
  

 

SHAMYRA GEORGIA DE AZEVEDO E SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE DIVERSIDADE GENÉTICA E EFEITO 

INIBITÓRIO DO LÁTEX DE Calotropis procera EM 

FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MOSSORÓ – RN 

2015 



  

 

SHAMYRA GEORGIA DE AZEVEDO E SILVA 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE DIVERSIDADE GENÉTICA E EFEITO 

INIBITÓRIO DO LÁTEX DE Calotropis procera EM 

FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à 

Universidade Federal Rural do 

Semiárido, como parte das exigências 

para obtenção do título de Mestre em 

Agronomia: Fitotecnia. 

 

 

Orientador: Profº. D.Sc. RUI SALES JUNIOR  

Co-orientadora: Profª. D.Sc. IONÁ SANTOS ARAÚJO HOLANDA 

 

 

MOSSORÓ – RN 

2015 



  

 

SHAMYRA GEORGIA DE AZEVEDO E SILVA 

 

 

 

ESTUDO DE DIVERSIDADE GENÉTICA E EFEITO 

INIBITÓRIO DO LÁTEX DE Calotropis procera EM 

FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

 

Dissertação apresentada à 

Universidade Federal Rural do 

Semiárido, como parte das exigências 

para obtenção do título de Mestre em 

Agronomia: Fitotecnia. 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

“Talvez eu não tenha conseguido fazer o 

melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. 

Não sou o que eu deveria ser, mas sou o que 

irei ser e graças a Deus não sou o que eu era”. 

 

(Martin Luther King) 



  

 

À minha família, em agradecimento ao esforço,  

paciência e perseverança que tiveram  me  

fazendo chegar até aqui. 

 

Dedico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais Salete Azevedo e  

Geovah Pereira por terem me dado à vida. 

 

 

Ofereço 



  

 

 
AGRADECIMENTOS 

 

 

Agradeço primeiramente a Deus por ter me dado à vida, por operar 

maravilhas em mim e sempre dar forças para lutar nos momentos difíceis. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 

pela concessão da bolsa para realização deste trabalho, a UFERSA pela acolhida, 

tornando-se então o meu lar durante minha trajetória e ao Programa de Pós-

graduação em Fitotecnia, por ter acrescentado muito em termos de conhecimento 

por meio dos professores. 

Aos meus pais por todo amor, carinho, dedicação, apoio incondicional, 

paciência, companheirismo, por serem os melhores pais do mundo e nunca me 

deixarem fraquejar diante das dificuldades, e pela confiança que sempre 

depositaram em mim. 

Agradeço à minha família, em especial ao meu querido irmão Godofredo, 

minha cunhada Angélica, meus sobrinhos, e Nalva, pelo apoio, amparo, carinho e 

amor que sempre me foi dado. 

À professora e coorientadora Ioná, que se mostrou disponível em todos os 

momentos, e mais do que professora, sempre foi uma amiga. Ela acreditou em 

mim, quando nem eu acreditava mais, me dando a oportunidade de trabalhar 

naquilo que eu gostava. Agradeço pelos puxões de orelha, pelas sugestões de 

melhoria e pelo vínculo que foi formado. 

Ao meu orientador, Rui Sales Junior, por aceitar me orientar e sempre ter se 

mostrado generoso e solícito. 

Ao professor Manoel Abílio de Queiroz, estando pouco tempo sob sua 

orientação, sempre se mostrou gentil, atencioso e preocupado. Obrigado por em tão 

pouco tempo, me ensinar tanto, contribuindo para minha formação profissional 

com sua paciência, humildade e simplicidade. 

Ao professor Glauber por todo apoio, ajuda, conselhos e generosidade, que 

fizeram toda a diferença nessa reta final para minha formação. 

Aos amigos do laboratório de Biotecnologia Vegetal: Moacíria, Elisângela, 

Rhut, Leidianne, Carol, Karla, Jorge, Tallison, Rose, Mariana, Erika e Isabela. 

Muito obrigada pela ajuda, pois sem vocês esse trabalho com certeza não seria o 

mesmo.  



  

 

Aos colegas do laboratório de Fitopatologia II: Naama, Claúdia, Andréa, 

Deyse, Jacquelinne, Ana Paula e todos que fazem parte do grupo de Fitopatologia 

II, por terem me acolhido de maneira tão calorosa no laboratório, e um 

agradecimento especial ao meu querido amigo Hailton, pelo carinho, apoio, 

dedicação, generosidade, paciência, ajuda e horas de sono perdidas para poder me 

ajudar. Muito obrigada! 

Pelo pessoal do Departamento de Ciências Vegetais (DCV), aos técnicos, o 

pessoal da secretaria e da limpeza, pela ajuda e por todos os momentos que 

passamos juntos. 

Agradeço também aos amigos Luiz Henrique, Sherman, Otaciana, Jeiza, 

Gidalto, Monique, Ricardo e Conceição (que mesmo estando distante, nunca me 

abandonou, nem deixou de acreditar em mim!), que me acompanharam nessa 

trajetória, sempre aconselhando, ouvindo, ajudando, enfim, participando de forma 

ativa de todos os momentos. Obrigada por serem quem vocês são. 

Ao tão especial companheiro Gianno Guerra, pelos conselhos, 

compreensão, ajuda, força, companheirismo e carinho que sempre estiveram 

presentes nos momentos mais oportunos. 

Enfim, a todos àqueles que torceram por mim, me apoiaram e me 

incentivaram de alguma maneira, tornando hoje, esse sonho possível. Todos, à sua 

maneira, foram essenciais durante a minha trajetória, e me auxiliarem fazendo com 

que eu me tornasse o que sou. 

 Muito Obrigada!  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

RESUMO 

 

 

SILVA, Shamyra Georgia de Azevedo e. Estudo de diversidade genética e efeito 

inibitório do látex de Calotropis procera em fungos fitopatogênicos, 2015. 94f. 

Dissertação (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia/Melhoramento Genético) – 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido, Mossoró-RN, 2015. 

 

 

Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton] é uma planta que tem 

recebido destaque por se tratar de uma espécie que possui diversas 

funcionalidades como alimentação animal, medicina tradicional, agricultura, 

meio ambiente, indústria cosmética e têxtil, podendo também atuar no combate à 

pragas, fungos e vírus através de mecanismos de defesa associados ao seu látex. 

Objetivou-se nesse estudo avaliar fluidos laticíferos da Flor de Seda na inibição 

do desenvolvimento de fungos fitopatogênicos de Macrophomina phaseolina, 

Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus e 

estudar a divergência genética de genótipos de Flor de Seda por meio de 

marcadores moleculares RAPD e ISSR. Vinte amostras de folhas da espécie 

foram coletadas na cidade de Grossos/RN e na cidade de Mossoró/RN no 

Campus Leste da UFERSA (dez plantas para cada local de coleta). O látex das 

plantas foram testados em quatro diferentes tipos de fungos fitopatogênicos, 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e 

Monosporascus cannonballus com duas diferentes metodologias (adicionando o 

látex ao meio de cultura antes e após a polimerização do meio) e com dois níveis 

diferentes de concentração (puro e diluído 1:1). Para as análises moleculares, o 

DNA de cada uma das plantas foi extraído com 11 primers RAPD e 10 primers 

ISSR. Para as análises do látex, foi observado que não houve efeito inibitório para 

nenhum dos isolados de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, 

Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus em nenhuma das 

concentrações testadas nas condições estudadas. Os resultados moleculares 

obtidos revelaram um bom padrão de amplificação para ambos os marcadores de 

DNA, mostrando à formação de grupos distintos, tendo sido detectada a presença 

de variabilidade genética. Para as análises com os marcadores RAPD houve a 

formação de quatro grupos distintos, e para o marcador ISSR foi possível 

observar a formação de seis grupos. Quando se analisou os dois marcadores de 

forma correlacionada foi possível detectar a formação de sete grupos distintos 

demonstrando a existência de variabilidade. A diferença encontrada nos 

resultados de ambos marcadores pode ser explicada por se tratar de dois 

marcadores que cobriram diferentes regiões do genoma. 

 

Palavras-chave: Flor de Seda, látex, fungos fitopatogênicos, variabilidade 

genética, RAPD, ISSR. 

 

 

 

 



  

 

ABSTRACT 

 

 

SILVA, Shamyra Georgia de Azevedo e. Genetic diversity study and 

inhibitory effect of Calotropis procera latex in pathogenic fungi, 2015. 94f. 

Dissertação (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia/Melhoramento Genético) 

– Universidade Federal Rural do Semi-Árido, Mossoró-RN, 2015. 
 

 

Silk Flower [Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton] is a plant that has been 

highlighted by the case of a species that has several features such as animal feed, 

traditional medicine, agriculture, environment, cosmetics and textile industry, and 

may also act to combat pests, fungi and viruses through mechanisms defense 

associated with your latex. This study aimed to evaluate latex fluid from Silk 

Flower in inhibiting the development of pathogenic fungi of Macrophomina 

phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae and Monosporascus 

cannonballus and study the genetic diversity from Silk Flower genotypes using the 

RAPD and ISSR molecular markers. Twenty samples of species of leaves were 

collected in the Grossos/RN and Mossoró/RN cities (ten plants from each city). 

The plants latex were tested on four different types of phytopathogenic fungi, 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae and 

Monosporascus cannonballus with two different methods (adding latex to the 

culture medium before and after polymerization middle), and with two different 

concentration level (neat and diluted 1:1). For molecular analysis, DNA of each 

plant was extracted with 11 RAPD primers and 10 ISSR primers. For latex 

analyzes, it was observed that there was no inhibitory effect for any of 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae and 

Monosporascus cannonballus isolates in any of the concentrations tested under the 

conditions studied. Molecular results showed a good standard for both 

amplification of DNA markers, showing the formation of different groups, and the 

presence of genetic variability has been detected. For the analysis with molecular 

markers there was the formation of the four distinct groups, and in the ISSR marker 

was observed the formation of six groups. When it was analyzed the two markers 

in a corresponding manner it was possible to detect the formation of seven distinct 

groups showing the existence of variability. The difference in the results of both 

markers can be explained by the case of two markers that covered different regions 

of the genome. 

 

Keywords: Silk flower, latex, pathogenic fungi, genetic variability, RAPD, ISSR. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUÇÃO GERAL E REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

1.1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O melhoramento genético tem influenciado de maneira decisiva no 

incremento da adaptabilidade e produtividade de cultivos; entretanto, para a 

eficiente obtenção de ganhos genéticos no melhoramento é necessário um 

conhecimento detalhado da constituição genética das espécies. 

A região semiárida do Nordeste brasileiro é rica em espécies vegetais e 

apresenta inúmeras espécies com grande potencial econômico, porém ainda pouco 

estudadas pela maioria da classe científica, entre estas plantas destaca-se a Flor de 

Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.]. A Flor de Seda pertencente à família 

Asclepiadaceae, possui teores significativos de nutrientes, bem como 

adaptabilidade às condições edafoclimáticas da região semiárida. Sendo uma planta 

sempre verde durante todo ano, esta, pode ser utilizada como alimento para 

caprinos, ovinos e bovinos, e apresentar diversas propriedades como a presença de 

substâncias ativas permitindo seu uso farmacológico (COSTA; MEDEIROS; 

ALVES, 2009), além da utilização como cobertura vegetal em plantios e em 

recuperação de áreas degradadas. Planta nativa da África, Madagascar, Península 

Arábica e Sudoeste da Ásia, esta espécie possui ampla distribuição geográfica, 

atualmente aclimatada no Norte da Austrália, Tailândia, Vietnã e outros países 

(RAHMAN; WILCOCK, 1991; CSURSHES; EDWARDS, 1998) como é o caso do 

Brasil. 

A Flor de Seda é uma planta que produz látex, um líquido de aspecto 

leitoso, presente em aproximadamente 20.000 espécies de plantas de 40 famílias 

(DOMSALLA; MELZIG, 2008). Plantas laticíferas vêm sendo largamente 

estudadas, devido às várias funções biológicas terem sido atribuídas aos laticíferos. 

Tem-se sugerido que a presença do látex neste tipo de planta esteja envolvida na 

sua defesa. Diante desse argumento, é crescente a pesquisa por proteínas vegetais 

que poderiam ser utilizadas como ferramentas biotecnológicas para tal fim, sendo 

assim, as plantas laticíferas têm um grande potencial, pois são reconhecidamente 
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fontes de proteínas relacionadas à defesa vegetal. 

O látex de Manihot glaziovii Muell Arg. mostrou atividade antifúngica 

sobre o crescimento de Colletotrichum gloesporioides (Penz), Macrophomina 

phaseolina (Tassi) Goid e Fusarium solani (Mart.) Sacc.(PEREIRA et al, 1999). 

Contudo ainda são desconhecidos estudos sobre o envolvimento de fluidos 

laticíferos em atividades deletérias contra fungos fitopatogênicos.  

Os fungos fitopatogênicos são microrganismos causadores de doenças em 

plantas, que podem atuar nestas, das mais diversas formas, sendo mais atuantes em 

estruturas como raízes, caules, folhas e frutos. Estes patógenos podem estar 

disseminados em vários tipos de ambientes, como na água, no solo, etc.  

Dentre estes patógenos, os que se encontram naturalmente habitando o 

solo, representam um complicado grupo de controle, dado à dificuldade de 

aplicação de produtos antifúngicos neste ambiente, além de outras limitações. Entre 

estes patógenos, podem ser citados os fungos Macrophomina phaseolina (Tassi) 

Goid, Rhizoctonia solani Kuhn e Monosporascus cannonbalus Pollack & Uecker. 

Outro grupo de difícil controle, diz respeito às espécies com atuação 

potencializada na fase pós-colheita, sendo Colletotrichum musae (Berk & Curt.) 

von Arx., um exemplo destes fitopatógenos. 

A Macrophomina phaseolina é capaz de infectar centenas de espécies 

vegetais, tais como, milho, sorgo, amendoim, algodão e girassol, entre outras 

espécies botânicas (GHAFFAR; ZENTMYER, 1968; FIGUEIREDO et al., 1969; 

MENDES et al., 1971; WYLLIE, 1984). A ocorrência desse patógeno foi relatada, 

pela primeira vez, no Brasil infectando raízes de feijão (BITANCOURT, 1935). A 

Macrophomina phaseolina produz picnídios marrom-escuros, solitários ou 

agregados, imersos, tornando-se irrompentes com 100-200µm de diâmetro, 

abrindo-se por ostíolo apical (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970). A 

variação no tamanho dos picnídios parece estar associada ao substrato sobre o qual 

o fungo se desenvolve (DHINGRA; SINCLAIR, 1978). 

