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Resumo 

 

A PROPOSTA DO PRESENTE ESTUDO FOI VERIFICAR A EXISTÊNCIA DE ALTERAÇÕES OCORRIDAS 

NAS MOLÉCULAS DE DNA DE INDIVÍDUOS DO CACTO CEREUS PERUVIANUS REGENERADOS DE 

CULTURA DE TECIDO IN VITRO E DE INDIVÍDUOS DESCENDENTES DOS REGENERANTES (RF1). 

MAIOR OU MENOR PROPORÇÃO DE ALTERAÇÕES NA MOLÉCULA DE DNA (PROPORÇÃO DE 

SEQÜÊNCIAS DE DNA ALTERADAS, DECORRENTES DE MUTAÇÕES E/OU RECOMBINAÇÕES) 

PODE CONTRIBUIR PARA DETERMINAR MORFOLOGIAS ATÍPICAS DOS CAULES DOS 

SOMACLONES DE C. PERUVIANUS, E PARA ESTIMAR A BASE GENÉTICA DA ESPÉCIE. EM RAZÃO 

DO GENOMA DE CEREUS SER AINDA DESCONHECIDO, PARA INVESTIGAR A PRESENTE 

PROPOSTA, SEQÜÊNCIAS ALEATÓRIAS DE DNA FORAM AMPLIFICADAS NUMA REAÇÃO EM 

CADEIA, PELA ENZIMA TAQ POLIMERASE E CARACTERIZADAS POR PCR (POLYMERASE CHAIN 

REACTION), QUE É CAPAZ DE DETECTAR POLIMORFISMO EM REGIÕES CODIFICADORAS E NÃO 

CODIFICADORAS DA MOLÉCULA DE DNA. DEPENDENDO DA SEQÜÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS 

UTILIZADA COMO PRIMERS, AS SEQÜÊNCIAS ALEATÓRIAS (AP-PCR: ARBITRARILY PRIMER-

PCR) PODEM SER AMPLIFICADAS EM DIFERENTES INDIVÍDUOS, CONSTITUINDO-SE, PORTANTO, 

COMO UMA “ IMPRESSÃO DIGITAL”  DOS GENOMAS INDIVIDUAIS (DNA FINGERPRINTING), DOS 

SOMACLONES E DOS DESCENDENTES RF1 DE C. PERUVIANUS. 

PALAVRAS -CHAVE : RAPD, MANDACARU, CACTO, VARIAÇÃO SOMACLONAL, DIVERSIDADE 

GENÉTICA 
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Introdução 

 

Cereus peruvianus é uma espécie de cacto popularmente conhecida no Brasil como 

mandacaru. A espécie é cultivada em jardins, apresenta interesses econômico e industrial e 

vem sendo recentemente domesticada na região de Israel (Nerd et al., 1993; Weiss et al., 

1994; Mizrahi e Nerd, 1999), onde é caracterizada como fruit crop, e plantada 

comercialmente ainda em pequena escala. Esta espécie produz alcalóides aminas (Vries et 

al., 1971; Oliveira e Machado, 2003; Rocha et al., 2005), ésteres de cera com potencial de 

aplicação como barreira impermeável (Dembitsky e Rezanka, 1996; Rezanka e Dembitsky, 

1998), e uma goma viscosa com diversas aplicações industriais (Alvarez et al., 1992; 1995; 

Nozaki et al., 1993; Barros e Nozaki, 2002; Machado et al., 2004). A origem desta espécie 

ainda não está esclarecida, mas alguns autores acreditam ser originária no Brasil (Mizrahi e 

Nerd, 1999). 

A morfologia dos caules nas cactáceas pode ser considerada uma característica 

marcante, sendo usada há mais de 4 décadas para discriminar gêneros e espécies de cactos 

(Britton e Rose, 1963; Altesor e Ezcurra, 2003). O gênero Cereus, por exemplo, é descrito 

como constituído por caule do tipo colunar com um número e disposição de costelas 

longitudinais variáveis, onde estão inseridos os botões axilares contendo espinhos (folhas 

modificadas) conhecidos como aréolas (Britton e Rose, 1963). A presença de aréolas é 

uma característica da família Cactaceae e a organização destas estruturas nos caules parece 

estar fortemente ligada à distribuição dos feixes vasculares (Gibson e Nobel, 1986; 

Mauseth, 1988). 

O número de costelas e a disposição das aréolas, bem como o tamanho e a cor dos 

espinhos, são algumas das características usadas para identificar espécies do gênero Cereus 

(Britton e Rose, 1963). Em populações naturais de Cereus, indivíduos com 7-8 costelas 

longitudinais regulares, cujas aréolas mostram disposição linear, são características da 

espécie C. alocriportanus; espinhos longos de cor preta ou castanha são descritos para C. 

forbesii, e espinhos curtos estão presentes em C. validus. Caules com costelas em espiral 

são características da variedade ‘tortuosus’ de C. peruvianus; caules com costelas 

quebradas formando sulcos regulares, contendo uma aréola por costela, são características 

descritas para a variedade ‘knobyy’, e caules com costelas formando sulcos irregulares e 

número variável de aréolas por costela são descritos como características da variedade ou 

forma ‘monstrosus’. Esta última variedade também tem sido designada como C. 

monstrosus ou C. monstruosus, e ainda como a variedade C. monstrosus minor (Britton e 
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Rose, 1963). Deste modo, a cultura de tecidos de calos da espécie classificada como C. 

peruvianus parece ter gerado subespécies, ou plantas que mostram peculiaridades de 

diferentes espécies de Cereus. 

Entretanto, em indivíduos de C. peruvianus regenerados a partir de tecidos de calos, 

foram detectados diferentes tipos morfológicos de caules (Mangolin et al., 1997). Enquanto 

os indivíduos de C. peruvianus, obtidos a partir de sementes germinadas, têm o caule 

formado por 4-5 costelas longitudinais e aréolas dispostas de forma linear, os somaclones 

regenerados in vitro apresentam o número de costelas e a disposição de aréolas 

característicos de subespécies ou outras espécies do gênero (Mangolin et al., 1997; 

Machado et al., 2000). O número de costelas nos somaclones variou de 4 a 9, com aréolas 

apresentando disposição linear. Indivíduos apresentando caules com costelas em espiral, ou 

costelas quebradas, formando sulcos regulares e irregulares com número variável de 

aréolas, também foram freqüentes dentre os somaclones de C. peruvianus.  

