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Resumo 

A espécie Portulaca umbraticola tem sua utilização como ornamental, principalmente em casas 

e jardins, pois possui flores com grande diversidade fenotípica entre seus indivíduos, estas 

variações estão inteiramente ligadas a seu genótipo, portanto é de suma importância avaliar a 

diversidade genética da espécie, para realizar cruzamentos e obter novas cultivares. O objetivo 

do trabalho foi analisar a diversidade genética da P. umbraticola utilizando marcador RAPD. 

O estudo foi realizado no laboratório de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciências Agrárias 

da Universidade Federal da Paraíba, e utilizou 18 acessos da espécie P. umbraticola oriundos 

da cidade de Areia/PB e João Pessoa/PB. Para a extração do DNA foi utilizado tecido 

proveniente de raiz de cada indivíduo, seguindo do protocolo de Doyle e Doyle, para as reações 

de PCR foi usado um total de 14 iniciadores RAPD. As bandas discretas de DNA geradas, 

foram responsáveis pela criação de uma matriz binária, a partir de qual foi construída a matriz 

de dissimilaridade utilizando a distância genética binária de Sokal, e o agrupamento utilizando 

o método de Ward.d2 por meio de dendrograma. Todas as bandas amplificadas indicaram 

polimorfismo entre os 18 acessos, totalizando 100% de polimorfia, a maior distância entre os 

acessos foi de 0,7661 entre o PU-12 e PU-16, através do dendrograma foi possível a formação 

de 3 grupos distintos, já no agrupamento de Tocher foram formados 6 agrupamentos. 

Considerando a matriz de dissimilaridade, é sugerido cruzamentos entre os acessos 12 e 16 por 

possuírem a maior distância genética entre os acessos. 

 

 

Palavras-chave: Variabilidade, Análise molecular, Ornamental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Abstract 

The species Portulaca umbraticola has its use as ornamental, mainly in houses and gardens, 

because it has flowers with great phenotypic diversity among its individuals, these variations 

are entirely related to its genotype, therefore it is of utmost importance to evaluate the genetic 

diversity of the species to perform crosses and obtain new cultivars. The objective of this work 

was to analyze the genetic diversity of P. umbraticola using RAPD marker. The study was 

carried out in the plant biotechnology laboratory of the Agricultural Sciences Center of the 

Federal University of Paraíba, and used 18 accesses of P. umbraticola from the city of Areia/PB 

and João Pessoa/PB. For the extraction of the DNA was used tissue from the root of each 

individual, following the protocol of Doyle and Doyle, for the PCR reactions a total of 14 RAPD 

primers were used. The discrete DNA bands generated were responsible for the creation of a 

binary matrix, from which the dissimilarity matrix was constructed using the binary genetic 

distance of Sokal, and the clustering using the method of Ward.d2 by dendrogram. All amplified 

bands indicated polymorphism between the 18 accessions, with a total of 100% polymorphism, 

the highest distance between the accessions was 0.7661 between PU-12 and PU-16, through the 

dendrogram it was possible to form 3 distinct groups, already in the cluster of Tocher 6 groups 

were formed. Considering the matrix of dissimilarity, it is suggested crosses between accesses 

12 and 16 because they have the greatest genetic distance between the accessions. 

 

 

Keywords: Variability, Molecular Analysis, Ornamental. 
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1. Introdução 

A espécie Portulaca umbraticola foi primeiramente descrita em por Kunth (1823), e 

posteriormente, também identificada por outros pesquisadores, onde ela é sempre citada por 

possuir grande plasticidade fenotípica, o que a faz ser muitas vezes confundida com a espécie 

P. oleracea, porém já se sabe que a P. umbraticola é determinada pela ala membranácea que 

possui em seu fruto (LEGRAND, 1962). 

Por serem de pequeno porte e possuir uma variação na coloração de suas flores, o que 

as tornam vistosas, esta espécie possui um grande potencial para uso ornamental, Franca (2008) 

afirmou que no Brasil o mercado de ornamentais vem crescendo e tornando-se uma 

possibilidade de emprego de grande relevância, geralmente esta atividade é voltada para 

pequenos produtores rurais, melhorando a distribuição de renda.  

É de suma importância a avaliação da diversidade genética das espécies do gênero 

Portulaca para iniciar um programa de melhoramento genético, possibilitando assim, a 

produção de cultivares através de cruzamentos, que possam competir com espécies que já estão 

no mercado. 

O estudo da diversidade genética, é uma atividade de grande relevância para o 

melhoramento de plantas, e também para a conservação de muitas espécies. Para analisar a 

diversidade genética de cultivares, é importante que se use utilize de marcadores moleculares, 

pois estes podem servir para direcionar progenitores para cruzamentos, confirmar novos 

híbridos, ou até mesmo identificar novos genótipos para fins comerciais (BERNET et al., 2003; 

BOLARIC et al., 2005). O marcador RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), descrito 

por William et al. (1990) é um marcador de grande utilidade para estimar a diversidade de 

diversas populações, e é vantajoso por ser de baixo custo, e necessitar de pequenas quantidades 

de DNA.  

