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Resumo: As técnicas de marcadores de DNA estdo entre as mais adequadas aos estudos de

variabilidade genética em coqueiro, por serem independentes das variagdes ambientais e cobrirem todo
o genoma. Este estudo objetivou caracterizar dois acessos de coqueiro gigante por meio de marcadores
microssatélites (SSR), visando-se ao estudo da diversidade genética com fins de auxiliar o
estabelecimento de parametros para a regeneracdo do germoplasma. Foram avaliadas 101 amostras
provenientes dos acessos Gigante do Oeste Africano (GOA) e 100 do Gigante do Brasil da Praia do
Forte (GBrPF). Os quatro primers utilizados para a avaliacio do acesso GOA mostraram-se
polimérficos (92%), com variacdo de 2 a 4 alelos por loco. Dos cinco primers utilizados para o acesso
GBrPF, quatro apresentaram polimorfismo (82%), com variacdo de 2 a 3 alelos por loco. Foi possivel
detectar a presenca de 42 individuos geneticamente divergentes no acesso GOA e de 58, no acesso
GBrPF. Ha necessidade de se realizar estudos adicionais incluindo-se novos e diferentes marcadores, a

fim de confirmar os individuos ou grupos geneticamente divergentes.
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Introducao

O coqueiro (Cocos nucifera L.), uma das mais importantes espécies tropicais utilizadas pelo
homem, € composta por duas variedades principais: gigante e and. Acessos de coqueiro gigante sao
mantidos em poucas colecdes no Brasil, estabelecidas na década de 80 e que, em funcdo da idade e
altura das plantas, precisam ser regeneradas. Contudo, por ser uma planta perene e alégama, ha
necessidade de conhecimento aprofundado sobre a divergéncia e estrutura genética dos acessos
mantidos em cole¢des para estabelecer as estratégias de amostragem da populagdo a ser regenerada.
As técnicas de marcadores de DNA tém sido indicadas como as mais adequadas nos estudos de
variabilidade genética em coqueiro, por serem independentes das variacOes ambientais e por cobrirem

todo o genoma, e ndo apenas as regides codominantes, fornecendo um nimero ilimitado de marcadores
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(TANKSLEY et al., 1989). O presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética de acessos de
coqueiro gigante por meio de marcadores microssatélites (SSR), visando-se ao estudo da diversidade

genética com fins de auxiliar o estabelecimento de parametros para a regenera¢do do germoplasma.

Material e Métodos

Amostras provenientes de plantas individuais das populacdes de coqueiro Gigante do Oeste
Africano (GOA) e Gigante do Brasil da Praia do Forte (GBrPF), respectivamente 101 e 100, foram
coletadas na colecdao de trabalho da Fazenda Sococo, em Moju, PA, e acondicionadas em sacos de
papel Kraft, as quais foram identificadas e transportadas em gelo até o Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. O processo de extragdo de DNA seguiu o
protocolo de Doyle & Doyle (1990), com modificagcdes. A concentracdo do DNA extraido foi
determinada por meio de espectrofotdmetro. Todas as amostras seguiram um padrao de diluicao de 25
ng/uL. A andlise do polimorfismo foi feita por meio de marcadores moleculares microssatélites (SSR),
utilizando-se cinco pares de primers Forward e Reverse de microssatélites (CAC2, CAC6, CACS,
CAC10, CAC13), desenvolvidos por Perera et al. (1999). As reacdes de PCR foram preparadas para
volume final de 10 pL, constituido por: dgua ultrapura, dNTPs (10mM), tampdo (10x), primers
(5mM), Taqg DNA polimerase Promega® (5u/uL) e DNA(25ng/uL). Os produtos da reacdo foram
aplicados em gel de agarose a 3,5%, corado com brometo de etideo e corridos em eletroforese
horizontal a 100 V por 3 h. Os géis foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e as
imagens foram armazenadas digitalmente. Foram geradas matrizes bindrias, em que os individuos
foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia de bandas (0). O calculo da similaridade genética
(S;j) entre cada par de individuos foi realizada por meio do programa XLSTAT (ADDINSOFT, 2011),
empregando-se os coeficientes de Jaccard. A partir da matriz de similaridade de Jaccard, foi gerado um
dendrograma por UPGMA (SNEATH & SOKAL, 1973), utilizando-se o programa XLSTAT
(ADDINSOFT, 2011).

Resultados e Discussao
Os quatro primers utilizados na avalia¢do da populagao GOA (CAC2, CAC8, CAC10, CAC13)
mostraram-se polimorficos (92%), com variacao de 2 a 4 alelos por loco (Tabela 1). O primer CAC-10
revelou o maior nimero de bandas (quatro); enquanto o CAC-13 apresentou o menor (uma).

Entretanto, dos cinco primers utilizados na avaliagdo da populacdo GBrPF (CAC2, CAC6, CACS,
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CAC10, CAC13), observa-se que quatro apresentaram polimorfismo (82%), com variacdo de 2 a 3
alelos por loco (Tabela 2). Verifica-se ainda que os primers CAC-2 e CAC-8 revelaram o maior
nimero de bandas, ambos com trés marcas. O primer CAC-13 foi o tnico que apresentou
monomorfismo. Os resultados encontrados podem ser explicados pela diversidade dos ecétipos e pela
utilizacdo de um primer de SSR diferente. Com base na anélise do dendrograma gerado pelo software
XLSTAT (ADDINSOFT, 2011) para os 101 individuos da populacdo GOA, constatou-se a presenca
de 42 materiais geneticamente divergentes, identificados a partir da formagao de grupos de materiais
similares. Ja para a populacdo GBrPF, encontraram-se 58 materiais geneticamente divergentes em
relagcdo ao total de 100 avaliados. Apenas os materiais divergentes foram considerados, em fun¢do da
caracterizacdo da variabilidade genética, para se inferir sobre a metodologia de regeneracdo. No
entanto, hd ainda necessidade de se realizar estudos adicionais e mais aprofundados, que incluam
novos e diferentes marcadores, a fim confirmar o nimero de individuos ou grupos geneticamente

divergentes, para que seja possivel se estabelecer a metodologia de regeneracao do germoplasma.

Tabela 1. Numero de bandas geradas pelos quatro primers de SSR utilizados na avaliagdo da populacdo GOA.

Primers Niuimero de bandas Numero de bandas polimérficas
CAC-2 3 3
CAC-8 3 3
CAC-10 4 4
CAC-13 2 1
Total 12 11

Tabela 2. Numero de bandas geradas pelos cinco primers de SSR utilizados na avaliagdo da populacio GBrPF.

Primer Numero de bandas Numero de bandas polimérficas
CAC-2 3 3
CAC-6 2 1
CAC-8 3 3
CAC-10 2 1
CAC-13 1 0
Total 11 8
Conclusoes

H4 42 materiais geneticamente divergentes na populacdo Gigante do Oeste Africano (GOA) e 58

na Gigante do Brasil da Praia do Forte (GBrPF). Faz-se necesséario realizar estudos adicionais e mais
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aprofundados, incluindo-se novos e diferentes marcadores, a fim confirmar o nimero de individuos ou
grupos geneticamente divergentes, para que seja possivel se estabelecer a metodologia de regeneragcao

do germoplasma.
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