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RESUMO

SILVA, Shamyra Georgia de Azevedo e. Estudo de diversidade genética e efeito
inibitorio do latex de Calotropis procera em fungos fitopatogénicos, 2015. 94f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia; Fitotecnia/Melhoramento Genético) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-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 alimentacdo animal, medicina tradicional, agricultura,
meio ambiente, inddstria cosmética e téxtil, podendo também atuar no combate a
pragas, fungos e virus através de mecanismos de defesa associados ao seu latex.
Objetivou-se nesse estudo avaliar fluidos laticiferos da Flor de Seda na inibicdo
do desenvolvimento de fungos fitopatogénicos de Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus e
estudar a divergéncia genética de gendtipos 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 Mossor6/RN no
Campus Leste da UFERSA (dez plantas para cada local de coleta). O latex das
plantas foram testados em quatro diferentes tipos de fungos fitopatogénicos,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e
Monosporascus cannonballus com duas diferentes metodologias (adicionando o
latex ao meio de cultura antes e ap6s a polimerizacdo do meio) e com dois niveis
diferentes de concentragdo (puro e diluido 1:1). Para as anélises moleculares, o
DNA de cada uma das plantas foi extraido com 11 primers RAPD e 10 primers
ISSR. Para as analises do latex, foi observado que ndo houve efeito inibitério para
nenhum dos isolados de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus em nenhuma das
concentracBes testadas nas condicGes estudadas. Os resultados moleculares
obtidos revelaram um bom padrdo de amplificacdo para ambos os marcadores de
DNA, mostrando a formag&o de grupos distintos, tendo sido detectada a presenga
de variabilidade genética. Para as analises com os marcadores RAPD houve a
formacdo de quatro grupos distintos, e para o marcador ISSR foi possivel
observar a formagéo de seis grupos. Quando se analisou os dois marcadores de
forma correlacionada foi possivel detectar a formacdo de sete grupos distintos
demonstrando a existéncia de variabilidade. A diferenca encontrada nos
resultados de ambos marcadores pode ser explicada por se tratar de dois
marcadores que cobriram diferentes regides do genoma.

Palavras-chave: Flor de Seda, latex, fungos fitopatogénicos, 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.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia/Melhoramento Genético)
— Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-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 Mossor6/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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CAPITULO I
INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1.1 INTRODUGAO GERAL

O melhoramento genético tem influenciado de maneira decisiva no
incremento da adaptabilidade e produtividade de cultivos; entretanto, para a
eficiente obtencdo de ganhos genéticos no melhoramento é necessario um
conhecimento detalhado da constitui¢do genética das espécies.

A regido semiarida do Nordeste brasileiro é rica em espécies vegetais e
apresenta inlmeras espécies com grande potencial econémico, porém ainda pouco
estudadas pela maioria da classe cientifica, entre estas plantas destaca-se a Flor de
Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.]. A Flor de Seda pertencente a familia
Asclepiadaceae, possui teores significativos de nutrientes, bem como
adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas da regido semiarida. 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 presenca de
substancias ativas permitindo seu uso farmacoldgico (COSTA; MEDEIROS;
ALVES, 2009), além da utilizagdo como cobertura vegetal em plantios e em
recuperacio de areas degradadas. Planta nativa da Africa, Madagascar, Peninsula
Arébica e Sudoeste da Asia, esta espécie possui ampla distribuicdo geografica,
atualmente aclimatada no Norte da Australia, Tailandia, Vietna e outros paises
(RAHMAN; WILCOCK, 1991; CSURSHES; EDWARDS, 1998) como é o0 caso do
Brasil.

A Flor de Seda é uma planta que produz latex, um liquido de aspecto
leitoso, presente em aproximadamente 20.000 espécies de plantas de 40 familias
(DOMSALLA; MELZIG, 2008). Plantas laticiferas vém sendo largamente
estudadas, devido as vérias fungdes bioldgicas terem sido atribuidas aos laticiferos.
Tem-se sugerido que a presenca do latex neste tipo de planta esteja envolvida na
sua defesa. Diante desse argumento, é crescente a pesquisa por proteinas vegetais
que poderiam ser utilizadas como ferramentas biotecnoldgicas para tal fim, sendo

assim, as plantas laticiferas tém um grande potencial, pois sdo reconhecidamente

15



fontes de proteinas relacionadas a defesa vegetal.

O latex de Manihot glaziovii Muell Arg. mostrou atividade antifungica
sobre o crescimento de Colletotrichum gloesporioides (Penz), Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid e Fusarium solani (Mart.) Sacc.(PEREIRA et al, 1999).
Contudo ainda sdo desconhecidos estudos sobre o envolvimento de fluidos
laticiferos em atividades deletérias contra fungos fitopatogénicos.

Os fungos fitopatogénicos sdo microrganismos causadores de doencas em
plantas, que podem atuar nestas, das mais diversas formas, sendo mais atuantes em
estruturas como raizes, caules, folhas e frutos. Estes patdgenos podem estar
disseminados em varios tipos de ambientes, como na &gua, no solo, etc.

Dentre estes patdgenos, 0s que se encontram naturalmente habitando o
solo, representam um complicado grupo de controle, dado a dificuldade de
aplicagdo de produtos antifungicos neste ambiente, além de outras limitagdes. Entre
estes patdgenos, podem ser citados os fungos Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid, Rhizoctonia solani Kuhn e Monosporascus cannonbalus Pollack & Uecker.

Outro grupo de dificil controle, diz respeito as espécies com atuacdo
potencializada na fase pos-colheita, sendo Colletotrichum musae (Berk & Curt.)
von Arx., um exemplo destes fitopatégenos.

A Macrophomina phaseolina é capaz de infectar centenas de espécies
vegetais, tais como, milho, sorgo, amendoim, algoddo e girassol, entre outras
espécies botanicas (GHAFFAR; ZENTMYER, 1968; FIGUEIREDO et al., 1969;
MENDES et al., 1971; WYLLIE, 1984). A ocorréncia desse patégeno foi relatada,
pela primeira vez, no Brasil infectando raizes de feijdo (BITANCOURT, 1935). A
Macrophomina phaseolina produz picnidios marrom-escuros, solitarios ou
agregados, imersos, tornando-se irrompentes com 100-200pum de didmetro,
abrindo-se por ostiolo apical (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970). A
variagdo no tamanho dos picnidios parece estar associada ao substrato sobre o qual
o fungo se desenvolve (DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

O fungo Rhizoctonia solani ocorre em diversas culturas de importancia
econdmica, como a batata, o feijdo, o fumo, o milho e a soja, causando podriddes
radiculares no inicio do desenvolvimento da plantula e provocando reducdo no
vigor e na germinacdo da semente. A incidéncia e a severidade do ataque estdo
associadas as condigdes do solo e a sequéncia de culturas cultivadas na &rea.

Colletotrichum musae é um fungo que apresenta diversas formas e

tamanhos de esporos, caracteristicas culturais, bem como de patogenicidade. Além
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disso, é responsavel pela antracnose em banana (Musa spp.), doenga importante
presente tanto na pré-colheita quanto na poés-colheita dos frutos. Os sintomas
caracterizam-se pela formagéo de lesfes escuras e deprimidas sobre as quais, em
condi¢des de alta umidade, surgem as frutificagfes rosadas do patdgeno, sendo que
normalmente a polpa ndo é afetada, exceto quando exposta a condi¢Bes de alta
temperatura ou quando o fruto estd em estagio avancado de maturacdo
(CORDEIRO; KIMATI, 1997).

Monosporascus cannonballus trata-se de um fitopatdgeno habitante natural
do solo, termoéfilo e bem adaptado as condicGes aridas e semidridas, e por isso,
responsavel por grandes perdas, limitando o cultivo de meldo em diversas regies
do mundo. Inimeras medidas de controle tém sido estudadas, entretanto, estas
ainda sdo pouco eficazes. Algumas estratégias de controle tém sido utilizadas,
porém, devido ao fungo ser considerado terméfilo e bem adaptado ao clima arido e
semiarido, estas tém sido pouco eficientes. No Brasil, apesar de algumas medidas
estarem sendo estudadas, estas ainda sdo pouco eficazes e ainda ndo sao muito bem
estabelecidas devido a falta de informagdes sobre a epidemiologia desta doenga,
além disso, o Nordeste brasileiro dispde de excelentes condi¢des edafoclimaticas
que garantem o bom desenvolvimento deste patégeno.

Quando se analisa 0 uso de plantas da caatinga ou de espécies exéticas
adaptadas as condi¢des edafoclimaticas deste bioma, sejam estas plantas xerofilas
e/ou forrageiras, os trabalhos relatam o uso das mesmas como se todos oS
individuos 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 ndo foram alvo de estudos de
diversidade genética e de melhoramento, dando-se, quase sempre, prioridade as
espécies frutiferas. Alias, é o estudo da diversidade dentro das espécies, uma das
condigOes essenciais para se considerar 0s recursos genéticos das mesmas e, por
conseguinte, analisar a vantagem de possiveis variantes que possam ser
encontrados, sendo, desse modo, uma das condi¢Ges fundamentais para que se
processe a domesticacdo dessas espécies com vistas a torna-las mais apropriadas
para uso nos diversos fins a que se destinam.

A Dbiotecnologia tem contribuido para caracterizacdo e conservagdo de
germoplasma mediante a utilizacdo de marcadores moleculares. Estes marcadores
permitem estudar e avaliar a variabilidade genética existente entre populagdes
naturais para conservagao in situ (COSTA; MEDEIROS; ALVES, 2009). Trata-se,
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portanto, de uma ferramenta importante que gradualmente estd sendo adotada no
estudo de bancos de recursos genéticos, com a finalidade de avaliar o grau de
diversidade das colegdes, até entdo, avaliadas somente por descritores fenotipicos,
baseados em caracteristicas fisiologicas e morfoagronémicas (VAN BEUNING;
BUSCH, 1997; HARRISON et al., 2000).

Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) tém sido largamente utilizados em estudos de
filogenia, diversidade genética e selecdo assistida por marcadores (BENZAQUEM
et al., 2009). A caracterizacao genotipica por marcadores moleculares pode auxiliar
o melhorista na escolha entre gendtipos divergentes e promissores com alto
potencial produtivo (GOUVEA et al., 2010). O marcador RAPD é uma ferramenta
simples e eficaz utilizada para detectar polimorfismos a nivel de DNA em
individuos, sem que caracteristicas fenotipicas tenham ainda sido expressas. O
advento do desenvolvimento de principio de Reacdes de Polimerizacdo em Cadeia
(PCR) possibilitou a utilizacdo do RAPD, amplificando sequéncias de DNA
genbmico ao acaso a partir de iniciadores de sequéncia aleatéria (FERREIRA;
GRATTAPLAGIA, 1995; FERREIRA, 2003). Estudos sobre divergéncia genética
realizados com a técnica RAPD permitem distinguir diferencas minimas entre
individuos, populagdes e espécies (BRAMMER, 2000). Os marcadores
moleculares ISSR também se baseiam em PCR e amplificam segmentos de DNA
com um Unico iniciador composto por uma sequéncia do microssatélite com 16-
25pb de comprimento, podendo amplificar sequéncias 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 amplificacGes ndo
requerem informacdo prévia do genoma e permitem a obtencdo de multilocos
(CAIXETA et al., 2006; GOULAO; OLIVEIRA, 2001).

Com base no problema exposto este trabalho teve como objetivo avaliar
fluidos laticiferos da Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.] na inibigdo
do desenvolvimento de fungos fitopatogénicos de importancia agronémica de
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e
Monosporascus cannonballus e estudar a divergéncia genética em genotipos de

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

1.2 REFERENCIAL TEORICO
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1.2.1 Potencial da Caatinga

O semiérido nordestino apresenta grandes potencialidades econdémicas para
o desenvolvimento sustentavel, sendo a maior parte de seu territrio ocupado por
uma vegetagdo xer6fila, de fisionomia e floristica variada, denominada “caatinga”,
constituida especialmente de espécies lenhosas e herbaceas, de pequeno porte,
geralmente dotadas de espinhos, sendo, geralmente, caducifdlias, perdendo suas
folhas no inicio da estacdo seca, e de cactaceas e bromelidceas. O semiarido
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 periodo de estiagem (OLIVEIRA-BENTO, 2012). Para que a diversidade
dos recursos genéticos vegetais da caatinga seja preservada é importante resguarda-
la de alteragbes em sua qualidade genética fisiologica, sanitaria e fisica
(AZEVEDO et al., 2010).

A Caatinga ocupa uma area de cerca de 850.000 km?, cerca de 10% do
territorio nacional, englobando de forma continua parte dos estados do Maranhao,
Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia
(regido Nordeste do Brasil) e parte do norte de Minas Gerais (regido Sudeste do
Brasil). Ocupando cerca de 850 mil Km? é o mais fragilizado dos biomas
brasileiros. O uso insustentavel de seus solos e recursos naturais ao longo de
centenas de anos de ocupacdo, associado a imagem de local pobre e seco, fazem
com que a Caatinga esteja bastante degradada. Entretanto, pesquisas recentes vém
revelando a riqueza particular do bioma em termos de biodiversidade e fendbmenos

caracteristicos.