 O fungo Rhizoctonia solani ocorre em diversas culturas de importância 

econômica, como a batata, o feijão, o fumo, o milho e a soja, causando podridões 

radiculares no início do desenvolvimento da plântula e provocando redução no 

vigor e na germinação da semente. A incidência e a severidade do ataque estão 

associadas às condições do solo e a sequência de culturas cultivadas na área. 

 Colletotrichum musae é um fungo que apresenta diversas formas e 

tamanhos de esporos, características culturais, bem como de patogenicidade. Além 



17 

 

  

 

disso, é responsável pela antracnose em banana (Musa spp.), doença importante 

presente tanto na pré-colheita quanto na pós-colheita dos frutos. Os sintomas 

caracterizam-se pela formação de lesões escuras e deprimidas sobre as quais, em 

condições de alta umidade, surgem as frutificações rosadas do patógeno, sendo que 

normalmente a polpa não é afetada, exceto quando exposta a condições de alta 

temperatura ou quando o fruto está em estágio avançado de maturação 

(CORDEIRO; KIMATI, 1997). 

 Monosporascus cannonballus trata-se de um fitopatógeno habitante natural 

do solo, termófilo e bem adaptado às condições áridas e semiáridas, e por isso, 

responsável por grandes perdas, limitando o cultivo de melão em diversas regiões 

do mundo. Inúmeras medidas de controle têm sido estudadas, entretanto, estas 

ainda são pouco eficazes. Algumas estratégias de controle têm sido utilizadas, 

porém, devido ao fungo ser considerado termófilo e bem adaptado ao clima árido e 

semiárido, estas têm sido pouco eficientes. No Brasil, apesar de algumas medidas 

estarem sendo estudadas, estas ainda são pouco eficazes e ainda não são muito bem 

estabelecidas devido à falta de informações sobre a epidemiologia desta doença, 

além disso, o Nordeste brasileiro dispõe de excelentes condições edafoclimáticas 

que garantem o bom desenvolvimento deste patógeno. 

Quando se analisa o uso de plantas da caatinga ou de espécies exóticas 

adaptadas às condições edafoclimáticas deste bioma, sejam estas plantas xerófilas 

e/ou forrageiras, os trabalhos relatam o uso das mesmas como se todos os 

indivíduos de uma determinada espécie fossem iguais, sendo ainda escassos 

estudos que consideram a diversidade dentro das espécies. Sampaio et al. (2006) 

faz um alerta ao destacar que estas espécies não foram alvo de estudos de 

diversidade genética e de melhoramento, dando-se, quase sempre, prioridade às 

espécies frutíferas. Aliás, é o estudo da diversidade dentro das espécies, uma das 

condições essenciais para se considerar os recursos genéticos das mesmas e, por 

conseguinte, analisar a vantagem de possíveis variantes que possam ser 

encontrados, sendo, desse modo, uma das condições fundamentais para que se 

processe a domesticação dessas espécies com vistas a torná-las mais apropriadas 

para uso nos diversos fins a que se destinam. 

A biotecnologia tem contribuído para caracterização e conservação de 

germoplasma mediante a utilização de marcadores moleculares. Estes marcadores 

permitem estudar e avaliar a variabilidade genética existente entre populações 

naturais para conservação in situ (COSTA; MEDEIROS; ALVES, 2009). Trata-se, 
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portanto, de uma ferramenta importante que gradualmente está sendo adotada no 

estudo de bancos de recursos genéticos, com a finalidade de avaliar o grau de 

diversidade das coleções, até então, avaliadas somente por descritores fenotípicos, 

baseados em características fisiológicas e morfoagronômicas (VAN BEUNING; 

BUSCH, 1997; HARRISON et al., 2000). 

Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR 

(Inter Simple Sequence Repeats) têm sido largamente utilizados em estudos de 

filogenia, diversidade genética e seleção assistida por marcadores (BENZAQUEM 

et al., 2009). A caracterização genotípica por marcadores moleculares pode auxiliar 

o melhorista na escolha entre genótipos divergentes e promissores com alto 

potencial produtivo (GOUVÊA et al., 2010). O marcador RAPD é uma ferramenta 

simples e eficaz utilizada para detectar polimorfismos a nível de DNA em 

indivíduos, sem que características fenotípicas tenham ainda sido expressas. O 

advento do desenvolvimento de princípio de Reações de Polimerização em Cadeia 

(PCR) possibilitou a utilização do RAPD, amplificando sequências de DNA 

genômico ao acaso a partir de iniciadores de sequência aleatória (FERREIRA; 

GRATTAPLAGIA, 1995; FERREIRA, 2003). Estudos sobre divergência genética 

realizados com a técnica RAPD permitem distinguir diferenças mínimas entre 

indivíduos, populações e espécies (BRAMMER, 2000). Os marcadores 

moleculares ISSR também se baseiam em PCR e amplificam segmentos de DNA 

com um único iniciador composto por uma sequência do microssatélite com 16-

25pb de comprimento, podendo amplificar sequências inter-SSR de diferentes 

tamanhos. Esses iniciadores podem estar desancorados ou usualmente ancorados na 

extremidade 5’ ou 3’ por uma a quatro bases degeneradas. Essas amplificações não 

requerem informação prévia do genoma e permitem a obtenção de multilocos 

(CAIXETA et al., 2006; GOULÃO; OLIVEIRA, 2001). 

Com base no problema exposto este trabalho teve como objetivo avaliar 

fluidos laticíferos da Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.] na inibição 

do desenvolvimento de fungos fitopatogênicos de importância agronômica de 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e 

Monosporascus cannonballus e estudar a divergência genética em genótipos de 

Flor de Seda por meio de marcadores moleculares RAPD e ISSR. 

 

 

1.2  REFERENCIAL TEÓRICO 
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1.2.1 Potencial da Caatinga 

 

 

 O semiárido nordestino apresenta grandes potencialidades econômicas para 

o desenvolvimento sustentável, sendo a maior parte de seu território ocupado por 

uma vegetação xerófila, de fisionomia e florística variada, denominada “caatinga”, 

constituída especialmente de espécies lenhosas e herbáceas, de pequeno porte, 

geralmente dotadas de espinhos, sendo, geralmente, caducifólias, perdendo suas 

folhas no início da estação seca, e de cactáceas e bromeliáceas. O semiárido 

portanto, constitui-se em bioma rico em diversidade. Caatinga é um termo de 

origem Tupi-Guarani que significa “mata branca”, que caracteriza o ecossistema 

durante o período de estiagem (OLIVEIRA-BENTO, 2012). Para que a diversidade 

dos recursos genéticos vegetais da caatinga seja preservada é importante resguardá-

la de alterações em sua qualidade genética fisiológica, sanitária e física 

(AZEVEDO et al., 2010). 

 A Caatinga ocupa uma área de cerca de 850.000 km², cerca de 10% do 

território nacional, englobando de forma contínua parte dos estados do Maranhão, 

Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia 

(região Nordeste do Brasil) e parte do norte de Minas Gerais (região Sudeste do 

Brasil). Ocupando cerca de 850 mil Km
2
, é o mais fragilizado dos biomas 

brasileiros. O uso insustentável de seus solos e recursos naturais ao longo de 

centenas de anos de ocupação, associado à imagem de local pobre e seco, fazem 

com que a Caatinga esteja bastante degradada. Entretanto, pesquisas recentes vêm 

revelando a riqueza particular do bioma em termos de biodiversidade e fenômenos 

característicos. 

 

 

1.2.2 Flor de Seda  

 

 

 Na busca de plantas que suportem os rigores do clima semiárido da região, 

a Calotropis procera surge ganhando destaque. Popularmente conhecida no 

Nordeste brasileiro como Flor de Seda, possui diversos sinônimos de acordo com 

as regiões do Brasil, como: Algodão de Seda, Algodão de Praia, Leiteira, Paininha 
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de Seda, Saco de Velho, Queimadeira, Pé de Balão, Jarnaúba, Ciúme e Ciumeira. 

Tem recebido destaque na adaptação às regiões semiáridas. Pertence à família 

Asclepiadaceae que possui 280 gêneros e 200 espécies, apresenta a seguinte 

descrição botânica: Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta; Superdivisão: 

Spermatophyta; Divisão: Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsida (Dic.); 

Subclasse: Asteridae; Ordem: Gentianales; Família: Asclepiadaceae; Gênero: 

Calotropis R. Br.; Espécie: Calotropis procera (Aiton) W.T.Aiton. 

Em relação às características botânicas, a Flor de Seda pode atingir de 2,5 a 

6,0 metros de altura, possuindo uma ou poucas hastes e poucos galhos, seu caule 

corticiforme parece ser uma grande adaptação morfofisiológica que reduz a perda 

de água excessiva para o meio, funcionando também como isolante térmico e ação 

direta dos ventos, apresenta fissuras ou sulcos que pode permitir a troca controlada 

com o meio, além de caule seroso que reduz o ataque de insetos. O sistema 

radicular é bastante desenvolvido, com raiz principal pivotante que pode atingir de 

1,7 a 3,0m em solos arenosos de deserto. As folhas são organizadas ao longo do 

caule, com formato oblongo-ovaladas (KISSMAN; GROTH, 1992). A 

inflorescência é constituída de pedúnculos carnosos e cilíndricos, terminais e 

axilares, em cuja extremidade encontram-se umbelas de flores pediceladas. As 

flores são actinomorfas e hermafroditas, cálice envolvente, com 5 lobos agudos, 

pouco perceptível por estar ajustado sobre a corola e apresentar-se com a mesma 

textura e coloração. Os frutos são folículos inflados, globosos e leves, devido ao 

grande espaço ocupado com o ar. Com o florescimento e frutificação durante todo 

o ano, produz milhares de sementes por planta que são disseminadas pelo vento, 

anemocórica, podendo alcançar vários quilômetros (LITTLE; WOODBURY; 

WADSWORTH, 1974). Suas sementes são ovóides, achatadas e de superfície um 

pouco rugosa, sensíveis a variações de temperatura, e segundo Labouriau, 

Valadares (1976) a Flor de Seda suporta variações de temperatura de 18º a 37ºC 

para germinação, mas o intervalo de 28º a 32ºC é considerada ideal. Possui fácil e 

rápida propagação devido à excelente germinação, sem haver necessidade de pré-

tratamentos, pois não apresenta dormência podendo ser plantadas diretamente no 

solo (VOGT, 1995). É uma espécie de polinização entomófila, tendo como 

principais polinizadores as abelhas do gênero Xylocopa (EISIKOWITCH, 1986). 

Nativa da África, Madagascar, Península Arábica, Sudoeste da Ásia, esta 

espécie possui ampla distribuição geográfica, atualmente estabelecida no Norte da 

Austrália, Tailândia, Vietnã e outros países (RAHMAN; WILCOCK, 1991; 
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CSURCHES; EDWARDS, 1998). Introduzida no Brasil com fins ornamentais em 

1900, em Recife (INSTITUTO HÓRUS, 2013), encontra-se aclimatada, inclusive 

na caatinga do sertão nordestino, podendo ser encontrada em muitos estados da 

região Nordeste e nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Espírito Santo, Mato 

Grosso, Rio de Janeiro, Goiás e Distrito Federal (MOREIRA FILHO; VIANA, 

2007).  

Lindley (1985) afirmou que a Flor de Seda desenvolve-se bem nas mais 

diversas regiões do planeta, onde a precipitação anual varia de 150 a 1000mm, 

algumas vezes, é encontrada crescendo em solos excessivamente drenados com 

precipitação superior a 2000mm. Possui grande afinidade a regiões desérticas e 

áridas (KHAN; MALIK, 1989), ocorre em pastagens degradadas, no litoral a beira 

do mar, dunas, rodovias, terrenos baldios e margens de estradas, tolera solos 

pobres, ácidos, salinos e com elevado teor de alumínio (INSTITUTO HÓRUS, 

2013). 

 

 

1.2.3  Utilização da Flor de Seda 

 

 

Diversos estudos vêm sendo desenvolvidos para demonstrar a viabilidade 

da Flor de Seda. Na alimentação animal, Nehra, Oswal, Faroda (1987) relataram 

que caprinos, ovinos e camelos se alimentam de folhas de Flor de Seda durante os 

períodos mais secos do ano, na região de Haryana, na Índia porém, o consumo é 

baixo. No entanto, os autores afirmaram que, quando as folhas são picadas e 

misturadas com outros alimentos, o consumo aumenta consideravelmente sem 

causar nenhum efeito prejudicial aos animais.  

Fall (1991) citado por Vaz et al. (1998a) desenvolveram trabalho para 

avaliar a digestibilidade “in vitro” e a degradabilidade “in situ” de folhas de Flor 

de Seda no rúmen. As folhas apresentaram digestibilidade de 72% e 68% para 

matéria seca e matéria orgânica, respectivamente. Os melhores resultados para 

degradabilidade no rúmen foram obtidos com 72% às 6h, 88% às 24h, 96% às 48h 

e 98% às 72h de incubação. Ao realizar análise da composição química do feno de 

Flor de Seda. 

Abbas, El Tayeb e Sulleiman (1992) obtiveram: 94,62% de matéria seca e 

19,4% de proteína bruta. Os autores recomendam a utilização de folhas secas na 
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alimentação de caprinos, sem exceder 0,5 kg/dia, quando dieta exclusiva, e se 

misturadas a fenos de outras forrageiras, em até 50% do consumido. 

 Existem ainda relatos sobre o uso desta planta na medicina natural ou 

conhecimento popular, destacando-se: combate à anemia, asma, tuberculose, 

constipação, cáries, febre, infertilidade, picada de cobras, nematicidas, larvicida, 

úlceras gástricas, doenças hepáticas e anticancerígeno (AKTAR et al., 1992; BASU 

et al., 1992). As folhas e as raízes de Flor de Seda têm sido utilizadas para aliviar 

dores sob diferentes condições (BASU; NAG CHAUDHURI, 1991). Contudo, 

Dewan et al. (2000) sugerem que, é de fundamental importância identificar o 

princípio ativo desta espécie antes de recomendar o seu uso como analgésico.  

Khan (1999) verificando algumas medidas de controle à erosão eólica, no 

deserto de Cholistan (Paquistão), para a estabilização de dunas de areia, observou 

que a planta de Flor de Seda crescia abundantemente neste tipo de habitat, 

recomendando o seu uso; entretanto, informou que a planta necessita de uma maior 

atenção, devido ser uma planta tóxica. Em um estudo de simulação do 

desenvolvimento e poder de reação de pastagens nas savanas da Austrália, Ludwig 

et al. (2001) constataram que a Flor de Seda foi a espécie, chamada de erva 

daninha exótica, que primeiro sobressaiu após 5 anos de abandono em uma 

pastagem altamente utilizada, mostrando desta forma o alto poder de 

estabelecimento desta espécie, podendo ser estudada na recuperação de áreas 

degradadas. 