Esse tipo de variação observada dentre as plantas regeneradas in vitro, definida 

como variação somaclonal (Larkin e Scowcroft, 1981), tem sido descrita em muitas 

espécies vegetais utilizando diferentes marcadores morfológicos, citológicos, e 

moleculares (Bajaj, 1990; Deverno, 1995; Isabel et al., 1996; Roth et al., 1997; Fourré et 

al., 1997). Na cultura de calos de C. peruvianus, devem ter ocorrido alterações no controle 

da expansão e no plano de divisão das células, eventos estes que, de acordo com Bolwell 

(1993), são tidos como responsáveis pela forma e direcionamento das células vegetais, e 

conseqüentemente, pela forma definitiva das plantas. A regulação de tais eventos pode ser 

gerenciada pelo DNA, ou pode ser conduzida in vitro por fatores tais como efeito de 

reguladores de crescimento, usados para promover processos de desdiferenciação e 

diferenciação celulares. 

Assim, a proposta do presente estudo foi verificar quais alterações, ocorridas na 

molécula de DNA, possam estar associadas às alterações morfológicas geradas in vitro. 

Maior ou menor proporção de alterações na molécula de DNA (proporção de seqüências de 

DNA alteradas decorrentes de mutações e/ou recombinações) pode contribuir para alterar a 

forma de indivíduos de C. peruvianus, de modo que os somaclones, bem como certa 

proporção de indivíduos da geração F1 dos somaclones, expressaram uma morfologia 

característica de outras espécies do gênero encontradas sob condições naturais. Em razão 

do genoma de Cereus ser ainda desconhecido, para investigar a presente proposta, 

seqüências aleatórias de DNA foram amplificadas, numa reação em cadeia pela enzima 

Taq polimerase, caracterizada por PCR (Polymerase Chain Reaction), a qual é capaz de 
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detectar polimorfismo em regiões codificadoras e não codificadoras de moléculas de DNA 

(William et al., 1990; Welsh e McClelland, 1990). Dependendo da seqüência de 

nucleotídeos utilizada como primers, as seqüências aleatórias (AP-PCR: Arbitrarily 

Primer-PCR), podem ser amplificadas em diferentes indivíduos (Sobral e Honeycutt, 

1994), constituindo-se, portanto, como uma “impressão digital” dos genomas individuais 

(DNA fingerprinting). 
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Revisão de Literatura 

 

1. Cultura de calos de Cereus peruvianus 

 

A crescente utilização de caules de C. peruvianus como fonte de produtos de 

interesse industrial e econômico (Whistter, 1963; Mark, 1979; Martindale, 1979; Turbak, 

1979; Rodrigues, 1984; Scheinvar, 1985; Alvarez et al., 1992, 1995; Nozaki et al., 1993), 

estimulou o desenvolvimento da técnica de cultura de tecidos de calos para a produção de 

plantas em larga escala, pelo Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade 

Estadual de Maringá (Maringá, PR). A despeito das implicações da instabilidade genética 

em culturas de tecidos de calos consideradas por D'Amato (1980), Withers (1980), 

discutidas por Larkin e Scowcroft (1981), e revisadas por Meins (1986) e Hussey (1986), 

as dificuldades encontradas para obter plântulas in vitro de algumas espécies, como as de 

C. peruvianus, tornou a cultura de tecidos de calos inevitável e usual. A cultura de calos 

tem sido considerada por alguns pesquisadores como adequada para obtenção de plântulas 

(Doods, 1991), uma vez que um pequeno pedaço de tecido de calo pode ser multiplicado 

para produzir uma quantidade desejável de células, as quais podem ser induzidas a 

regenerar o número teoricamente desejado de plantas. 

Como o número de plântulas de C. peruvianus, obtidas a partir de sementes 

germinadas in vitro foi baixo, e a cultura de botões axilares (aréolas) extraídos de plantas 

adultas resultou numa alta taxa de contaminação, as plantas foram obtidas a partir de 

cultura de calos, originados de caules de plântulas, induzidos e mantidos em diferentes 

condições de cultivo (Oliveira et al., 1995). A obtenção de plantas de C. peruvianus a 

partir de meristemas axilares (aréolas) cultivados in vitro, só foi possível posteriormente, 

usando como explantes plantas regeneradas de calos, mantidas em condições assépticas 

(Machado e Prioli, 1996). 

Os tecidos de calos, que regeneraram plântulas de C. peruvianus, foram cultivados 

em meio de cultura contendo diferentes combinações dos reguladores de crescimento ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (KIN), e para conferir as possíveis variações 

geradas em cultura, paralelamente foram adequadas técnicas para a análise de isozimas dos 

tecidos manipulados em cultura. As isozimas evidenciaram alterações na expressão gênica, 

decorrentes dos processos de desdiferenciação/diferenciação celulares e/ou de ação dos 

reguladores de crescimento, 2,4-D e cinetina, usados no cultivo de tecidos de C. 

peruvianus. Das várias isozimas, que foram induzidas por ocasião da formação dos tecidos 
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de calos, isozimas malato desidrogenase glioxissomal (gMDH) estavam preferencialmente 

ausentes nos calos cultivados em meio contendo a combinação 4,0 mg/L de 2,4-D e 4,0 

mg/L de KIN (Mangolin et al., 1994a), e nas plantas recentemente regeneradas de C. 

peruvianus neste meio (Machado et al., 1993); fenótipos eletroforéticos das isozimas 

álcool desidrogenase (ADH) foram relacionados com a mais alta proporção de KIN/2,4-D 

no meio de cultivo dos calos, e relacionados, portanto, com a capacidade de regeneração de 

plantas (Mangolin et al., 1994b). Isozimas ADH-1 e mMDH-1 (mitocondrial) foram ainda 

relacionadas com condições de estresse de temperatura e de cortes nos tecidos necessários 

para proceder a multiplicação dos calos (Torquato et al., 1995). Quando subcultivados em 

temperatura mais alta, e em meio de cultura contendo altas e baixas concentrações de 

diferentes tipos de fontes de carbono, as variações nos fenótipos eletroforéticos das 

isozimas ADH, MDH, sorbitol desidrogenase (SDH) e peroxidases (PER) foram 

concordantes com as previamente descritas, e também justificadas como devido a 

condições de estresse (Jorge, 1995; Jorge et al., 1997). Isto porque o desenvolvimento dos 

tecidos nas referidas condições foi visivelmente retardado, quando comparado com o 

desenvolvimento apresentado pelos calos mantidos nas condições originais, os quais 

vinham sendo mantidos por 4 anos. 

