 

between two varieties, both O. ficus-indica Mill. Admittedly similar under growing 255 

conditions.That are the genotypes Redonda (IPA 100002) and Gigante (IPA 100001) 256 

(Figure 1). These are very close morphologically genotype since the Redonda genotype 257 

originates from the Gigante genotype (Galvão Junior et al., 2014). 258 

All evaluated characters contributed to a greater or lesser extent to determine 259 

genetic divergence (Table 4). The most important traits for genetic divergence were 260 

cladode height and dry mass, which together accounted for 58.73% of the total variation 261 

among the evaluated individuals. The characteristic diameter of cladode has been shown 262 
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to be of little importance for genetic divergence studies. According to Correa Gonçalves 263 

(2015), the great interest in evaluating the relative importance of characters lies in the 264 

possibility of discarding characteristics that contribute little to the discrimination of the 265 

evaluated material, thus reducing labor, time and cost spent on tests. 266 

3.2 Molecular characterization based on RAPD markers 267 

 268 

Molecular markers have been widely used for detection of genetic dissimilarity 269 

in genotypes of genera Opuntia and Nopalea (García-Zambrano, et al., 2018; Las Casas, 270 

et al., 2018; Samah, et al., 2016; De Lyra, et al., 2015). It is important for these studies, 271 

mainly because they consider in the genetic dissimilarity estimation, only the genotypic 272 

and not the phenotypic constitution, which can be influenced by the environment. 273 

Govindaraj et al. (2015) stated that with the use of molecular markers in genetic 274 

diversity studies, there is a guarantee of speed and quality of the generated data, being 275 

possible to characterize a larger number of germplasm with limited time and resources. 276 

Based on the estimated genetic diversity via RAPD markers between forage 277 

palm genotypes, it was possible to verify the formation of two distinct groups (Figure 278 

2). The cophenetic correlation coefficient obtained was 96.73%, evidencing the 279 

consistency of the integrity of the formed clusters.  280 

It is observed that the Orelha de Elefante Mexicana (IPA 200016) has greater 281 

dissimilarity remaining isolated in group I, while the others gathered in group II (Figure 282 

2). In group II it is possible to detect genetic similarity between pairs of genotypes IPA 283 

100001 and IPA 100414, of the same genus. As well as IPA 200173 and IPA 200174 284 

pairs, of the same genus, but of different species. These similarities were also verified in 285 

the morphological analysis (Figure 1), confirming the low genetic variability between 286 

these genotypes. 287 
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In group II, by adopting a percentage of genetic divergence around 80%, seven 288 

subgroups were formed (Figure 2). It is possible to verify genetic dissimilarity between 289 

genotypes considered similar in the morphological analysis. As the IPA 200016 IPA 290 

and 200, 205 pairs, both distinct genus, as well as the genotypes IPA 200174 and IPA 291 

100412 of the same genus, but distinct species.  Also, dissimilarity between genotypes 292 

of the same species, such as IPA 100004 and IPA 200205 and, pairs IPA 100414 and 293 

IPA 100002. 294 

It is important to highlight that the IPA 200205 and IPA 100004 genotypes are 295 

already described in the literature because they are morphologically similar. IPA 296 

200205 arise after burning an area previously cultivated with Miúda palm, identified as 297 

IPA 100004 (Santos et al., 2014). Similarly IPA 100002 is described as originating from 298 

the These are very close morphologically genotypes since the Redonda genotype 299 

originates from the Gigante genotype Gigante (IPA 100001) presenting  phenotypic 300 

similarities (Galvão Junior et al., 2014). Although, these genotypes are described as 301 

morphologically similar (Figure 1), it was observed by molecular analysis that they are 302 

genetically distinct from each other, presenting high genetic variability. 303 

Thus, the ability to detect genetic variability among the genotypes evaluated in 304 

this work through RAPD markers, is remarkable. According to Lyra et al. (2015) from 305 

the molecular analysis, it is observed that the phenotype is not a linear function of the 306 

genotype, and the large variations found in species of the genus Opuntia are mainly due 307 

to their high interspecific and intraspecific hybridization capacity, polyploidy, sexual 308 

reproduction and high apomixis rate.  309 

 310 
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3.3 Comparison between dissimilarity methods 311 

 312 

From the information resulting from the morphological and molecular 313 

characterization, it was possible to obtain two distinct groups. However, the 314 

arrangement between genotypes in the joint analysis did not remain the same (Figure 3). 315 