Em função da grande variabilidade fenotípica de P. umbraticola, espera-se que a mesma 

também possua grande diversidade genética entre seus genótipos, e trabalhos que visam avaliar 

essa diversidade assume grande importância, particularmente na escolha de genitores para a 

produção híbridos em programas de melhoramento.  

É de suma importância se ter conhecimento sobre técnicas para poder realizar o 

melhoramento, pois algumas espécies apresentam particularidades (TOMBOLATO, 2004). A 

P. Umbraticola, por exemplo, possui folhas carnosas e ricas em polissacarídeo, o que dificulta 
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a extração do seu DNA a partir de material foliar, impossibilitando as reações de PCR 

(Polimerase Chain Reaction) (CHIARI, 2009). 

Notado o potencial que a P. umbraticola tem para uso ornamental, e a escassez de 

trabalhos voltados para sua diversidade genética, fez-se necessário a realização deste trabalho 

para prover de resultados que venha gerar subsídios para programas de melhoramento genético, 

e consequentemente, pequenos produtores e empresas que venham ter acesso a esses híbridos. 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivos Geral 

O referido trabalho tem por objetivo avaliar a diversidade genética de Portulaca 

umbraticola acessada por marcador RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA). 

1.2 Objetivos específicos 

 

• Isolar o material genético da P. Umbraticola; 

• Realizar reações de PCR usando o marcador RAPD; 

• Avaliar a diversidade genética dos acessos de P. Umbraticola. 

 

3. Revisão bibliográfica 

  

3.1 Botânica da Portulaca 

A família Portulacaceae, descrita por Juss. (1789) possui 30 gêneros e cerca de 500 espécies 

com ampla distribuição no Oeste da América do Norte, América do Sul, e África, tendo pouca 

representação na Europa e Ásia. No Brasil, o gênero desta família que mais se destaca é o 

Portulaca, que em sua taxonomia apresenta plantas herbáceas carnosas, podendo ser anuais ou 

perenes, folhas alternas e a inflorescência em cimeira, variando de 4 a 5 pétalas livres, 2 sépalas, 

numerosos estames coloridos, ovários ínfero e o fruto em cápsula com deiscência longitudinal 

ou transversal. (COELHO E GIULIETTI, 2010).  

O número de espécies que há no gênero Portulaca ainda é incerto, pois o gênero apresenta 

uma diversa variedade morfológica, tornando a taxonomia complexa. Geesink (1969) definiu 

40 espécies para o gênero, Legrand (1962) reconheceu 62, Willis (1966) cerca de 200, Carolin 
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(1993) e Eggli e Ford-Werntz (2002), aproximadamente 115 espécies. Atualmente segundo 

Nyffeler; Eggli (2010) há 116 espécies descritas. 

Em território brasileiro, Coelho e Giuliett (2010), descreveram 13 espécies ocorrentes: 

P.grandiflora, P. pilosa, P. hatschbachii, P. werdermannii, P. friedeana, P. halimoides, P. 

elatior, P. minensis, P. hirutissima, P. umbraticola, P. oleracea, P. mucronata, e por fim P. 

amilis. Ainda que as espécies apresentem uma diversa variação morfológica, Applequiste e 

Wallace (2001), após realizar uma análise filogenética afirmaram, que o gênero Portulaca é 

monofilético.  

As Portulacas são plantas heliófilas, ou seja, sua distribuição dá-se principalmente em 

lugares luminosos, sendo facilmente encontradas em regiões de savana, estepes, pastos, e ao 

longo de margens de rodovias. Algumas espécies do gênero são bioindicadoras de salinidade, 

devido serem tolerantes a mesma, e têm preferência por climas tropicais. Suas aptidões, 

possibilitam invadirem os mais diversos habitats, podendo ser consideradas plantas ruderais, e 

até mesmo, serem denominadas plantas daninhas em áreas de cultivo (GEESINK, 1969). 

A espécie Portulaca umbraticola foi descrita pelo pesquisador Kunth (1823), onde o mesmo 

a descreveu com caule ramoso, folhas lanceoladas, tricomas axilares quase inexistente, flores 

rosas, ovário ínfero, fruto membranáceo, entre outras características, essa espécie é bastante 

caracterizada por conter uma ala membranosa ao redor de seu fruto, chegando algumas vezes 

em cobrir o opérculo, esta particularidade até o momento só é descrita para esta espécie no 

Brasil (COELHO E GIULIETTI, 2010). 