O número de isozimas induzidas nos tecidos de calos de C. peruvianus foi 

dependente do sistema enzimático considerado, e somente uma pequena proporção 

(10,6%) de plantas recentemente regeneradas, com até 12 meses de idade, apresentaram 

todas as 23 isozimas que foram induzidas nos tecidos de calos (Prioli et al., 1995). 

Nenhuma das 123 plantas, regeneradas e analisadas naquela ocasião, apresentou todas as 

seis isozimas fosfatase ácida (ACP), esterase (EST) e PER, ou as duas isozimas MDH que 

foram induzidas nos calos. Somente cinco e oito plantas regeneradas mostraram as duas 

isozimas ADH e uma isozima isocitrato desidrogenase (IDH), respectivamente, que foram 

induzidas nos tecidos de calos. Estas observações conduziram à proposição de uma 

expressão transitória para algumas das isozimas induzidas nos tecidos de calos cultivados 
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2. Polimorfismo de Seqüências de DNA em Plantas 
 

O estudo de seqüências de DNA amplificadas numa reação em cadeia (PCR), 

usando oligonucleotídios arbitrários (William et al., 1990; Welsh e McClelland, 1990), 

caracterizado como RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), ou usando 

seqüências de DNA conhecidas como rDNA (Karvonen e Savolainen, 1992), minissatélites 

(Nybom et al., 1990) e microssatélites (Varshney et al., 1998; Gupta e Varshney, 2000), 

caracterizando o DNA fingerprinting, têm detectado uma alta variabilidade quando são 

comparados os genomas de indivíduos de uma mesma espécie (Bousquet et al., 1990; 

D'Ovidio et al., 1990; Klein-Lankhorst et al., 1991; Quiros et al., 1991; Wilde et al., 1992; 

Nybom, 1993; Hamann et al., 1995). 

A técnica do DNA fingerprinting foi usada para discriminar espécies de Rubus 

crescendo em um mesmo habitat e de suposta propagação vegetativa (Nybom e Schaal, 

1990), e permitiu a caracterização de polimorfismos em espécies selvagens e de diferentes 

cultivares de Beta vulgares (Schimidt et al., 1991; 1993). O emprego de PCR através de 

marcadores RAPD em espécies de café, ou SSR (simple sequence repeats) em genótipos 

de batata, salientou que as medidas baseadas no uso de PCR facilitam a avaliação e a 

utilização dos recursos genéticos de plantas (Powell et al., 1995). 

Resultados positivos foram obtidos com o emprego de marcadores de RAPD para 

comparar clones de Theobroma (Wilde et al., 1992; Russell et al., 1993), para discriminar 

cultivares de Rubus (Graham et al., 1994) e para avaliar polimorfismos genéticos em Pinus 

leucodermus (Morgante et al., 1992), Picea abies (Skov e Wellendorf, 1992), Quercus spp. 

(Moreau et al., 1992), e em clones de Picea sitchensis (Van De Ven e McNicol, 1995). O 

estudo da estrutura genética de populações da espécie Picea abies, através de marcadores 

de RAPD, permitiu tecer considerações sobre as forças seletivas envolvidas nos processos 

microevolutivos (Bucci e Menozzi, 1995). 

Polimorfismos, usando RAPD, foram também caracterizados em espécies selvagens 

e em cultivares de Oryza (Yi et al., 1995; Virk et al., 1995), e em cultivares e espécies de 

Musa (Howell et al., 1994). Variedades de Hordeum vulgare foram discriminadas e, foi 

determinada a distância genética entre elas pelo método RAPD (Sivolap e Kalendar, 1995). 

Este método foi aplicado para discriminar com eficiência 38 clones comerciais de Camellia 

sinensis, que não puderam ser distinguidos com base em caracteres morfológicos e 

fenotípicos (Wachira et al., 1995). Em exemplares selvagens da espécie Grevillea 

scapigera, o RAPD foi usado para investigar as variabilidades inter e intra-específicas, e 



 13 

para agrupar as plantas com variabilidade genética alta para serem usadas em programas de 

melhoramento (Rossetto et al., 1995). A variabilidade entre seis espécies de Medicago, e 

entre vários acessos dessas espécies, pode ser medida usando marcadores de RAPD 

(Brummer et al., 1995). 

Marcadores de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e RAPD foram 

usados em paralelo para determinar a similaridade genética entre 4 espécies de Glycyrrhiza 

(Yamazaki et al., 1994), e na investigação de variabilidade intra-específica de 4 cultivares 

de Capsicum. Os dendogramas obtidos foram similares (Prince et al., 1995). 

As técnicas de cpSSR (simple sequence repeats of chloroplast) e AFLP (Amplified 

Fragment Length Poymorfism) foram usadas para caracterização de espécies de Opuntia e 

para estudar a relação entre diferentes espécies de cactos (Labra et al., 2003). Os resultados 

mostraram que há relação genética entre diferentes espécies de Opuntia, e similaridade 

genética entre espécies das séries 20 e 21 (Britton e Rose, 1919) e uma constituição 

genética comum entre O. ficus-indica e O. megacantha, sugerindo que O. ficus-indica 

poderia ser considerada uma forma domesticada de O. megacantha (Labra et al., 2003). 

Estudos empregando isozimas e RAPD em genótipos da espécie Ficus carica 

revelaram maior proporção de heterozigotos, sendo que para alguns loci de isozimas 

observou-se uma redução de variabilidade genética. De acordo com Chessa e Nieddu 

(2005), o índice de similaridade calculado para dados obtidos com RAPD indicou redução 

de variabilidade genética, quando comparada à variabilidade fenotípica estudada por 

Nieddu et al. (2000). 

O marcador RAPD foi recentemente utilizado para avaliar a importância da 

reprodução sexuada e propagação clonal em Stenocereus eruca, uma outra espécie de 

cacto. A diversidade genotípica observada (0,987) foi alta, maior do que a observada em 

cactáceas que somente se reproduzem de forma clonal, sugerindo que a propagação clonal 

não é o principal mecanismo de reprodução em S. eruca (Clark-Tapia et al., 2005). 