Na África, suas folhas são empregadas para clarificar a água potável 

(CORRÊA, 1984). Os pelos unicelulares que coroam suas sementes, apesar de 

alguns pesquisadores afirmarem que a fibra desprende um pó que ataca os 

pulmões, em muitos lugares servem para a fabricação de tecidos, no enchimento de 

almofadas e travesseiros. Vários institutos realizam estudos para encontrar um 

processo prático de fiação e da utilização destas fibras na fabricação de papel. 

Samantaray et al. (2001) ao estudarem o estabelecimento de cobertura 

vegetal em rejeito de mina de cromita, na Índia, verificaram que a Flor de Seda 

suportou altas concentrações de níquel e cromo no caule e folhas. Os autores 

afirmaram que informações desta natureza são fundamentais para o 

estabelecimento da mesma em áreas degradadas por mineração. 

 

 

1.2.4  Flor de Seda e o látex 
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Látex é o termo empregado para descrever um líquido com aspecto leitoso 

que é exsudado de plantas que sofreram algum dano mecânico. Embora na maioria 

das vezes possua um aspecto leitoso, como em Hevea brasiliensis ou Calotropis 

procera, o látex pode ser amarelo ou laranja, como em plantas da família 

Papaveraceae, marrom-amarelado, em Cannabis, ou pode ser límpido como no 

gênero Morus ou na espécie Nerium oleander (KEKWICK, 2001). O Látex 

também pode ser produzido por fungos, como dos gêneros Lactaria e Peziza.  

A capacidade para formar látex é encontrada em plantas crescidas em 

muitos diferentes habitats e diferentes características morfológicas como ervas, 

arbustos e árvores. Cerca de 12.000-35.000 espécies, pertencentes a 900 gêneros de 

aproximadamente 12 famílias, maioria dicotiledônea, formam látex. 

Várias funções têm sido atribuídas aos laticíferos, uma delas é que eles 

formam um tecido de secreção, mas a vantagem para a planta de estocar látex ainda 

é duvidosa, pois a enorme quantidade de energia envolvida na síntese de borracha 

ou de outros componentes do látex não parece ser recuperável. Tem-se sugerido há 

100 anos, desde que o látex foi encontrado em plantas do semiárido, que os 

laticíferos podem ser uma reserva de água, mas nem todas as plantas que contêm 

látex estão restritas a regiões secas. Possivelmente, a justificativa mais aceita da 

presença de látex é seu envolvimento na defesa da planta (RUDALL, 1987). O 

látex possui uma ação colante que pode imobilizar pequenos insetos ou mesmo 

uma lagarta (MOURSY, 1997).  

A presença de proteínas relacionadas à defesa contra patógenos (PR-

Proteínas), como glucanases e quitinases (VAN LOON; VAN STTRIEN, 1999), 

proteinases (SGARBIERI et al, 1964; GLAZER; SMITH, 1971; ABRAHAM; 

JOSHI, 1979; DUBEY; JAGANADHAM, 2002) e inibidores de proteinases 

(MONTIL et al., 2004; SRITANYARAT et al., 2006) no látex de várias espécies 

sugere que essa secreção poderia agir contra o ataque de insetos e patógenos. 

Estudos apontam que a composição química do látex age no combate a fungos e a 

vírus por meio de suas substâncias constituintes (PEREIRA et al., 1999). 

Fluidos laticíferos também apresentam forte potencial para o controle de 

mosquitos vetores de algumas doenças, como Aedes aegypti (transmissor da 

dengue), Anopheles stephensi (transmissor da malária) e Culex fatigan (transmissor 

da febre amarela) (GIRDHAR et al., 1984). Quase todos os estudos bioquímicos e 
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funcionais de fluidos laticíferos envolvem a planta Hevea brasiliensis, a 

Seringueira. 

A Flor de Seda é uma planta laticífera, sendo assim chamada por produzir 

látex. A produção de látex em Flor de Seda é extraordinária, sendo possível coletar 

até 60mL de fluido de uma única planta sem comprometer sua saúde. No 

Paquistão, o látex de Flor de Seda é usado nas plantações de tomate (MAQBOOL; 

HASHMI; GHAFFAR, 1987) no controle de pragas. Existem ainda relatos de seu 

aproveitamento na produção de adesivos, além de seu uso como matéria-prima para 

outros produtos, especialmente polímeros, base das colas comerciais existentes, 

podendo ainda ser usado como poderoso depilatório.  

Proteínas do látex de Flor de Seda apresentaram ação nociva para várias 

pragas agrícolas (RAMOS et al., 2007b) e provavelmente um inibidor de protease 

pode estar envolvido nos efeitos deletérios observados (RAMOS et al., 2009b). 

Moléculas presentes no látex de Flor de Seda produzem efeitos tóxicos sobre o 

desenvolvimento larval e eclosão de ovos do mosquito transmissor da dengue 

(RAMOS et al., 2006a). 

 

 

1.2.5  Fungos e proteínas antifúngicas 

 

 

Os fungos apresentam grande variedade de modos de vida. Podem viver 

como saprófagos, quando obtêm seus alimentos decompondo organismos mortos; 

como parasitas, quando se alimentam de substâncias que retiram dos organismos 

vivos nos quais se instalam, prejudicando-o ou podendo estabelecer associações 

mutualísticas com outros organismos, em que ambos se beneficiam. Em todos os 

casos mencionados, os fungos liberam enzimas digestivas para fora de seus corpos. 

Essas enzimas atuam imediatamente no meio orgânico no qual eles se instalam, 

degradando-o a moléculas simples, que são absorvidas pelo fungo como uma 

solução aquosa. 

As plantas estão expostas a uma grande quantidade de fungos patogênicos.  

Embora não tenham sistema imune, elas evoluíram em grande variedade de 

potentes mecanismos de defesa, incluindo a síntese de compostos de baixo peso 

molecular, proteínas e peptídeos com atividade antifúngica (SELITRENNIKOFF, 

2001). 
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As proteínas antifúngicas são produzidas por muitos organismos incluindo 

plantas superiores, gimnospermas, fungos, bactérias, insetos, moluscos e 

mamíferos (WANG; NG, 2001; SELITRENNIKOFF, 2001). Nas plantas, elas 

estão envolvidas em defesa constitutiva e induzida do vegetal. Sementes de plantas 

são especialmente ricas em proteínas antifúngicas, com quantidades diversas vezes 

mais altas do que as presentes em folhas e flores (WANG; NG, 2001). 

Os alvos estruturais das proteínas antifúngicas vão desde a parte mais 

exterior da célula fúngica, como a parede celular, membrana plasmática e, 

finalmente a diversos alvos intracelulares (THEIS; STHAL, 2004). Assim, essas 

proteínas exibem uma ampla variedade de mecanismos de ação, incluindo por 

exemplo, inibição da síntese da parede celular ou alteração da estrutura, formação 

de poros e canais na membrana, danos nos ribossomos, inibição da síntese de DNA 

e inibição do ciclo celular. Contudo, o modo de ação da maioria dessas proteínas 

ainda não foi elucidado (SELITRENNIKOFF, 2001; NG, 2004). 

 

 

1.2.6  Macrophomina phaseolina  

 

 

 O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanish agente causal de 

podridões de raízes e caules, é um organismo bastante difundido, parasitando mais 

de 500 espécies de plantas (SINCLAIR; BACKMAN, 1989) notadamente culturas 

agronomicamente importantes como alfafa (Medicago sativa L.), algodão 

(Gossypium spp.), amendoim (Arachis hipogaea L.), batata (Solanum tuberosum 

L.), batata-doce (Ipomoea batatas [L.]Lam.), feijão caupi (Vigna unguiculata [L.] 

Walp.), citrus (Citrus spp.), gergelim (Sesamum annuum L.), girassol (Helianthus 

annus L.), grão-de-bico (Cicer arietinum L.), guandu (Cajanus cajan [L] 

Millspaugh), melão (Cucumis melo L.), milho (Zea mays L.), pimentão (Capsicum 

annuum L.), soja (Glicyne max [L.] Merril), entre outras (SINCLAIR; 

BACKMAN, 1989).  

A denominação desse patógeno foi determinada por Goidanish (1947) após 

revisar a taxonomia do gênero Macrophomina, constituído por apenas uma espécie: 

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. A doença causada por esse patógeno 

provoca redução no estande das plantas no campo, baixa qualidade de sementes, 

além de induzir a maturação precoce e morte das plantas. Em tecidos infectados, o 
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fungo produz microescleródios em grande quantidade, os quais consistem na 

principal fonte de inóculo desse patógeno. Com a decomposição desses tecidos, os 

microescleródios são liberados no solo, onde sobrevivem por anos, sob condições 

adversas, principalmente em condições de temperaturas elevadas e estresse hídrico. 

A disseminação ocorre através de implementos agrícolas, água de irrigação, vento, 

animais, além de sementes contaminadas (BIANCHINI; MARINGONI; 

CARNEIRO, 1997). Sendo considerado, portanto, um fitopatógeno de extrema 

importância e que causa grandes perdas na produção agrícola, fazendo-se 

necessário estudos aprofundados e constantes pesquisas com o intuito de se 

erradicar e/ou minimizar os danos causados pelo mesmo. 

 

 

1.2.7  Rhizoctonia solani 

 

 

O gênero Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista 

francês De Candolle em 1815, como sendo um fungo não esporulante, que infecta 

preferencialmente raízes e que produz filamentos de hifas a partir de escleródios 

(SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991). O qual é classificado como Mitosporic Fungi, 

Hyphomycetes, forma ordem Agonomycetales por não produzir esporos em sua 

fase assexuada. Outra classificação considerando Agonomycetes como forma-

classe e Mycelia Sterilia como forma-ordem (PEREIRA, 1997). O micélio é 

caracterizado pela ramificação em ângulo reto com septação imediatamente e após 

o ramo, constrição na base da ramificação e septo doliporo. A fase sexuada deste 

fungo é Thanatephorus cucumeris, classificado no reino Fungi, filo Basidiomycota, 

ordem Ceratobasidiales, Ceratobasidiaceae (BUTLER; BOLKAN, 1973; 

ANDERSON, 1982; ADAMS, 1988). Segundo Botellho et al. (2001), Rhizoctonia 

solani é um fungo cosmopolita, com vasto número de hospedeiros, e causa 

importantes doenças na maioria das plantas cultivadas em todo o mundo. É uma 

espécie complexa, com muitos biótipos que diferem quanto à patogenicidade, aos 

hospedeiros, à distribuição na natureza e à aparência em meio de cultura. Relatos 

sobre isolados de Rhizoctonia, fitopatogênicos ou saprofíticos, não descritos em 

nível específico, são comuns na literatura devido às dificuldades na identificação 

impostas por limitações morfológicas e taxonômicas do gênero, tais como: 

ausência de esporos assexuais; instabilidade na morfologia de culturas e 
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escleródios, em função de variações nas condições de cultivo (PARMETER; 

WHITNEY, 1970), ampla variabilidade morfológica, sendo que há espécies 

constituídas por diferentes grupos de isolados com afinidade para efetuar 

anastomose de hifas entre si (OGOSHI, 1987), necessidade de métodos específicos 

para se induzir estruturas basidiais in vitro (CARLING; SUMMER, 1992) e 

desconhecimentos dos teleomorfos para algumas espécies anamórficas 

(STALPERS; ANDERSEN, 1996).  

 

 

1.2.8  Colletotrichum musae 

 

 

Colletotrichum musae (Berk & Curt.) von Arx. (Teleomorfo: Glomerella 

musarum Petch) causador da antracnose, é um patógeno comum de frutos de 

banana (Musa spp.), e possui ampla distribuição geográfica. Economicamente, o 

patógeno é muito importante por causar prejuízos em pós-colheita, sendo fator 

limitante da qualidade prejudicando a comercialização do fruto (JEFFRIES et al., 

1990).  

Em condições favoráveis, os conídios de C. musae germinam na superfície 

em frutos imaturos, dentro de 6 a 8h, produzindo um tubo germinativo, na 

extremidade do qual se forma o apressório, considerado um órgão de adesão 

(GOOS; TSCHIRSCH, 1962). Esse órgão capacita o patógeno a sobreviver em 

condições adversas do ambiente, antes da penetração no tecido do hospedeiro. 

Quando C. musae penetra em frutos imaturos, geralmente permanece quiescente 

até o início do processo de amadurecimento, ocorrendo a colonização e a expressão 

dos sintomas. 

Leu e Chang (1988) verificaram que a tendência de C. musae em formar 

apressório a partir de tubos germinativos dos conídios depende do tipo de substrato 

no qual se encontra. Estes autores observaram maior germinação de conídios 

quando na superfície de frutos maduros. Por outro lado, Goos e Tschirsch (1962) 

relataram que além do pH 6,0 considerado ótimo para a germinação de conídios de 

C. musae, também a luminosidade, associada ao período de exposição, exercem 

influência na taxa de germinação de conídios, cujo máximo foi obtido em 8h, 

sendo a umidade relativa de 98-100% importante nesse processo fisiológico. 
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Com relação à temperatura ótima para crescimento micelial, esporulação e 

germinação de conídios de C. musae Goos e Tschirsch (1962) relataram a faixa de 

27-30ºC, enquanto Cox e Irwin (1988) de 26-28ºC. Entretanto, para outras espécies 

de Colletotrichum, a faixa ótima pode variar de 20-30ºC, como é o caso do 

crescimento de C. gloeosporioides (Penzig) Sacc. do maracujazeiro (Passiflora 

edulis Sims) (NETO; NAKAMURA; OLIVEIRA, 1994). 

 

 

1.2.9 Monosporascus cannonballus 

 

 

Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker é um fungo habitante do 

solo, pertencente à classe Ascomycetes, que produz esporos sexuados chamados 

ascósporos (POLLACK; UECKER, 1975), e de fase assexuada (conídios) ainda 

desconhecida (SIVANESAN, 1991). Os Ascomycetes, em geral, produzem oito 

ascósporos dentro de cada asca, no entanto, M. cannonballus produz um ascósporo 

por asca (e raramente dois), característica essa que o diferencia das demais espécies 

deste gênero (BELTRÁN, 2006).  

Este fungo apresenta peritécios globosos, pretos, de formato esférico com 

diâmetro de 500μm (SIVANESAN, 1991), os quais geralmente aparecem no final 

do ciclo da doença, infiltrados em raízes afetadas (SALES JUNIOR et al., 2002), e 

que são facilmente visíveis a olho nu, ou ainda, observados em lupa. Esses 

peritécios por sua vez formam ascas periformes, de parede grossa, com diâmetro 

entre 30-50μm (BELTRÁN, 2006), com capacidade de sobreviver no solo por 

longos períodos na ausência de hospedeiro, constituindo o inóculo primário para as 

infecções radiculares (MARTYN; MILLER, 1996a; STANGHELLINI; KIM; 

RASMUSSEN, 1996; WAUGH et al., 2003). Durante o ciclo de vida do patógeno 

essas ascas desaparecem deixando livre os ascósporos. Esses, por sua vez, são 

lisos, de coloração negra brilhante, e semelhantes a bala de canhão (POLLACK; 

UECKER, 1974).  