Rodrigues e Furlan (2002), observaram que as flores da P. umbraticola podem ser amarelas, 

brancas, salmão, cobre ou vermelho-alaranjadas. Posteriormente, Coelho e Giulietti (2010), 

afirmaram também que as cores podem variar de amarelo, até branco, rosa, púrpura ou tons de 

alaranjado. Esta variação que ocorre em relação as cores é associada com a distribuição 

geográfica onde estas espécies ocorriam, esta ainda é muitas vezes confundida com a espécie 

P. oleracea, contudo, em uma detalhada análise, nota-se que alguns caracteres distinguem os 

dois táxons, como a ala membranácea do fruto em P. umbraticola, este que é um caractere de 

suma importância para delimitar a espécie, e também a morfologia do botão floral, flores 

maiores e fruto em P. oleracea (LEGRAND, 1962). 
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3.2 Diversidade genética 

De acordo com a Convenção da Diversidade Biológica (CDB), Biodiversidade é 

definida como a “variabilidade de organismos vivos de todas as origens, compreendendo, dentre 

outros, os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquáticos e os complexos 

ecológicos de que fazem parte; compreendendo ainda, a diversidade dentro de espécies, entre 

espécies e de ecossistemas” (BRASIL, 2015). 

O acúmulo de variações hereditárias no decorrer das gerações resulta em uma imensa 

variedade de formas, ou seja, a biodiversidade é a resposta da evolução biológica, desta forma 

é notório que todas as formas de vida existente no planeta se caracterizam por variações 

genéticas, estas que são usadas para estudo de conservação ou melhoramento genético 

(SANTOS, 2009).  

É a partir da constituição gênica de indivíduos da mesma espécie que se é caracterizada 

a estrutura genética das populações, esta que sofre diversas influências, principalmente, de 

interações entre mecanismos evolutivos ou ecológicos, que são responsáveis por promover 

muitas vezes a diversidade genética (NEPOMUCENO, 2017). 

São inúmeras as pesquisas que vêm sendo realizadas acerca da diversidade genética de 

recursos vegetais, e se devem principalmente, às tecnologias modernas da genética e biologia 

molecular, através da técnica do DNA recombinante, da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

e do sequenciamento do DNA, tem sido possibilitado o desenvolvimento de marcadores 

moleculares aptos a detecção de polimorfismo genético, sendo utilizados para identificação, 

caracterização e avaliação dos recursos genéticos (FALEIRO, 2007). 

Um importante parâmetro utilizado para estimar a diversidade genética de uma 

população se dá pelo número de alelos por loco, pois através dessa estimativa é possível 

escolher as populações que participarão de programas de melhoramento ou conservação, pois 

quanto maior o número de alelos, maior a diversidade genética entre os indivíduos, e 

consequentemente maior a chance de se obter combinações genotípicas propícias para o 

melhoramento genético (PETIT et al., 1998), pois para programas de melhoramento, a 

caracterização da diversidade genética é fundamental para a seleção de genitores, visto que o 

melhorista, necessita identificar plantas que possuem genes desejáveis (BRAMMER, 2002).  

Hamrick (1983), afirma que estudos de variabilidade genética de populações devem ser 

conduzidos para quantificar a variação, como também para a caracterização dos níveis de 

variabilidade das populações, pois para a flora, o tamanho da população, a distribuição 
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geográfica, seu modo de reprodução, sistema de dispersão de sementes e o tipo de comunidade 

no qual ela está inserida, são fatores cruciais na influência da distribuição da variabilidade 

genética. 

Dessa maneira, a variabilidade genética é de extrema importância para a obtenção de 

êxito na seleção das espécies utilizadas pelo homem para produção ornamental, e ajuste de 

genótipos ao ambiente, se não houver a variabilidade e interação com o meio torna-se 

impossível obter genótipos divergentes por meio do melhoramento genético (BARBOSA-

NETO E BERED, 1998). 

 

3.3 Uso de marcador RAPD  

O uso de marcadores moleculares é de suma importância para estimar a diversidade 

genética e selecionar genótipos. Atualmente, há um número considerável de diferentes 

marcadores, onde a escolha de um ou outro sendo dependente de alguns fatores, como dos 

recursos tecnológicos e financeiros disponíveis. Em alguns marcadores é necessário que seja 

previamente realizado um sequenciamento do genoma, mas também há marcadores de 

sequência arbitrária que dispensa a realização do deste, e que podem ser realizados rápido e 

facilmente, principalmente para analisar diversidade genética de recursos vegetais (VELASCO-

RAMÍREZ et al., 2014). 

 O RAPD (random amplified polymorphic DNA) é uma técnica que utiliza de um 

oligonucleotídeo sintético para iniciar o processo de amplificação. A técnica foi proposta por 

Williams et al. (1990) para gerar marcadores moleculares polimórficos, onde o polimorfismo é 

demonstrado por meio de presença ou ausência de bandas discretas de DNA. O RAPD é muito 

aplicado para avaliação da diversidade genética em populações naturais, como também de 

caracterização de coleções de germoplasma (REIS; GRATTAPAGLIA, 2003). 

Ao obter as bandas discretas do DNA, os genótipos dos indivíduos podem ser avaliados 

como semelhantes, ou diferentes geneticamente, o resultado é dado principalmente através de 

matrizes de similaridade, ou dissimilaridade, sendo interpretada por métodos de agrupamento 

estatísticos (LANZA, 2000).  