Dez marcadores microssatélites foram desenvolvidos para o cacto colunar Polaskia 

chichipe do México central. Sete destes apresentaram polimorfismo, com número de alelos 

variando de dois a oito. Estes loci poderão ser úteis em estudos evolutivos, tais como fluxo 

gênico, e em programas de melhoramento (Otero-Arnaiz et al., 2004). Estudo para 

investigar o efeito da seleção artificial para obtenção de frutos comestíveis de P. chichipe 

foi realizado em populações simpátridas cultivadas, selvagens e manejadas 

silviculturalmente. A variação genética total nas diferentes populações foi estimada com 

cinco microssatélites (Otero-Arnaiz et al., 2005). 
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Gutman et al. (2001), utilizando RAPD, avaliaram a variabilidade genética de 

Cereus peruvianus. Neste trabalho foram estudados vinte e nove genótipos desta cactácea, 

provenientes da Califórnia, Brasil, Israel e México. Os resultados mostraram que a 

variabilidade genética foi baixa. Como os frutos de C. peruvianus são amplamente 

consumidos na Europa e Israel possuindo, portanto, alto valor de mercado, há um estímulo 

para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético que visem melhorar a 

qualidade destes (Gutman et al. 2001). Os autores destacam que uma forma de contribuir 

com os programas de melhoramento genético de C. peruvianus é a introdução de 

germoplasmas adicionais para ampliar a variabilidade genética da espécie. Estudos 

realizados por Mangolin et al. (2002), onde o marcador de RAPD foi utilizado para avaliar 

tecidos de calos usados para regenerar plantas de C. peruvianus, indicaram que o cultivo 

destes tecidos in vitro induziu variabilidade genética. 
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Objetivos 

 

1. Investigar a existência de polimorfismo de fragmentos aleatórios de DNA amplificados 

em caules de plantas de Cereus peruvianus regeneradas in vitro (somaclones) que 

apresentam morfologias típicas e atípicas, no sentido de detectar variação no genoma das 

mesmas, determinada pela cultura de tecidos; 

 

2. Investigar a existência de polimorfismo de fragmentos aleatórios de DNA amplificados 

em caules de descendentes F1 de plantas regeneradas de C. peruvianus (RF1), e em plantas 

obtidas a partir de sementes de somaclones (S) de C. peruvianus que apresentam 

morfologias típicas e atípicas, no sentido de detectar variação no genoma das plantas, 

determinadas pela cultura de tecidos, assim como examinar a relação entre os descendentes 

F1 de somaclones de C. peruvianus. 
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RESUMO 

 
A proposta do presente estudo foi investigar a existência de polimorfismo de 

fragmentos aleatórios de DNA amplificados em caules de somaclones que apresentam 

morfologias típicas e atípicas, no sentido de detectar variações no genoma das plantas, 

determinadas pela cultura de tecidos. Os 16 primers geraram 249 fragmentos 

reproduzíveis, dos quais 155 foram polimórficos para plantas somaclones e 106 para 

plantas de acessos. A similaridade entre as plantas dos acessos e entre os somaclones 

variou de 76,7 a 86,8% e de 70,2 a 93,7%, respectivamente. O dendrograma obtido 

mostrou que as plantas de somaclones formaram dois grandes grupos, enquanto as plantas 

dos acessos foram organizadas num grupo separado, refletindo a variabilidade genética 

gerada na cultura in vitro para obter as plantas de C. peruvianus. Os somaclones de C. 

peruvianus regenerados apresentaram uma base genética maior (de 70,2 a 93,7%) do que a 

verificada nas plantas dos acessos, em conseqüência da variação gerada no cultivo in vitro 

(17,67%). Este é um aspecto positivo para a espécie, pois os somaclones representam um 

material promissor para compor programas de melhoramento genético. 

 

Palavras-chave: RAPD, mandacaru, cacto, variação somaclonal. 

 
INTRODUÇÃO  

 
Historicamente, desde a década de 1970, a cultura de tecidos vegetais tem sido 

considerada uma técnica promissora para multiplicar genótipos de interesse. Por outro 

lado, as análises de plantas multiplicadas in vitro têm revelado a existência de 

polimorfismos, caracterizados como variações somaclonais por Larkin e Scowcroft (1981), 

as quais podem comprometer a estabilidade genética dos clones ou somaclones produzidos 

no cultivo in vitro. Variações na morfologia de tecidos, variações cromossômicas, 

bioquímicas e moleculares têm sido evidenciadas em várias espécies de plantas (Joyce et 

al., 2003). 

A multiplicação in vitro de plantas de Cereus peruvianus, regeneradas a partir de 

cultura de calos (Oliveira et al., 1995), identificou variantes somaclonais com morfologias 

de caules típicos, característicos de plantas encontradas em acessos na natureza; e com 

morfologias atípicas, que simulam os fenótipos de caules descritos para variedades ou 

outras espécies do gênero (Britton e Rose, 1963; Mangolin et al., 1997; Altesor e Ezcurra, 
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2003). A cultura de tecidos de calos de C. peruvianus parece gerar, portanto, subespécies 

ou plantas mostrando peculiaridades de diferentes espécies de Cereus (Britton e Rose, 

1963). 

Na cultura de tecidos dos calos de C. peruvianus deve ter ocorrido alterações no 

controle da expansão e no plano de divisão das células, eventos estes que de acordo com 

Bolwell (1993), são tidos como responsáveis pela forma e direcionamento das células 

vegetais, e conseqüentemente, pela forma definitiva das plantas. A regulação de tais 

eventos pode ser gerenciada pelo DNA, ou pode ser conduzida in vitro por fatores 

diversos, tais como efeito de nutrientes do meio de cultura, de reguladores de crescimento, 

condições de manutenção da cultura, dentre outros, usados para promover os eventos de 

desdiferenciação e diferenciação celulares.  

Mutações induzidas in vitro ou alterações na expressão de genes podem ter 

determinados a morfogênese diferencial dos caules de C. peruvianus regenerados. Assim a 

proposta do presente estudo foi investigar a existência de polimorfismo de fragmentos 

aleatórios de DNA amplificados em caules de somaclones que apresentam morfologias 

típicas e atípicas, no sentido de detectar variação no genoma de indivíduos determinada 

pela cultura de tecidos. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

As plantas de C. peruvianus, originadas de acessos, encontram-se sob cultivo no 

Horto de Plantas Medicinais da Universidade Estadual de Maringá (Maringá, PR), e as 

plantas regeneradas in vitro, os somaclones, são cultivados no Jardim Experimental 

Didático da mesma Universidade. 

O DNA genômico foi extraído de fragmentos de caule de C. peruvianus de 48 

indivíduos somaclones adultos e de 9 indivíduos adultos, coletados em diferentes acessos. 

Para extração do DNA foi utilizado o protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999), 

com modificações referentes à concentração de NaCl, incubação com RNAse e etapa 

adicional de purificação com clorofórmio:isoamílico (24:1) (Tabela 1). A quantificação do 

DNA extraído foi feita por análise em gel de agarose 0,8% com tampão TAE 1X (Tris, 

Acetato de Sódio, EDTA, pH 8,0 - Hoisington et al., 1994), usando soluções de DNA 

padrão (Fago λ) de concentrações gradativas e conhecidas. 

