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Resumo

Foram analisados quinze isolados de Thielaviopsis paradoxa, obtidos de amostras
coletadas de solo, do inseto Rhynchophorus palmarum e de palmeiras, dentre
elas o coqueiro, as quais foram analisadas quanto a variabilidade genética por
meio de marcadores moleculares RAPD. Analisando a similaridade genética foi
possivel a formacdo de quatro grupos com coeficientes variando de 70 a 91
%. O primeiro grupo formado pelos isolados obtidos da palmeira Imperial e da
palmeira Azul. O segundo grupo foi formado pelos isolados de Nedpolis, SE,
sendo dois provenientes do inseto R. palmarum e dois isolados do coqueiro.
O terceiro grupo, formado por dois isolados, um de R. palmarum e outro do
coqueiro sao de éareas relativamente distantes (Sdo Cristévao, SE, e Piacabucu,
AL). O quarto grupo contou com os isolados obtidos do solo. Dois isolados foram
altamente divergentes dos demais, havendo a necessidade de verificacdo da
etiologia destes espécimes.
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Introducéo

A doenca denominada “stem bleeding” é conhecida nas areas produtoras
de palmeiras no mundo, incluindo o coqueiro (Cocos nucifera L.), sendo causada
pelo fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seyn) Ho6lh, anamorfo do ascomiceto
Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Este fungo também foi detectado associado
a doencas em diversas espécies de plantas tropicais como abacaxi, cana-de-
aclcar e bananeira. 7. paradoxa ja foi isolado a partir do solo e de insetos
como o Rhynchophorus palmarum (PARRA et al., 2003). Nas areas produtoras
de coco no Brasil esta doenca foi registrada em 2004 e denominada resinose
(WARWICK; PASSOS, 2009). Nesta cultura, o fungo também foi associado a
queda prematura dos frutos jovens (CARVALHO et al., 2012). Mesmo diante da
relevancia desta doenca, praticamente ndo foram encontrados estudos sobre a
variabilidade genética deste fungo com a utilizacdo de marcadores moleculares.
Assim, o objetivo deste estudo foi analisar por meio de marcadores do tipo RAPD,
a diversidade genética de isolados de 7. paradoxa provenientes dos Estados de
Sergipe, Bahia e Alagoas.

Material e Métodos

As atividades deste trabalho foram desenvolvidas no Laboratério de
Controle Bioldgico e no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros
Costeiros Para esta andlise foram selecionados 15 isolados (Tabela 1), coletados
nos Estados de Sergipe, Bahia e Alagoas, pertencentes a colecdo de isolados
de 7. paradoxa da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Os isolados foram repicados
individualmente para frascos com meio batata e dextrose, com agitacdo a 100
RPM, por 4 dias, quando a massa micelial foi coletada e submetida a filtracdo a
vacuo sendo congelado em seguida. Para a extracdo do DNA, dois gramas do
micélio foram macerados em nitrogénio liquido e submetido a extracdo utilizando
protocolo estabelecido pelo Kit de Extracdo de DNA de Plantas e Fungos da
Norgen Biotek®. Para a quantificacdo do DNA foi utilizado um espectrofotémetro
NanoDrop 2000c¢ (Thermo®).

55



56

Il Seminério de Iniciacdo Cientifica e Pés-graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

Tabela 1. Isolados de Thielaviopsis paradoxa coletados nos em Sergipe, Alagoas e Bahia.