As principais vantagens desse marcador, são dadas por sua simplicidade, rápida obtenção 

dos dados, baixo custo quando comparada a outras técnicas, e demandar de pouca quantidade 

de DNA, e principalmente dispensar o uso de sondas radioativas (CAIXETA et al., 2006).  
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Marcadores RAPD já foram utilizados em plantas ornamentais com o intuito de avaliar a 

sua variabilidade genética, como por exemplo em astromélia (ANASTASSOPOULOS E KEIL, 

1996), crisântemo (WOLFF E PETERS-VAN RIJN, 1993), rosa (TORRES et al., 1993), lírio 

(YAMAGISHI, 1995), gérbera (DA MATTA et al., 2009), entre outras.  

Sendo assim, a utilização a utilização de marcadores moleculares pode contribuir para a 

análise da divergência genética entre indivíduos da P. umbraticola, tendo como principal 

característica fenotípica, a cor da flor, para obter sugestões de progenitores indicados ao 

cruzamento. 

A escolha dos progenitores é uma etapa de grande significância para programas de 

melhoramento genético, principalmente quando a finalidade é ornamental, portanto, os 

marcadores moleculares tornam-se de suma importância para fornecer as informações genéticas 

necessárias e detalhadas dos genótipos (BORÉM, 1997), podendo direcionar cruzamentos, 

confirmar a presença de um novo híbrido, como também identificar novos genótipos para  fins 

comerciais (BERNET et al., 2003; BOLARIC et al., 2005). 

 

3.4 Melhoramento de plantas ornamentais  

No Brasil a história com flores ornamentais é conhecida a partir dos anos 50, costume 

esse advindo de holandeses principalmente para Região Sudeste, e foi tomando lugar no 

mercado a partir de então, sendo responsável por movimentar em 2013 cerca de R$ 5,22 bilhões 

da economia do país, em uma pesquisa realizada sobre plantas ornamentais no Brasil  

(JUNQUEIRA, 2014). Esses mesmos autores, analisaram o crescimento do agronegócio 

voltado para plantas ornamentais, e afirma que este negócio está conquistando cada vez mais 

uma alta posição no ramo, e possibilitando a geração de renda e empregos para pequenos e 

microempreendedores do país.  

Com o crescimento e dinamismo do mercado de plantas ornamentais, faz-se necessário 

o constante lançamentos de novidades, e para suprir essa necessidade um programa de 

melhoramento de plantas é imprescindível para obter plantas diferentes das que já estão 

disponibilizadas no mercado e que possam ser competitivas (FILLIETTAZ, 2007). 

O melhoramento de uma cultivar pode envolver suas diversas características, 

dependendo da escolha de interesse do melhorista, para plantas ornamentais um caráter de 

importância a se considerar é o tamanho, cor, quantidade e duração das flores na planta, estas 
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que podem ser impostas a cruzamentos entre plantas que tenham caracteres de interesse, através 

de estudos de análises genéticas da cultivar (FILLIETTAZ, 2007). 

Há espécies com grande valor ornamental que sofrem com o extrativismo por falta de 

estudo de técnicas apropriadas para seu cultivo e propagação, também pode-se citar outras 

ornamentais como bromélias e helicônias, que são exploradas indiscriminadamente, mas com 

o advento das tecnologias, principalmente de cultura de tecidos, tem sido possível a 

domesticação de algumas espécies (TOMBOLATO, 2004). 

O Instituto Agronômico de Campinas foi responsável em 2016 pelo lançamento de 5 

novas cultivares ornamentais, que são o gengibre ornamental, possuindo uma cor amarelo 

vibrante, que difere do vermelho tradicional, e com a flor durando mais de uma semana na água. 

As demais são variedades de bastão-do-imperador. As duas espécies são de bom valor 

comercial, principalmente no Nordeste brasileiro, de onde são exportadas (NUNES, 2016). 

Diversas espécies do gênero Portulaca são descritas como ornamentais, Siviero (2014) 

identificou duas espécies usadas como ornamental e medicinal em quintais urbanos na cidade 

de Rio Branco/AC. Teles (2013), fez um estudo sobre plantas invasoras onde mais uma vez é 

identificada indivíduos do gênero, com uso ornamental, comestível e medicinal. No estado da 

Paraíba, Silva (2012), a descreve como componente florístico de área de caatinga alocada 

especificamente em áreas de borda, mais recentemente, Machado (2015), descreveu o gênero 

como ocorrente em sítios antropizados na cidade de João Pessoa/PB. Espécies da família 

Portulacaceae tem grande potencial como planta ornamental e medicinal. 

Sendo assim, a espécie P. umbraticola altamente indicada para estudos de diversidade 

genética, para uma melhor análise, e escolha de genitores que possam ser cruzados e 

possivelmente, gerar novas cultivares com uso ornamental. 
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4. Metodologia 

  

4.1. Área de estudo e preparo do material 

O experimento foi desenvolvido no laboratório de Biotecnologia Vegetal da 

Universidade Federal da Paraíba, no Centro de Ciências Agrárias/Campus II, na cidade de 

Areia/PB, mesorregião do agreste e microrregião do Brejo paraibano.  