O micélio fúngico pode apresentar coloração embranquiçada que escurece 

com o tempo, formando peritécios com 20-30 dias (MARTYN et al, 1992) ou 

ainda pode formar colônia amarela que não formam peritécios e são de baixa 

patogenicidade.  
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O fungo se adapta bem a clima árido e semiárido devido às suas 

características termófilas (WOLFF, 1996; BRUTON, GARCÍA-JIMENEZ; 

ARMENGOL, 1999; PIVONIA et al., 2002), com temperatura ótima de 

crescimento variando entre 25 e 35ºC, ocorrendo inibição em temperaturas abaixo 

de 15ºC e acima de 40ºC (MARTYN; MILLER, 1996a). Devido a sua 

característica termófila, o Nordeste brasileiro se apresenta como um excelente 

ambiente para o desenvolvimento deste patógeno. Por este motivo, a solarização do 

solo, como uma estratégia isolada, é incapaz de controlar esta enfermidade 

(REUVENI, KRIKUN; SHANI, 1983).  

A faixa de pH que permite o melhor crescimento “in vitro” do patógeno 

varia entre 6-7, podendo este, crescer em pH igual à 9 (MARTYN; MILLER, 

1996a). Apresenta tolerância a níveis relativamente altos de sódio e cloreto de 

cálcio (8-10%) e tem ótimo crescimento micelial em potencial osmótico de -0,6 a -

0,8 MPa (FERRIN; STANGHELLINI, 2006).  

Outros fatores, como umidade do solo e manejo da cultura, também 

exercem grande influência sobre a população de M. cannonballus no solo. 

Elevadas densidades de ascósporos têm sido registradas em solos com temperaturas 

entre 25-30ºC (WAUGH et al., 2003) e sem saturação de umidade (BELTRÁN et 

al., 2005).  

 

 

1.2.10 Estudo de diversidade genética no melhoramento de plantas 

 

 

O Brasil é um dos poucos países que possui um grande número de 

ecossistemas com espécies que interagem entre si e alelos que diferenciam os 

indivíduos em cada população de cada espécie (CLEMENT, 2001). 

Os recursos genéticos são portadores de genes de grande significado para o 

melhoramento genético das espécies, embora estejam ameaçados de extinção por 

várias causas, dependendo da espécie. Por outro lado, para algumas espécies, a 

variabilidade genética existente nos genótipos cultivados é pequena. Os recursos 

genéticos são estudados em várias etapas bem definidas, a saber: coleta ou 

introdução, multiplicação, preservação/conservação, avaliação/caracterização e uso 

(HAWKES, 1982). Em nível internacional, o International Board of Plant Genetic 

Resources (IBPGR), hoje International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI), 
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vem concentrando esforços para a sistematização dos estudos dos Recursos 

Genéticos, desenvolvendo consciência para a importância dos mesmos, a fim de 

que seja conservada e mantida, para gerações atuais e futuras, uma grande 

quantidade de acessos de muitas espécies (IBPGR, 1987). No Brasil, Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA, 1995) já conta com mais de 

85.000 acessos (NASS et al., 1993). No Nordeste do Brasil, já se encontram 

Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) e coleções de trabalho de fruteiras 

tropicais, olerícolas, forrageiras, grãos, fibrosas e oleaginosas. 

Contudo, existe a necessidade de ampliar a coleta de determinadas 

espécies, bem como aprofundar os estudos sistematizados sobre o manejo dos 

recursos genéticos com espécies existentes na região. Segundo Santos (2007) um 

dos grandes desafios para a preservação dos recursos genéticos de espécies 

vegetais do Semiárido brasileiro é a estratégia para definir locais de amostragem, 

tamanho das amostras e formas de conservação, tanto in situ como ex situ. 

A diversidade genética é responsável pela manutenção do equilíbrio e 

estabilidade dos ecossistemas, e constitui fonte inestimável de recursos 

econômicos. Dessa forma, a diversidade genética, além do seu valor intrínseco, 

agrega valor ecológico, genético, social, econômico, científico, educacional, 

cultural, recreativo e estético (DIAS, 2000). 

A preservação da diversidade genética, tanto dentro, como entre 

populações naturais de uma determinada espécie é o principal objetivo da biologia 

da conservação (HAMRICK et al., 1991). Isto significa que, para que os recursos 

genéticos sejam conservados é importante que se entenda como a variância é 

distribuída e quais as características do ambiente ou da espécie que influenciam 

esta distribuição. Tais informações podem ser empregadas para o estabelecimento 

de populações representativas dos recursos genéticos de uma dada espécie, visando 

sua utilização em programas de conservação. Assim, se o tamanho de uma 

população é substancialmente reduzido, pode-se ter como consequências genéticas, 

fenômenos tais como depressão por endocruzamento e/ou diminuição da 

variabilidade, o que por sua vez afetará o valor adaptativo geral da população 

(SACCHERI, 1998). Em decorrência destes acontecimentos, o tamanho efetivo da 

população irá declinar, levando assim a população à extinção. Portanto, 

informações sobre a diversidade e/ou estrutura genética são extremamente 

importantes antes que decisões sobre manejo sejam adotadas. A quantidade de 

diferenciação genética entre populações pode também fornecer dados para o 
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planejamento de ações, tais como reforço da variabilidade das populações atuais, 

reintrodução ou manutenção de coleções ex-situ ou coleções de sementes. 

Considera-se que a diversidade genética é a porção hereditária de uma 

variação possível de ser observada e mensurada, sendo empregada como termo 

alternativo para representar a variação genética, indicando o somatório da 

informação genética conhecida e potencial de indivíduos, grupos de indivíduos, 

populações ou subpopulações (VILELA-MORALES; VALOIS; NASS, 1997). Essa 

diversidade é avaliada a partir de características agronômicas, morfológicas, 

moleculares, entre outras (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011), sendo que as 

informações obtidas com as avaliações são expressas em medidas de 

dissimilaridade, que representam a diversidade no conjunto de acessos estudados.  

O estudo de diversidade genética é realizado a partir de informações de 

medidas de dissimilaridade obtidas de variáveis quantitativas discretas ou 

continuas, dissimilaridades obtidas de variáveis qualitativas binárias e de variáveis 

qualitativas multicategóricas (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). Ainda 

segundo os autores, buscam-se com o estudo da diversidade genética agrupar 

genótipos similares a partir de técnicas multivariadas e identificam genitores 

geneticamente diferentes, sendo estes mais convenientes para produzir alto efeito. 

 

 

1.2.11 Caracterização molecular 

 

 

A caracterização é uma atividade essencial no manejo de coleções de 

germoplasma ex situ que consiste em tomar dados para descrever, identificar e 

diferenciar acessos de uma mesma espécie. A caracterização de germoplasma pode 

ser realizada por diversos métodos, sejam eles, práticas tradicionais, que envolvem 

o uso de lista de descritores morfológicos e agronômicos, ou aplicações 

bioquímicas para detecção de diferenças entre isoenzimas, proteínas e marcadores 

moleculares (VICENTE et al., 2005). Existem diversas razões para que os 

marcadores moleculares apresentem vantagens sobre os marcadores morfológicos 

convencionais. Em contrastes com caracteres morfológicos, os marcadores 

moleculares exibem neutralidade fenotípica, geralmente são herdados 

codominantemente, raramente exibem interações epistáticas ou pleiotrópicas, 

podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos. 
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Diferentes metodologias têm sido utilizadas para obtenção de marcadores 

moleculares com a finalidade de caracterizar indivíduos e realizar estudos de 

diversidade genética intra e interespecífica. De um modo geral, faz-se a coleta e o 

isolamento do DNA, seguido da aplicação das técnicas que irão identificar 

diferenças genéticas. Existem sequências do DNA que permitem caracterizar o 

indivíduo como pertencente a um determinado gênero, outras podem identificar a 

espécie, e conforme o sistema de identificação empregado consegue-se determinar 

relações de parentesco e paternidade de indivíduos dentro da espécie (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1996). Diversas técnicas de marcadores genéticos têm sido 

desenvolvidas, mas nenhuma é considerada universalmente ideal. A escolha do 

método depende da questão a ser pesquisada, da espécie envolvida e da resolução 

necessária, bem como do financiamento e da tecnologia disponível. O uso de 

marcadores moleculares permite que a seleção e novos cruzamentos sejam 

realizados em uma mesma geração, o que aumenta consideravelmente a eficiência 

de um programa de melhoramento. Podem ser usados mesmo que não tenham sido 

mapeados, ou seja, associados a um gene, a uma região cromossômica ou a um 

fenótipo, desde que possam ser seguidos em gerações subsequentes, comprovando 

sua natureza genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998a).  

 

 

1.2.12 Marcadores Moleculares 

 

 

 Marcadores moleculares possuem a capacidade de acessar informações 

diretamente do genoma sem sofrer influência do efeito ambiental (BORBA et al., 

2005). A utilização de marcadores moleculares em estudos populacionais de 

espécies arbóreas tem se demonstrado uma ferramenta com grande poder de 

discriminação (FREITAS et al., 2005), garantindo aumento da velocidade de 

resposta dos programas de melhoramento genético (CARNEIRO, 2002). 

 A caracterização intraespecífica e a avaliação da variabilidade genética 

entre indivíduos por meio de marcadores moleculares permitem a seleção de 

genótipos mais adequados para o cultivo e/ou melhoramento de plantas, reduzindo 

o tempo gasto nesta etapa do processo (LIMA et al., 2011). 

Marcadores moleculares dominantes podem revelar classes de variações 

entre genomas distintos. Este fato se relaciona à fração do genoma analisado por 

http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
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tais marcadores, à distribuição de repetições pelo genoma e à extensão do genoma 

que está sendo analisado em ensaios específicos (RUSSEL et al., 1997; DÁVILA; 

LOARCE; FERRER,1999). 

 

 

1.2.13 Marcadores RAPD 

 

 

A técnica denominada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

(WILLIAMS et al., 1990) é relativamente simples, rápida e de baixo custo. Essa 

técnica trouxe uma verdadeira “democratização” da análise de polimorfismo 

molecular, ao permitir a realização de estudos de análise genética em espécies 

anteriormente não contempladas. Baseia-se na reação de PCR (Polymerase Chain 

Reaction – Reação da Polimerase em Cadeia), a qual envolve a síntese enzimática 

in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de DNA na presença da 

enzima polimerase. As etapas básicas da PCR envolvem desnaturação do DNA, 

anelamento de oligonucleotídeos (primers) e extensão das cadeias de DNA que 

estão sendo amplificadas. Esses primers são sintetizados em laboratório de maneira 

que sua sequência de nucleotídeos seja complementar a sequências específicas que 

flanqueiam a reação-alvo (MILACH, 1998; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001). 

Diferentemente das demais técnicas de PCR, a RAPD utiliza um único primer 

composto por 10 pares de bases de sequências arbitrárias com, no mínimo, 50% de 

conteúdo GC (CRUZ; MILACH, 1998; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), e 

o número esperado de produto amplificado é função do comprimento do genoma e 

do número máximo de bases, passível de ser amplificado pelo DNA polimerase em 

uso (VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004).  

Marcadores RAPD têm natureza binária e segregam como alelos 

mendelianos dominantes, havendo apenas dois fenótipos moleculares, presença ou 

ausência de bandas. O polimorfismo detectado por RAPD é gerado por mutações 

ou por rearranjos entre os dois sítios, ou no próprio sítio de hibridização do primer. 

Diferenças em apenas um par de bases (mutações de ponto) podem ser suficientes 

para inibir a amplificação (VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004). Portanto, a 

presença de um determinado marcador no padrão de bandas de dois indivíduos 

indica que ambos compartilham o mesmo alelo naquele loco. Por outro lado, a 

ausência da banda representa o fenótipo recessivo, não sendo possível a distinção 
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entre homozigoto e heterozigoto (ALMEIDA et al., 2001). Apesar dessas 

limitações, os marcadores RAPD apresentam boa aceitação para: construção de 

mapas genéticos; seleção indireta de outros caracteres, isto é, seleciona-se com 

base na presença do alelo em população segregante e, com isso, traz-se o fenótipo 

de interesse; análise de estrutura genética de populações, desde que respeitadas 

certas premissas; DNA fingerprinting; identificação de regiões específicas do 

genoma, usando, por exemplo, as marcas como sondas, visando à atribuição de 

grupos de ligação aos cromossomos da espécie; identificação de híbridos somáticos 

e caracterização de bancos de germoplasma ou coleções de recursos genéticos 

(VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004). A técnica de RAPD abriu amplas 

possibilidades para a biologia da conservação, desde plantas a mamíferos, 

possibilitando, ainda, um estudo rápido de populações ameaçadas de extinção. 

Atualmente, os programas de melhoramento genético têm utilizado a 

associação de técnicas clássicas a ferramentas biotecnológicas, como por exemplo, 

o uso de marcadores moleculares RAPD. Uma das principais vantagens da 

utilização destes marcadores é propiciar a redução do tempo para identificação da 

diversidade genética entre os indivíduos trabalhados (XAVIER et al., 2005). Na 

literatura há vários trabalhos empregando esta técnica para estudos da diversidade 

genética em diversas culturas, dentre os quais se destacam os estudos com 

aceroleira (SALLA et al., 2002), bananeira (SOUZA et al., 2008), açaizeiro 

(OLIVEIRA et al., 2007), milho pipoca (VILELA et al., 2008), brachiaria 

(AMBIEL et al., 2008) e maracujazeiro (VIANA et al., 2005). 

 

 

1.2.14 Marcadores ISSR 

 

 

 O ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (ZIETKIEWICZ; RAFALKI; 

LABUDA, 1994; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002) também se baseia em PCR e é 

um método fundamentado em microssatélite, que não necessita o conhecimento 

prévio do genoma ou desenho do primer clonado. Enquanto os SSR são baseados 

na amplificação da região repetida usando dois primers loco-específicos, em ISSR, 

um único primer composto por uma sequência do microssatélite usualmente de 16-

25bp de comprimento é utilizado para amplificar principalmente as sequências 

Inter-SSR de diferentes tamanhos. Estes primers podem estar desancorados ou 
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usualmente ancorados na extremidade 5’ ou 3’ por 1 a 4 bases degeneradas. Os 

alelos polimórficos ocorrem sempre que em um genoma esteja faltando à sequência 

repetida ou têm uma deleção ou uma inserção que modifica a distância entre as 

repetições. Para os primers ancorados na posição 5’, polimorfismos ocorrem 

também devido às diferenças no comprimento do microssatélite. As sequências de 

repetições e de nucleotídeos ancorados são selecionadas aleatoriamente. Embora 

ISSR sejam marcadores dominantes, têm a vantagem de analisar loci múltiplos em 

uma única reação (GOULÃO; OLIVEIRA, 2001).  

