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Analise da Variabilidade Genética dos
Isolados de Thielaviopsis paradoxa e
Deteccdo no Solo por PCR em Tempo
Real
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Resumo

A resinose é uma doenca conhecida nas areas produtoras de palmeiras no mundo,
incluindo o coqueiro, sendo causada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seyn)
Hoélh, patogénico de plantas, que vem causando prejuizos na producédo de
importantes culturas. Ja foram relatadas doencas relacionadas com a infeccao
por T. paradoxa em diversas espécies de plantas tropicais como abacaxi (Ananas
comosus), cana-de-acglcar (Saccharum sp.), bananeira (Musa sp.), coqueiro
(Cocos nucifera L.) e outras palmeiras da familia Arecaceae. Apesar da relevancia
desta doenca, praticamente nao foram encontrados na literatura estudos sobre a
variabilidade genética de 7. paradoxa com a utilizacdo de marcadores moleculares.
Por isso, o objetivo deste trabalho foi de analisar através do uso de marcadores
do tipo RAPD, a diversidade genotipica dos isolados coletados em diferentes
hospedeiros em algumas regides do estado de Sergipe comparando aos isolados
coletados na Bahia e Alagoas. As atividades foram desenvolvidas no Laboratério
de Fitopatologia e no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros
Costeiros (CPATC). Para esta andlise foram utilizados 15 isolados, coletados nos
Estados de Sergipe, Bahia e Alagoas, pertencentes a colecao de 7. paradoxa
mantidas pela Embrapa CPATC. A anélise com 15 primers RAPD geraram um
total de 111 fragmentos amplificados, dos quais 33,33% foram monomérficos
e 66,67% de fragmentos polimérficos, o que representa um nimero médio de
4,9 fragmentos polimérficos por primer selecionado. Foi possivel identificar a
formacao de quatro grupos com trés amostras isoladas. O primeiro grupo formado
pelos isolados TC041 e TCO36 sdao amostras coletas de palmeira imperial e
palmeira azul coletadas em Alagoas e Sergipe, respectivamente. Apesar da
distancia geogréfica, estes isolados apresentaram uma similaridade genética de
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cerca de 70%, indicando uma proximidade genética relativamente grande. O
segundo grupo foi formado pelos isolados TC012, TCO04, TCO05 e TC027, todos
coletados em Sergipe na regido do Platdé de Nedpolis, nas Fazendas H. Dantas e
Saman. A similaridade genética entre estes isolados foi muito grande, variando
entre 75% (isolados TCOO5 e TC027) e 91% (isolados TCO04, TCOO5 e TCO12)
0 que pode indicar uma mesma fonte de inéculo nestas areas. 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 analise de similaridade genética.

Palavras-chave: Coco, diversidade, RAPD, resinose.

Introducao

A resinose é uma doenca conhecida nas areas produtoras de palmeiras no mundo,
incluindo o coqueiro, sendo causada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seyn)
Ho6lh, anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa (Dade), fungo filamentoso,
patogénico de plantas, que vem causando prejuizos na producdo de importantes
culturas. Ja foram relatadas doencas relacionadas com a infeccao por 7. paradoxa
em diversas espécies de plantas tropicais como abacaxi (Ananas comosus),
cana-de-agucar (Saccharum sp.), bananeira (Musa sp.), coqueiro (Cocos nucifera
L.) e outras palmeiras da familia Arecaceae. O agente pode esta presente no solo,
nos insetos, ou ainda em ferramentas usadas na colheita e/ou na erradicacao
das plantas doentes, aumentando a chance de infeccao da planta através de
ferimentos (MOURA et al., 2007; FERREIRA; MICHEREFF FILHO, 2007). Nas
areas produtoras de coco no Brasil esta doenca foi registrada em 2004 e, desde
entdo, tem se disseminado gradualmente para outras areas de producao (MOURA
et al., 2007). Nesta cultura, o fungo também causa a podridao-negra-do-fruto
ou podridao-do-fruto-maduro provocando perdas devido a queda prematura dos
frutos jovens e também dos frutos mais desenvolvidos (HERNANDEZ; MENDES,
2009). Este fungo também pode ser encontrado em palmeiras ornamentais,
muito utilizadas no Brasil e que podem se tornar verdadeiras fontes de indculos.