1.2.2 Flor de Seda

Na busca de plantas que suportem os rigores do clima semiarido da regido,
a Calotropis procera surge ganhando destaque. Popularmente conhecida no
Nordeste brasileiro como Flor de Seda, possui diversos sindbnimos de acordo com

as regides do Brasil, como: Algoddo de Seda, Algoddo de Praia, Leiteira, Paininha
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de Seda, Saco de Velho, Queimadeira, Pé de Baldo, Jarnatba, Ciime e Ciumeira.
Tem recebido destaque na adaptagdo as regiGes semiaridas. Pertence a familia
Asclepiadaceae que possui 280 géneros e 200 espécies, apresenta a seguinte
descrigdo botanica: Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta; Superdiviséo:
Spermatophyta; Divisdo: Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsida (Dic.);
Subclasse: Asteridae; Ordem: Gentianales; Familia: Asclepiadaceae; Género:
Calotropis R. Br.; Espécie: Calotropis procera (Aiton) W.T.Aiton.

Em relacdo as caracteristicas botanicas, 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 adaptacdo morfofisiolégica que reduz a perda
de &gua excessiva para o meio, funcionando também como isolante térmico e ac¢éo
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 sdo organizadas ao longo do
caule, com formato oblongo-ovaladas (KISSMAN; GROTH, 1992). A
inflorescéncia é constituida de peddnculos carnosos e cilindricos, terminais e
axilares, em cuja extremidade encontram-se umbelas de flores pediceladas. As
flores sdo actinomorfas e hermafroditas, célice envolvente, com 5 lobos agudos,
pouco perceptivel por estar ajustado sobre a corola e apresentar-se com a mesma
textura e coloragdo. Os frutos séo foliculos inflados, globosos e leves, devido ao
grande espaco ocupado com o ar. Com o florescimento e frutificacdo durante todo
0 ano, produz milhares de sementes por planta que sdo disseminadas pelo vento,
anemocorica, podendo alcancar varios quilébmetros (LITTLE; WOODBURY;
WADSWORTH, 1974). Suas sementes sdo ovoides, achatadas e de superficie um
pouco rugosa, sensiveis a variagcbes de temperatura, e segundo Labouriau,
Valadares (1976) a Flor de Seda suporta variagdes de temperatura de 18° a 37°C
para germinacdo, mas o intervalo de 28° a 32°C é considerada ideal. Possui facil e
répida propagacdo devido & excelente germinacdo, sem haver necessidade de pré-
tratamentos, pois ndo apresenta dorméncia podendo ser plantadas diretamente no
solo (VOGT, 1995). E uma espécie de polinizagdo entomofila, tendo como
principais polinizadores as abelhas do género Xylocopa (EISIKOWITCH, 1986).

Nativa da Africa, Madagascar, Peninsula Arébica, Sudoeste da Asia, esta
espécie possui ampla distribuicdo geogréfica, atualmente estabelecida no Norte da
Austrélia, Tailandia, Vietnd e outros paises (RAHMAN; WILCOCK, 1991;
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CSURCHES; EDWARDS, 1998). Introduzida no Brasil com fins ornamentais em
1900, em Recife (INSTITUTO HORUS, 2013), encontra-se aclimatada, inclusive
na caatinga do sertdo nordestino, podendo ser encontrada em muitos estados da
regido Nordeste e nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Mato
Grosso, Rio de Janeiro, Goiés e Distrito Federal (MOREIRA FILHO; VIANA,
2007).

Lindley (1985) afirmou que a Flor de Seda desenvolve-se bem nas mais
diversas regides do planeta, onde a precipitacdo anual varia de 150 a 1000mm,
algumas vezes, é encontrada crescendo em solos excessivamente drenados com
precipitacdo superior a 2000mm. Possui grande afinidade a regides desérticas e
aridas (KHAN; MALIK, 1989), ocorre em pastagens degradadas, no litoral a beira
do mar, dunas, rodovias, terrenos baldios e margens de estradas, tolera solos
pobres, acidos, salinos e com elevado teor de aluminio (INSTITUTO HORUS,
2013).

1.2.3 Utilizagdo da Flor de Seda

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos para demonstrar a viabilidade
da Flor de Seda. Na alimentagdo animal, Nehra, Oswal, Faroda (1987) relataram
que caprinos, ovinos e camelos se alimentam de folhas de Flor de Seda durante os
periodos mais secos do ano, na regido de Haryana, na india porém, o consumo é
baixo. No entanto, os autores afirmaram que, quando as folhas sdo 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 ramen. As folhas apresentaram digestibilidade de 72% e 68% para
matéria seca e matéria organica, respectivamente. Os melhores resultados para
degradabilidade no ramen foram obtidos com 72% as 6h, 88% as 24h, 96% as 48h
e 98% as 72h de incubacdo. Ao realizar analise da composic¢éo quimica do feno de
Flor de Seda.

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

19,4% de proteina bruta. Os autores recomendam a utilizagdo de folhas secas na
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alimentagdo 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 a anemia, asma, tuberculose,
constipagdo, caries, febre, infertilidade, picada de cobras, nematicidas, larvicida,
Ulceras gastricas, doencas hepaticas e anticancerigeno (AKTAR et al., 1992; BASU
et al., 1992). As folhas e as raizes de Flor de Seda tém sido utilizadas para aliviar
dores sob diferentes condi¢des (BASU; NAG CHAUDHURI, 1991). Contudo,
Dewan et al. (2000) sugerem que, é de fundamental importancia identificar o
principio ativo desta espécie antes de recomendar 0 seu uso como analgésico.

Khan (1999) verificando algumas medidas de controle a eroséo edlica, no
deserto de Cholistan (Paquistdo), para a estabilizacdo de dunas de areia, observou
gue 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
atencdo, devido ser uma planta toxica. Em um estudo de simulacdo do
desenvolvimento e poder de reagdo de pastagens nas savanas da Australia, Ludwig
et al. (2001) constataram que a Flor de Seda foi a espécie, chamada de erva
daninha exdtica, que primeiro sobressaiu ap6s 5 anos de abandono em uma
pastagem altamente utilizada, mostrando desta forma o alto poder de
estabelecimento desta espécie, podendo ser estudada na recuperagdo de areas
degradadas.

Na Africa, suas folhas sdo empregadas para clarificar a agua potéavel
(CORREA, 1984). Os pelos unicelulares que coroam suas sementes, apesar de
alguns pesquisadores afirmarem que a fibra desprende um p6 que ataca 0s
pulmdes, em muitos lugares servem para a fabricacdo de tecidos, no enchimento de
almofadas e travesseiros. Varios institutos realizam estudos para encontrar um
processo prético de fiagdo e da utilizacdo destas fibras na fabricacdo de papel.

Samantaray et al. (2001) ao estudarem o estabelecimento de cobertura
vegetal em rejeito de mina de cromita, na india, verificaram que a Flor de Seda
suportou altas concentracGes de niquel e cromo no caule e folhas. Os autores
afirmaram que informacGes desta natureza sdo fundamentais para o

estabelecimento da mesma em éreas degradadas por minerag&o.

1.2.4 Flor de Seda e o latex
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Latex é o termo empregado para descrever um liquido com aspecto leitoso
que é exsudado de plantas que sofreram algum dano mecénico. Embora na maioria
das vezes possua um aspecto leitoso, como em Hevea brasiliensis ou Calotropis
procera, o latex pode ser amarelo ou laranja, como em plantas da familia
Papaveraceae, marrom-amarelado, em Cannabis, ou pode ser limpido como no
género Morus ou na espécie Nerium oleander (KEKWICK, 2001). O Latex
também pode ser produzido por fungos, como dos géneros Lactaria e Peziza.

A capacidade para formar latex é encontrada em plantas crescidas em
muitos diferentes habitats e diferentes caracteristicas morfoldgicas como ervas,
arbustos e arvores. Cerca de 12.000-35.000 espécies, pertencentes a 900 géneros de
aproximadamente 12 familias, maioria dicotileddnea, formam latex.

Vérias fungdes tém sido atribuidas aos laticiferos, uma delas é que eles
formam um tecido de secrecdo, mas a vantagem para a planta de estocar latex ainda
é duvidosa, pois a enorme quantidade de energia envolvida na sintese de borracha
ou de outros componentes do latex ndo parece ser recuperavel. Tem-se sugerido ha
100 anos, desde que o latex foi encontrado em plantas do semiarido, que 0s
laticiferos podem ser uma reserva de dgua, mas nem todas as plantas que contém
latex estdo restritas a regides secas. Possivelmente, a justificativa mais aceita da
presenca de latex é seu envolvimento na defesa da planta (RUDALL, 1987). O
latex possui uma agdo colante que pode imobilizar pequenos insetos ou mesmo
uma lagarta (MOURSY, 1997).

A presenca de proteinas relacionadas a defesa contra patdgenos (PR-
Proteinas), 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 latex de varias espécies
sugere que essa secre¢do poderia agir contra 0 ataque de insetos e patdgenos.
Estudos apontam que a composicdo quimica do latex age no combate a fungos e a
virus por meio de suas substancias constituintes (PEREIRA et al., 1999).

Fluidos laticiferos também apresentam forte potencial para o controle de
mosquitos vetores de algumas doencas, como Aedes aegypti (transmissor da
dengue), Anopheles stephensi (transmissor da maléria) e Culex fatigan (transmissor

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

A Flor de Seda é uma planta laticifera, sendo assim chamada por produzir
latex. A producéo de latex em Flor de Seda é extraordinaria, sendo possivel coletar
até 60mL de fluido de uma unica planta sem comprometer sua salde. No
Paquistdo, o latex de Flor de Seda é usado nas plantagdes de tomate (MAQBOOL;
HASHMI; GHAFFAR, 1987) no controle de pragas. Existem ainda relatos de seu
aproveitamento na producao de adesivos, além de seu uso como matéria-prima para
outros produtos, especialmente polimeros, base das colas comerciais existentes,
podendo ainda ser usado como poderoso depilatorio.

Proteinas do latex de Flor de Seda apresentaram ag&o nociva para varias
pragas agricolas (RAMOS et al., 2007b) e provavelmente um inibidor de protease
pode estar envolvido nos efeitos deletérios observados (RAMOS et al., 2009b).
Moléculas presentes no latex de Flor de Seda produzem efeitos toxicos sobre o
desenvolvimento larval e eclosdo de ovos do mosquito transmissor da dengue
(RAMOS et al., 2006a).

1.2.5 Fungos e proteinas antifungicas

Os fungos apresentam grande variedade de modos de vida. Podem viver
como sapréfagos, quando obtém seus alimentos decompondo organismos mortos;
como parasitas, quando se alimentam de substancias que retiram dos organismos
Vivos nos quais se instalam, prejudicando-o ou podendo estabelecer associacoes
mutualisticas 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 organico no qual eles se instalam,
degradando-o a moléculas simples, que sdo absorvidas pelo fungo como uma
solugdo aquosa.

As plantas estdo expostas a uma grande quantidade de fungos patogénicos.
Embora ndo tenham sistema imune, elas evoluiram em grande variedade de
potentes mecanismos de defesa, incluindo a sintese de compostos de baixo peso
molecular, proteinas e peptideos com atividade antifingica (SELITRENNIKOFF,
2001).
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As proteinas antifungicas sdo produzidas por muitos organismos incluindo
plantas superiores, gimnospermas, fungos, bactérias, insetos, moluscos e
mamiferos (WANG; NG, 2001; SELITRENNIKOFF, 2001). Nas plantas, elas
estdo envolvidas em defesa constitutiva e induzida do vegetal. Sementes de plantas
sdo especialmente ricas em proteinas antifungicas, com quantidades diversas vezes
mais altas do que as presentes em folhas e flores (WANG; NG, 2001).

Os alvos estruturais das proteinas antifungicas vdo desde a parte mais
exterior da célula fangica, como a parede celular, membrana plasmatica e,
finalmente a diversos alvos intracelulares (THEIS; STHAL, 2004). Assim, essas
proteinas exibem uma ampla variedade de mecanismos de acédo, incluindo por
exemplo, inibicdo da sintese da parede celular ou alteracdo da estrutura, formag&o
de poros e canais na membrana, danos nos ribossomos, inibi¢éo da sintese de DNA
e inibicdo do ciclo celular. Contudo, 0 modo de acdo da maioria dessas proteinas
ainda nao foi elucidado (SELITRENNIKOFF, 2001; NG, 2004).

1.2.6  Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanish agente causal de
podridGes de raizes e caules, € um organismo bastante difundido, parasitando mais
de 500 espécies de plantas (SINCLAIR; BACKMAN, 1989) notadamente culturas
agronomicamente importantes como alfafa (Medicago sativa L.), algoddo
(Gossypium spp.), amendoim (Arachis hipogaea L.), batata (Solanum tuberosum
L.), batata-doce (Ipomoea batatas [L.]JLam.), feijdo caupi (Vigha unguiculata [L.]
Walp.), citrus (Citrus spp.), gergelim (Sesamum annuum L.), girassol (Helianthus
annus L.), grdo-de-bico (Cicer arietinum L.), guandu (Cajanus cajan [L]
Millspaugh), meldo (Cucumis melo L.), milho (Zea mays L.), pimentdo (Capsicum
annuum L.), soja (Glicyne max [L.] Merril), entre outras (SINCLAIR;
BACKMAN, 1989).