Foram utilizados 18 genótipos da espécie Portulaca umbraticola, que foram 

selecionados devido a sua plasticidade fenotípica e seu potencial uso como planta ornamental. 

Os acessos foram coletados nas cidades de Areia/PB e João Pessoa/PB e mantidas em vasos em 

área externa do laboratório, onde receberam todos os tratos culturais. Os acessos são PU-1, PU-

2, PU-3, PU-4, PU-5, PU-6, PU-7, PU-8, PU-9, PU-10, PU-11, PU-12, PU-13, PU-14, PU-15, 

PU-16, PU-17 e PU-18 (Figura 1). 

Figura 1.  Acessos (18) de Portulaca umbraticola utilizados no experimento. (a) PU-1, (b) PU-2, (c) PU-3, (d) 

PU-4, (e) PU-5, (f) PU-6, (g) PU-7, (h) PU-8, (i) PU-9, (j) PU-10, (k) PU-11, (l) PU-12, (m) PU-13, (n) PU-14, 

(o) PU-15, (p) PU-16, (q) PU-17 e (r) PU-18. 

Para a realização do experimento foi necessário a obtenção de raízes devidamente 

limpas, para isto foram providenciados potes de vidro devidamente identificados com o número 

do genótipo, e colocados 3 ramos de cada indivíduo para que emitissem raízes, após 10 dias, as 

raízes estavam em quantidade suficiente para o prosseguimento do experimento, as  raízes 

emitidas foram coletadas e armazenadas em envelopes de papel alumínio e acondicionadas no 

freezer até o momento da extração do DNA (Figura 2). 
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Figura 2.  Acessos (18) de P. Umbraticola imersos em água destilada e indução de raiz e posterior extração de 

DNA. 

 

4.2 Extração do DNA 

Antes da extração do DNA das raízes, estas foram submetidas ao processo de 

desinfestação em hipoclorito de sódio 1% por 5 minutos, para eliminar possíveis 

microrganismos. Após o enxague do material em água destilada (três vezes), o excesso de água 

foi retirado com auxílio de papel toalha. 

Para a extração do DNA foi utilizado cerca de 200 mg das raízes, – uma vez que as 

folhas da espécie são suculentas, dificultando a extração do material genético – as quais foram 

maceradas em nitrogênio líquido com auxílio de cadinho e pistilo, o material macerado foi 

transferido para microtubos de 1,5 ml, para a extração de DNA foi seguido o protocolo de Doyle 

e Doyle (1987) com modificações. 

Nos microtubos contendo as amostras, foram adicionados 700μL de tampão de 

extração CTAB 2% (c/β-mercaptoetanol). Este material foi incubado a 65°C por 30 minutos, 

sendo agitado suavemente a cada 10 minutos, posteriormente, foram adicionados 600μL de CIA 

[Clorofórmio: álcool isoamílico na proporção 24:1(v/v)], agitado e centrifugado a 13.400 rpm 

(rotação por minuto) por 10 minutos. 

O sobrenadante (600μL) foi transferido para um novo tubo devidamente identificado e 

adicionado igual volume de CIA. O material foi agitado por um minuto e centrifugado a 13.400 

rpm por 5 minutos. 

Novamente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (400μL). Em seguida, 

40μL do volume do tampão de lavagem (10g CTAB; NaCl 1,4 M 8,4g e 100ml destilada) foram 

adicionados, sendo as amostras homogeneizadas por inversão durante 5 minutos. Foram 

adicionados 500μL CIA e centrifugado a 13.400 rpm por 5 minutos. O sobrenadante (280μL) 
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foi transferido para um novo tubo, e os ácidos nucléicos foram precipitados pela adição de 

185μL de isopropanol ou (álcool isopropílico) gelado, e centrifugado a 13.400 rpm por 5 

minutos (após estas etapas o pellet não era visível, portanto houve a necessidade de deixá-lo a 

-20ºC por 2 horas para o aparecimento do mesmo, e prosseguir com o protocolo). 

Foi feito o descarte do sobrenadante, e o precipitado, lavado duas vezes com 500μL 

de etanol a 70% e uma vez com etanol a 95%, para retirada de sais presentes (entre cada 

lavagem, o material foi centrifugado a 13.400 rpm durante 5 minutos). Após o descarte do 

último sobrenadante, o material foi seco em condições naturais até que o etanol fosse removido. 

Em seguida, o material foi ressuspendido em 60μL de solução TE (Tris-EDTA – 10mmol.L-1 

Tris-HCl, 1 mmol L-1 EDTA, pH 8,0).  

 

4.3 Quantificação do DNA 

Para a obtenção de uma estimativa da quantidade e integridade do DNA extraído, o 

material foi submetido ao processo de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado em solução 

de brometo de etídeo (0.2mg.L-1). Onde 10μL das amostras de DNA foram misturadas com 3μL 

do azul de bromofenol, e foram inseridas em poços no gel. A corrida de eletroforese foi 

realizada em tampão TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M e EDTA 1 mM), a 100 volts, e o gel foi 

fotografado sob luz UV, em fotodocumentador Gel logic 112. 