O método fornece resultados altamente reprodutíveis e gera abundante 

polimorfismo em muitos sistemas. A maioria das aplicações tem usado eletroforese 

no gel de agarose com detecção por brometo de etídio ou eletroforese no gel de 

poliacrilamida (LIU; WENDEL, 2001). O “DNA fingerprinting” é uma importante 

ferramenta para caracterização de germoplasma, híbridos e estabelecimento da 

identidade de variedades/híbridos e fontes de genitores no melhoramento de plantas 

e no manejo de germoplasma. Primers de ISSR têm sido usados para 

caracterização e manutenção de germoplasma de cacau (CHARTERS; 

WILKINSON, 2000), para distinguir entre várias cultivares de crisântemo 

(WOLFF, 1995), e também para distinguir plantas derivadas de micrósporos 

daquelas oriundas de tecidos somáticos em cultura de anteras em linho no estágio 

de plântulas (CHEN et al., 1998). O ISSR é uma técnica simples, rápida, de custo 

acessível e eficiente, apresentando alta reprodutibilidade devido ao uso de primers 

longos mediante a aplicação de alta temperatura (WOLFE, 2005). Devido à sua 

abundância e dispersão no genoma, tem sido muito utilizado para estudar relações 

entre duas populações muito relacionadas (HUANG; SUN, 2000; DESHPANDE et 

al., 2001), ou indivíduos aparentados, devido ao elevado grau de polimorfismo 

(BORBA et al., 2005). 
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CAPÍTULO II 

EFEITO INIBITÓRIO DE FLUIDOS LATICÍFEROS DE Calotropis procera 

(AIT.) R. Br. EM FUNGOS DE IMPORTÂNCIA AGRONÔMICA 

 

 

RESUMO 

 

 

As plantas apresentam inúmeros mecanismos de defesa contra a invasão de 

patógenos e insetos. Uma delas são os sistemas de canais que contêm várias 

secreções, tais como os laticíferos, as resinas e as mucilagens. A Flor de Seda 

[Calotropis procera (Aiton) R.Br.] é uma planta que vem ganhando destaque 

devido ao fato de pesquisas apontarem que a composição química do látex age no 

combate a fungos e a vírus por meio de suas substâncias constituintes. Com base 

no exposto, este trabalho objetivou avaliar o papel de fluidos laticíferos de Flor de 

Seda na inibição miceliar de fungos fitopatogênicos de Macrophomina phaseolina, 

Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus. Plantas 

saudáveis e espontâneas de Flor de seda localizadas no campus central leste da 

UFERSA, Mossoró-RN, tiveram seu látex coletado através de incisões nos ápices 

caulinares com auxílio de um bisturi com lâmina estéril, em seguida foram tratados 

da seguinte forma: parte do látex coletado foi diluído em um tubo do tipo Falcon 

contendo água destilada autoclavada para produzir uma mistura de 1:1(v/v), e a 

outra parte foi estocada de forma pura. Posteriormente foi utilizada uma alíquota de 

1 ml de cada tipo de látex (puro e diluído) e adicionado a 250 ml de meio de 

cultura tipo BDA, os meios contendo os tratamentos, composto por 3 placas por 

isolado, foram vertidos em placas de Petri. Após a polimerização em placa do meio 

de cultura contendo os tratamentos, os isolados fúngicos foram cultivados. As 

avaliações foram realizadas 7 dias após a incubação dos isolados fúngicos, sendo o 

tamanho do crescimento micelial obtido pela medição do crescimento radial da 

colônia em dois eixos ortogonais e posteriormente calculada a média pela 

porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC). Os resultados obtidos 

mostraram que os tratamentos formados a base do látex de Flor de Seda foram 

indiferentes do tratamento testemunha em relação ao PIC expressado, portanto, não 

foi observada redução no crescimento micelial das espécies fúngicas avaliadas em 

nenhum percentual, não havendo efeito inibitório do látex de Flor de Seda para os 

isolados de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae 

e Monosporascus cannonballus nas condições estudadas. 

 

Palavras-chave: Látex, fluidos laticíferos, fungos fitopatogênicos. 
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ABSTRACT 

 

 

The plants have numerous defense mechanisms against invading pathogens and 

insects. One is the channel systems containing various secretions, such as latex, 

resins, and mucilages. The Silk Flower [Calotropis procera (Aiton) R.Br.] is a 

plant that has gaining attention due to the fact research indicate that the latex 

chemical composition acts to combat fungi and viruses through its constituent 

substances. Based on the above, this study aimed to evaluate the role of latex fluid 

Silk Flower in inhibiting mycelial of Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia 

solani, Colletotrichum musae and Monosporascus cannonballus pathogenic fungi. 

Healthy and spontaneous silk flower plants located in Mossoró/RN cities, had its 

latex collected through incisions in the shoot tips with a scalpel with sterile blade, 

then were treated as follows: part of latex was diluted collected in a Falcon tube 

type containing sterile distilled water to give a mixture of 1: 1 (v / v), and the other 

part was stored in pure form. Subsequently, it was used a 1 ml aliquot of each type 

of latex (neat and diluted) and added to 250 ml of medium type of BDA culture 

media containing the treatment consisting of 3 plates per isolate was poured into 

Petri dishes. After the polymerization, the plate culture medium containing the 

treatments, the fungal isolates were grown. The evaluations were performed 7 days 

after incubation of the isolated fungi, with the size of mycelial growth achieved by 

measuring the radial growth of the colony in two orthogonal axes and then 

averaged the percentage of inhibition of mycelial growth (PIC). The results showed 

that the treatments formed Silk Flower latex base were indifferent to the control 

treatment in relation to the PIC expressed, therefore, there was no reduction in 

mycelial growth of fungal species assessed in any percentage, with no inhibitory 

effect of latex of Silk Flower to the isolated Macrophominaphaseolina, Rhizoctonia 

solani, Colletotrichum musae and Monosporascus cannonballus in the studied 

conditions. 

 

Keywords: latex, latex fluid, pathogenic fungi. 
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2.3 INTRODUÇÃO 

 

 

O uso de agrotóxicos é um dos principais métodos de controle de doenças 

de plantas utilizados na agricultura convencional. Este método de controle tem se 

intensificado nos últimos anos, sendo realizado, basicamente, através do emprego 

de substâncias sintéticas.  

O uso desses produtos, em curto prazo, auxilia de maneira eficaz o 

agricultor no alcance de altas produtividades. Não obstante, em longo prazo, além 

do risco de surgimento de fungos resistentes a essas substâncias, os resultados para 

a sociedade e para o meio ambiente podem se tornar negativos, devido a 

possibilidade de resíduos de agrotóxicos nos alimentos, riscos ambientais, assim 

como um aumento nos custos de produção.  

Outro efeito negativo observado no uso indiscriminado de agrotóxicos no 

controle de doenças de plantas é a fitotoxicidade. Ou seja, o efeito adverso dos 

agrotóxicos sobre as plantas. 

Na atualidade, existe uma grande pressão da sociedade por produtos livres 

de agrotóxicos. O que fez necessário o aumento da pesquisa na busca por produtos 

biodegradáveis e seletivos. 

Uma alternativa que vem sendo muito utilizada ultimamente para o 

controle de pragas e doenças é a utilização de metabólitos secundários presentes 

em algumas plantas. Os métodos físicos e biológicos constituem-se em alternativas 

viáveis e desejáveis em relação ao método químico tradicional, principalmente em 

função de não deixarem resíduos tóxicos nos frutos tratados. No entanto os 

resultados nem sempre apresentam uma alta eficiência.  

Segundo Cantarelli et al. (2005) é possível obter novas formas de produtos 

com ação erradicante a pragas partindo da extração de compostos originados de 

metabólitos secundários presentes em algumas plantas.  

Do ponto de vista fitossanitário, os produtos vegetais podem apresentar três 

atividades: antimicrobiana direta, indução de resistência e estímulo do crescimento 

de plantas (STADNIK; TALAMINI, 2004). Isso se dá pela termo-estabilidade dos 

compostos presentes nas plantas, que depende diretamente da espécie (BALBI-

PEÑA et al., 2006). 

As plantas apresentam inúmeros mecanismos de defesa contra a invasão de 

patógenos e insetos. Uma delas são os sistemas de canais que contêm várias 
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secreções, tais como os laticíferos, as resinas e as mucilagens (FARRELL; 

DUSSOURD; MITTER, 1991).  

No caso de plantas que produzem látex, este sofre um processo de 

agregação progressiva que lembra o processo de coagulação sanguínea. Este 

processo é comum ocorrer após a planta sofrer algum dano mecânico, o que leva a 

liberação do fluido laticífero, impedindo que a área injuriada seja penetrada por 

patógenos. O látex também possui uma ação colante que pode imobilizar pequenos 

insetos ou até mesmo uma lagarta (MOURSY, 1997). Entretanto, além deste efeito 

mecânico, a composição química do látex parece também funcionar como uma 

ferramenta de defesa, neste caso, agindo no combate a fungos e a vírus por meio de 

suas substâncias constituintes (PEREIRA et al., 1999).  

Fluidos laticíferos também apresentam forte potencial para o controle de 

mosquitos vetores de algumas doenças, como Aedes aegypti (transmissor da 

dengue), Anopheles stephensi (transmissor da malária) e Culex fatigan (transmissor 

da febre amarela) (GIRDHAR et al., 1984).  

Na busca por alternativas que possam minimizar esses problemas, uma 

planta que vem sendo estudada, nos últimos anos, é a Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.]. Estudos apontam que proteínas do látex de Flor de Seda 

apresentaram ação nociva para várias pragas agrícolas (RAMOS et al., 2007b) e, 

provavelmente um inibidor de protease pode estar envolvido nos efeitos deletérios 

observados (RAMOS et al., 2009b). Moléculas presentes no látex de Flor de Seda 

produzem efeitos tóxicos sobre o desenvolvimento larval e eclosão de ovos do 

mosquito transmissor da dengue (RAMOS et al., 2006a). Estudos apontam que a 

composição química do látex age no combate a fungos e a vírus por meio de suas 

substâncias constituintes (PEREIRA et al., 1999). 

Muitas alternativas ao uso de agrotóxicos têm sido propostas. Dentre elas, 

a utilização de produtos naturais tem sido promissora. Dentro desse contexto, é 

crescente a pesquisa por proteínas vegetais que poderiam ser utilizadas como 

ferramentas biotecnológicas para tal fim. 

Com base no exposto, este trabalho objetivou avaliar o papel de fluidos 

laticíferos de Flor de Seda na inibição miceliar de fungos fitopatogênicos de 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musaee 

Monosporascus cannonballus. 
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2.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.4.1  Local da Pesquisa 

 

 

 O trabalho foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia II da 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), Departamento de Ciências 

Vegetais, Campus Mossoró–RN no período de Setembro a Outubro de 2014. 

 

 

2.4.2  Espécies fúngicas utilizadas 

 

 

As espécies fúngicas utilizadas neste trabalho foram obtidas na micoteca 

do Laboratório de Fitopatologia II da UFERSA. Estas espécies foram: 

Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid., Rhizoctonia solani Kuhn, Colletotrichum 

musae (Berk. & Curtis) Arx e Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker 

(isolado CMM-2390). 

 

 

2.4.3  Coleta do material vegetal e fracionamento do látex 

 

 

 Plantas saudáveis e espontâneas de Flor de seda localizadas no campus 

central leste da UFERSA, Mossoró-RN, tiveram seu látex coletado através de 

incisões nos ápices caulinares com auxílio de um bisturi com lâmina estéril. O látex 

foi coletado em tubos plástico estéreis de 50 ml tipo Falcon, em seguida foram 

tratados da seguinte forma: parte do látex coletado foi diluído em um tubo 

contendo água destilada autoclavada para produzir uma mistura de 1:1(v/v), e a 

outra parte foi estocada de forma pura. Depois desse processo, o qual ainda foi 

realizado no local de coleta dos látex, estes materiais seguiram para o Laboratório 

de Fitopatologia II onde sofreram um pré-resfriamento a 6ºC por 10 minutos, e em 

seguida foram centrifugados a 14.000 rpm por 1 minuto a temperatura de 10ºC. Do 

material centrifugado, extraiu-se apenas o sobrenadante, descartando-se a fração 
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precipitada no tubo, a qual corresponde em maior parte a látex. Após este processo 

os sobrenadantes foram estocados para posterior aplicação. 

 

 

2.4.4 Instalação e condução do experimento 

 

 

Foi utilizada uma alíquota de 1 ml de cada tipo de látex (puro e diluído) e 

adicionado a 250 ml de meio de cultura tipo BDA (batata dextrose ágar) após a 

autoclavagem do meio, e quando atingida a temperatura de ± 50ºC, em condições 

assépticas, os meios contendo os tratamentos, composto por 3 placas por isolado, 

foram vertidos em placas de Petri de dimensões 100x15mm. Após a polimerização 

em placa do meio de cultura contendo os tratamentos, discos de 5 mm de outro 

meio de cultura também do tipo BDA onde os isolados fúngicos foram cultivados a 

sete dias, foram retirados e depositados no centro das placas contendo o meio de 

cultura já com os tratamentos integrados. Essas placas foram então mantidas em 

incubadora tipo B.O.D. (biochemical oxygen demand) a 29 ± 2ºC para 

proporcionar o crescimento fúngico. 

 

 

2.4.5  Avaliações e análises dos dados 

 

 

As avaliações foram realizadas 7 dias após a incubação dos isolados 

fúngicos, tempo suficiente para as placas testemunhas, ou seja, placas que não 

receberam nenhum tipo de tratamento com o látex, serem totalmente tomadas pelas 

colônias dos patógeno. O tamanho do crescimento micelial foi obtido pela medição 

do crescimento radial da colônia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente 

calculada a média pela porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC), que 

é expressa pela formula: P.I.C. = [(crescimento da testemunha – crescimento do 

tratamento) x 100] ÷ crescimento da testemunha (EDGINTON et al., 1971). 
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados obtidos mostraram que os tratamentos formados a base do 

látex de Flor de Seda foram indiferentes do tratamento testemunha em relação ao 

PIC expressado, portanto, não observou-se redução no crescimento micelial das 

espécies fúngicas avaliadas em nenhum percentual [Figuras 1 (A, B e C) e 2 (A, B 

e C)].  