Dentre os sintomas associadas ao fungo, destaca-se a resinose do coqueiro como
sendo uma importante doenca que ja atinge grandes areas da cocoicultura. O
coqueiro é tido como uma das plantas cultivadas de maior importancia no mundo,
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especialmente em algumas regides, onde se constitui na principal fonte alimentar
e de renda para a populacdo (FERREIRA, 2009). No Brasil, esta doenca foi
denominada resinose, pela observacédo da sintomatologia evidenciada pela
exsudacdo da seiva que escorre pelo estipe do coqueiro (WARWICK et al., 2004).
A situacao é preocupante, pois a disseminacao da resinose estd ocorrendo
rapidamente, aumentando o nimero de focos, e de coqueiros infectados a cada
ano no Nordeste e Norte do Brasil (MOURA et al., 2007). Hoje a resinose pode
ser considerada uma das mais importantes doencas do coqueiro no Brasil, pelos
danos que provoca nas plantas e na producdo. Atualmente, apenas algumas
medidas com baixa eficacia sdo aplicadas as plantas infectadas.

Considerando que, apesar da relevancia desta doenca, praticamente nao foram

encontrados na literatura estudos sobre a variabilidade genética de 7. paradoxa
com a utilizacao de marcadores moleculares, o objetivo do presente estudo foi o
de analisar através do uso de marcadores do tipo RAPD, a diversidade genotipica
dos isolados coletados em diferentes hospedeiros em algumas regides do estado
de Sergipe comparando aos isolados coletados na Bahia e Alagoas.

Material e Métodos

As atividades deste trabalho foram desenvolvidas no Laboratério de Fitopatologia
e no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros (CPATC).
Para esta anélise foram selecionados 15 isolados (Tabela 1), coletados nos
Estados de Sergipe, Bahia e Alagoas, pertencentes a colecao de Thielaviopsis
paradoxa mantidas pela Embrapa CPATC. Estas amostras foram repicadas em
meio BDA liquido onde cresceram submetidas a agitacéo, por 4 dias. Em seguida,
a massa micelial passou por filtracdo a vacuo para retirada do meio, sendo
congelado em seguida. Cerca de 2 g. do material foi macerado em nitrogénio
liquido e submetido a extracao utilizando protocolo estabelecido pelo Kit de
Extracdo de DNA de Plantas e Fungos da Norgen Biotek®. Para a quantificacédo
do DNA foi utilizado um espectrofotometro NanoDrop 2000c¢ (Thermo®).
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Tabela 1. Elsolados de Thielaviopsis paradoxa coletados nos em Sergipe, Alagoas e Bahia.

TC 003 Coqueiro(estipe) H. Dantas, Platd de Nedpolis-SE
TC 004 Coqueiro(estipe) SAMAN, Platd de Nedpolis-SE
TC 005 Inseto1Rp H. Dantas, Platd de Nedpolis-SE
TC 006 Inseto1Rp Caipi Velho, Sao Cristovao-SE
TC 012 Inseto2Rp H. Dantas, Platd de Nedpolis-SE
TC 013 Inseto2Rp Caipi Velho, Sao Cristovao-SE
TC 023 Coqueiro(estipe) Piacabucu-AL

TC 027 Coqueiro(estipe) H. Dantas, Platd de Nedpolis-SE
TC 034 Coqueiro(estipe) Conde, BA

TC 036 Palmeira Azul(raiz) Caipi Velho, Sao Cristovao-SE
TC 040 Solo Caipi Velho, Sao Cristovdo-SE
TC 041 Palmeira Imperial(raiz) Boca da Mata, AL