 

4.4 Reação de PCR usando marcador RAPD 

Para as reações de amplificação do PCR (Polymerase Chain Reaction), foram 

utilizados 14 iniciadores RAPD (Tabela 1), o volume final para cada amostra da reação foi de 

25μl, onde 23μl era constituído do Mix [2,5μl de Tampão 1x + 1,5μl de MgCl2 (3mM) + 0,5μl 

DNTP (200mM) + 2,5μl Primer (1mM) + 0,2μl Taq polimerase (1 U) + 15,8μl de água ultra 

pura para completar o volume], e 2μl de amostra do DNA diluído com água ultra pura na 

proporção 1:2 (v/v). 
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Tabela 1 - Iniciadores de RAPD e suas respectivas sequências no sentido 5’- 3’. 

INICIADORES SEQUÊNCIA 5’→ 3’ 

MEP – 01 AGACGGCTCC 

MEP – 02 GTTACGGACC 

MEP – 03 GGGCGACTAC 

MEP – 04 GTGCGCAATG 

MEP – 05 TCGCATCCAG 

MEP – 06 CAGAAGCGGA 

MEP – 07 CACAGCGACA 

MEP – 08 CAAAGCGCTC 

MEP – 09 TCCCCATCAC 

MEP – 10 TGCGGGTCCT 

MEP – 11 CAGGATTCCC 

MEP – 12 GTGGAGTCAG 

MEP –13 AAGTCCGCTC 

MEP –14 CAGCACTGAC 

 

As reações de PCR foram realizadas em um termociclador programado para uma 

desnaturação inicial de 94ºC por 3 minutos, seguido de 40 ciclos com a sequência de 15” a 

94ºC, 30” a 40ºC e 60” a 72ºC, ao final dos 40 ciclos, foi feita a extensão final a 72ºC por 7 

minutos. 

Após a realização da amplificação o produto final foi submetido a eletroforese, onde 

foi utilizado 3μl do tampão azul de bromofenol, e 10μl do produto da reação de PCR. As 

amostras de bandas amplificadas no gel foram fotografadas em luz UV por um 

fotodocumentador, e foi estimada por comparação visual da intensidade de fluorescência das 

bandas do DNA, com a do padrão conhecido do Ladder 1 Kb (Invitrogen™ 1 Kb Plus DNA). 

 

4.5 Diversidade genética 

Para estimar a diversidade genética entre os acessos, primeiramente foi necessário a 

construção de uma matriz binária, feita a partir do perfil eletroforético dos géis de cada primer, 

a comparação foi feita por um padrão do Ladder 1 Kb (Invitrogen™ 1 Kb Plus DNA), onde “0” 

significa ausência, e “1” a presença de banda. Foi definido como loco polimórfico aquele em 

que a frequência do alelo mais comum foi igual ou inferior a 0,95. As distâncias genéticas entre 

pares de indivíduos (dissimilaridade) foram estimadas por meio do programa Genes (CRUZ, 

2006) usando a distância binária de Sokal (1962). A partir da matriz de dissimilaridade foi 

gerado o dendrograma usando o método de agrupamento de Ward.D2 (1963). Para o corte no 
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dendrograma, foi adotado o critério proposto por Mojena (1977), o qual se baseia no tamanho 

relativo dos níveis de fusões (distâncias) no dendrograma. Os acessos também foram agrupados 

um o método de otimização de Tocher (RAO, 1952) a partir da matriz de dissimilaridade.  

 

5. Resultados e discussão 

O protocolo de extração de DNA proposto por Doyle E Doyle foi eficiente quanto 

utilizado tecidos de raiz, apenas quatro acessos (PU-2, PU-4, PU-12 e PU-17) não apresentaram 

DNA. 

 

Figura 3- Perfil eletroforético de DNA genômico em gel de agarose dos 18 indivíduos de P. Umbraticola a partir 

de raízes. Somente os acessos 2, 4, 12 e 17 não foi possível extrair o DNA, neste ensaio. 

 As reações de PCR com os 14 marcadores RAPD gerou um total de 169 bandas 

amplificadas, com 44 locus polimórficos, e nenhum loco monomórfico, mostrando assim que 

os indivíduos analisados são 100% polimórficos e que os mesmos possuem grande diversidade 

genética. Os iniciadores mais polimórficos foram MEP 01, MEP 02, MEP 03, MEP 05 e MEP 

06, os quais amplificaram um maior número de bandas, respectivamente 18, 20, 17, 18 e 50 

bandas (Figura 5), enquanto os MEP 04, MEP 07, MEP 08, MEP 10, MEP 12, MEP 13 E MEP 

14, apresentaram menores amplificações, sendo as seguintes 7, 13, 13, 2, 4, 6 e 1 bandas, e para 

o MEP 9 e MEP 11, não houve amplificações (Tabela 2). 