 

 

 
Figura 1 – Comparação entre o crescimento das colônias entre a testemunha e os 

tratamentos para Macrophomina phaseolinautilizando o látex da Flor de Seda; A - 

T/M: Testemunha Macrophomina; B – M/P: Macrophomina Pura (corresponde a 

utilização do látex puro); C – M/D: Macrophomina Diluída (corresponde a 

utilização do látex diluído 1:1). Mossoró, 2014. 
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Figura 2 – Comparação entre o crescimento das colônias entre a testemunha e os 

tratamentos para Rhizoctonia solani utilizando o látex da Flor de Seda; A - T/M: 

Testemunha Rhizoctonia; B – M/P: Rhizoctonia Pura (corresponde a utilização do 

látex puro); C – M/D: Rhizoctonia Diluída (corresponde a utilização do látex 

diluído 1:1). Mossoró, 2014. 

 

 

Apesar dos resultados obtidos não demonstrarem atividade antifúngica para 

os isolados utilizados, outros autores conseguiram demonstrar atividades 

antimicrobianas do látex desta planta. Souza (2010) trabalhando com proteínas 

isoladas do látex de Flor de Seda sobre os fungos Colletotrichum gloesporioides, 

Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Neurospora e 

Aspergillus niger observou atividade antifúngica que variou de forte a muito forte 

para os fungos Rizoctonia solani, Colletotrichum gloesporioides e Fusarium 

solani. Em contrapartida a estes resultados, este mesmo autor verificou a 

ineficiência dos látices de Plumeria rubra e Euphorbia tirucalli para todos os 

isolados fúngicos trabalhados. 

A atividade antimicrobiana do látex de Flor de Seda tem sido atribuída à 

presença de enzimas proteolíticas (EC 3.4) (SOUZA, 2010), que quebram as 

ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas. Esta atividade 

antimicrobiana já foi relatada para outros tipos de plantas laticíferas, como é o caso 



60 

 

  

 

do látex de mamão, do qual já foram extraídas quitinases (EC 3.2.1.14), as quais 

constituem o principal grupo de proteínas antifúngicas conhecidas (AZARKAN et. 

al., 2004). No entanto para poder expressar a sua atividade biológica, muitas 

enzimas precisam ser isoladas e purificadas. No caso da Flor de Seda o principal 

constituinte do látex é a borracha, representando aproximadamente 85% da matéria 

seca, enquanto as proteínas solúveis representam em torno de 10% 

(CAVALCANTE 2007). Tendo em vista a toxicidade do componente 

poliisopropeno, a borracha, surgiu o interesse de fracionar o látex.  Este fator pode 

ter influenciado nos resultados obtidos neste trabalho, já que o tratamento dado ao 

látex, não seguiu um protocolo para extração específica de frações destes 

constituintes. Embora na metodologia testada o látex tenha sido centrifugado, o 

tempo, a temperatura e a rotação aplicada, foram diferentes das trabalhadas por 

Souza (2010) ao avaliar espécies fúngicas e Oliveira (2010), ao trabalhar com 

bactérias, os quais obtiverem efeito antimicrobiano com o látex da Flor de Seda 

nestes microorganismos. Além disso, no protocolo de tratamento dado ao látex 

seguidos por estes autores, constou a utilização de diálises, o que promoveu 

exatamente a separação de frações específicas, entre as quais supostamente 

estavam contidas as proteínas proteolíticas com ação antifúngica estimada.  

Apesar da existência de trabalhos científicos, tendo demonstrado relatos 

positivos com relação à inibição de fitopatógenos, ainda são escassos os estudos 

voltados para atividades deletérias antifúngicas. Em virtude das observações 

realizadas, faz-se necessária a ampliação de pesquisas direcionadas à avaliação do 

potencial antimicrobiano do látex da Flor de Seda, com ênfase em fungos 

fitopatogênicos, visto o potencial antimicrobiano que este possui. 
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2.6 CONCLUSÕES 

 

 

Não houve efeito inibitório do látex de Flor de Seda para os isolados de 

Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e 

Monosporascus cannonballus nas condições estudadas. 
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CAPÍTULO III 

ESTUDO DE VARIABILIDADE GENÉTICA EM PLANTAS DE Calotropis 

procera (AIT.) R.Br. POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES 

RAPD E ISSR 

 

 

RESUMO 

 

 

A Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.] é uma planta de múltiplas 

funções e alto potencial na agricultura, indústria e medicina natural. O 

conhecimento relacionado à diversidade genética das espécies traz diversas 

vantagens a um programa de melhoramento, somado a isto, os marcadores 

moleculares possibilitam várias aplicações e análises genéticas com grandes 

oportunidades de utilização no melhoramento genético. Esse trabalho teve por 

objetivo estudar a divergência genética por meio de marcadores moleculares RAPD 

e ISSR em genótipos de Flor de Seda. Vinte amostras de folhas da espécie foram 

coletadas na cidade de Grossos/RN e na cidade de Mossoró/RN no Campus Leste 

da UFERSA (dez plantas para cada local de coleta), sendo estas, previamente 

fotografadas, marcadas e georreferenciadas, por se tratar de plantas coletadas ao 

acaso. O DNA de cada uma das plantas foi extraído e uma amostra de cada local de 

coleta foi avaliada para um teste de polimorfismo com 60 primers RAPD e 23 

primers ISSR. Após as análises moleculares foram selecionados 11 primers RAPD 

e 10 ISSR e avaliados nos vinte genótipos. Os resultados obtidos revelaram um 

bom padrão de amplificação para ambos os marcadores de DNA, tendo sido 

detectada a presença de variabilidade genética entre os genótipos de Flor de Seda. 

Para o marcador RAPD houve a formação de quatro grupos distintos, e para o 

marcador ISSR foi possível observar a formação de seis grupos distintos. Quando 

se analisou os dois marcadores de forma correlacionada foi possível detectar a 

formação de sete grupos distintos demonstrando a existência de variabilidade. A 

diferença encontrada nos resultados de ambos marcadores pode ser explicada por 

se tratar de dois marcadores que cobriram diferentes regiões do genoma. Houve a 

formação de grupos de genótipos consistentes para os marcadores RAPD e ISSR, 

porém discordando com a distribuição geográfica, os marcadores moleculares não 

permitiram observar uma relação com a origem dos pontos de coleta dos mesmos, 

pois obtivemos grupos formados por plantas das diferentes localidades coletadas. 

 

Palavras-chave: Flor de Seda, marcadores moleculares, primers, RAPD, ISSR. 
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ABSTRACT 

 

 

The Silk Flower [Calotropis procera (Ait) R.Br.] is a plant that to presente a multi-

function and high potential to agriculture, industry and medicine natural. O 

knowledge related to genetic diversity of species brings several advantages to a 

breeding program, added this, molecular markers allow various applications and 

genetic analyzes with use great opportunities for breeding. This work aimedto 

study the genetic diversity using RAPD and ISSR molecular markers in Silk 

Flower genotypes. Twenty samples of species of leaves were collected in 

Grossos/RN and Mossoro/RN cities (ten plants for each site collection), which are 

previously photographed, tagged and geo-referenced, in the case of plants collected 

at random. The DNA from each plant it was extracted and a sample of each 

collection site it has been reported for a polymorphism test with 60 RAPD primers 

and 23 ISSR primers. After the molecular analyzes were selected 11 RAPD primers 

and 10 ISSR and evaluated in the twenty genotypes. The results showed a 

goodamplification standard for both DNA markers, where it was detected the 

presence of genetic variability among Silk Flower genotypes. For the RAPD 

marker it was the formation of four distinct groups, and the ISSR marker was 

possible to observe the formation of six different groups. When it was analyzed the 

two markers in a corresponding manner it was possible to detect the formation of 

seven distinct groups showing the existence of variability. The difference in the 

results of both markers can be explained by the case of two markers that covered 

different regions of the genome. There was the formation of groups of genotypes 

consistent for RAPD and ISSR markers, but disagreeing with the geographical 

distribution, molecular markersto observe a relationship with the origin of the 

collection of the same points, as we have obtained the groups formed by plants of 

different locations collected. 

 

Keywords: Silk Flower, molecular markers, primers, RAPD, ISSR. 
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3.3  INTRODUÇÃO 

 

 

Apesar de haver informações disponíveis sobre diversas propriedades da 

Flor de Seda, ainda são escassos os relatos de estudos de base genética. Trata-se de 

uma planta de múltiplas funções e alto potencial na agricultura, indústria, 

farmacêutica, devendo existir, portanto, maiores pesquisas e incentivos no âmbito 

biotecnológico na tentativa de se tentar identificar genes que sejam de interesse 

para a classe cientifica a fim de ampliar e estimular o conhecimento acerca dessa 

planta de interessantes funcionalidades. 

O conhecimento relacionado à diversidade genética das espécies traz duas 

vantagens a um programa de melhoramento. A primeira diz respeito à 

heterogeneidade genética que limita a vulnerabilidade das espécies às pragas e 

doenças e a segunda está relacionada ao fornecimento de um amplo suprimento de 

variação alélica que pode ser usada para criar novas combinações de genes 

favoráveis. Os marcadores moleculares possibilitam várias aplicações e análises 

genéticas com grandes oportunidades de utilização no melhoramento genético. 

Estes marcadores apresentam várias vantagens sobre os marcadores morfológicos, 

dentre elas, destaca-se o polimorfismo, a independência entre os efeitos ambientais 

e o estádio fisiológico da planta. Sendo assim, novas tecnologias como a 

identificação e seleção baseada diretamente no genótipo do indivíduo pode resultar 

em maior progresso genético, o que poderia ser obtido com o uso de marcadores 

moleculares, pelo fato destes basearem-se no uso do DNA dos indivíduos.  

A informação prévia da distribuição da variabilidade genética dentro e 

entre populações de uma espécie é uma etapa inicial importante para o 

desenvolvimento do manejo e conservação in situ e de repovoamento de espécies. 

Para isso, deve-se levar em conta se uma espécie está distribuída como apenas uma 

população, ou como populações geneticamente diferentes e qual o grau de 

interação entre elas. Nesse sentido o uso de marcadores moleculares em estudos de 

diversidade genética tem facilitado pesquisas com plantas. Com o objetivo de 

preservação de espécies economicamente importantes, os marcadores são úteis na 

detecção de populações caracterizadas por apresentar diversos graus de 

variabilidade genética, requerendo diferentes estratégias para conservação in situ 

ou ex situ (NEWTON et al., 1999). Por outro lado, se o objetivo for à domesticação 

de espécies, os marcadores moleculares podem auxiliar na determinação de 
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programas de coleta visando à seleção de apenas uma amostra da variabilidade de 

interesse para o melhorista (BORÉM, 1998). 

Os marcadores moleculares RAPD e ISSR são dominantes e se baseiam em 

uma Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) amplificando segmentos de DNA 

com apenas uma única sequência de nucleotídeos. A vantagem de se utilizar dois 

marcadores moleculares para análises deve-se ao fato de que diferentes regiões do 

genoma da espécie serão amostradas (RUSSEL et al., 1997; DÁVILA et al., 1999). 

Esse trabalho teve por objetivo estudar a divergência genética por meio de 

marcadores moleculares RAPD e ISSR em 20 genótipos de Flor de Seda 

[Calotropis procera (Aiton) R.Br.] coletados em Mossoró-RN e Grossos-RN. 

 

 

3.4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.4.1  Material Genético 

  

 

 Plantas saudáveis e não cultivadas de Flor de Seda [Calotropis procera 

(Aiton) R.Br.] foram coletadas nos municípios de Mossoró-RN e Grossos-RN, 

sendo dez plantas de cada localidade, totalizando 20 plantas. As dez plantas 

oriundas de Mossoró-RN, foram coletadas dentro do Campus da UFERSA 

(Universidade Federal Rural do Semiárido), e as plantas do município de Grossos, 

foram coletadas ao redor de todo o município, tendo sido em ambas localidades 

escolhidas o mais distante possível e totalmente ao acaso. As plantas foram 

fotografadas (Figura 3) e georreferenciadas (Tabela 1). 
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Figura 3 – Plantas de Flor de Seda coletadas nos municípios de Mossoró-RN (1C, 1D e 

1E) e Grossos-RN (1A e 1B). UFERSA, Mossoró, 2015. 

 

 

Tabela 1 – Georreferenciamento e localização dos 20 genótipos de Flor de Seda 

[Calotropis procera (Aiton) R.Br.] coletados nas cidades de Mossoró-RNe Grossos-RN. 

UFERSA,Mossoró, 2015. 

Número Genótipo Local de Coleta Georreferência 

1 CP1 Mossoró Lat.    5º12’38’’ 

Long. 37º18’53” 

2 CP2 Mossoró Lat.    5º12’33’’ 

Long. 37º18’59” 

3 CP3 Mossoró Lat.    5º12’31’’ 

Long. 37º19’1” 

4 CP4 Mossoró Lat.    5º12’31’’ 

Long. 37º19’2” 

5 CP5 Mossoró Lat.    5º12’31’’ 

Long. 37º19’10” 

6 CP6 Mossoró Lat.    5º12’16’’ 
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Long. 37º19’27” 

7 CP7 Mossoró Lat.    5º12’21’’ 

Long. 37º19’18” 

8 CP8 Mossoró Lat.    5º12’21’’ 

Long. 37º19’17” 

9 CP9 Mossoró Lat.    5º12’23’’ 

Long. 37º19’14” 

10 CP10 Mossoró Lat. 5º12’22’’ 

Long. 37º19’14” 

11 CP11 Grossos Lat.    4º59’13’’ 

Long. 37º9’54” 

12 CP12 Grossos Lat.    4º59’40’’ 

Long. 3710’0” 

13 CP13 Grossos Lat.    4º59’31’’ 

Long. 37º9’49” 

14 CP14 Grossos Lat.    4º58’7’’ 

Long. 37º10’32” 

15 CP15 Grossos Lat.    4º58’12’’ 

Long. 37º10’21” 

16 CP16 Grossos Lat.    4º58’24’’ 

Long. 37º9’51” 

17 CP17 Grossos Lat.    4º59’4’’ 

Long. 37º8’59” 

18 CP18 Grossos Lat.    4º59’11’’ 

Long. 37º9’1” 

19 CP19 Grossos Lat.    4º59’11’’ 

Long. 37º9’1” 

20 CP20 Grossos Lat.    4º59’11’’ 

Long. 37º9’1” 

Fonte: Dados da Pesquisa 
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3.4.2  Caracterização Molecular 

 

 

3.4.2.1  Coleta e preparo do material vegetal 

 

 

Foram coletadas folhas jovens e sadias de plantas de Flor de Seda, as quais, 

após a coleta, foram armazenadas em sacos plásticos identificados, com posterior 

acondicionamento em caixa térmica. As folhas de Flor de Seda passaram por uma 

etapa de secagem em estufa a 50Cº por um período de 24 horas, para posterior 

extração do DNA vegetal. Acredita-se que a redução na umidade permitiu obtenção 

de um DNA em quantidade e qualidade desejáveis, justificando a otimização dessa 

etapa do protocolo. 