A denominacdo desse patogeno foi determinada por Goidanish (1947) ap6s
revisar a taxonomia do género Macrophomina, constituido por apenas uma espécie:
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. A doenga causada por esse patdgeno
provoca reducéo no estande das plantas no campo, baixa qualidade de sementes,

além de induzir a maturacdo precoce e morte das plantas. Em tecidos infectados, o
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fungo produz microesclerédios em grande quantidade, os quais consistem na
principal fonte de indculo desse patdgeno. Com a decomposicéo desses tecidos, 0s
microesclerddios sdo liberados no solo, onde sobrevivem por anos, sob condigdes
adversas, principalmente em condigdes de temperaturas elevadas e estresse hidrico.
A disseminacéo ocorre através de implementos agricolas, agua de irrigagéo, vento,
animais, além de sementes contaminadas (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 1997). Sendo considerado, portanto, um fitopatogeno de extrema
importancia e que causa grandes perdas na producdo agricola, fazendo-se
necessario 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 género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista
francés De Candolle em 1815, como sendo um fungo ndo esporulante, que infecta
preferencialmente raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerddios
(SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991). O qual ¢ classificado como Mitosporic Fungi,
Hyphomycetes, forma ordem Agonomycetales por ndo produzir esporos em sua
fase assexuada. Outra classificacdo considerando Agonomycetes como forma-
classe e Mycelia Sterilia como forma-ordem (PEREIRA, 1997). O micélio €
caracterizado pela ramificacdo em angulo reto com septacéo imediatamente e apds
0 ramo, constricdo na base da ramificacdo 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 nimero de hospedeiros, e causa
importantes doengas na maioria das plantas cultivadas em todo o mundo. E uma
espécie complexa, com muitos bidtipos que diferem quanto a patogenicidade, aos
hospedeiros, a distribuicdo na natureza e a aparéncia em meio de cultura. Relatos
sobre isolados de Rhizoctonia, fitopatogénicos ou saprofiticos, ndo descritos em
nivel especifico, s&o comuns na literatura devido as dificuldades na identificagdo
impostas por limitagbes morfologicas e taxondmicas do género, tais como:

auséncia de esporos assexuais; instabilidade na morfologia de culturas e
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esclerodios, em funcdo de variagbes nas condi¢Bes de cultivo (PARMETER,;
WHITNEY, 1970), ampla variabilidade morfol6gica, sendo que ha espécies
constituidas por diferentes grupos de isolados com afinidade para efetuar
anastomose de hifas entre si (OGOSHI, 1987), necessidade de métodos especificos
para se induzir estruturas basidiais in vitro (CARLING; SUMMER, 1992) e
desconhecimentos dos teleomorfos para algumas espécies anamorficas
(STALPERS; ANDERSEN, 1996).

1.2.8 Colletotrichum musae

Colletotrichum musae (Berk & Curt.) von Arx. (Teleomorfo: Glomerella
musarum Petch) causador da antracnose, € um patégeno comum de frutos de
banana (Musa spp.), e possui ampla distribuicdo geografica. Economicamente, o
patégeno é muito importante por causar prejuizos em poés-colheita, sendo fator
limitante da qualidade prejudicando a comercializacdo do fruto (JEFFRIES et al.,
1990).

Em condi¢des favoraveis, os conidios de C. musae germinam na superficie
em frutos imaturos, dentro de 6 a 8h, produzindo um tubo germinativo, na
extremidade do qual se forma o apressorio, considerado um drgao de adeséo
(GOQOS; TSCHIRSCH, 1962). Esse 6rgdo capacita 0 patdgeno a sobreviver em
condicBes adversas do ambiente, antes da penetracdo no tecido do hospedeiro.
Quando C. musae penetra em frutos imaturos, geralmente permanece quiescente
até o inicio do processo de amadurecimento, ocorrendo a colonizagdo e a expressao
dos sintomas.

Leu e Chang (1988) verificaram que a tendéncia de C. musae em formar
apressorio a partir de tubos germinativos dos conidios depende do tipo de substrato
no qual se encontra. Estes autores observaram maior germinacdo de conidios
quando na superficie de frutos maduros. Por outro lado, Goos e Tschirsch (1962)
relataram que além do pH 6,0 considerado 6timo para a germinacdo de conidios de
C. musae, também a luminosidade, associada ao periodo de exposi¢do, exercem
influéncia na taxa de germinacdo de conidios, cujo maximo foi obtido em 8h,

sendo a umidade relativa de 98-100% importante nesse processo fisioldgico.
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Com relagdo a temperatura 6tima para crescimento micelial, esporulagéo e
germinacédo de conidios de C. musae Goos e Tschirsch (1962) relataram a faixa de
27-30°C, enquanto Cox e Irwin (1988) de 26-28°C. Entretanto, para outras espécies
de Colletotrichum, a faixa 6tima pode variar de 20-30°C, 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 a classe Ascomycetes, que produz esporos sexuados chamados
ascosporos (POLLACK; UECKER, 1975), e de fase assexuada (conidios) ainda
desconhecida (SIVANESAN, 1991). Os Ascomycetes, em geral, produzem oito
ascosporos dentro de cada asca, no entanto, M. cannonballus produz um ascosporo
por asca (e raramente dois), caracteristica essa que o diferencia das demais espécies
deste género (BELTRAN, 2006).

Este fungo apresenta peritécios globosos, pretos, de formato esférico com
didmetro de 500um (SIVANESAN, 1991), os quais geralmente aparecem no final
do ciclo da doenca, infiltrados em raizes afetadas (SALES JUNIOR et al., 2002), e
que sdo facilmente visiveis a olho nu, ou ainda, observados em lupa. Esses
peritécios por sua vez formam ascas periformes, de parede grossa, com diametro
entre 30-50um (BELTRAN, 2006), com capacidade de sobreviver no solo por
longos periodos na auséncia de hospedeiro, constituindo o in6culo primario para as
infeccbes radiculares (MARTYN; MILLER, 1996a; STANGHELLINI; KIM;
RASMUSSEN, 1996; WAUGH et al., 2003). Durante o ciclo de vida do patégeno
essas ascas desaparecem deixando livre os ascosporos. Esses, por sua vez, sdo
lisos, de coloragédo negra brilhante, e semelhantes a bala de canhdo (POLLACK;
UECKER, 1974).

O micélio fungico pode apresentar coloracdo embranquigada que escurece
com o tempo, formando peritécios com 20-30 dias (MARTYN et al, 1992) ou
ainda pode formar col6nia amarela que ndo formam peritécios e sdo de baixa

patogenicidade.
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O fungo se adapta bem a clima &rido e semiérido devido as suas
caracteristicas termofilas (WOLFF, 1996; BRUTON, GARCIA-JIMENEZ;
ARMENGOL, 1999; PIVONIA et al., 2002), com temperatura Otima de
crescimento variando entre 25 e 35°C, ocorrendo inibi¢do em temperaturas abaixo
de 15°C e acima de 40°C (MARTYN; MILLER, 1996a). Devido a sua
caracteristica termofila, o Nordeste brasileiro se apresenta como um excelente
ambiente para o desenvolvimento deste patdgeno. Por este motivo, a solarizagdo 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 patdgeno
varia entre 6-7, podendo este, crescer em pH igual a 9 (MARTYN; MILLER,
1996a). Apresenta tolerdncia a niveis relativamente altos de sodio e cloreto de
célcio (8-10%) e tem Gtimo crescimento micelial em potencial osmoético de -0,6 a -
0,8 MPa (FERRIN; STANGHELLINI, 2006).

Outros fatores, como umidade do solo e manejo da cultura, também
exercem grande influéncia sobre a populacdo de M. cannonballus no solo.
Elevadas densidades de ascdsporos tém sido registradas em solos com temperaturas
entre 25-30°C (WAUGH et al., 2003) e sem saturacdo de umidade (BELTRAN et
al., 2005).

1.2.10 Estudo de diversidade genética no melhoramento de plantas

O Brasil é um dos poucos paises que possui um grande numero de
ecossistemas com espécies que interagem entre si e alelos que diferenciam o0s
individuos em cada populagdo de cada espécie (CLEMENT, 2001).

Os recursos genéticos sdo portadores de genes de grande significado para o
melhoramento genético das espécies, embora estejam ameagados de extingdo por
varias causas, dependendo da espécie. Por outro lado, para algumas espécies, a
variabilidade genética existente nos gendétipos cultivados € pequena. Os recursos
genéticos sdo estudados em varias etapas bem definidas, a saber: coleta ou
introducéo, multiplicagéo, preservacdo/conservacao, avaliagdo/caracterizagéo e uso
(HAWKES, 1982). Em nivel internacional, o International Board of Plant Genetic

Resources (IBPGR), hoje International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI),
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vem concentrando esforcos para a sistematizacdo dos estudos dos Recursos
Genéticos, desenvolvendo consciéncia para a importancia dos mesmos, a fim de
que seja conservada e mantida, para geragbes atuais e futuras, uma grande
quantidade de acessos de muitas espécies (IBPGR, 1987). No Brasil, Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA, 1995) ja conta com mais de
85.000 acessos (NASS et al.,, 1993). No Nordeste do Brasil, ja& se encontram
Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) e colecBes de trabalho de fruteiras
tropicais, olericolas, forrageiras, gréos, fibrosas e oleaginosas.

Contudo, existe a necessidade de ampliar a coleta de determinadas
espécies, bem como aprofundar os estudos sistematizados sobre 0 manejo dos
recursos genéticos com espécies existentes na regido. Segundo Santos (2007) um
dos grandes desafios para a preservacdo dos recursos genéticos de espécies
vegetais do Semiérido brasileiro é a estratégia para definir locais de amostragem,
tamanho das amostras e formas de conservacao, tanto in situ como ex situ.

A diversidade genética é responsavel pela manutencdo do equilibrio e
estabilidade dos ecossistemas, e constitui fonte inestimavel de recursos
econdmicos. Dessa forma, a diversidade genética, além do seu valor intrinseco,
agrega valor ecoldgico, genético, social, econdmico, cientifico, educacional,
cultural, recreativo e estético (DIAS, 2000).

A preservacdo da diversidade genética, tanto dentro, como entre
populagdes naturais de uma determinada espécie € o principal objetivo da biologia
da conservagdo (HAMRICK et al., 1991). Isto significa que, para que 0S recursos
genéticos sejam conservados é importante que se entenda como a variancia é
distribuida e quais as caracteristicas do ambiente ou da espécie que influenciam
esta distribuicdo. Tais informacdes podem ser empregadas para o estabelecimento
de populages representativas dos recursos genéticos de uma dada espécie, visando
sua utilizagdo em programas de conservagdo. Assim, se 0 tamanho de uma
populacédo é substancialmente reduzido, pode-se ter como consequéncias genéticas,
fendbmenos tais como depressdo por endocruzamento e/ou diminui¢do da
variabilidade, o que por sua vez afetard o valor adaptativo geral da populacdo
(SACCHERI, 1998). Em decorréncia destes acontecimentos, o tamanho efetivo da
populacdo ir4 declinar, levando assim a populagdo a extin¢do. Portanto,
informacdes sobre a diversidade e/ou estrutura genética sdo extremamente
importantes antes que decisbes sobre manejo sejam adotadas. A quantidade de

diferenciacdo genética entre populacfes pode também fornecer dados para o
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planejamento de aces, tais como reforgo da variabilidade das populagdes atuais,
reintrodugdo ou manutencédo de colecdes ex-situ ou cole¢des de sementes.

Considera-se que a diversidade genética é a porcdo hereditaria de uma
variacdo possivel de ser observada e mensurada, sendo empregada como termo
alternativo para representar a variagdo genética, indicando o somatério da
informacdo genética conhecida e potencial de individuos, grupos de individuos,
populagdes ou subpopulagdes (VILELA-MORALES; VALOIS; NASS, 1997). Essa
diversidade € avaliada a partir de caracteristicas agrondmicas, morfologicas,
moleculares, entre outras (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011), sendo que as
informacBGes obtidas com as avaliaces sdo expressas em medidas de
dissimilaridade, que representam a diversidade no conjunto de acessos estudados.