 Alam, et al. (2015) ao avaliar a diversidade genética de Portulaca oleracea usando 

marcador ISSR identificou um alto grau de polimorfismo nos indivíduos estudados, ou seja, 

97,6% de locus polimórficos, o que indica que tanto o marcador RAPD quanto o ISSR são 

eficazes para avaliar a diversidade genética do gênero Portulaca. 

 A diversidade genética encontrada no gênero Portulaca deve-se a fertilização cruzada 

realizada por inúmeros insetos e abelhas nativas, que são atraídas por suas flores delicadas, 

pequenas e coloridas (MAIA-SILVA, 2012).  
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Figura 4. Produtos de amplificação de RAPD gerados com o iniciador MEP 06 em 18 indivíduos de P.umbraticola. 

 

Tabela 2 - Iniciadores RAPD, número de bandas amplificadas, locus polimórficos e monomórficos e de 

polimorfismo em indivíduos da espécie Portulaca umbraticola. 

Iniciadores 
Nº de bandas 

amplificadas 

N° de locus 

polimórficos 

N° de locus 

monomórficos 

Polimorfismo 

(%) 

MEP 01 18 3 0 100 

MEP 02 20 5 0 100 

MEP 03 17 4 0 100 

MEP 04 7 3 0 100 

MEP 05 18 4 0 100 

MEP 06 50 8 0 100 

MEP 07 13 3 0 100 

MEP 08 13 5 0 100 

MEP 09 0 0 0 0 

MEP 10 2 1 0 100 

MEP 11 0 0 0 0 

MEP 12 4 3 0 100 

MEP 13 6 4 0 100 

MEP 14 1 1 0 100 

 

Os valores da matriz de dissimilaridade obtidos a partir da distância binária de Sokal 

encontram-se na tabela 3. A partir dessas distancias entre os 18 acessos foi construído o 

dendrograma usando a metodologia proposta por Ward.d2. Ao analisar as distâncias genéticas 

(dissimilaridade) entre os 18 acessos de P. umbraticola foi encontrado um índice de 0,7671, 

entre os indivíduos 12 e 16, sendo estes os mais dissimilares, e sugeridos como genitores, pois 

para a realização de cruzamentos e seleção deve-se indicar aqueles indivíduos que possuam 

maior divergência ou distância genética, pois assim, aumenta a probabilidade de se obter uma 

população divergente, com alto grau de variabilidade. Também é indicado que seja feita a coleta 
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de sementes desses acessos geneticamente distantes para armazenamento em banco de 

germoplasma, preservando assim maior diversidade genética. 

A variabilidade genética presente entre indivíduos da mesma espécie é crucial para 

programas de conservação e melhoramento, pois, se não houver variabilidade e interação com 

o ambiente, torna-se consideravelmente impossível obter genótipos diversificados através de 

melhoramento genético (BARBOSA-NETO E BERED, 1998), sendo assim, é primordial que 

se conheça a diversidade genética que há entre eles (Mendes, 2014). Segundo Mendes (2014), 

espécies que não apresentam diversidade genética suficiente, podem não ser capaz de responder 

a mudanças ambientais, competir com outras plantas, ou até mesmo ter uma defesa bem-

sucedida contra pragas e predadores. 
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Tabela 3. Matriz de dissimilaridades genéticas entre 18 indivíduos de P. umbraticola usando a distância binária de Sokal. 

Acessos PU- 01 PU - 02 PU - 03 PU - 04 PU - 05 PU - 06 PU - 07 PU - 08 PU - 09 PU - 10 PU - 11 PU - 12 PU - 13 PU - 14 PU - 15 PU - 16 PU - 17 PU - 18 

PU - 01 0,0000                  
PU - 02 0,4423 0,0000                 
PU - 03 0,5710 0,4663 0,0000                
PU - 04 0,4423 0,5108 0,6255 0,0000               
PU - 05 0,4170 0,4890 0,6427 0,2554 0,0000              
PU - 06 0,5898 0,5316 0,5710 0,5710 0,5898 0,0000             
PU - 07 0,4890 0,4170 0,4170 0,4663 0,4890 0,4890 0,0000            
PU - 08 0,4663 0,4890 0,5710 0,3901 0,4170 0,5108 0,3901 0,0000           
PU - 09 0,4423 0,5108 0,6255 0,2085 0,1474 0,5710 0,4663 0,3901 0,0000          
PU - 10 0,4890 0,4663 0,5108 0,5517 0,4890 0,6079 0,5108 0,5710 0,5108 0,0000         
PU - 11 0,5108 0,4423 0,5710 0,5316 0,5517 0,5898 0,5316 0,5108 0,5710 0,5316 0,0000        
PU - 12 0,5108 0,5316 0,6079 0,3297 0,3612 0,5898 0,4423 0,4170 0,3297 0,5316 0,5108 0,0000       
PU - 13 0,3297 0,4170 0,5898 0,3612 0,3297 0,6079 0,5108 0,4423 0,3612 0,4170 0,4423 0,4890 0,0000      
PU - 14 0,4663 0,4890 0,6079 0,4423 0,3612 0,5517 0,4423 0,4170 0,3901 0,4890 0,5517 0,5108 0,3901 0,0000     
PU - 15 0,4170 0,4890 0,6427 0,2554 0,0000 0,5898 0,4890 0,4170 0,1474 0,4890 0,5517 0,3612 0,3297 0,3612 0,0000    
PU - 16 0,6757 0,6255 0,5517 0,7223 0,7372 0,6757 0,6916 0,7071 0,7518 0,6594 0,6079 0,7661 0,6594 0,6757 0,7372 0,0000   
PU - 17 0,6255 0,6427 0,6427 0,6757 0,6594 0,7223 0,7071 0,7223 0,6757 0,5710 0,6916 0,7223 0,5710 0,6255 0,6594 0,4890 0,0000  
PU - 18 0,4423 0,4663 0,6255 0,4170 0,3297 0,6079 0,5108 0,4423 0,3612 0,5108 0,5710 0,4890 0,3612 0,3297 0,3297 0,7223 0,6427 0,0000 
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A análise de agrupamento feita a partir do método Ward.d2 tendo como base a distância 