The entanglement value was 0.52 showing the divergence in genotype distribution in 316 

both dendrograms. Entanglement measures genotype matching between distinct 317 

dendrograms, ranging from 1 (complete entanglement) to 0 (no entanglement). A lower 318 

entanglement coefficient corresponds to a good alignment (Santos et al., 2018).  319 

Only the IPA 100410, IPA 100002, IPA 200174, and IPA 200173 genotypes 320 

remained in the same position, i.e., had minor changes between clusters (Figure 3). This 321 

result indicates convergence between morphological and molecular divergence 322 

analyzes. According to Pereira et al. (2018), analyzes that consider qualitative and 323 

quantitative variables simultaneously, such as the Gower method, tend to be more 324 

efficient, mainly because they consider a larger number of information for the diversity 325 

study. Note that in this case, as each dendrogram was obtained by a distinct algorithm, 326 

Euclidean and Jaccard, the non-similarity may be attributed to the mathematical models 327 

of each algorithm. It is important then to observe how similar are the different methods 328 

in obtaining dissimilarity. 329 

For most genotypes, inconsistencies between the methods are noted (Figure 3). 330 

This is possibly due to the fact that the molecular markers used are not specific to the 331 

phenotypic characteristics evaluated. They amplify more conserved regions of the 332 

genome, and it is not possible, in this case, to assimilate a molecular mark to a certain 333 

phenotypic characteristic (Costa, 2015). On the other hand, this fact may also be 334 

associated with better accuracy of molecular analysis compared to the morphological 335 
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analysis. Molecular data are often considered less ambiguous, more easily reproducible 336 

and less susceptible to convergence compared morphological data. This is because they 337 

detect polymorphism directly at the DNA level, having no kind of environmental or 338 

genetic influence (Gaubert et al., 2005). 339 

Although, it is obvious, one way to assess the reliability of morphological data 340 

would be to compare it with a molecular data set and investigate the source of 341 

discrepancies between the two data sets (Bapst, 2017). Note that there was a low 342 

relationship between the two data sets. Morphological markers contributed less to 343 

differentiation between genotypes. However, doing a general approach, it is noted that 344 

the gathering of genetic information, via different sources, such as molecular and 345 

morphological, allows a greater understanding of the estimated genetic variability. In 346 

this study, the low variability can be mostly attributed to the origin of the considered 347 

genotypes. 348 

CONCLUSION 349 

 350 

Among the morphological markers, the characters that most contributed to genetic 351 

divergence were plant height and dry mass. 352 

Molecular markers were able to distinguish morphologically similar genotypes. 353 

Genetic divergence can be detected between forage palm genotypes propagated by 354 

temporary immersion bioreactors. 355 
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 512 

TABLE 1. Identification of forage palm genotypes used in the experiment. EPAMIG-513 

Norte/ Nova Porteirinha- MG, 2019. 514 

Genus Genotypes Species Nº no BAG 

Opuntia  

Orelha de elefante mexicana Opuntia strica Haw IPA-200016 

Orelha de elefante africana Opuntia undulata Griffiths IPA-200174 

Redonda Opuntia fícus-indica Mill IPA-100002 

IPA 90-156 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100414 

Gigante Opuntia fícus-indica Mill IPA-100001 

Marmillon Fodder - (1327) Opuntia fícus-indica Mill IPA-200173 

IPA 90-111 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100412 

COPENA-V1 Opuntia fícus-indica Mill IPA-200002 

IPA-90-92 Opuntia fícus-indica Mill IPA-100410 

Nopalea  
Miúda Nopalea cochenillifera Salm-Dyck IPA-100004 

IPA Sertânia Nopalea cochenillifera Salm-Dyck IPA-200205 

 515 

 516 

 517 

 518 

 519 

 520 

 521 
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 522 

TABLE 2. Selected RAPD primers for forage palm species. EPAMIG-Norte/ Nova 523 

Porteirinha- MG, 2019. 524 

 525 

 526 

TABLE 3. Morphological characteristics of forage palm accesses obtained during 527 

micropropagation by TIB. EPAMIG-Norte/ Nova Porteirinha- MG, 2019. 528 

Averages followed by the same letter in the columns, belonging to the same grouping, by the Scott-Knott 529 
test with a 5% probability. 530 

 531 

PRIMERS SEQUENCE 5’→ 3’ 