 

 

3.4.2.2  Extração de DNA vegetal 

 

 

A extração de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

Doyle e Doyle (1990) com modificações. As folhas jovens coletadas foram 

maceradas em nitrogênio líquido até a obtenção de um fino pó. O produto obtido 

da maceração foi disposto em microtubos de 2,0mL contendo 1000µL de tampão 

de extração CTAB (2% de CTAB, EDTA 25mM, Nacl 250mM, Tris-HCl 200mM 

pH 8,0 e 1,4% de β-mercaptoetanol), o volume foi completado com água ultra-

pura. Os microtubos contendo a solução foram homogeneizados por inversão 

durante 60 minutos com agitação a cada 10 minutos. Adicionou-se 700µL de uma 

mistura de clorofórmio-álcool-isoamílico (CIA) e misturou-se vagarosamente, 

sendo posteriormente centrifugada por 10 minutos à 10.000rpm, transferiu-se a fase 

aquosa (superior) para outro tubo e esta etapa foi repetida por mais uma vez. Em 

seguida foi adicionado aos tubos 2/3 do sobrenadante de álcool isopropanol e as 

amostras foram incubadas à -20ºC durante 1 hora. Centrifugou-se por 10 minutos à 

10.000rpm e descartou-se o sobrenadante, onde foi realizada posteriormente uma 

lavagem contendo 1mL de álcool 70% e 90% respectivamente, onde entre uma 

lavagem e outra com álcool foi realizada uma centrifugação de 10 minutos à 

10.000rpm. A secagem do pellet foi realizada em temperatura ambiente, após a 
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secagem adicionou-se 4µL de RNAse de 10µg/mL e o DNA obtido foi eluído com 

70µL de água ultra-pura por amostra. As amostras foram colocadas em banho-

maria durante 1 hora à 45ºC para homogeneizar as amostras.  

 A quantificação e a verificação da integridade das extrações de DNA foram 

realizadas por eletroforese com gel de agarose a 1,0% (p/v), corado com brometo 

de etídeo e visualizadas em fotodocumentador de luz UV e fotografadas em câmera 

digital. As amostras foram diluídas em 70 uL de água ultra-pura e padronizadas a 

concentração de 10 ng/uL. 

 

 

3.4.2.3 Seleção de primers RAPD 

 

 

Com o objetivo de reduzir os custos nas análises moleculares foi feita uma 

pré-seleção a partir de 60 primers RAPD, utilizando dois DNA’s originados de 

diferentes pontos de coleta (CP05-Mossoró e CP17-Grossos) de Flor de Seda. Os 

primers que tiveram maior porcentagem de polimorfismo com a presença de 

fragmentos consistentes foram selecionados para a análise com todos os genótipos 

de Flor de Seda. 

As reações de amplificação para o marcador molecular foram feitas num 

volume total de 12 uL, no qual os reagentes foram misturados em forma de 

coquetel, separadamente do DNA. Cada reação continha 10 ng de DNA genômico, 

10 mM (pH 8,3) de Tris-HCl, 2,5 uM de MgCl2, 2 mM de cada dNTP, 5 mM do 

iniciador RAPD, 1 unidade de Taq DNA polimerase e água milliQ estéril para 

completar o volume da reação. O programa de amplificação foi realizado num 

termociclador da marca Perkin Elmer modelo 9700 que constou de uma etapa a 

96
o
C por 1 minuto para desnaturação inicial do DNA, seguida de 40 ciclos de 

amplificação, os quais possuíam: (1) desnaturação do DNA, 92
o
C por 1 minuto; (2) 

anelamento do iniciador à 32
o
C por 1 minuto; (3) amplificação do DNA, 72

o
C por 

2 minutos, com extensão final de 72
o
C por 5 minutos.  

Os produtos de amplificação foram submetidos a eletroforese horizontal em 

géis de agarose e corados com brometo de etídeo.  A concentração do gel de 

agarose foi de 1% (p/v) para o marcador RAPD e a corrida eletroforética foi 

realizada numa potência constante de 100V por uma hora numa solução de Tampão 
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TBE 1X. Em seguida, o gel foi exposto à luz ultravioleta e fotografado com câmera 

digital. 

 

 

3.4.2.4  Seleção de primers ISSR 

 

 

Uma pré-seleção foi realizada a partir de 23 primers ISSR (SANTANA et 

al., 2011), utilizando-se os mesmos DNA’s contrastantes (CP05 e CP17) de Flor de 

Seda. Os iniciadores que tiveram maior porcentagem de polimorfismo com a 

presença de fragmentos consistentes foram selecionados para o procedimento, 

tendo sido escolhidos um total de 10 primers ISSR.  

As reações de amplificação para o marcador molecular foram feitas num 

volume total de 12 uL, no qual os reagentes foram misturados em forma de 

coquetel, separadamente do DNA. Cada reação continha 10 ng de DNA genômico, 

10 mM (pH 8,3) de Tris-HCl, 2,5 uM de MgCl2, 2 mM de cada dNTP e 0,2 uM do 

iniciador ISSR, 1 unidade de Taq DNA polimerase e água milliQ estéril para 

completar o volume da reação. Para ambos os marcadores moleculares o programa 

de amplificação foi realizado num termociclador da marca Perkin Elmer, modelo 

9700. A cada reação foi aplicado 10µL de óleo mineral para evitar a evaporação 

durante o processo de PCR. 

Para este marcador o programa de amplificação constou das seguintes 

etapas: 94
o
C por 4 minutos para desnaturação inicial do DNA, seguida de 35 ciclos 

de amplificação à 94 
o
C por 40 segundos, temperatura de anelamento do iniciador 

variando a temperatura conforme o tipo do iniciador 40 e/ou 45
o
C por 40 segundos 

e amplificação do DNA, 72
o
C por 1 minutos. Por fim, foi feita uma extensão final 

de 72
o
C por 2 minutos. 

Os produtos de amplificação foram submetidos a eletroforese horizontal em 

géis de agarose corados com brometo de etídeo.  A concentração do gel de agarose 

foi de 2,5% (p/v) para o marcador ISSR. A corrida eletroforética foi realizada em 

uma potência constante de 100V por três horas em uma solução de Tampão TBE 

1X. Em seguida, o gel foi exposto à luz ultravioleta e fotografado com câmera 

digital. 
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3.4.2.5 Leitura dos dados moleculares e análise estatística 

 

 

Os dados moleculares foram obtidos a partir dos produtos de amplificação 

analisados pela avaliação visual das bandas mais consistentes dos 20 genótipos 

analisados. 

Uma matriz composta por dados binários foi elaborada a partir da 

visualização dos géis de agarose, em que o número 1 correspondeu à presença do 

fragmento; o zero à ausência e o número 2 aos dados perdidos em função da não 

amplificação de um fragmento em um genótipo para determinado iniciador. 

Para interpretação das análises moleculares, utilizou-se o complemento do 

coeficiente de similaridade de Jaccard, gerando uma estimativa de similaridade 

genética entre os genótipos. O coeficiente de Jaccard é definido pela seguinte 

fórmula: 

Sij Jaccard=      

 

 

 

Em que: 

Sij - é a similaridade genética entre o par de cultivares i e j. 

a – é a presença da banda em ambas as populações (número de contagens 

de concordância do tipo 1 1), 

b - presença da banda no genótipo i e ausência em j (número de 

discordância do tipo 1 0), 

c - ausência da banda em i e presença em j (número de contagens de 

discordância do tipo 0 1).   

 

As similaridades resultantes deste coeficiente foram transformadas em 

medidas de distância genética pela seguinte expressão: dgij = 1- sij.  O coeficiente 

de Jaccard foi escolhido por considerar a ausência de fragmentos como sinônimo 

de similaridade genética (CRUZ; CARNEIRO, 2003). 

Para a construção do dendrograma foi utilizado o método hierárquico 

UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard 

(CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). A confirmação da formação dos grupos 

foi testada pelo cálculo do Coeficiente de Correlação Cofenética (CCC), que tem 

a 

a+b+c 
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como função correlacionar a matriz de dissimilaridade (matriz fenética) com a 

matriz de valores cofenéticos.  Quanto maior o valor de CCC, mais consistente se 

torna o agrupamento. Um valor de CCC menor que 0,7 indica inadequação do 

método de agrupamento (BUSSAD;MIAZAKI; ANDRADE,1990). Foi efetuada a 

análise de reamostragem para verificar a consistência das bifurcações entre os 

grupos formados. 

O recurso computacional utilizado foi o Programa Genes, com a construção 

do dendrograma originado pelo método UPGMA juntamente com a correlação 

cofenética (CRUZ, 2013). 

 

 

3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.5.1 Marcador Molecular RAPD 

 

 

A partir da triagem de 60 primers RAPD foram selecionados 11 por 

apresentarem fragmentos consistentes. Fragmentos de baixa resolução foram 

descartados, evitando o comprometimento das análises. A Figura 4 ilustra o padrão 

eletroforético dos 20 genótipos de Flor de Seda amplificados com o marcador 

molecular RAPD (OPA-04). 

 

 

 

Figura 4 – Padrão eletroforético de 20 genótipos de Flor de Seda [Calotropis procera 

(Aiton) R.Br.] obtidos pelo marcador molecular Random Amplified Polymorphic DNA 

(RAPD) (OPA-04); 1: CP01; 2: CP02; 3: CP03; 4: CP04; 5: CP05; 6: CP06; 7: CP07; 8: 
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CP08; 9: CP09; 10: CP10; 11: CP11; 12: CP12; 13: CP13; 14: CP14; 15: CP15; 16: CP16; 

17: CP17; 18: CP18; 19: CP19; 20: CP20. UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

 

 

Da análise do marcador RAPD foram gerados 67 fragmentos, com 76,11% 

de fragmentos polimórficos e 23,89% de fragmentos monomórficos (Tabela 2). O 

número de fragmentos produzidos por iniciador variou entre 3 (OPD-16) e 8 (OPA-

04, OPH-03 e OPH-04). As análises moleculares com os marcadores RAPD 

utilizados foram suficientes para discriminar genótipos de Flor de Seda. 

 

 

Tabela 2 – Primers Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) selecionados para 

amplificação de genótipos de Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.], com 

respectivas sequências, temperatura de anelamento (Tm), número total de fragmentos 

(NTF), número total de fragmentos polimórficos (NFP) e percentagem de polimorfismo 

(%). UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

Nome do 

Iniciador 
Sequência          

do iniciador* Tm (ºC) NTF NFP % Polimorfismo 

OPA-04 AATCGGGCTG 32 8 8 100 

OPA-13 CAGCACCCAC 32 5 4 80 

OPA-15 TTCCGAACCC 32 7 5 71,4 

OPD-12 CACCGTATCC 32 7 4 57,1 

OPD-13 GGGGTGACGA 32 4 0 0 

OPD-16 AGGGCGTAAG 32 3 2 66,7 

OPD-20 ACCCGGTCAC 32 6 5 83,3 

OPH-01 GGTCGGAGAA 32 7 7 100 

OPH-03 AGACGTCCAC 32 8 7 87,5 

OPH-04 GGAAGTCFCC 32 8 6 75 

OPH-05 AGTCGTCCCC 32 4 3 75 

  TOTAL - 67 51   

  MÉDIA - - -   

Fonte: Dados da pesquisa 

     

 

As distâncias genéticas determinadas entre os 20 genótipos de Flor de Seda 

para os municípios estudados são apresentadas na Tabela 3. Verificou-se que as 

maiores dissimilaridades foram encontradas entre os genótipos CP02 e CP04 

(0,672), ambas pertencentes à cidade de Mossoró, significando que estas, são as 
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plantas mais divergentes geneticamente. Os menores valores de dissimilaridade 

encontrados foram obtidos a partir dos genótipos CP04 e CP14 (0,138), sendo a 

primeira pertencente à cidade de Mossoró e a outra pertencente ao município de 

Grossos. Valores desta natureza significam que estes genótipos apresentam um 

maior número de regiões idênticas ou são mais próximas geneticamente. Dados 

como este demonstram que podem existir divergências genéticas tanto em plantas 

que se encontram mais próximas, ou na mesma localidade, como também em 

plantas que estão situadas mais distantes geograficamente. 

 

 

Tabela 3 - Coeficientes de correlação linear avaliados em genótipos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.] com base no uso de Primers Random Amplified Polymorphic DNA 

(RAPD). UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

 

 

 

Os valores das distâncias genéticas geraram um dendrograma representado 

na Figuras 5, cujos coeficientes de correlação cofenético (CCC) entre as matrizes 

de distâncias genéticas e as matrizes de agrupamentos foram positivos e 

significativos apresentando o valor de 0,86 para os genótipos. Esses valores podem 

ser considerados razoáveis permitindo fazer inferências sobre os dendrogramas. 

A partir do ponto de corte para dissimilaridade genética de 

aproximadamente 45% observou-se a formação de quatro grupos distintos (Figura 

5). O Grupo I foi composto pelos genótipos: CP01, CP18 e CP06. O Grupo II foi 

composto pelos genótipos: CP02 e CP03. O Grupo III engloba os genótipos: 
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CP04, CP14, CP20, CP10, CP11, CP09, CP07, CP17, CP13, CP08, CP19, CP05, 

CP16 e CP15. O Grupo IV é formado apenas pelo genótipo CP12. 

 

 

Figura 5 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do índice de Jaccard calculado 

com dados de marcadores RAPD. (r=0,86
**

). r: correlação cofenética. 

 

 

O agrupamento dos genótipos com base nos marcadores moleculares não 

permitiu observar uma relação com a origem dos pontos de coleta dos mesmos. Isto 

pode ser justificado pelo fato de que os marcadores moleculares acessam regiões 

aleatórias do DNA, não amostrando necessariamente, neste caso, a cobertura de 

regiões que possam distinguir os grupos. 

Os genótipos das diferentes localidades foram distribuídos entre os 

distintos grupos formados, provavelmente devido ao fato de estarem localizados 

dentro de uma mesma região geográfica, o que não os fez diferirem muito 

geneticamente quanto ao que se era esperado, que seria a formação de dois grandes 

grupos, um para as plantas coletadas em Mossoró e outro para as coletadas em 

Grossos. Para explicar os resultados obtidos no que diz respeito à variabilidade 

encontrada no material estudado, vários aspectos devem ser considerados, 

sementes de Flor de Seda são pequenas e leves e podem ser facilmente 
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transportadas, o que facilita a dispersão destas por animais e pelo vento (ORWA et 

al., 2009). Suas sementes podem percorrer quilômetros sem que haja perda de 

viabilidade, além disso, as distâncias geográficas entre os acessos não eram 

extensas, o que pode ter facilitado na formação dos grupos compostos por 

genótipos dos diferentes locais de coleta. Essa combinação pode desempenhar um 

papel importante na propagação e disseminação desta espécie influenciando desta 

forma na sua genética da população e na variabilidade genética encontrada entre os 

genótipos analisados. 