O estudo de diversidade genética é realizado a partir de informacdes de
medidas de dissimilaridade obtidas de varidveis quantitativas discretas ou
continuas, dissimilaridades obtidas de variaveis qualitativas binarias e de variaveis
qualitativas multicategéricas (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). Ainda
segundo os autores, buscam-se com o estudo da diversidade genética agrupar
gendtipos similares a partir de técnicas multivariadas e identificam genitores

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

1.2.11 Caracterizacdo molecular

A caracterizacdo é uma atividade essencial no manejo de colecdes de
germoplasma ex situ que consiste em tomar dados para descrever, identificar e
diferenciar acessos de uma mesma espécie. A caracterizacdo de germoplasma pode
ser realizada por diversos métodos, sejam eles, praticas tradicionais, que envolvem
0 uso de lista de descritores morfologicos e agrondémicos, ou aplicagdes
bioguimicas para deteccdo de diferengas entre isoenzimas, proteinas e marcadores
moleculares (VICENTE et al.,, 2005). Existem diversas razfes para que 0s
marcadores moleculares apresentem vantagens sobre os marcadores morfologicos
convencionais. Em contrastes com caracteres morfoldgicos, os marcadores
moleculares exibem neutralidade fenotipica, geralmente sdo herdados
codominantemente, raramente exibem interacBes epistaticas ou pleiotrdpicas,

podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos.
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Diferentes metodologias tém sido utilizadas para obtencdo de marcadores
moleculares com a finalidade de caracterizar individuos e realizar estudos de
diversidade genética intra e interespecifica. De um modo geral, faz-se a coleta e 0
isolamento do DNA, seguido da aplicacdo das técnicas que irdo identificar
diferencas genéticas. Existem sequéncias do DNA que permitem caracterizar o
individuo como pertencente a um determinado género, outras podem identificar a
espécie, e conforme o sistema de identificagdo empregado consegue-se determinar
relaces de parentesco e paternidade de individuos dentro da espécie (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1996). Diversas técnicas de marcadores genéticos tém sido
desenvolvidas, mas nenhuma é considerada universalmente ideal. A escolha do
método depende da questdo a ser pesquisada, da espécie envolvida e da resolugédo
necessaria, bem como do financiamento e da tecnologia disponivel. O uso de
marcadores moleculares permite que a selecdo e novos cruzamentos sejam
realizados em uma mesma geracao, 0 que aumenta consideravelmente a eficiéncia
de um programa de melhoramento. Podem ser usados mesmo que ndo tenham sido
mapeados, ou seja, associados a um gene, a uma regido cromossémica ou a um
fendtipo, desde que possam ser seguidos em geragdes subsequentes, comprovando
sua natureza genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998a).

1.2.12 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares possuem a capacidade de acessar informacGes
diretamente do genoma sem sofrer influéncia do efeito ambiental (BORBA et al.,
2005). A utilizacdo de marcadores moleculares em estudos populacionais de
espécies arbdreas tem se demonstrado uma ferramenta com grande poder de
discriminacdo (FREITAS et al., 2005), garantindo aumento da velocidade de
resposta dos programas de melhoramento genético (CARNEIRO, 2002).

A caracterizagdo intraespecifica e a avaliacdo da variabilidade genética
entre individuos por meio de marcadores moleculares permitem a selecdo de
genotipos mais adequados para o cultivo e/ou melhoramento de plantas, reduzindo
0 tempo gasto nesta etapa do processo (LIMA et al., 2011).

Marcadores moleculares dominantes podem revelar classes de variagdes

entre genomas distintos. Este fato se relaciona a fracdo do genoma analisado por
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tais marcadores, a distribuicdo de repeticdes pelo genoma e a extensdo do genoma
que esta sendo analisado em ensaios especificos (RUSSEL et al., 1997; DAVILA,;
LOARCE; FERRER,1999).

1.2.13 Marcadores RAPD

A técnica denominada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(WILLIAMS et al., 1990) é relativamente simples, rapida e de baixo custo. Essa
técnica trouxe uma verdadeira “democratizagdo” da andlise de polimorfismo
molecular, ao permitir a realizacdo de estudos de analise genética em espécies
anteriormente ndo contempladas. Baseia-se na reagdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction — Reagdo da Polimerase em Cadeia), a qual envolve a sintese enzimatica
in vitro de milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA na presenca da
enzima polimerase. As etapas basicas da PCR envolvem deshaturacdo do DNA,
anelamento de oligonucleotideos (primers) e extensdo das cadeias de DNA que
estdo sendo amplificadas. Esses primers sdo sintetizados em laboratério de maneira
que sua sequéncia de nucleotideos seja complementar a sequéncias especificas que
flanqueiam a reagédo-alvo (MILACH, 1998; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).
Diferentemente das demais técnicas de PCR, a RAPD utiliza um Unico primer
composto por 10 pares de bases de sequéncias arbitrarias com, no minimo, 50% de
contetdo GC (CRUZ; MILACH, 1998; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), e
0 numero esperado de produto amplificado é funcdo do comprimento do genoma e
do nimero maximo de bases, passivel de ser amplificado pelo DNA polimerase em
uso (VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004).

Marcadores RAPD tém natureza binaria e segregam como alelos
mendelianos dominantes, havendo apenas dois fen6tipos moleculares, presenca ou
auséncia de bandas. O polimorfismo detectado por RAPD € gerado por mutagdes
ou por rearranjos entre os dois sitios, ou no proprio sitio de hibridizacdo do primer.
Diferencas em apenas um par de bases (mutacfes de ponto) podem ser suficientes
para inibir a amplificacdo (VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004). Portanto, a
presenca de um determinado marcador no padrdo de bandas de dois individuos
indica que ambos compartilham o mesmo alelo naquele loco. Por outro lado, a

auséncia da banda representa o fendtipo recessivo, ndo sendo possivel a distin¢do



entre homozigoto e heterozigoto (ALMEIDA et al., 2001). Apesar dessas
limitagBGes, os marcadores RAPD apresentam boa aceitagdo para: construgdo de
mapas genéticos; selecdo indireta de outros caracteres, isto é, seleciona-se com
base na presenca do alelo em populacéo segregante e, com isso, traz-se o fenotipo
de interesse; andlise de estrutura genética de populacdes, desde que respeitadas
certas premissas; DNA fingerprinting; identificacdo de regides especificas do
genoma, usando, por exemplo, as marcas como sondas, visando a atribuicdo de
grupos de ligacdo aos cromossomos da espécie; identificacdo de hibridos somaticos
e caracterizacdo de bancos de germoplasma ou colecBes de recursos genéticos
(VIEIRA; VELLO; SILVA-FILHO, 2004). A técnica de RAPD abriu amplas
possibilidades para a biologia da conservagdo, desde plantas a mamiferos,
possibilitando, ainda, um estudo rapido de populagdes ameacadas de extincao.

Atualmente, os programas de melhoramento genético tém utilizado a
associagdo de técnicas cléssicas a ferramentas biotecnolégicas, como por exemplo,
0 uso de marcadores moleculares RAPD. Uma das principais vantagens da
utilizagdo destes marcadores é propiciar a redugdo do tempo para identificacdo da
diversidade genética entre os individuos trabalhados (XAVIER et al., 2005). Na
literatura ha varios 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), acaizeiro
(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 ndo necessita 0 conhecimento
prévio do genoma ou desenho do primer clonado. Enquanto os SSR s&o baseados
na amplificacdo da regido repetida usando dois primers loco-especificos, em ISSR,
um Unico primer composto por uma sequéncia do microssatélite usualmente de 16-
25bp de comprimento é utilizado para amplificar principalmente as sequéncias

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 polimorficos ocorrem sempre que em um genoma esteja faltando a sequéncia
repetida ou tém uma delecdo ou uma insercdo que modifica a distancia entre as
repeticdes. Para os primers ancorados na posi¢do 5°, polimorfismos ocorrem
também devido as diferencas no comprimento do microssatélite. As sequéncias de
repeticbes e de nucleotideos ancorados sdo selecionadas aleatoriamente. Embora
ISSR sejam marcadores dominantes, tém a vantagem de analisar loci madltiplos em
uma Unica reacdo (GOULAO; OLIVEIRA, 2001).

O método fornece resultados altamente reprodutiveis e gera abundante
polimorfismo em muitos sistemas. A maioria das aplica¢Ges tem usado eletroforese
no gel de agarose com deteccdo por brometo de etidio ou eletroforese no gel de
poliacrilamida (LIU; WENDEL, 2001). O “DNA fingerprinting” ¢ uma importante
ferramenta para caracterizacdo de germoplasma, hibridos e estabelecimento da
identidade de variedades/hibridos e fontes de genitores no melhoramento de plantas
e no manejo de germoplasma. Primers de ISSR tém sido usados para
caracterizacdo e manutengdo de germoplasma de cacau (CHARTERS;
WILKINSON, 2000), para distinguir entre varias cultivares de crisantemo
(WOLFF, 1995), e também para distinguir plantas derivadas de microsporos
daquelas oriundas de tecidos somaticos em cultura de anteras em linho no estagio
de plantulas (CHEN et al., 1998). O ISSR é uma técnica simples, rapida, de custo
acessivel e eficiente, apresentando alta reprodutibilidade devido ao uso de primers
longos mediante a aplicacdo de alta temperatura (WOLFE, 2005). Devido a sua
abundancia e dispersdo no genoma, tem sido muito utilizado para estudar relagdes
entre duas popula¢@es muito relacionadas (HUANG; SUN, 2000; DESHPANDE et
al., 2001), ou individuos aparentados, devido ao elevado grau de polimorfismo
(BORBA et al., 2005).
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CAPITULO II

EFEITO INIBITORIO DE FLUIDOS LATICIFEROS DE Calotropis procera
(AIT.) R. Br. EM FUNGOS DE IMPORTANCIA AGRONOMICA

RESUMO

As plantas apresentam inimeros mecanismos de defesa contra a invasdo de
patdgenos e insetos. Uma delas sdo os sistemas de canais que contém Vvarias
secrecOes, tais como os laticiferos, 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 composic¢do quimica do latex age no
combate a fungos e a virus por meio de suas substancias constituintes. Com base
no exposto, este trabalho objetivou avaliar o papel de fluidos laticiferos de Flor de
Seda na inibicdo miceliar de fungos fitopatogénicos de Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e Monosporascus cannonballus. Plantas
saudaveis e espontaneas de Flor de seda localizadas no campus central leste da
UFERSA, Mossor6-RN, tiveram seu latex coletado através de incisfes nos apices
caulinares com auxilio de um bisturi com lamina estéril, em seguida foram tratados
da seguinte forma: parte do latex coletado foi diluido em um tubo do tipo Falcon
contendo agua destilada autoclavada para produzir uma mistura de 1:1(v/v), e a
outra parte foi estocada de forma pura. Posteriormente foi utilizada uma aliquota de
1 ml de cada tipo de latex (puro e diluido) e adicionado a 250 ml de meio de
cultura tipo BDA, 0s meios contendo os tratamentos, composto por 3 placas por
isolado, foram vertidos em placas de Petri. Ap6s a polimerizacdo em placa do meio
de cultura contendo os tratamentos, os isolados fangicos foram cultivados. As
avaliagBes foram realizadas 7 dias apds a incubagdo dos isolados fangicos, sendo o
tamanho do crescimento micelial obtido pela medigdo do crescimento radial da
coldénia em dois eixos ortogonais e posteriormente calculada a média pela
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC). Os resultados obtidos
mostraram que os tratamentos formados a base do latex de Flor de Seda foram
indiferentes do tratamento testemunha em relacdo ao PIC expressado, portanto, nao
foi observada redugdo no crescimento micelial das espécies fungicas avaliadas em
nenhum percentual, ndo havendo efeito inibitério do latex de Flor de Seda para os
isolados de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae
e Monosporascus cannonballus nas condig¢des estudadas.

Palavras-chave: Létex, fluidos laticiferos, fungos fitopatogénicos.
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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 Mossor6/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
myecelial 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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23  INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos é um dos principais métodos de controle de doencas
de plantas utilizados na agricultura convencional. Este método de controle tem se
intensificado nos ultimos anos, sendo realizado, basicamente, através do emprego
de substéancias sintéticas.

O uso desses produtos, em curto prazo, auxilia de maneira eficaz o
agricultor no alcance de altas produtividades. Ndo obstante, em longo prazo, além
do risco de surgimento de fungos resistentes a essas substancias, os resultados para
a sociedade e para 0 meio ambiente podem se tornar negativos, devido a
possibilidade de residuos de agrotéxicos nos alimentos, riscos ambientais, assim
COmMoO um aumento nos custos de produgao.

Outro efeito negativo observado no uso indiscriminado de agrotdxicos no
controle de doencas de plantas é a fitotoxicidade. Ou seja, o efeito adverso dos
agrotoxicos sobre as plantas.

Na atualidade, existe uma grande pressao da sociedade por produtos livres
de agrotoxicos. O que fez necessario o aumento da pesquisa na busca por produtos
biodegradaveis e seletivos.

Uma alternativa que vem sendo muito utilizada ultimamente para o
controle de pragas e doencas é a utilizacdo de metabdlitos secundarios presentes
em algumas plantas. Os métodos fisicos e biolégicos constituem-se em alternativas
viaveis e desejaveis em relacdo ao método quimico tradicional, principalmente em
funcdo de ndo deixarem residuos toxicos nos frutos tratados. No entanto 0s
resultados nem sempre apresentam uma alta eficiéncia.

Segundo Cantarelli et al. (2005) é possivel obter novas formas de produtos
com acdo erradicante a pragas partindo da extragcdo de compostos originados de
metabolitos secundarios presentes em algumas plantas.

Do ponto de vista fitossanitario, os produtos vegetais podem apresentar trés
atividades: antimicrobiana direta, inducdo de resisténcia e estimulo do crescimento
de plantas (STADNIK; TALAMINI, 2004). Isso se d& pela termo-estabilidade dos
compostos presentes nas plantas, que depende diretamente da espécie (BALBI-
PENA et al., 2006).

As plantas apresentam inimeros mecanismos de defesa contra a invasao de

patdgenos e insetos. Uma delas sdo os sistemas de canais que contém varias

54



secregdes, tais como os laticiferos, as resinas e as mucilagens (FARRELL,;
DUSSOURD; MITTER, 1991).