As reações de amplificação para os ensaios de RAPD foram feitas em 

termociclador Techne, TC-512, conforme o protocolo original descrito por William et al. 
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(1990), com pequenas modificações. As reações foram realizadas em câmera asséptica, em 

um volume final de 20µL contendo 25ng de DNA genômico, 0,3µmol/L de primers 

(Operon Technologies Inc), 10mmol/L Tris-HCl, pH 8,8, 2,5mmol/L de MgCl2, 

0,1mmol/L de cada dNTP e 1 unidade de Taq-DNA polimerase (Invitrogen). 

A desnaturação do DNA foi feita a 96°C por 5 min. Esta etapa foi seguida por 45 

ciclos de amplificação (94°C: 45 seg.; 35°C: 1 min.; 72°C: 1 min. 30 seg.). Após os 45 

ciclos foi realizada uma extensão de 7 min a 72°C. 

Os produtos das amplificações foram separados em gel de agarose 1,7% em 

tampão TBE 0,5X (89mmol/L Tris, 89mmol/L Ácido Bórico e 2mmol/L EDTA). Os 

géis foram corados com brometo de etídio (0,5µg/mL) e fotografados. O marcador de 

peso molecular utilizado nos géis foi DNA Ladder 1Kb (Invitrogen). 

Os fragmentos foram analisados comparando os perfis RAPD de cada indivíduo 

em termos de presença ou ausência de cada fragmento de DNA. A similaridade dos 

indivíduos foi calculada pelo coeficiente de Jaccard, enquanto a análise do agrupamento 

UPGMA foi realizada com o software NTSYS-pc (Rohlf 1989). 
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Tabela 1 - Protocolo utilizado para extração de DNA de tecidos de caules 
de Cereus peruvianus. 

 ALJANABI et al. (1999) 
TECIDO DE CAULE 300 mg 

REAGENTES DE EXTRAÇÃO  
Tris-HCl 200mmol/L pH 8,0 
EDTA 50mmol/L pH 8,0 
NaCl 5mol/L 
CTAB 2% 

Sulfito de Sódio 0,06% 

CTAB 20% 

N-Lauril Sarcosina 5% 

PVP-40 10% 

REAGENTES DE PURIFICAÇÃO  
Fenol:Clorofórmio:Álcool 

Isoamílico 1 volume 

RNAse A (10 mg/mL) 0,1ng/µL 

Clorofórmio:Álcool Isoamílico 
(24:1) 1 volume 

REAGENTES DE PRECIPITAÇÃO  
Isopropanol gelado 0,6 volume 

NaCl 5 mol/L 0,06 volume 

LAVAGEM DO PRECIPITADO  

Álcool 70% (2X) 500µL 

 
 

Resultados e Discussão 

 

O método descrito por Aljanabi et al. (1999), com as modificações relacionadas na 

Tabela 1, mostrou-se mais adequado para extrair DNA de caule de C. peruvianus. A 

quantidade de DNA genômico variou de 12 a 100ng/µL por amostra.  

Dos 61 primers testados, 16 (OPA-02, OPA-04, OPA-09, OPA-13, OPA-20, OPB-

01, OPB-07, OPC-06, OPF-09, OPL-11, OPM-02, OPM-07, OPM-10, OPP-02, OPP-07, 

OPP-09) produziram fragmentos amplificados de DNA; após um teste inicial utilizando 

um indivíduo somaclone e um indivíduo de acesso, somente 16 primers foram usados para 

fingerprint RAPD (Tabela 2). Os 16 primers produziram padrões reproduzíveis para todas 
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as bandas registradas e foram empregadas para todos os indivíduos (48 indivíduos 

somaclones e 9 indivíduos de acessos). Somente um mix foi preparado para cada primer, o 

qual foi usado para comparar simultaneamente as 57 amostras individuais de DNA, na 

mesma reação de amplificação.  

Tabela 2. Primers selecionados para análise populacional de C. peruvianus. 

Primers 
RAPD Descrição 

OPA-02 5'-TGCCGAGCTG-3' 

OPA-04 5'-AATCGGGCTG-3' 

OPA-09 5'-GGGTAACGCC-3' 

OPA-13 5'-CAGCACCCAC-3' 

OPA-20 5'-GTTGCGATCC-3' 

OPB-01 5'-GTTTCGCTCC-3' 

OPB-07 5'-GGTGACGCAG-3' 

OPC-06 5'-GAACGGACTC-3' 

OPF-09 5'-CCAAGCTTCC-3' 

OPL-11 5'-ACGATGAGCC-3' 

OPM-02 5'-ACAACGCCTC-3' 

OPM-07 5'-CCGTGACTCA-3' 

OPM-10 5'-TCTGGCGCAC-3' 

OPP-02 5'-TCGGCACGCA-3' 

OPP-07 5'-GTCCATGCCA-3' 

OPP-09 5'-GTGGTCCGCA-3' 
 

Os 16 primers geraram 249 fragmentos reproduzíveis (Tabela 3), dos 
quais 155 foram polimórficos para indivíduos somaclones e 106 para 
indivíduos de acessos. O número de bandas para cada primer variou de 7 
a 21, com uma média de 15,56 fragmentos por primer. O tamanho dos 
produtos amplificados variou de 300 a 5.500 bp. Os primers OPA-04, 
OPB-07 e OPM-02 geraram um maior número de fragmentos entre os 
primers testados, enquanto o primer OPB-07 mostrou uma maior 
capacidade para discriminar fragmentos polimórficos. 

O padrão de bandas polimórficas reflete a variabilidade genética 
(Figura 1) em plantas somaclones (62,24%) e de acessos (42,57%). A 
variabilidade genética entre plantas somaclones é grande, pois um grande 
número de bandas polimórficas foi detectado com apenas 16 primers, e 
maior quando comparado com o polimorfismo detectado nos acessos. 
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Estes resultados indicam que a cultura de tecidos de calos induziu 
variabilidade genética nas plantas regeneradas in vitro. 
 

Tabela 3. Polimorfismo obtido com primers selecionados para avaliação de 
somaclones e acessos de C. peruvianus.  