Junqueira et al. (2007) avaliando a diversidade genética de genótipos de 

maracujá suspiro (Passiflora nitida Kunth.) com base em marcadores RAPD 

verificaram que acessos procedentes do mesmo estado apresentavam menor 

variabilidade, principalmente entre genótipos procedentes de diferentes tipos 

morfofisionômicos.  

Fajardo et al. (1998) utilizando marcadores RAPD, observaram uma 

grande variação intraespecífica em P. ligularis e P. adenopoda, porém, em P. edulis 

e P. maliforms houve pouca variabilidade. 

 

 

3.5.2 Marcador Molecular ISSR 

 

 

Dos 23 iniciadores ISSR testados, 10 apresentaram resultado adequado 

com a produção de fragmentos consistentes e perfil de amplificação satisfatório. 

Fragmentos de baixa resolução foram descartados, evitando o comprometimento 

das análises. A Figura 6 ilustra o padrão eletroforético dos 20 genótipos de Flor de 

Seda com o marcador molecular ISSR (DiGA3'T). 
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Figura 6 – Padrão eletroforético de 20 genótipos de Flor de Seda [Calotropis procera 

(Aiton) R.Br.] obtidos pelo marcador molecular Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) 

(DiGA3'T); 1: CP01; 2: CP02; 3: CP03; 4: CP04; 5: CP05; 6: CP06; 7: CP07; 8: CP08; 9: 

CP09; 10: CP10; 11: CP11; 12: CP12; 13: CP13; 14: CP14; 15: CP15; 16: CP16; 17: CP17; 

18: CP18; 19: CP19; 20: CP20. UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

  

 

Da análise dos marcadores ISSR foram gerados 53 fragmentos, onde os 

mesmos apresentaram um padrão 100% polimórfico. O número de fragmentos 

produzido por primer variou entre 1 (TriTCC 3'RC) e 13 (DiGA3'T). A quantidade 

de fragmentos gerados por meio de 10 primers ISSR foi considerada suficiente 

para detecção da variabilidade genética existente entre genótipos de Flor de Seda. 

Segundo Grativol et al. (2011), a eficiência de um marcador molecular 

pode ser medida pela quantidade de polimorfismo que o mesmo é capaz de 

detectar. Tal eficiência foi evidenciada por Kumar, Parthiban, Rao (2008), em 

estudo de diversidade genética entre espécies do gênero Jatropha, no qual oito 

primers ISSR registraram 100% de bandas polimórficas. He et al. (2007) avaliaram 

na China, a diversidade e estruturação genética em nove populações naturais de 

pinhão manso com base em 10 primers ISSR e obtiveram polimorfismo total de 

97,04%. 

Ao utilizar marcadores ISSR no estudo da variabilidade genética entre os 

acessos de espécies de Manihot, Silva et al. (2011) encontraram divergências 

genéticas intra e interespecíficas com polimorfismo de 89,7% e Mühlen, Martins, 

Ando (2000) obtiveram 97,96% de polimórficos, o que caracteriza o marcador 

ISSR como eficiente. 

Os resultados obtidos no nosso estudo mostram que há congruência com os 

observados em outros trabalhos para outras espécies, corroborando assim como a 

detecção do alto nível de polimorfismo deste marcador molecular. 
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Tabela 4 – Iniciadores Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) selecionados para 

amplificação de genótipos de Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.], com 

respectivas sequências, temperatura de anelamento (Tm), número total de 

fragmentos (NTF). UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

Nome do 

Iniciador 
Sequência    

do iniciador* Tm (Cº) NTF 

DiGA3'C (GA)8C 45 4 

DiGA3'T (GA)8T 45 13 

TriGTG3'YC (GTG)5YC 45-50 3 

TriTGT3'RC (TGT)5RC 50 2 

TriTGT5'CY CY(TGT)5 50 6 

TriAAC 3'RC (AAC)5RC 45 5 

TriAAG 3'RC (AAG)5RC 45 8 

TriACA 3'RC (ACA)5RC 45 6 

TriAGG 3'RC (AGG)5RC 45 5 

TriTCC 3'RC (TCC)5TRC 45 1 

  TOTAL -  53 

  MÉDIA -   

*R=A, G; Y=C, T; 
  Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

  Com base nos intervalos de dissimilaridade entre as distâncias genéticas 

determinadas para os 20 genótipos de Flor de Seda dos municípios estudados, 

constatou-se que o menor valor de dissimilaridade ocorreu entre os genótipos CP01 

e CP07 (0,524), tendo sido ambas coletadas na cidade de Mossoró e o maior grau 

de dissimilaridade entre os genótipos CP03 e CP07 (1,000), ambas também 

coletadas em Mossoró, demonstrando mais uma vez que há variabilidade genética 

entre e dentro dos locais de coleta (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Coeficientes de correlação linear avaliados em genótipos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.] com base no uso de marcadores ISSR. UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 

 

 

 

A partir do ponto de corte para dissimilaridade genética de 

aproximadamente 86% foi possível observar a formação de seis grupos distintos 

(Figura 7). O Grupo I foi composto pelos genótipos: CP01, CP07, CP08, CP12, 

CP15, CP19 e CP18. O Grupo II foi composto pelos genótipos: CP02, CP10, 

CP14, CP11, CP13, CP06, CP20 e CP09. Os demais grupos foram formados por 

genótipos isolados, sendo o Grupo III composto pelo genótipo: CP17. O Grupo 

IV foi composto pelo genótipo: CP04. O Grupo V foi formado a partir do 

genótipo: CP05 e o Grupo VI foi formado pelo genótipo: CP03. 

Com relação ao coeficiente de correlação cofenética (CCC), a associação 

entre as distâncias obtida pelo coeficiente de Jaccard e a matriz cofenética forneceu 

um valor indicando alta representatividade (81%), inferindo que os agrupamentos 

realizados são consistentes (VAZ PATTO et al., 2004). 
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Figura 7 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do índice de Jaccard calculado 

com dados de marcadores ISSR. (r=0,81). r: correlação cofenética.  

 

 

É interessante observar que os genótipos coletados ficaram separados em 

diferentes grupos, quando na verdade o que se supunha é que genótipos de uma 

mesma localidade fossem mais próximos geneticamente.  

Hamrick, Godt (1990) afirmaram que espécies de ampla distribuição 

geográfica normalmente possuem maior variabilidade genética dentro da 

população. Hamrick, Loveless (1989) afirmaram que as diferenças na estrutura 

genética de plantas podem ser atribuídas, entre outros fatores, aos diferentes tipos 

de fluxo gênico, o que inclui a dispersão de sementes. Este fato evidencia a 

existência de variação genética em diferentes pontos dentro de uma mesma 

localidade, sugerindo a ocorrência de gargalos genéticos ocasionados pela intensa 

fragmentação dos habitats. 

Agossou Yao et. al. (2014) analisaram a diversidade genética de 20 

genótipos de Flor de Seda coletados na região oeste da África. Utilizando-se os 

marcadores AFLP, os autores encontraram cinco classes distintas, onde houve 

heterogeneidade do material na separação dos mesmos. Foi possível obter grupos 

compostos de plantas da mesma região e categorias onde havia semelhanças 
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genéticas entre amostras de regiões diferentes. Corroborando com os resultados 

encontrados nesta pesquisa. 

Quanto ao polimorfismo, a técnica ISSR apresentou maior polimorfismo 

quando comparado ao RAPD, confirmando sua superioridade (BORBA et al., 

2005; GOULÃO; OLIVEIRA, 2001). Em ambos os marcadores moleculares houve 

uma tendência dos genótipos, independentemente do local, se agruparem de 

maneira desordenada.  

 

 

3.5.3 Correlação entre as análises moleculares RAPD e ISSR  

 

 

Pela análise da comparação dos agrupamentos gerados a partir das 

dissimilaridades genéticas, foi constatada significância entre os marcadores 

moleculares ISSR+RAPD (r= 0,86) (Tabela 6), o que indica boa consistência dos 

dados. 

Com base nos intervalos de dissimilaridade entre as distâncias genéticas 

determinadas para os 20 genótipos de Flor de Seda dos municípios estudados, 

constatou-se que o menor valor de dissimilaridade ocorreu entre os genótipos CP07 

e CP10 (0,3700), tendo sido ambas coletadas na cidade de Mossoró e o maior grau 

de dissimilaridade entre os genótipos CP12 e CP13 (1,000), ambas também 

coletadas em Grossos. Dados como este reforçam a. hipótese de que podem existir 

divergências genéticas tanto em plantas que se encontram mais próximas, ou na 

mesma localidade, como também em plantas que estão situadas mais distantes 

geograficamente. (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Coeficientes de correlação linear avaliados em genótipos de Flor de Seda [Calotropis procera, 

(Aiton) R.Br.] com base no uso de marcadores ISSR+RAPD. UFERSA, Mossoró/RN, 2015. 
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Quando analisamos os dois marcadores em associação, notamos a partir do 

ponto de corte para dissimilaridade genética de aproximadamente 79% que foi 

possível a formação de sete grupos distintos (Figura 8). O Grupo I foi composto 

pelos genótipos: CP01, CP15 e CP13. O Grupo II foi composto apenas pelo 

genótipo: CP16. O Grupo III formado pelos genótipos: CP02, CP07, CP10, CP20, 

CP04, CP05, CP09, CP08, CP03, CP06 e CP14. O Grupo IV foi composto pelos 

genótipos: CP18 e CP19. O Grupo V foi formado a partir do genótipo: CP17 e o 

Grupo VI foi formado pelo genótipo: CP11 e o Grupo VII foi composto pelo 

genótipo: CP12. 

Com relação ao coeficiente de correlação cofenética (CCC), a associação 

entre as distâncias obtida pelo coeficiente de Jaccard e a matriz cofenética forneceu 

um valor indicando alta representatividade (86%)e segundo Vaz Patto et al. (2004) 

é um índice considerado confiável, inferindo que os agrupamentos realizados são 

consistentes. 
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Figura 8 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do índice de Jaccard calculado 

com dados de marcadores (ISSR+RAPD). (r=0,86). r: correlação cofenética. 
 

 

  Quando se analisou os dois marcadores em associação, foi possível notar a 

formação de uma maior quantidade de grupos. Em todos os casos houve uma certa 

tendência dos genótipos, independentemente do local, se agruparem de maneira 

desordenada, no que diz respeito à distribuição dos grupos quanto a localidade. 

A partir da análise visual do dendrograma, nota-se que apenas no Grupo IV 

houveram genótipos de uma mesma localidade que apresentaram 100% de 

similaridade entre si, formados pelos genótipos CP18 e CP19, ambos coletados no 

município de Grossos. Foi constatado também que o genótipo CP12 foi o mais 

divergente geneticamente entre todos os demais, constituindo um grupo à parte na 

análise do marcador RAPD e quando se analisou os dois marcadores RAPD+ISSR 

em conjunto. 

Faleiro et al. (2001), analisando acessos de Cacau (Theobroma cacao L.), 

concluíram que a quantidade e a reprodutibilidade dos fragmentos são os principais 

fatores que influenciam a associação entre os marcadores moleculares. Outros 

trabalhos na literatura comparam as informações geradas pelas associações entre 

diferentes marcadores (LINS, 2008; COLOMBO et al., 2000; DANTAS, 2011; 

MOULIN et al., 2012; SANDEGHI; CHEGHAMIRZA, 2012). 
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Basha, Sujatha (2007) obtiveram variabilidade de 33,5% (ISSR) e 42% 

(RAPD), Shen et al. (2010) e Chen et al. (2011) obtiveram 26,99% (RAPD) e 

34,0% (RAPD+ISSR), respectivamente. 

O marcador ISSR detectou uma maior variabilidade comparado ao RAPD. 

Isso pode ser justificado pelo fato de que os marcadores amostraram regiões 

distintas e os ISSR, por conseguinte, conseguiu amostrar o que há de mais distinto 

entre os genótipos a nível de DNA. 

A distribuição de grupos variou em função do marcador utilizado. Os 

marcadores RAPD têm sido utilizados em diversos estudos de análise de 

diversidade genética em populações naturais (BUSO; RANGEL; FERREIRA, 

1998; KELLER, 2000; ZUCCHI, 2002; CAVALLARI, 2006), mostrando-se como 

uma ferramenta eficiente para descrição de padrões de diversidade e para 

delimitação de espécies (COLLINS; MILL; MOLLER, 2003; ANAND, et al., 

2010). Porém quando comparados com os marcadores ISSR, os marcadores RAPD 

apresentam certas desigualdades, como a apresentação de níveis mais baixos de 

polimorfismo (YANG et al., 1996; NAGAOKA; OGIHARA, 1997; PARSONS et 

al., 1997). Além disso, os iniciadores ISSR são mais robustos devido ao fato de 

apresentarem maior superfície de ancoragem e por possuírem maiores temperaturas 

de anelamento, produzindo assim um aumento na reprodutibilidade dos produtos 

de PCR (TSUMURA; OHBA; STRAUSS, 1996; WOLFE; XIANG; KEPHART, 

1998). 

Esses resultados apesar de inesperados estão em concordância com os 

resultados propostos por Agossou Yao et. al. (2014). Estes autores ao analisar 20 

genótipos de Flor de Seda coletados na região oeste da África, fazendo uso de 

marcadores AFLP encontraram cinco grupos distintos. Houve a mesma desordem 

na formação dos mesmos, em que se obteve conjuntos compostos de plantas da 

mesma região e outros onde haviam semelhanças genéticas entre amostras de 

regiões diferentes. Os autores ressaltaram ainda a escassez de estudos de base 

genética com Flor de Seda, sendo o trabalho dos mesmos, considerado pioneiro. 

Consequentemente faz-se necessário estudos mais aprofundados a fim de se 

encontrar genótipos com características de interesse mais eficientes. 
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3.6 CONCLUSÕES 

 

 

- As análises através do marcador RAPD mostrou que os genótipos de Flor 

de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.] apresentam para estes 

marcadores uma ampla dissimilaridade genética. 

- O marcador ISSR apresentou uma maior quantidade de grupos formados, 

sendo detectada, portanto, uma maior dissimilaridade entre os genótipos 

avaliados. 

- Os marcadores moleculares RAPD e ISSR detectaram a presença de 

variabilidade genética entre os genótipos de Flor de Seda [Calotropis 

procera (Aiton) R.Br.]. 
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