No caso de plantas que produzem latex, este sofre um processo de
agregacdo progressiva que lembra o processo de coagulagdo sanguinea. Este
processo é comum ocorrer apés a planta sofrer algum dano mecénico, o que leva a
liberacdo do fluido laticifero, impedindo que a &rea injuriada seja penetrada por
patdgenos. O latex também possui uma acdo colante que pode imobilizar pequenos
insetos ou até mesmo uma lagarta (MOURSY, 1997). Entretanto, além deste efeito
mecanico, a composicdo quimica do latex parece também funcionar como uma
ferramenta de defesa, neste caso, agindo no combate a fungos e a virus por meio de
suas substancias constituintes (PEREIRA et al., 1999).

Fluidos laticiferos também apresentam forte potencial para o controle de
mosquitos vetores de algumas doencas, como Aedes aegypti (transmissor da
dengue), Anopheles stephensi (transmissor da maléria) 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 Ultimos anos, é a Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.]. Estudos apontam que proteinas do latex de Flor de Seda
apresentaram agao nociva para varias pragas agricolas (RAMOS et al., 2007b) e,
provavelmente um inibidor de protease pode estar envolvido nos efeitos deletérios
observados (RAMOS et al., 2009b). Moléculas presentes no latex de Flor de Seda
produzem efeitos toxicos sobre o desenvolvimento larval e eclosdo de ovos do
mosquito transmissor da dengue (RAMOS et al., 2006a). Estudos apontam que a
composic¢do quimica do latex age no combate a fungos e a virus por meio de suas
substancias constituintes (PEREIRA et al., 1999).

Muitas alternativas ao uso de agrotdxicos tém sido propostas. Dentre elas,
a utilizacdo de produtos naturais tem sido promissora. Dentro desse contexto, é
crescente a pesquisa por proteinas vegetais que poderiam ser utilizadas como
ferramentas biotecnoldgicas para tal fim.

Com base no exposto, este trabalho objetivou avaliar o papel de fluidos
laticiferos de Flor de Seda na inibicdo miceliar de fungos fitopatogénicos de
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum  musaee

Monosporascus cannonballus.

55



24 MATERIAL E METODOS

24.1 Local da Pesquisa

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Il da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Departamento de Ciéncias
Vegetais, Campus Mossoré—RN no periodo de Setembro a Outubro de 2014.

2.4.2 Espécies fungicas utilizadas

As espécies fungicas utilizadas neste trabalho foram obtidas na micoteca
do Laboratério de Fitopatologia Il 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 latex

Plantas saudaveis e espontaneas de Flor de seda localizadas no campus
central leste da UFERSA, Mossor6-RN, tiveram seu latex coletado através de
incisdes nos apices caulinares com auxilio de um bisturi com lamina estéril. O latex
foi coletado em tubos pléstico estéreis de 50 ml tipo Falcon, em seguida foram
tratados da seguinte forma: parte do latex coletado foi diluido em um tubo
contendo &gua 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 latex, estes materiais seguiram para o Laboratério
de Fitopatologia Il onde sofreram um pré-resfriamento a 6°C por 10 minutos, e em
seguida foram centrifugados a 14.000 rpm por 1 minuto a temperatura de 10°C. Do

material centrifugado, extraiu-se apenas o sobrenadante, descartando-se a fragdo



precipitada no tubo, a qual corresponde em maior parte a latex. Apos este processo
o0s sobrenadantes foram estocados para posterior aplicagéo.

2.4.4 Instalacdo e conducgdo do experimento

Foi utilizada uma aliquota de 1 ml de cada tipo de latex (puro e diluido) e
adicionado a 250 ml de meio de cultura tipo BDA (batata dextrose &gar) apés a
autoclavagem do meio, e quando atingida a temperatura de + 50°C, em condi¢6es
assépticas, os meios contendo os tratamentos, composto por 3 placas por isolado,
foram vertidos em placas de Petri de dimensdes 100x15mm. Apéds a polimerizacdo
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 fungicos foram cultivados a
sete dias, foram retirados e depositados no centro das placas contendo o meio de
cultura ja com os tratamentos integrados. Essas placas foram entdo mantidas em
incubadora tipo B.O.D. (biochemical oxygen demand) a 29 + 2°C para

proporcionar o crescimento fungico.

2.45 AvaliagBes e analises dos dados

As avaliagdes foram realizadas 7 dias ap6s a incubacdo dos isolados
fangicos, tempo suficiente para as placas testemunhas, ou seja, placas que nao
receberam nenhum tipo de tratamento com o latex, serem totalmente tomadas pelas
coldnias dos patdgeno. O tamanho do crescimento micelial foi obtido pela medig&o
do crescimento radial da colénia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente
calculada a média pela porcentagem de inibi¢do 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).



25  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que os tratamentos formados a base do
latex de Flor de Seda foram indiferentes do tratamento testemunha em rela¢do ao
PIC expressado, portanto, ndo observou-se reducdo no crescimento micelial das
espécies fungicas avaliadas em nenhum percentual [Figuras 1 (A,BeC)e 2 (A, B
e Q)]

Figura 1 — Comparacdo entre o crescimento das col6nias entre a testemunha e o0s
tratamentos para Macrophomina phaseolinautilizando o latex da Flor de Seda; A -
T/M: Testemunha Macrophomina; B — M/P: Macrophomina Pura (corresponde a
utilizacdo do latex puro); C — M/D: Macrophomina Diluida (corresponde a
utilizago do latex diluido 1:1). Mossord, 2014.
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Figura 2 — Comparacdo entre o crescimento das col6nias entre a testemunha e o0s
tratamentos para Rhizoctonia solani utilizando o latex da Flor de Seda; A - T/M:
Testemunha Rhizoctonia; B — M/P: Rhizoctonia Pura (corresponde a utilizacdo do
latex puro); C — M/D: Rhizoctonia Diluida (corresponde a utilizagdo do latex
diluido 1:1). Mossord, 2014.

Apesar dos resultados obtidos ndo demonstrarem atividade antifungica para
os isolados utilizados, outros autores conseguiram demonstrar atividades
antimicrobianas do latex desta planta. Souza (2010) trabalhando com proteinas
isoladas do latex de Flor de Seda sobre os fungos Colletotrichum gloesporioides,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Neurospora e
Aspergillus niger observou atividade antifingica 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
ineficiéncia dos latices de Plumeria rubra e Euphorbia tirucalli para todos os
isolados fungicos trabalhados.

A atividade antimicrobiana do latex de Flor de Seda tem sido atribuida a
presenca de enzimas proteoliticas (EC 3.4) (SOUZA, 2010), que quebram as
ligacOes peptidicas entre o0s aminoacidos das proteinas. Esta atividade
antimicrobiana ja foi relatada para outros tipos de plantas laticiferas, como é o caso
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do latex de mamédo, do qual j& foram extraidas quitinases (EC 3.2.1.14), as quais
constituem o principal grupo de proteinas antifingicas conhecidas (AZARKAN et.
al., 2004). No entanto para poder expressar a sua atividade bioldgica, muitas
enzimas precisam ser isoladas e purificadas. No caso da Flor de Seda o principal
constituinte do latex é a borracha, representando aproximadamente 85% da matéria
seca, enquanto as proteinas sollveis representam em torno de 10%
(CAVALCANTE 2007). Tendo em vista a toxicidade do componente
poliisopropeno, a borracha, surgiu o interesse de fracionar o latex. Este fator pode
ter influenciado nos resultados obtidos neste trabalho, ja que o tratamento dado ao
latex, ndo seguiu um protocolo para extracdo especifica de fracdes destes
constituintes. Embora na metodologia testada o latex tenha sido centrifugado, o
tempo, a temperatura e a rotacdo aplicada, foram diferentes das trabalhadas por
Souza (2010) ao avaliar espécies fungicas e Oliveira (2010), ao trabalhar com
bactérias, 0s quais obtiverem efeito antimicrobiano com o latex da Flor de Seda
nestes microorganismos. Além disso, no protocolo de tratamento dado ao latex
seguidos por estes autores, constou a utilizagdo de dialises, o que promoveu
exatamente a separagdo de fracBes especificas, entre as quais supostamente
estavam contidas as proteinas proteoliticas com a¢do antiflingica estimada.

Apesar da existéncia de trabalhos cientificos, tendo demonstrado relatos
voltados para atividades deletérias antifingicas. Em virtude das observacoes
realizadas, faz-se necessaria a ampliacdo de pesquisas direcionadas a avaliagdo do
potencial antimicrobiano do latex da Flor de Seda, com énfase em fungos

fitopatogénicos, visto o potencial antimicrobiano que este possui.
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2.6 CONCLUSOES

N&o houve efeito inibitério do latex de Flor de Seda para os isolados de
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e

Monosporascus cannonballus nas condi¢fes estudadas.
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CAPITULO 11
ESTUDO DE VARIABILIDADE GENETICA 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 mdltiplas
funcbes e alto potencial na agricultura, inddstria e medicina natural. O
conhecimento relacionado a diversidade genética das espécies traz diversas
vantagens a um programa de melhoramento, somado a isto, os marcadores
moleculares possibilitam vérias aplicacdes e andlises genéticas com grandes
oportunidades de utilizagdo no melhoramento genético. Esse trabalho teve por
objetivo estudar a divergéncia genética por meio de marcadores moleculares RAPD
e ISSR em geno6tipos de Flor de Seda. Vinte amostras de folhas da espécie foram
coletadas na cidade de Grossos/RN e na cidade de Mossor6/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 extraido e uma amostra de cada local de
coleta foi avaliada para um teste de polimorfismo com 60 primers RAPD e 23
primers ISSR. Apds as analises moleculares foram selecionados 11 primers RAPD
e 10 ISSR e avaliados nos vinte gendétipos. Os resultados obtidos revelaram um
bom padrdo de amplificagdo para ambos os marcadores de DNA, tendo sido
detectada a presenca de variabilidade genética entre os genotipos de Flor de Seda.
Para 0 marcador RAPD houve a formacdo de quatro grupos distintos, e para 0
marcador ISSR foi possivel observar a formagéo de seis grupos distintos. Quando
se analisou os dois marcadores de forma correlacionada foi possivel detectar a
formacdo de sete grupos distintos demonstrando a existéncia de variabilidade. A
diferenca encontrada nos resultados de ambos marcadores pode ser explicada por
se tratar de dois marcadores que cobriram diferentes regides do genoma. Houve a
formacg&o de grupos de genotipos consistentes para os marcadores RAPD e ISSR,
porém discordando com a distribuicdo geografica, os marcadores moleculares ndo
permitiram observar uma relacdo 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.

65



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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33  INTRODUCAO

Apesar de haver informacdes disponiveis sobre diversas propriedades da
Flor de Seda, ainda sdo escassos 0s relatos de estudos de base genética. Trata-se de
uma planta de mdltiplas funcbGes e alto potencial na agricultura, inddstria,
farmacéutica, devendo existir, portanto, maiores pesquisas e incentivos no ambito
biotecnoldgico 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 a diversidade genética das espécies traz duas
vantagens a um programa de melhoramento. A primeira diz respeito a
heterogeneidade genética que limita a vulnerabilidade das espécies as pragas e
doencas e a segunda esté relacionada ao fornecimento de um amplo suprimento de
variagdo alélica que pode ser usada para criar novas combinacfes de genes
favoraveis. Os marcadores moleculares possibilitam véarias aplicacdes e analises
genéticas com grandes oportunidades de utilizacdo no melhoramento genético.
Estes marcadores apresentam varias vantagens sobre os marcadores morfoldgicos,
dentre elas, destaca-se o polimorfismo, a independéncia entre os efeitos ambientais
e o estadio fisioldgico da planta. Sendo assim, novas tecnologias como a
identificacdo e selecdo baseada diretamente no genétipo do individuo 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 individuos.

A informacdo prévia da distribuicdo da variabilidade genética dentro e
entre populacbes de uma espécie é uma etapa inicial importante para o
desenvolvimento do manejo e conservacdo in situ e de repovoamento de espécies.
Para isso, deve-se levar em conta se uma espécie esta distribuida como apenas uma
populacdo, ou como populagBes geneticamente diferentes e qual o grau de
interacdo entre elas. Nesse sentido o uso de marcadores moleculares em estudos de
diversidade genética tem facilitado pesquisas com plantas. Com o objetivo de
preservacdo de espécies economicamente importantes, os marcadores sdo Uteis na
deteccdo de populagbes caracterizadas por apresentar diversos graus de
variabilidade genética, requerendo diferentes estratégias para conservacao in situ
ou ex situ (NEWTON et al., 1999). Por outro lado, se o objetivo for a domesticacéo

de espécies, os marcadores moleculares podem auxiliar na determinacdo de
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programas de coleta visando a selecdo de apenas uma amostra da variabilidade de
interesse para o melhorista (BOREM, 1998).

Os marcadores moleculares RAPD e ISSR sdo dominantes e se baseiam em
uma Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) amplificando segmentos de DNA
com apenas uma Unica sequéncia de nucleotideos. A vantagem de se utilizar dois
marcadores moleculares para analises deve-se ao fato de que diferentes regides do
genoma da espécie serdo amostradas (RUSSEL et al., 1997; DAVILA et al., 1999).