 
 

Fragmentos Polimórficos 

PRIMERS 
 

Total de 
Fragmentos  

Somaclones  Acessos  

OPA-02 
 16  13    9  

OPA-04  21  14  12  
OPA-09  12    6    3  
OPA-13  13    8    7  
OPA-20  12  11    8  
OPB-01  15    9    6  
OPB-07  21  13  14  
OPC-06  19  14  14  
OPF-09  14  10    5  
OPL-11  13    8    3  
OPM-02  21  15    4  
OPM-07    7    4    2  
OPM-10  14    7    5  
OPP-02  15    8    6  
OPP-07  16    1    2  
OPP-09  20  14    6  
Total  249  155  106  

    62,24%  42,57%  
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Figura 1. Fragmentos de DNA de somaclones (S) de Cereus peruvianus amplificados 

utilizando primers para RAPD. (A) Primer OPA-04, (B) OPA-09 e (C) OPM-

02. M é o marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb. As setas indicam 

fragmentos polimórficos amplificados com os diferentes primers. 

A similaridade entre os indivíduos dos acessos e entre os 
somaclones variou de 76,7 a 86,8% e de 70,2 a 93,7%, respectivamente. O 
dendrograma obtido (Figura 2) mostra que os somaclones formaram dois 
grandes grupos, enquanto os indivíduos de acessos foram organizados 
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num grupo separado, refletindo a variabilidade genética gerada na cultura 
in vitro para obter as plantas de C. peruvianus. 

A base genética estimada no presente estudo, para os indivíduos de acessos de C. 

peruvianus, está próxima daquela registrada por Gutman et al. (2001), que encontraram 

valores de 89 a 99% para a similaridade em clones desta espécie originários da Califórnia, 

usando o mesmo tipo de marcador molecular. Os referidos autores destacaram a base 

genética estreita da espécie, que tem limitado os programas de melhoramento genético no 

sentido de obter frutos com as características desejáveis pelos consumidores. Por outro 

lado, os somaclones de C. peruvianus regenerados apresentaram uma base genética maior 

(de 70,2 a 93,7%) do que a verificada nos indivíduos dos acessos, em conseqüência da 

variação gerada no cultivo in vitro (17,67%). Este é um aspecto positivo para a espécie, 

pois os somaclones representam um material promissor para compor programas de 

melhoramento genético.  

As características florais e reprodutivas dos somaclones têm mostrado que estas são 

análogas às reportadas para plantas de acessos (Ruvolo-Takasusuki et al., 2006), e a análise 

da formação de gametas nos somaclones também foi similar a de indivíduos de acessos 

(Silva et al., 2006). Estas recentes evidências são importantes e sustentam a hipótese de 

que os somaclones passam a ampliar a base genética da espécie. 

A distribuição dos somaclones S22, S26, S32, S35, S40, S45, S54, S55, S62, S66, e 

S69, as quais apresentam caules com morfologias atípicas (costelas formando sulcos 

irregulares), e dos somaclones S19, S33, S43, S47, S51, S53, S59 que apresentam caules 

com morfologia mista (costelas lineares e formando sulcos irregulares) no dendrograma 

(Figura 2), indica que o polimorfismo dos fragmentos aleatórios de DNA não está 

associado com a morfologia dos caules. O primer OPB-07 gerou um fragmento com 

aproximadamente 300 pb, característico de indivíduos de acessos, e o primer OPP-09 

revelou um fragmento de aproximadamente 570 pb presente somente em somaclones 

(Figura 3). Entretanto, nenhum dos primers permitiu discriminar somaclones com 

morfologia de caules típicos e atípicos. Isto é um indicativo de que as variações geradas in 

vitro que afetam os somaclones são aleatórias, podendo ocorrer em ambos os tipos de 

somaclones, apresentando caules típicos ou atípicos.  

Evidências de não associação entre variações morfológicas e polimorfismo de 

fragmentos aleatórios de DNA amplificados têm sido registradas para somaclones de 

outras espécies de plantas (Goto et al., 1998; Chen et al., 1998). Morfologias alteradas em 

plantas cultivadas in vitro têm sido explicadas por eventos de metilação diferencial, como a 
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metilação diferencial em decorrência da condição de estresse in vitro (Kaeppler e Phillips, 

1993). Eventos de hipometilação foram associados com diferentes fenótipos em 

regenerantes de Solanum tuberosum (Joyce e Cassels, 2002) e em regenerantes de Elaeis 

guineensis (Jaligot et al., 2002; Kubis et al., 2003). A reversão fenotípica que determinou a 

característica de caules com morfologia mista em somaclones de C. peruvianus, foi 

verificada em somaclones de outras espécies e trata-se de um evento que tem sido 

considerado por Joyce et al. (2003), como indicativo da ocorrência de eventos de 

metilação. Em adição, a hipoacetilação de histonas, que reduz a expressão de alguns genes 

em Arabidopsis, também resultou em anomalias fenotípicas (Finnegan, 2001). De acordo 

com Tregear et al. (2002), indicações e evidências da expressão de genes de defesa, 

geralmente induzidos por estresse biótico e abiótico em células cultivada in vitro (Yu et al., 

1999), também estão relacionadas com alterações de fenótipos de plantas. 

A análise de RAPD, no presente estudo, nos indivíduos de C. peruvianus 

regenerados a partir da cultura de calos, foi importante para esclarecer a suspeita de que 

mutações, induzidas no cultivo in vitro, podem determinar o surgimento de novos alelos 

(Mangolin et al., 1997; 2002), indicando que a cultura de tecidos pode ser usada para 

ampliar a base genética da espécie, que a morfologia de caules de somaclones e o 

polimorfismo de fragmentos aleatórios de DNA não estão associados, e conduzindo para a 

hipótese de que eventos de metilação devem determinar as morfologias atípicas dos 

somaclones. 
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0.68                         0.72                          0.80                        0.88                          1.00  

S1       -  0.765 
S24     -  0.822 
S26     -  0.792 
S28     -  0.844 
S61     -  0.828 
S53     -  0.859 
S54     -  0.914 
S55     -  0.804 
S31     -  0.878 
S35     -  0.840 
S64     -  0.860 
S65     -  0.826 
S45     -  0.814 
S67     -  0.835 
S68     -  0.902 
S69     -  0.762 
S2       -  0.886 
S3       -  0.867 
S5       -  0.902 
S7       -  0.886 
S6       -  0.850 
S9       -  0.923 
S11     -  0.876 
S60     -  0.896 
S62     -  0.846 
S41     -  0.909 
S44     -  0.870 
S46     -  0.925 
S47     -  0.937 
S48     -  0.900 
S49     -  0.843 
S30     -  0.893 
S32     -  0.835 
S19     -  0.897 
S33     -  0.868 
S57     -  0.856 
S22     -  0.903 
S23     -  0.829 
S40     -  0.813 
S66     -  0.810 
S59     -  0.805 
S8       -  0.858 
S18     -  0.798 
S51     -  0.789 
S71     -  0.728 
S27     -  0.855 
S29     -  0.715 

A2       -  
0.820 

A3       -  
0.802 
A4       -  0.833 
A5       -  0.868 
A6       -  0.852 



 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Dendrograma construído a partir dos fragmentos de RAPD para os 48 

somaclones (S) e 9 acessos (A) de Cereus peruvianus, utilizando o método 

UPGMA e o coeficiente de Jaccard. 
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Figura 3. Fragmentos específicos de DNA de Cereus peruvianus amplificados com os 

primers para RAPD. (A) OPB-07 gerou um fragmento com aproximadamente 

300 pb, característico de plantas de acessos (A-2); em A-1, plantas somaclones. 