genética binária de Sokal, possibilitou a formação de 3 grupos para os 18 indivíduos de P. 

umbraticola, sendo o ponto de corte (1,164) realizado segundo os critérios propostos por 

Mojena (1977). 

O grupo I incluiu 13 dos 18 acessos: 1 (PU-01), 2 (PU-02), 3 (PU-03), 6 (PU-06), 7 

(PU-07), 8 (PU-08), 10 (PU-10), 11 (PU-11), 13 (PU-13), 14 (PU-14), 16 (PU-16), 17 (PU-17) 

e 18 (PU-18). O grupo II englobou 3 acessos, o 4 (PU-04), 9 (PU-09) e 12 (PU-12), o grupo III 

englobou 2 acessos, o 5 (PU-05) e o 15 (PU-15). O grupo I incluiu 72,22% do total de 

indivíduos, mas, apesar de serem mais similares, ainda possuem grande diversidade genética 

entre eles. 

Com base no dendrograma é possível sugerir para genitores os acessos 14 e 15, para 

cruzamentos entre os acessos mais dissimilares geneticamente, e produzir populações 

segregantes. Heiden (2006) destaca a importância de se investir em plantas nativas com 

potencial ornamental, uma vez que sua disponibilização para a comercialização representam 

um diferencial em um mercado altamente competitivo. 
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Figura 5.  Dendrograma construído por meio do método WARD. D2, com base na matriz de dissimilaridade 

genética entre indivíduos de P. umbraticola a partir de 14 iniciadores RAPD. 

 

Na tabela 4 pode-se observar que o agrupamento pelo método de otimização de Tocher (1952), 

a partir da matriz de dissimilaridade permitiu a formação de 6 grupos distintos, este método 

agrupa os indivíduos com base no critério de que as distâncias dentro do grupo sejam menores 

que entre os grupos (CRUZ & REGAZZI, 2001). Sendo assim, este agrupamento é uma valiosa 

informação para se escolher genitores distantes para formação de novas cultivares. O grupo I, 

também inclui o maior número de acessos, 12 dos 18 acessos (1, 2, 4, 5, 8, 9, 12, 13, 14, 15 e 

18), enquanto que o grupo II reuniu apenas os acessos 16 e 17. Os grupos III, IV, V e VI, foram 

constituídos de um único acesso, respectivamente, 3, 10, 11 e 6.  

 

 

 

GRUPO I GRUPO II GRUPO III 
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Tabela 4. Agrupamento dos 18 acessos de P. Umbraticola baseado no método de otimização de Tocher. 

Grupo Acessos 

I 5, 15, 9, 4, 12, 13, 18, 14, 8, 1, 7, 2 

II 16,17 

III 3 

IV 10 

V 11 

VI 6 
  

O coeficiente de correlação cofenética (CCC) (Tabela 5) obtido a partir da matriz de 

dissimilaridade e a matriz de agrupamento, obteve um número significativo (r=86%) 

evidenciando desta forma a consistência da integridade dos agrupamentos formados. Vaz Patto 

et al. (2004) afirmam que quando o r>0,56 ele é considerado ideal e, consequentemente, indica 

haver uma ótima concordância entre a matriz de dissimilaridade e a de agrupamento. 

Tabela 5. Correlação cofenética baseado nos dados moleculares (RAPD) avaliados de 18 

acessos. 

Estatística Valor 

Correlação cofenética (CCC) 0.8606 

Graus de liberdade 151 

Valor de t 20.7689 

Probabilidade 0.0** 

  

 

6. Conclusão 

O marcador RAPD foi eficiente em avaliar a diversidade genética na população de 

Portulaca umbraticola, permitindo discriminar os acessos, e evidenciando que há variabilidade 

genética.  

Os acessos 12 e 16, podem ser sugeridos como potenciais genitores em um programa de 

melhoramento da espécie, por serem os mais distantes geneticamente.  
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