Esse trabalho teve por objetivo estudar a divergéncia genética por meio de
marcadores moleculares RAPD e ISSR em 20 genétipos de Flor de Seda

[Calotropis procera (Aiton) R.Br.] coletados em Mossor6-RN e Grossos-RN.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Material Genético

Plantas saudaveis e ndo cultivadas de Flor de Seda [Calotropis procera
(Aiton) R.Br.] foram coletadas nos municipios de Mossor6-RN e Grossos-RN,
sendo dez plantas de cada localidade, totalizando 20 plantas. As dez plantas
oriundas de Mossor6-RN, foram coletadas dentro do Campus da UFERSA
(Universidade Federal Rural do Semiarido), e as plantas do municipio de Grossos,
foram coletadas ao redor de todo o municipio, tendo sido em ambas localidades
escolhidas o mais distante possivel 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 municipios de Mossor6-RN (1C, 1D e
1E) e Grossos-RN (1A e 1B). UFERSA, Mossord, 2015.

Tabela 1 — Georreferenciamento e localizacdo dos 20 genotipos de Flor de Seda
[Calotropis procera (Aiton) R.Br.] coletados nas cidades de Mossor6-RNe Grossos-RN.
UFERSA,Mossord, 2015.

NUumero GenoOtipo  Local de Coleta Georreferéncia
1 CP1 Mossord Lat. 5°12°38”

Long. 37°18°53”
2 CP2 Mossoro Lat. 5°12°33”

Long. 37°18°59”

3 CP3 Mossord Lat. 5°12°31”
Long. 37°19°1”
4 CP4 Mossord Lat. 5°12°31”
Long. 37°19°2”
5 CP5 Mossoro Lat. 5°12°31”

Long. 37°19°10”
6 CP6 Mossoro Lat. 5°12°16~




Long. 37°19°27”

7 CP7 Mossord Lat. 5°12°21”
Long. 37°19°18”
8 CP8 Mossord Lat. 5°12°21”
Long. 37°19°17”
9 CP9 Mossoro Lat. 5°12°23”
Long. 37°19°14”
10 CP10 Mossord Lat. 5°12°22”
Long. 37°19°14”
11 CP11 Grossos Lat. 4°59°13”
Long. 37°9°54”
12 CP12 Grossos Lat. 4°59°40”
Long. 3710°0”
13 CP13 Grossos Lat. 4°59°31”
Long. 37°9°49”
14 CP14 Grossos Lat. 4°58°7”
Long. 37°10°32”
15 CP15 Grossos Lat. 4°58°12”
Long. 37°10°21”
16 CP16 Grossos Lat. 4°58°24”
Long. 37°9°51”
17 CP17 Grossos Lat. 4°59’4”
Long. 37°8°59”
18 CP18 Grossos Lat. 4°59’11”
Long. 37°9°1”
19 CP19 Grossos Lat. 4°59’11”
Long. 37°9°1”
20 CP20 Grossos Lat. 4°59°11”
Long. 37°9°1”

Fonte: Dados da Pesquisa
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3.4.2 Caracterizacdo 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,
apos a coleta, foram armazenadas em sacos plasticos identificados, com posterior
acondicionamento em caixa térmica. As folhas de Flor de Seda passaram por uma
etapa de secagem em estufa a 50C° por um periodo de 24 horas, para posterior
extracdo do DNA vegetal. Acredita-se que a redugdo na umidade permitiu obtengédo
de um DNA em quantidade e qualidade desejaveis, justificando a otimizacdo dessa

etapa do protocolo.

3.4.2.2 Extracdo de DNA vegetal

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Doyle e Doyle (1990) com modificagdes. As folhas jovens coletadas foram
maceradas em nitrogénio liquido até a obtencdo de um fino pd. O produto obtido
da maceragdo foi disposto em microtubos de 2,0mL contendo 1000uL de tampéo
de extracdo CTAB (2% de CTAB, EDTA 25mM, Nacl 250mM, Tris-HCI 200mM
pH 8,0 e 1,4% de B-mercaptoetanol), o volume foi completado com éagua ultra-
pura. Os microtubos contendo a solucdo foram homogeneizados por inversdo
durante 60 minutos com agitacdo a cada 10 minutos. Adicionou-se 700pL de uma
mistura de cloroférmio-alcool-isoamilico (CIA) e misturou-se vagarosamente,
sendo posteriormente centrifugada por 10 minutos a 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 &lcool isopropanol e as
amostras foram incubadas a -20°C durante 1 hora. Centrifugou-se por 10 minutos a
10.000rpm e descartou-se o sobrenadante, onde foi realizada posteriormente uma
lavagem contendo 1mL de alcool 70% e 90% respectivamente, onde entre uma
lavagem e outra com alcool foi realizada uma centrifugacdo de 10 minutos a

10.000rpm. A secagem do pellet foi realizada em temperatura ambiente, apés a



secagem adicionou-se 4uL de RNAse de 10ug/mL e o DNA obtido foi eluido com
70uL de &gua ultra-pura por amostra. As amostras foram colocadas em banho-
maria durante 1 hora & 45°C para homogeneizar as amostras.

A quantificacdo e a verificagdo da integridade das extractes de DNA foram
realizadas por eletroforese com gel de agarose a 1,0% (p/v), corado com brometo
de etideo e visualizadas em fotodocumentador de luz UV e fotografadas em camera
digital. As amostras foram diluidas em 70 uL de agua ultra-pura e padronizadas a

concentracdo de 10 ng/uL.

3.4.2.3 Selecdo de primers RAPD

Com o objetivo de reduzir os custos nas analises moleculares foi feita uma
pré-selecdo a partir de 60 primers RAPD, utilizando dois DNA’s originados de
diferentes pontos de coleta (CP05-Mossoré e CP17-Grossos) de Flor de Seda. Os
primers que tiveram maior porcentagem de polimorfismo com a presenca de
fragmentos consistentes foram selecionados para a analise com todos os genétipos
de Flor de Seda.

As reacOes de amplificacdo 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 reacao continha 10 ng de DNA gen6mico,
10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 2,5 uM de MgCl,, 2 mM de cada dNTP, 5 mM do
iniciador RAPD, 1 unidade de Tag DNA polimerase e agua milliQ estéril para
completar o volume da reacdo. O programa de amplificacdo foi realizado num
termociclador da marca Perkin Elmer modelo 9700 que constou de uma etapa a
96°C por 1 minuto para desnaturacéo inicial do DNA, seguida de 40 ciclos de
amplificacdo, os quais possuiam: (1) desnaturacdo do DNA, 92°C por 1 minuto; (2)
anelamento do iniciador a 32°C por 1 minuto; (3) amplificacdo do DNA, 72°C por
2 minutos, com extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese horizontal em
géis de agarose e corados com brometo de etideo. A concentracdo do gel de
agarose foi de 1% (p/v) para o marcador RAPD e a corrida eletroforética foi

realizada numa poténcia constante de 100V por uma hora numa solucéo de Tampao
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TBE 1X. Em seguida, o gel foi exposto a luz ultravioleta e fotografado com camera
digital.

3.4.2.4 Selegdo de primers ISSR

Uma pré-selecdo 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
presenca de fragmentos consistentes foram selecionados para o procedimento,
tendo sido escolhidos um total de 10 primers ISSR.

As reagdes de amplificacdo 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 reacdo continha 10 ng de DNA genbmico,
10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 2,5 uM de MgCl,, 2 mM de cada dNTP e 0,2 uM do
iniciador ISSR, 1 unidade de Tag DNA polimerase e agua milliQ estéril para
completar o volume da reagdo. Para ambos os marcadores moleculares o programa
de amplificacdo foi realizado num termociclador da marca Perkin Elmer, modelo
9700. A cada reacdo foi aplicado 10uL de 6leo mineral para evitar a evaporacdo
durante o processo de PCR.

Para este marcador o programa de amplificacdo constou das seguintes
etapas: 94°C por 4 minutos para desnaturacéo inicial do DNA, seguida de 35 ciclos
de amplificacdo a 94 °C por 40 segundos, temperatura de anelamento do iniciador
variando a temperatura conforme o tipo do iniciador 40 e/ou 45°C por 40 segundos
e amplificacdo do DNA, 72°C por 1 minutos. Por fim, foi feita uma extens&o final
de 72°C por 2 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em
géis de agarose corados com brometo de etideo. A concentracdo do gel de agarose
foi de 2,5% (p/v) para o marcador ISSR. A corrida eletroforética foi realizada em
uma poténcia constante de 100V por trés horas em uma solucdo de Tampédo TBE
1X. Em seguida, o gel foi exposto a luz ultravioleta e fotografado com camera

digital.



3.4.2.5 Leitura dos dados moleculares e anélise estatistica

Os dados moleculares foram obtidos a partir dos produtos de amplificacéo
analisados pela avaliagdo visual das bandas mais consistentes dos 20 genotipos
analisados.

Uma matriz composta por dados binarios foi elaborada a partir da
visualizacdo dos géis de agarose, em que o numero 1 correspondeu a presenca do
fragmento; o zero a auséncia e o nimero 2 aos dados perdidos em funcdo da nédo
amplificacdo de um fragmento em um genétipo para determinado iniciador.

Para interpretacdo das analises moleculares, utilizou-se o complemento do
coeficiente de similaridade de Jaccard, gerando uma estimativa de similaridade
genética entre os genotipos. O coeficiente de Jaccard é definido pela seguinte
formula:

S;j Jaccard= a

atb+c

Em que:

Sjj - € a similaridade genética entre o par de cultivaresi e j.

a — é a presenca da banda em ambas as populages (nimero de contagens
de concordancia do tipo 1 1),

b - presenca da banda no genétipo i e auséncia em j (numero de
discordéncia do tipo 1 0),

c - auséncia da banda em i e presenca em j (nimero de contagens de

discordancia do tipo 0 1).

As similaridades resultantes deste coeficiente foram transformadas em
medidas de distancia genética pela seguinte expressdo: dgij = 1- sij. O coeficiente
de Jaccard foi escolhido por considerar a auséncia de fragmentos como sinénimo
de similaridade genética (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Para a constru¢cdo do dendrograma foi utilizado o método hierérquico
UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard
(CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). A confirmacdo da formacdo dos grupos

foi testada pelo calculo do Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC), que tem
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como funcdo 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 inadequacdo do
método de agrupamento (BUSSAD;MIAZAKI; ANDRADE,1990). Foi efetuada a
analise de reamostragem para verificar a consisténcia das bifurcacBes entre o0s
grupos formados.

O recurso computacional utilizado foi o Programa Genes, com a construcao
do dendrograma originado pelo método UPGMA juntamente com a correlacdo
cofenética (CRUZ, 2013).

35 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Marcador Molecular RAPD

A partir da triagem de 60 primers RAPD foram selecionados 11 por
apresentarem fragmentos consistentes. Fragmentos de baixa resolucdo foram
descartados, evitando o comprometimento das analises. A Figura 4 ilustra o padréo
eletroforético dos 20 gendtipos de Flor de Seda amplificados com o marcador
molecular RAPD (OPA-04).

CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 CPI0O CPI11 CPI2 CPI3 CPl4 CPI5 CPI6 CP17 CPI18 CP19 CP20

- —————-

Figura 4 — Padrdo eletroforético de 20 gendtipos 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:



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, Mossor6/RN, 2015.

Da anélise do marcador RAPD foram gerados 67 fragmentos, com 76,11%

de fragmentos polimorficos e 23,89% de fragmentos monomorficos (Tabela 2). O

namero de fragmentos produzidos por iniciador variou entre 3 (OPD-16) e 8 (OPA-
04, OPH-03 e OPH-04). As analises moleculares com os marcadores RAPD

utilizados foram suficientes para discriminar genotipos de Flor de Seda.

Tabela 2 — Primers Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) selecionados para
amplificagdo de gendtipos de Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.], com
respectivas sequéncias, temperatura de anelamento (Tm), nimero total de fragmentos
(NTF), nimero total de fragmentos polimoérficos (NFP) e percentagem de polimorfismo

(%). UFERSA, Mossor6/RN, 2015.

Nome do Sequéncia
Iniciador do iniciador* Tm(°C) 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

MEDIA - - -

Fonte: Dados da pesquisa

As distancias genéticas determinadas entre os 20 gen6tipos de Flor de Seda

para 0s municipios estudados sdo apresentadas na Tabela 3. \Verificou-se que as

maiores dissimilaridades foram encontradas entre os gendtipos CP02 e CP04

(0,672), ambas pertencentes a cidade de Mossoro, significando que estas, sdo as
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plantas mais divergentes geneticamente. Os menores valores de dissimilaridade
encontrados foram obtidos a partir dos genétipos CP04 e CP14 (0,138), sendo a
primeira pertencente a cidade de Mossoré e a outra pertencente a0 municipio de
Grossos. Valores desta natureza significam que estes gendtipos apresentam um
maior numero de regibes idénticas ou sdo mais préximas geneticamente. Dados
como este demonstram que podem existir divergéncias genéticas tanto em plantas
que se encontram mais proximas, ou na mesma localidade, como também em

plantas que estdo situadas mais distantes geograficamente.

Tabela 3 - Coeficientes de correlacdo linear avaliados em genétipos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.] com base no uso de Primers Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD). UFERSA, Mossor6/RN, 2015.