(B) OPP-09 revelou um fragmento de aproximadamente 570 pb presente 

somente em somaclones (B-1); em B-2, plantas de acessos. 
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Resumo 

 

O polimorfismo e a relação entre os descendentes F1 (plantas RF1) de somaclones (S) de 

Cereus peruvianus foram identificados e analisados por marcadores RAPD. Dezesseis 

primers produziram um padrão repetitivo para todas as bandas registradas em 14 

indivíduos RF1 de S3, 11 indivíduos RF1 de S9, 8 indivíduos RF1 de S48, e 14 indivíduos  

RF1 de S71. Os 16 primers geraram 222 fragmentos reproduzíveis dos quais 103, 100, 80 e 

108 foram polimórficos para os indivíduos RF1 de S3, S9, S48, e S71, respectivamente. O 

número total de bandas polimórficas para os indivíduos RF1 dos quatro somaclones foi 

124. Os primers OPC-06 e OPP-09 geraram o maior número de fragmentos entre os 

primers testados, enquanto o primer OPP-09 mostrou uma maior capacidade para 

discriminar fragmentos polimórficos. O polimorfismo entre indivíduos RF1 (55,85%) foi 

alto. O dendrograma gerado pelo coeficiente de Jaccard mostrou que não houve 

agrupamento de indivíduos RF1 de acordo com o somaclone parental (S3, S9, S48, ou 

S71) e que a similaridade entre indivíduos RF1 variou de 72.5% a 90.5%. Este fato suporta 

a hipótese de que a variabilidade induzida in vitro pode ser usada na ampliação da base 

genética de C. peruvianus.  

Palavras-chave: RAPD, mandacaru, cacto, variação somaclonal, diversidade genética. 

 

Abstract 

 

Polymorphism and relationships among F1 descendents (RF1 plants) of Cereus peruvianus 

somaclones (S) were detected and examined by RAPD markers. Sixteen primers yielded 

repetitive patterns for all scored bands in 14 RF1 plants of S3, 11 RF1 plants of S9, 8 RF1 

plants of S48, and 14 RF1 plants of S71. The 16 primers generated 222 reproducible 

fragments of which 103, 100, 80 and 108 were polymorphic in RF1 plants of S3, S9, S48, 

and S71, respectively. Total number of polymorphic bands for the RF1 plants from four 

somaclones was 124. Primer OPC-06 and OPP-09 generated the highest number of 

fragments among the tested primers, whereas OPP-09 primer showed the greatest capacity 

for discriminated polymorphic fragments. Polymorphism among RF1 plants (55.85%) is 

high. Dendrogram generated by Jaccard coefficient showed that there was no grouping of 

RF1 plants according to parental somaclone (S3, S9, S48, or S71) and that the similarity in 

RF1 plants ranged from 72.5% to 90.5%. This fact supports our hypothesis that in vitro 

induced variability may be used for broadening the genetic base of C. peruvianus species.  
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Key words: RAPD, mandacaru, cactus, somaclonal variation, genetic diversity. 

 

Introdução 

 

Embora Cereus peruvianus, conhecida no Brasil como mandacaru, seja um cacto 

utilizado como ornamental, esta espécie também tem importância econômica e industrial. 

Plantas de C. peruvianus produzem alcalóides aminas (Vries et al. 1971, Oliveira e 

Machado 2003), ésteres de cera com a característica de impermeabilidade à água e de 

potencial aplicação como barreira impermeável (Dembitsky e Rezanka 1996, Rezanka e 

Dembitsky 1998), e uma goma viscosa com diversas aplicações industriais (Alvarez et al. 

1992, 1995, Nozaki et al. 1993, Barros e Nozaki 2002). Esta espécie é cultivada 

comercialmente em pequena escala em Israel, onde é considerada como uma fruit crop 

(Mizrahi e Nerd 1999, Nerd et al. 1993, Weiss et al. 1993, 1994). 

Como as plantas de C. peruvianus possuem vários compostos de interesse 

econômico, a cultura de tecidos é empregada para uma rápida multiplicação da espécie a 

partir de tecidos de calos (Oliveira et al. 1995). A indução de calos e a subseqüente 

regeneração de plântulas produziram muitas plantas, as quais exibiram variação 

somaclonal (Mangolin et al., 1997). As plantas in vitro, regeneradas a partir da cultura de 
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Os indivíduos de C. peruvianus utilizados nos ensaios propostos encontram-se sob 

cultivo em condições ambientais, no Jardim Experimental da Universidade Estadual de 

Maringá (Maringá PR Brasil; altitude 554.9m; 23º 25’S; 51º 25’ W). Tais indivíduos, 

descendentes F1 de plantas regeneradas de C. peruvianus (RF1), foram obtidos a partir de 

sementes de somaclones (S) coletadas dos indivíduos S3, S9, S48, e S71 que tiveram 

polinização cruzada. A população de somaclones encontra-se sob cultivo desde 1997, no 

Jardim Experimental e apresentam caules com morfologia atípica. Os indivíduos RF1 com 

um ano de idade são mantidos em vasos e os indivíduos com 2-3 anos, sob cultivo, no 

Jardim Experimental. 