TC 003 Coqueiro (estipe) Nedpolis-SE
TC 004 Coqueiro (estipe) Neopolis-SE
TC 005 Rhynchophorus palmarum Nedpolis-SE
TC 006 Rhynchophorus palmarum Sao Cristovao-SE
TC 012 Rhynchophorus palmarum Neopolis-SE
TC 013 Rhynchophorus palmarum S&o Cristovdo-SE
TC 023 Coqueiro (estipe) Piacabucu-AL
TC 027 Coqueiro (estipe) Nedpolis-SE
TC 034 Coqueiro (estipe) Conde, BA
TC 036 Palmeira Azul (raiz) Sé&o Cristovao-SE
TC 040 Solo Sao Cristovao-SE
TC 041 Palmeira Imperial (raiz) Boca da Mata, AL
TC 042 Planta Ornamental (raiz) Sé&o Cristovao-SE
TC 045 Solo Aracaju-SE
TC 046 Solo Aracaju-SE

Uma vez quantificadas as amostras, as mesmas foram submetidas a
amplificacdo por PCR utilizando 15 primers de RAPD. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador Axygen®. O produto destas reacdes foi separado
por eletroforese em gel de agarose e coloracdo em brometo de etideo e
fotodocumentados em L-Pix HE (Loccus®). A andlise da similaridade genética
foi feita utilizando o software POP2. O perfil eletroforético de cada primer de
RAPD foi transformado em uma matriz binaria, empregada na estimativa das
estatisticas subsequentes.

Resultados e Discussao

Por meio do dendrograma de dissimilaridade verificaram-se quatro
grupos. O primeiro grupo apresentou similaridade genética de 70% e foi formado
pelos isolados TCO41 e TCO36 coletados de palmeira Imperial e palmeira Azul de
Alagoas e Sergipe, respectivamente.



Il Seminario de Iniciacdo Cientifica e Pds-graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

Dendrograma

—

i il ik 3 [ s 1% o? [T T

Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre as 15

amostras avaliadas.

O segundo grupo foi formado pelos isolados TC012, TCO04, TCOO05 e
TCO27, todos coletados em Sergipe na regidao de Nedpolis. A similaridade genética
entre estes isolados foi muito grande, variando entre 75% (isolados TCOO5 e
TCO27) e 91% (isolados TCO04, TCOO5 e TCO12) o que pode indicar que o
inseto R. palmarum carrega propagulos (TCOO5) do fungo possiveis de causar
doencas nas plantas. Um terceiro grupo, formado por apenas dois isolados (TCO13
e TCO23) apresentou uma similaridade genética muito alta, em torno de 86%.
Estes isolados sdo de areas relativamente distantes, sendo a primeira coletada
em insetos encontrados de S&o Cristévao, SE, e a segunda no estipe de coqueiro
na cidade de Piacabucu, AL. Um quarto grupo foi formado pelos isolados TC040,
TCO045 e TCO46, todos estes coletados diretamente do solo de regides infectadas
e com similaridade genética variando entre 74 e 86%. O fungo isolado do solo de
Sao Cristévao apresentou similaridade alta com quase todos os isolados obtidos no
Estado de Sergipe (entre 70 e 81%). O isolado TCOO6 coletado em Séao Cristovéo
apresentou boa similaridade genética com os isolados TCO13 e TCO40 também
da mesma regido (cerca de 73%). Ja os isolados TCOO3 e TCO42, coletados
em Neobpolis e Sdo Cristovao, respectivamente, apresentaram alta dissimilaridade
genética com todas as outras amostras, o que pode indicar isolados oriundos de
regides muito distantes, ou ainda que estejam indevidamente classificados com 7.
paradoxa. Até o presente, poucos trabalhos com relacdo a variabilidade genética
de 7. paradoxa foram encontrados utilizando 7. paradoxa. Costa Neto (2002)
identificou este fungo em pupunha (Bactris gasipaes) e o compara aos demais

57



58

Il Seminério de Iniciacdo Cientifica e Pés-graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

fungos endofiticos encontrados nesta planta, tendo encontrado apds analise das
regioes espacadoras ITS 1 e 2 e do gene 5,8S pouca variabilidade genética.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que ha o indicativo de
uma grande diversidade genética entre os isolados estudados e que um estudo
ampliado com mais isolados, mais primers (RAPD e especificos) e ainda o
sequenciamento de regides conhecidas, como ITS 1 e ITS2 bem como o gene
5,8S seria muito importante para uma melhor classificacdo dos isolados e anélise
de similaridade genética.
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