CPO1
CPOz
CPO3
CPo4
CPOS
CPO6
CPO7
CPO8
CPOg
CP10
cri1
CPiz
CP13
CP14
CP15
CP16
CP17
CP18
CP19
CP20

CPOL  CPO2  CPO3  CPO4  CPOS  CPOG  CPO7  CPOB  CPOS  CPI0  CPI1  CPI2  (CPI3  CPl4  CPIS  CPI6  CPI7
0,000 0513 039 0556 0580 0333 0600 0408 0561 0426 0500 052 0518 0554 061 0582 0,569
0,513 0000 0421 0672 0587 0457 0607 0500 056 0589 055 0558 0574 0603 0563 0545 0,649
0,39 0421 0000 0500 0,648 0558 0567 0431 0500 0474 0436 0478 0583 0476 0519 0642 0,559
0,556 | 0672 0500 0000 0393 0641 0238 0385 0242 0250 0238 0492 0333 0138 0328 0410 0,281
0,580 0587 0648 03% 0000 0574 0404 0509 0492 0467 0431 0438 0448 0397 045 0250 0,333
0,333 0457 0558 0641 054 0000 0621 0430 0632 0500 0571 0476 0537 0571 0608 0533 0,614
0,600 0607 0567 0238 0404 0621 0000 0444 0300 0359 0375 0483 0339 0273 0362 03% 0224
0,408 0500 0431 0385 0503 0430 0444 0000 0426 0429 0,281 0481 0410 0313 0587 044 0410
0,561 0566 0500 0242 0492 0632 0300 0426 0000 0339 0328 0491 046 0303 0309 0538 0371
0,426 0589 0474 0250 0467 0500 0359 0429 0339 0000 0279 0466 0375 0231 0426 0483 0,400
0,500 0556 043 0238 0431 0571 0375 0281 0328 0279 0000 0483 0439 0219 0492 0475 0,365
0,52 0558 0478 0492 0438 0476 0483 0481 0491 0466 0483 0000 0474 0444 0451 0490 0446
0,518 0574 0583 033 0448 0537 0339 0410 0446 0375 0435 0474 0000 0288 0459 0411 0271
0,54 0603 0476 - 0397 0571 0273 0313 0303 0231 0219 0444 0288 0000 0385 0413 0,26
0,611 0563 0519 0328 045 0608 0362 0587 0309 0426 0492 0451 0459 0385 0000 0472 0433
0,542 0545 0642 0410 0,250 0533 0393 0444 053 0483 0475 0490 0411 0413 0472 0000 0,382
0,569 0649 0559 0281 0333 0614 0224 0410 0371 0400 0365 0446 0271 0262 0433 0382 0,000
0,325 0548 0395 0554 0,604 0385 054 0347 0583 0483 0474 0521 0517 0530 065 05% 0491
0,510 0478 0440 0415 0491 0588 0452 0269 0508 0484 0316 0519 0362 034 0619 0453 0417
0,508 0603 053 01 0397 0548 0273 0338 0328 0231 0273 044 0206 0149 0385 0387 0,262

Os valores das distancias genéticas geraram um dendrograma representado
na Figuras 5, cujos coeficientes de correlagdo cofenético (CCC) entre as matrizes
de distancias genéticas e as matrizes de agrupamentos foram positivos e
significativos apresentando o valor de 0,86 para os genotipos. Esses valores podem
ser considerados razoaveis permitindo fazer inferéncias sobre os dendrogramas.

A partir do ponto de corte para dissimilaridade genética de
aproximadamente 45% observou-se a formacdo de quatro grupos distintos (Figura
5). O Grupo | foi composto pelos gen6tipos: CP01, CP18 e CP06. O Grupo 11 foi
composto pelos gendtipos: CP02 e CP03. O Grupo 111 engloba os gendtipos:

cpig
0,325
0,548
0,395
0,554
0,604
0,385
0,574
0,347
0,583
0,483
0,474
0,521
0,517
0,530
0,655
0,59
0,491
0,000
0,420
0,460
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cP19
0,510
0,478
0,440
0,415
0,491
0,588
0,452
0,269
0,508
0,484
0,316
0,519
0,362
0,344
0,619
0,453
0,417
0,420
0,000
0,369

cp20
0,508
0,603
0,523
0,154
0,357
0,548
0,273
0,338
0,328
0,231
0,273
0,444
0,206
0,149
0,385
0,387
0,262
0,460
0,369
0,000



CP04, CP14, CP20, CP10, CP11, CP09, CP0O7, CP17, CP13, CP08, CP19, CPO5,
CP16 e CP15. O Grupo IV é formado apenas pelo genétipo CP12.

CPO1
CP18 I
CP06

CP02 11
CP03 |
CP04

CP14 [
CP20 |7
CP10

CP11
CP09
CP07
CP17
CP13
CPO8 |
CP19 '
CPO5 | L
CP16 '

CP15

CP12 -2

0.0 0.1 02 03 0.4 0.5

Distancia

Figura 5 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do indice de Jaccard calculado
com dados de marcadores RAPD. (r=0,86""). r: correlagdo cofenética.

O agrupamento dos genotipos com base nos marcadores moleculares ndo
permitiu observar uma relagdo com a origem dos pontos de coleta dos mesmos. Isto
pode ser justificado pelo fato de que os marcadores moleculares acessam regides
aleatérias do DNA, ndo amostrando necessariamente, neste caso, a cobertura de
regides que possam distinguir 0s grupos.

Os gendtipos das diferentes localidades foram distribuidos entre os
distintos grupos formados, provavelmente devido ao fato de estarem localizados
dentro de uma mesma regido geogréfica, o que ndo os fez diferirem muito
geneticamente quanto ao que se era esperado, que seria a formacéo de dois grandes
grupos, um para as plantas coletadas em Mossor6 e outro para as coletadas em
Grossos. Para explicar os resultados obtidos no que diz respeito a variabilidade
encontrada no material estudado, vérios aspectos devem ser considerados,

sementes de Flor de Seda sdo pequenas e leves e podem ser facilmente
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transportadas, o que facilita a disperséo destas por animais e pelo vento (ORWA et
al., 2009). Suas sementes podem percorrer quildémetros sem que haja perda de
viabilidade, além disso, as distancias geogréficas entre 0s acessos ndo eram
extensas, 0 que pode ter facilitado na formacdo dos grupos compostos por
genotipos dos diferentes locais de coleta. Essa combinagdo pode desempenhar um
papel importante na propagacdo e disseminacgdo desta espécie influenciando desta
forma na sua genética da populacdo e na variabilidade genética encontrada entre os
gendtipos analisados.

Jungueira et al. (2007) avaliando a diversidade genética de genoétipos de
maracuja suspiro (Passiflora nitida Kunth.) com base em marcadores RAPD
verificaram que acessos procedentes do mesmo estado apresentavam menor
variabilidade, principalmente entre genétipos procedentes de diferentes tipos
morfofisiondmicos.

Fajardo et al. (1998) utilizando marcadores RAPD, observaram uma
grande variagdo intraespecifica 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 producdo de fragmentos consistentes e perfil de amplificacdo satisfatorio.
Fragmentos de baixa resolucdo foram descartados, evitando o comprometimento
das analises. A Figura 6 ilustra o padrdo eletroforético dos 20 gendtipos de Flor de
Seda com o marcador molecular ISSR (DiGA3'T).
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CP01 CP02 CP03 CP04 CPOS CPO6 CPO7 CPO8 CP09 CP10" CPI1l CPI2 CP13 CPl14 CP15 CP16 CP17 CP18 CP19 CP20

Figura 6 — Padrédo eletroforético de 20 gendtipos 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, Mossor6/RN, 2015.

Da analise dos marcadores ISSR foram gerados 53 fragmentos, onde o0s
mesmos apresentaram um padrdo 100% polimérfico. O numero 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 deteccdo da variabilidade genética existente entre gendtipos de Flor de Seda.

Segundo Grativol et al. (2011), a eficiéncia de um marcador molecular
pode ser medida pela quantidade de polimorfismo que o0 mesmo é capaz de
detectar. Tal eficiéncia foi evidenciada por Kumar, Parthiban, Rao (2008), em
estudo de diversidade genética entre espécies do género Jatropha, no qual oito
primers ISSR registraram 100% de bandas polimérficas. He et al. (2007) avaliaram
na China, a diversidade e estruturacdo genética em nove populagdes naturais de
pinhdo manso com base em 10 primers ISSR e obtiveram polimorfismo total de
97,04%.

Ao utilizar marcadores ISSR no estudo da variabilidade genética entre 0s
acessos de espécies de Manihot, Silva et al. (2011) encontraram divergéncias
genéticas intra e interespecificas com polimorfismo de 89,7% e Mdhlen, Martins,
Ando (2000) obtiveram 97,96% de polimorficos, o que caracteriza o marcador
ISSR como eficiente.

Os resultados obtidos no nosso estudo mostram que hé congruéncia com 0s
observados em outros trabalhos para outras espécies, corroborando assim como a
deteccdo do alto nivel de polimorfismo deste marcador molecular.



Tabela 4 — Iniciadores Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) selecionados para
amplificagdo de gendtipos de Flor de Seda [Calotropis procera (Aiton) R.Br.], com
respectivas sequéncias, temperatura de anelamento (Tm), nOmero total de
fragmentos (NTF). UFERSA, Mossor6/RN, 2015.

Nome do Sequéncia

Iniciador do iniciador* Tm (C° NTF
DIGA3'C (GA)C 45 4
DIGA3T (GA)T 45 13

TGTG3YC  (GTG)YC 4550 3
THTGT3RC  (TGT)RC g 2
TTGTSCY  CY(TGT)s g 6
THAAC3RC  (AAC)RC 45 5
THAAG3RC  (AAG):RC 45 8
THACA3RC  (ACA)RC 45 6
THAGG 3RC  (AGG):RC 45 5
THTCC3RC  (TCC)sTRC 45 1

TOTAL - 53
MEDIA -

*R=A, G; Y=C, T;
Fonte: Dados da pesquisa

Com base nos intervalos de dissimilaridade entre as distancias genéticas
determinadas para os 20 gen6tipos de Flor de Seda dos municipios estudados,
constatou-se que o menor valor de dissimilaridade ocorreu entre os genotipos CP01
e CP07 (0,524), tendo sido ambas coletadas na cidade de Mossor6 e 0 maior grau
de dissimilaridade entre os genétipos CP03 e CPO07 (1,000), ambas também
coletadas em Mossord, demonstrando mais uma vez que ha variabilidade genética

entre e dentro dos locais de coleta (Tabela 5).
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Tabela 5 - Coeficientes de correlagao linear avaliados em genétipos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.] com base no uso de marcadores ISSR. UFERSA, Mossor6/RN, 2015.

CPO1
CPO2
CP0O3
CPO4
CPOS
CPO6
cPO7
CPO8
CPO2
CP10
cP11
CP12
cP13
CP14
CP15
CP16
cP17
CPig
CP1g
cP20

CPOL | CPO2 | CPO3 | CPO4  CPOS  CPOS  CPO7 | CPOB | CPOS  CP10  CPIl  CP12  CPi3  CP14 | CPIS  CP16 | CPi7
0000 090 0933 1,000 1,000 0833 0524 080 0882 0%2 0810 037 087 0964 0897 0857 0895
0950 0,000 1000 089 1,000 0833 0,857 091 0727 0545 0714 078 0714 0647 0800 1,000 1,000
0933 1,000 0000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1000 0917 0909 1,000 0933 094 0944 1,000
1,000 0,889 1000 0000 1,000 1,000 1,000 0,83 1,000 0917 0923 1,000 099 0938 097 0947 1,000
1,000 1,000 1,000 1,000 0000 0938 0,944 1,000 0,900 1000 1,000 1,000 0917 1000 0889 0833 1,000
033 0,83 1000 1,000 0938 0000 0,929 090 0765 085 0810 0958 0737 085 095 0857 0,889

0857 | 1,000 | 1,000 094 0929 0000 0773 084 0818 080 0773 090 093 0640 0778 0905
0810 091 1000 083 1,000 090 0773 0000 0917 0382 0889 097 0895 0909 0917 0875 1,000
0882 0727 1000 1,000 0900 0765 0,824 0917 0,000 0917 087 0938 0750 0733 0913 0842 1,000
0,2 0545 1000 0917 1,000 0895 0,818 0882 0917 0000 0,692 0714 0583 0563 0714 1,000 0,750
0810 0714 0917 0923 1,000 0810 0,880 0889 0,87 0692 0,000 084 0600 0818 0783 0880 0,867
0857 078 0909 1,000 1,000 0958 0773 097 0938 0714 0824 0000 094 080 0579 0880 0933
0857 0714 1000 0809 0917 0737 0,960 0895 0750 0583 0,600 0944 0000 0750 0923 0,880 0,933
0964 0,647 0933 0938 1,000 0885 0,933 099 0733 0563 0818 080 0750 0000 0862 0969 0,895
0,97 0,800 0944 0947 0889 0935 0,640 0917 0913 0714 0783 0579 0923 082 0000 0759 0,857
0857 1,000 0944 0947 0833 087 0778 085 0,842 1000 08%0 030 0880 099 0759 0,000 1,000
0,95 1,000 1000 1,000 1,000 0,889 0,905 1000 1,000 0750 0,867 0933 0933 0895 0857 1,000 0,000
0917 0813 0923 1,000 0923 086 0,880 090 0,800 0765 1,000 0625 090 0773 0800 0750 0,341
000 0774 0967 0929 0897 0872 0,636 0767 0760 0806 0857 0781 0,788 0676 0,667 0545 0,971
0872 0,848 0968 0968 0969 0581 0,932 074 085 085 0719 0919 0758 0722 0860 0676 0,912

A partir do ponto de corte para dissimilaridade genética de
aproximadamente 86% foi possivel observar a formacdo de seis grupos distintos
(Figura 7). O Grupo | foi composto pelos genétipos: CP01, CP07, CP08, CP12,
CP15, CP19 e CP18. O Grupo Il foi composto pelos gendtipos: CP02, CP10,
CP14, CP11, CP13, CP06, CP20 e CP09. Os demais grupos foram formados por
genotipos isolados, sendo o Grupo 111 composto pelo genétipo: CP17. O Grupo
IV foi composto pelo gendtipo: CP04. O Grupo V foi formado a partir do
gendtipo: CPO5 e o0 Grupo VI foi formado pelo genétipo: CP03.