Os fragmentos de caules frescos (100-200mg) dos indivíduos RF1 com um ano de 

idade foram preparados, de acordo com o protocolo de Aljanabi et al. (1999), com 

modificações. As amostras foram pulverizadas com nitrogênio líquido e homogeneizadas 

em 300-600µL de tampão 200mmol/L Tris-HCl, pH 8,0, 50mmol/L EDTA, pH 8,0, 

2,2mol/L NaCl (ou 4mol/L NaCl para plantas RF1 com três anos de idade), 2% w/v 

CTAB, 0,06% sulfito de sódio, 20% w/v CTAB, 5% w/v lauril-sarcosina, e 10% w/v PVP-

40. O DNA foi extraído com igual volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 

(25:24:1), incubado por 2 horas com 0,1ng/µL de RNAse (10ng/mL) e com igual volume 

de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1). Isopropanol (0,6 volume) e 5mol/L NaCl (0,06 

volume) foram usados para a precipitação do DNA.  

A quantificação do DNA isolado foi determinada por eletroforese em gel de 

agarose 0,8% com tampão TAE 1X (Tris, Acetato de Sódio, EDTA, pH 8,0 - Hoisington et 

al., 1994), usando soluções de DNA padrão (Fago λ) de concentrações gradativas e 

conhecidas. 

As reações de amplificação para os ensaios de RAPD foram feitas conforme o 

protocolo original descrito por William et al. (1990), com pequenas modificações. As 

reações foram realizadas em câmera asséptica, em um volume final de 20µL contendo 

25ng de DNA genômico, 0,3µmol/L de primers (Operon Technologies Inc.), 10mmol/L de 

Tris-HCl, pH 8,8, 2,5mmol/L de MgCl2, 0,1mmol/L de cada dNTP e 1 unidade de Taq-

DNA polimerase (Invitrogen). 

Após as reações com os primers OPA-12 e OPB-06 (Operon Technologies Inc.), 

um teste com dois indivíduos e 45 primers dos kits OPA, OPB, OPC, OPP, OPM foram 

usados nas reações de amplificação, num Termociclador Personal Eppendorf Mastercycler 

Gradient. As condições para PCR foram: desnaturação do DNA a 96°C por 5 min, 45 
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ciclos de 94°C por 30 seg, 35°C por 45 seg, e 72°C por 1 min; com uma extensão de 7 min 

a 72°C. Após o teste inicial utilizando DNA de dois indivíduos RF1, somente 16 primers 

foram usados para fingerprint RAPD. 

Os produtos das amplificações foram separados em gel de agarose 1,7% em 

tampão TBE 0,5X (89mmol/L Tris, 89mmol/L Ácido Bórico e 2mmol/L EDTA). Os 

géis foram corados com brometo de etídio (0,5µg/mL) e fotografados. O marcador de 

peso molecular utilizado nos géis foi DNA Ladder 1Kb (Invitrogen). 

Os fragmentos foram analisados comparando os perfis RAPD de cada indivíduo 

em termos de presença ou ausência de cada fragmento de DNA. A similaridade dos 

indivíduos foi calculada pelo coeficiente de Jaccard, enquanto a análise do agrupamento 

UPGMA foi realizada com o software NTSYS-pc (Rohlf 1989). 

 

Resultados e Discussão 

 

A quantidade de DNA genômico variou de 4 a 30ng/mg por amostra, pelo método 

descrito por Aljanabi et al. (1999), com modificações. Entre os 45 primers, 16 (OPA-02, 

OPA-04, OPA-09, OPA-10, OPA-12, OPA-20, OPB-01, OPB-04, OPB-07, OPC-06, OPP-

02, OPP-07, OPP-09, OPM-02, OPM-07 e OPM-10) produziram fragmentos amplificados 

de DNA (Tabela 2). Os 16 primers produziram padrões repetitivos para todas as bandas 

registradas e foram empregadas para todos os indivíduos (14 indivíduos RF1 de S3, 11 

RF1 de S9, 8 RF1 de S48, e 14 RF1 de S71). Somente um mix foi preparado para cada 

primer, o qual foi usado para comparar simultaneamente as 47 amostras individuais de 

DNA na mesma reação de amplificação.  

Os 16 primers geraram 222 fragmentos reproduzíveis (Tabela 1) dos 
quais 103, 100, 80 e 108 foram polimórficos para plantas RF1 de S3, S9, 
S48, e S71, respectivamente. O número de bandas para cada primer 
variou de 6 a 17, com uma média de 11,5 fragmentos por primer. O 
tamanho dos produtos amplificados variou de 250 a 7.500 bp. Os primers 
OPC-06 e OPP-09 geraram um maior número de fragmentos entre os 
primers testados, enquanto o primer OPP-09 mostrou uma maior 
capacidade para discriminar fragmentos polimórficos nos indivíduos RF1 
(Tabela 1). 



 50 

  
 



 51 

O padrão de bandas polimórficas reflete a variabilidade genética 
(Figura 1) (55,85%) nos indivíduos RF1 de somaclones S3, S9, S48 e S71 
(Tabela 1). O polimorfismo entre indivíduos RF1 foi grande, pois um 
grande número de bandas polimórficas foi detectada com apenas 16 
primers. O polimorfismo obtido nos indivíduos RF1 (55,85%) foi maior do 
que o polimorfismo relatado por Mangolin et al. (1997), para plântulas (79 
plantas crescidas de sementes germinadas) e para somaclones (633 
plantas regeneradas) de C. peruvianus, usando marcadores bioquímicos 
de 22 loci de isozimas a proporção de loci polimórficos para as duas 
populações foi 13,6%. O nível de polimorfismo nos indivíduos RF1 
também foi maior do que o polimorfismo detectado com RAPD entre 12 
clones de C. peruvianus (11%) da Califórnia e 13 plântulas de C. jamacaru 
(9,4%) do norte do Brasil (Gutman et al. 2001). 

A freqüência de polimorfismo foi relativamente maior entre os indivíduos RF1 do 

somaclone S71 (49,09%) do que o polimorfismo obtido entre os indivíduos RF1 do 

somaclone de S3 (46,6%), S9 (45,45%), e S48 (37,03%). A despeito destas diferenças, o 

dendrograma gerado pelo coeficiente de Jaccard mostrou que não houve agrupamento das 

plantas RF1 de acordo com o somaclone parental (S3, S9, S48, ou S71). O dendrograma 

também revelou que a similaridade observada nos indivíduos RF1 variou de 72,5% a 

90,5% (Figura 2). Esta evidência confirma a hipótese que a variabilidade induzida in vitro 

pode ser usada para ampliar a base genética de C. peruvianus, pois Gutman et al. (2001) 

obtiveram similaridade genética variando de 89% a 99% entre clones de C. peruvianus. 

Desta forma, sementes de indivíduos RF1 de somaclones de C. peruvianus, apresentando 

caules com morfologia típica ou original, podem ser usadas para compor programas de 

melhoramento genético da espécie. 
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