OP 2 CCTGGGCTTG 

OPG 05 CTGAGACGGA 

OPH 18 GAATCGGCCA 

OP 30 GGAGGGGGGA 

OP 52 CCAACCACCC 

OP 61 GGGTGTGGGT 

OP 63 GGGTGGGTGT 

OP 66 CCCACACCCA 

OP 67 GGGAGAGGGA 

OP 68 CCCACCCACA 

OP 74 GGGTTGGGTG 

OP 76 GAGCACCAGG 

OP 80 GAGCACGGGG 

OP 81 GGGCCCGAGG 

OP 83 GGGCGCGAGT 

OP 99 ATCGGGTCCG 

Genotypes Height (cm) 
Diameter(m

m) 
Fresh mass Dry mass 

IPA 200002 19.97a 6,66 a 1,2366 a 1,0152 a 

IPA 100001 18.31 a 5,57 a       1,2633 a 1,0163 a 

IPA 200205 17.14 b 3,63 d 1,0585 d 1,0061 d 

IPA 100410 17.11b 5,22 b 1,1643 b 1,0104 c 

IPA 100414 16.84 b 5,24a 1,1111 a 1,0045 d 

IPA 200174 16.76 b 4,45 c 1,0758 d 1,0089 a 

IPA 200016 15.61b 3,73 d 1,1456 b 1,0126 b 

IPA 100002 14.71 c 5,18b 1,1610 b 1,0104 c 

IPA 200173 13.85 c 4,60 c 1,1088 c 1,0088 c 

IPA 100412 12.68 d 4,63 c 1,1225 c 1,0074 d 

IPA 100004 11.20 d 3,89 d 1,0584 d 1,0059 d 

CV (%) 19.00 17.09 3.89 0.3586 
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TABLE 4. Estimates of the relative contribution of each trait (S.j) to study genetic 532 

diversity among 11 forage palm genotypes, according to Singh (1981) criterion. 533 

EPAMIG-Norte/ Nova Porteirinha- MG, 2019. 534 

Variable 
Contribution 

S. j S. j (%) 

Height 11.773948 30.1895 

Diameter 7.522498 19.2884 

Freshmass 8.572481 21.9806 

Drymass 11.13127 28.5416 

S.j: contribution of variable j to the value of Euclidean distance between genotypes. 535 

 536 

 537 

FIGURE 1. Dendogram obtained by UPGMA clustering method of 11 forage palm 538 

genotypes, obtained from morphological characters collected in micropropagation in 539 

TIB. UNIMONTES, Janaúba-MG, 2019. 540 

 541 
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 542 

FIGURE 2.Dendogram representing the genetic divergence among eleven forage palm 543 

genotypes, obtained by the UPGMA method, using the arithmetic complement of the 544 

Jaccard index as a measure of dissimilarity. UNIMONTES, Janaúba-MG, 2019. 545 
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 549 

FIGURE 3. Entanglement between 11 forage palm genotypes, obtained based on 550 

genetic dissimilarity considering morphological and molecular variables. 551 

UNIMONTES, Janaúba-MG, 2019. 552 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados indicam que a propagação da palma forrageira por meio das 

técnicas da cultura de tecidos pode contribuir com os estudos de divergência genética e 

multiplicação in vitro dos genótipos.  

 De um modo geral, há uma tendência dos genótipos responderem melhor no 

sistema de multiplicação em BIT´s, principalmente grande parte das Opuntias e suas 

espécies. Fato atribuído às características do gênero, e ao ambiente de cultivo por 

oferecer melhores condições de desenvolvimento, como a renovação da atmosfera 

interna e utilização do meio líquido, favorecendo rápida multiplicação e redução de 

custos. Por esse motivo, esse sistema foi escolhido para análise de divergência genética. 

As estimativas de dissimilaridade fornecidas em BIT´s foram uteis, pois parte 

das informações observadas foram confirmadas pelos marcadores moleculares. Por 

meio dos dados moleculares, foi possível detectar a expressão do ambiente sobre o 

fenótipo. Pois conseguiram distinguir genótipos considerados similares na análise 

morfológica. Isto sugere a importância de utilizar os marcadores morfológicos em 

conjunto com os moleculares. Visto que, as duas técnicas combinam a descrição do 

fenótipo e genótipo, possibilitando distinguir genótipos morfologicamente semelhantes, 

mas geneticamente diferentes. 

Desse modo os problemas relativos à propagação convencional da palma 

forrageira, podem ser minimizados pelo uso dos biorreatores de imersão. Pois oferece 

boas condições de desenvolvimento, com multiplicação em curto espaço de tempo. 

Sendo assim, pode ser utilizado como descritores morfológicos em estudos de 

divergência genética, trazendo informações dos genótipos em fases iniciais de 

desenvolvimento. 

 

 

 

  