Com relagdo ao coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), a associagdo
entre as distancias obtida pelo coeficiente de Jaccard e a matriz cofenética forneceu
um valor indicando alta representatividade (81%), inferindo que os agrupamentos
realizados sdo consistentes (VAZ PATTO et al., 2004).

cP18
0,917
0,313
0,923
1,000
0,923
0,826
0,880
0,900
0,800
0,765
1,000
0,625
0,900
0,773
0,800
0,750
0,941
0,000
0,645
0,806
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cp19
0,800
0,774
0,967
0,929
0,897
0,872
0,636
0,767
0,760
0,806
0,857
0,781
0,788
0,676
0,667
0,545
0,971
0,645
0,000
0,674
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0,774
0,815
0,875
0,719
0,919
0,758
0,722
0,860
0,676
0,912
0,506
0,674
0,000
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Figura 7 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do indice de Jaccard calculado
com dados de marcadores ISSR. (r=0,81). r: correlacdo cofenética.

E interessante observar que os gendtipos coletados ficaram separados em
diferentes grupos, quando na verdade o que se supunha é que gendtipos de uma
mesma localidade fossem mais préximos geneticamente.

Hamrick, Godt (1990) afirmaram que espécies de ampla distribuicdo
geografica normalmente possuem maior variabilidade genética dentro da
populacdo. Hamrick, Loveless (1989) afirmaram que as diferengas na estrutura
genética de plantas podem ser atribuidas, entre outros fatores, aos diferentes tipos
de fluxo génico, o que inclui a dispersdo de sementes. Este fato evidencia a
existéncia de variacdo genética em diferentes pontos dentro de uma mesma
localidade, sugerindo a ocorréncia de gargalos genéticos ocasionados pela intensa
fragmentacdo dos habitats.

Agossou Yao et. al. (2014) analisaram a diversidade genética de 20
genGtipos de Flor de Seda coletados na regido oeste da Africa. Utilizando-se os
marcadores AFLP, os autores encontraram cinco classes distintas, onde houve
heterogeneidade do material na separacdo dos mesmos. Foi possivel obter grupos

compostos de plantas da mesma regido e categorias onde havia semelhancas
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genéticas entre amostras de regides 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; GOULAO; OLIVEIRA, 2001). Em ambos os marcadores moleculares houve
uma tendéncia dos gendtipos, independentemente do local, se agruparem de

maneira desordenada.

3.5.3 Correlacdo entre as analises moleculares RAPD e ISSR

Pela andlise da comparacdo dos agrupamentos gerados a partir das
dissimilaridades genéticas, foi constatada significancia entre os marcadores
moleculares ISSR+RAPD (r= 0,86) (Tabela 6), o que indica boa consisténcia dos
dados.

Com base nos intervalos de dissimilaridade entre as distancias genéticas
determinadas para os 20 gendtipos de Flor de Seda dos municipios estudados,
constatou-se que o menor valor de dissimilaridade ocorreu entre os gen6tipos CP07
e CP10 (0,3700), tendo sido ambas coletadas na cidade de Mossord e 0 maior grau
de dissimilaridade entre os genétipos CP12 e CP13 (1,000), ambas também
coletadas em Grossos. Dados como este reforcam a. hipotese de que podem existir
divergéncias genéticas tanto em plantas que se encontram mais proximas, ou na
mesma localidade, como também em plantas que estdo situadas mais distantes

geograficamente. (Tabela 6).

Tabela 6 - Coeficientes de correlagdo linear avaliados em gendtipos de Flor de Seda [Calotropis procera,
(Aiton) R.Br.] com base no uso de marcadores ISSR+RAPD. UFERSA, Mossor6/RN, 2015.



CPO1
CPO2
CPO3
CPO4
CPOS
CPOG
CPO7
CPO8
CPO9
CP10
CP11
CcP1z
CP13
CP14
CP15
CP16
cP17
CP18
CP19
CcP20

cPo1
0,0000
0,7917
0,8246
0,8193
0,7683
0,7656
0,7553
0,9254
0,8841
0,7284
0,8537
0,8571
0,7429
0,7778
0,6000
0,7949
0,8696
0,9123
0,9778
0,7286

cPO2 cPO3 cPo4 cPOS CPO6 cPO7 cPOB cPos P10 P11 cP12 P13 P14 P15 P16 P17
0,7917 0,8246 10,8193 0,7683 0,7656 0,7553 0,9254 0,8841 0,7284 0,8537 0,8571 10,7425 (,7778 0,6000 0,7949  0,8696
0,0000 0,8471 06563 0,5495 0,7778 04255 0,6447 0,7143 05544 0,8824 0,9492 10,7627 10,8235 0,8750 0,8182 0,7031
0,8471 0,0000 06203 0,6667 0,7143 06383 0,7612 0,7059 0,6861 0,8400 0,9512 10,9400 10,5778 0,8261 0,8628 0,8546
0,6563 0,6203 0,0000 0,2933 0,6405 04100 0,6744 04133 05600 0,8056 0,9403 0,9367 0,7361 0,7910 0,7500 0,7632
0,5495 0,6667 10,3933 0,0000 0,6222 10,3800 10,6235 0,5977 0,5152 0,8267 0,9437 10,8056 0,7703 0,7500 0,7895 0,7722
07778 0,7143 06405 0,6222 0,0000 05859 0,7821 0,6667 0,5682 0,8167 0,9808 10,8036 0,5769 0,795 0,8525 0,8806
04255 0,6383 04100 0,3800 05859 0,0000 0,5544 0,5319 0,3700 0,7791 0,9529 10,8256 0,6707 0,7875 0,8111 0,7582
0,6447 0,7612 06744 0,6235 0,7821 05544 0,0000 0,7600 0,5952 0,8039 0,9556 0,8389 0,8448 0,9455 0,8750 0,7857
0,7143 0,7059 04133 0,5977 0,6667 0,5319 0,7600 0,0000 0,6222 0,7407 0,9592 10,9333 10,8065 0,8333 0,7636  0,7627
0,5544 0,6861 0,5600 0,5152 0,5682 0,5952 0,6222 0,0000 0,7867 0,9296 0,7973 10,6849 0,7941 0,8354 0,7625
0,8824 0,8400 0,8056 0,8267 0,8167 0,7791 10,8039 0,7407 0,7867 0,0000 0,956 0,9412 10,7805 0,9091 0,8857 0,8974
0,9492 0,9512 09403 10,9437 09808 0,9529 10,9556 0,9592 0,9296 0,9546 0,0000 1,0000 1,0000 0,9524 09583  0,9630
0,7627 10,9400 09367 10,8056 O0,8036 0,8256 10,8889 0,9333 0,7973 0,9412 | 1,0000 10,0000 0,8421 0,7083 0,870 0,8889
0,8235 0,5778 0,7361 0,7703 0,5769 0,6707 10,8448 0,8065 0,6849 0,7805 10000 0,821 0,0000 0,7188 0,8500 0,9375
0,8750 0,8261 0,7910 0,7500 0,7959 0,7875 0,9455 0,8333 0,7941 0,9091 0,9524 10,7083 0,7188 0,0000 0,7241  0,9189
0,8182 0,8628 10,7500 10,7895 0,8525 0,8111 0,8750 0,7636 0,8354 0,8857 0,9583 10,8710 0,8500 0,7241 0,0000 0,8421
0,7031 0,8546 10,7632 0,7722 0,8806 10,7582 10,7857 0,7627 10,7625 0,8974 0,9630 10,8889 10,9375 0,9189 0,8421  0,0000
0,7432  0,7414 07161 0,6625 0,7681 0,7188 10,7619 0,8933 0,8000 0,9600 0,9429 10,9592 10,7959 0,9333 09400 0,9643
0,8677 0,8125 10,7945 0,8026 0,8500 0,8111 10,8077 0,8246 0,9048 0,9730 0,9000 1,0000 0,8781 0,9714 1,0000 0,8649
0,6047 0,7952 10,6633 0,5591 0,6000 0,4536 0,5811 0,7640 0,4186 0,7846 0,9492 10,7742 0,7188 0,8254 0,8529 0,8356

Quando analisamos os dois marcadores em associagdo, notamos a partir do
ponto de corte para dissimilaridade genética de aproximadamente 79% que foi
possivel a formacdo de sete grupos distintos (Figura 8). O Grupo | foi composto
pelos gendtipos: CP01, CP15 e CP13. O Grupo Il foi composto apenas pelo
gendtipo: CP16. O Grupo |1 formado pelos genétipos: CP02, CP07, CP10, CP20,
CPO04, CP05, CP09, CP08, CP03, CP06 e CP14. O Grupo IV foi composto pelos
gendtipos: CP18 e CP19. O Grupo V foi formado a partir do gendtipo: CP17 e 0
Grupo VI foi formado pelo gen6tipo: CP11 e o Grupo VII foi composto pelo
genétipo: CP12.

Com relagdo ao coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), a associagdo
entre as distancias 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 indice considerado confiavel, inferindo que os agrupamentos realizados sdo

consistentes.

P18
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0,7414
0,7161
0,6625
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0,7619
0,8933
0,8000
0,9600
0,9429
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0,9400
0,9643
0,0000
0,7317
0,7500
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P20
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Figura 8 - Dendrograma UPGMA de vinte acessos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.] obtidos pelo complemento do indice de Jaccard calculado
com dados de marcadores (ISSR+RAPD). (r=0,86). r: correlacdo cofenética.

Quando se analisou os dois marcadores em associacéo, foi possivel notar a
formacdo de uma maior quantidade de grupos. Em todos os casos houve uma certa
tendéncia dos gendtipos, independentemente do local, se agruparem de maneira
desordenada, no que diz respeito a distribui¢cdo dos grupos quanto a localidade.

A partir da andlise visual do dendrograma, nota-se que apenas no Grupo IV
houveram gendtipos de uma mesma localidade que apresentaram 100% de
similaridade entre si, formados pelos gen6tipos CP18 e CP19, ambos coletados no
municipio de Grossos. Foi constatado também que o gen6tipo CP12 foi 0 mais
divergente geneticamente entre todos os demais, constituindo um grupo a parte na
analise 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.),
concluiram que a quantidade e a reprodutibilidade dos fragmentos sdo os principais
fatores que influenciam a associagdo entre os marcadores moleculares. Outros
trabalhos na literatura comparam as informacfes geradas pelas associa¢Ges 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 regides
distintas e os ISSR, por conseguinte, conseguiu amostrar o que ha de mais distinto
entre os genotipos a nivel de DNA.

A distribuicdo de grupos variou em funcdo do marcador utilizado. Os
marcadores RAPD tém sido utilizados em diversos estudos de andlise de
diversidade genética em popula¢Ges naturais (BUSO; RANGEL; FERREIRA,
1998; KELLER, 2000; ZUCCHI, 2002; CAVALLARI, 2006), mostrando-se como
uma ferramenta eficiente para descricdo de padrbes de diversidade e para
delimitacdo 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 apresentacdo de niveis mais baixos de
polimorfismo (YANG et al., 1996; NAGAOKA; OGIHARA, 1997; PARSONS et
al., 1997). Além disso, os iniciadores ISSR sdo mais robustos devido ao fato de
apresentarem maior superficie de ancoragem e por possuirem 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 estdo em concordancia com o0s
resultados propostos por Agossou Yao et. al. (2014). Estes autores ao analisar 20
genGtipos de Flor de Seda coletados na regido oeste da Africa, fazendo uso de
marcadores AFLP encontraram cinco grupos distintos. Houve a mesma desordem
na formagdo dos mesmos, em que se obteve conjuntos compostos de plantas da
mesma regido e outros onde haviam semelhancas genéticas entre amostras de
regibes 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 necessario estudos mais aprofundados a fim de se

encontrar gendtipos com caracteristicas de interesse mais eficientes.
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3.6

CONCLUSOES

- As andlises através do marcador RAPD mostrou que os genotipos 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 o0s gendtipos
avaliados.

- Os marcadores moleculares RAPD e ISSR detectaram a presenca de
variabilidade genética entre os gendétipos de Flor de Seda [Calotropis
procera (Aiton) R.Br.].
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