TC 042 Planta Ornamental(raiz) Caipi Velho, Sao Cristovao-SE
TC 045 Solo1 Aruana, Aracaju-SE

TC 046 Solo2 Aruana, Aracaju-SE

Uma vez quantificada as amostras, as mesmas foram submetidas a amplificacao
por PCR utilizando inicialmente 15 primers de RAPD (Tabela 2) sendo cada reacao
feita em volume final de 20 uL, sendo: 13,4 uL de H20 ultra pura, 2 uL de
tampao, 0,4 uL de dNTP, 2 uL de cada primer, 0,2 uL de Tag DNA polimerase
(NeoBio®) e 50 ng de DNA. As amplificacdes foram realizadas em termociclador
Axygen® e o programa utilizado constituiu de uma desnaturacéo inicial a 96°C
por 5 min, seguido por 45 ciclos de 95°C por 1 min, 36°C por 1 mine 72°C por
1 min com uma extensao final a 72°C por 10 min. O produto destas reacdes
foi separado por eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampao TBE 1X,
utilizando o marcador de 1 Kb (Neobio), e apds coloracdao em brometo de etideo
(10 mg/uL) os géis foram expostos a luz ultravioleta e fotodocumentados com
o aparelho L-Pix HE (Loccus®).
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Tabela 2. Bandas geradas a partir de 15 primers de RAPD.

Primer Sequencia 5° — 3’ N° total de N° c.ie bafldas Polimorfismo
bandas polimérficas (%)
OPA11 CAATCGCCGT 6 5 83,3
OPA13 ATGGGTACCG 1 0 0
OPA15 ATGGGTACCG 6 6 100
OPA19 ATGGGTACCG 6 6 100
OPB11 ATGGGTACCG 6 6 100
OPK20 ATGGGTACCG 4 4 100
OPN20 ATGGGTACCG 8 8 100
OPTO1 ATGGGTACCG 3 3 100
OPTO2 ATGGGTACCG 2 2 100
OPTO4 ATGGGTACCG 4 4 100
OPT12 ATGGGTACCG 6 6 100
OPT14 ATGGGTACCG 3 3 100
OPWO03 ATGGGTACCG 6 5 83,3
OPWO08 ATGGGTACCG 5 5 100
OPX03 ATGGGTACCG 11 11 100

Resultados e Discussao

A anélise inicial com os 15 primers de RAPD geraram um total de 111 fragmentos
amplificados (Tabela 2), dos quais 33,33% foram monomérficos e 66,67 % de
fragmentos polimérficos, o que representa um ndmero médio de 4,9 fragmentos
polimérficos por primer selecionado.

Foi possivel identificar a formacao de quatro grupos com trés amostras isoladas.
O primeiro grupo formado pelos isolados TC041 e TCO36 sdao amostras coletas
de palmeira imperial e palmeira azul coletadas em Alagoas e Sergipe,
respectivamente. Apesar da distancia geogréfica, estes isolados apresentaram
uma similaridade genética de cerca de 70%, indicando uma proximidade genética
relativamente grande (Figura 1). O segundo grupo foi formado pelos isolados
TCO12, TCOO4, TCOO5 e TCO27, todos coletados em Sergipe na regido do Platd
de Neobpolis, nas Fazendas H. Dantas e Saman. A similaridade genética entre
estes isolados foi muito grande, variando entre 75% (isolados TCO05 e TC027)
e 91% (isolados TC004, TCOO5 e TCO12) o que pode indicar uma mesma fonte
de inéculo nestas éareas.
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre as 15 amostras avaliadas.

O terceiro grupo foi formado por apenas 2 isolados (TCO13 e TC023) e apresentou
uma similaridade genética muito alta, em torno de 86%. Estes isolados sé@o de
areas relativamente distantes, sendo a primeira coletada em insetos encontrados
na Fazenda Caipi Velho em Séao Cristévao, SE, e a segunda no estipe de coqueiro
na cidade de Piacabucu, AL. Um quarto grupo foi formados 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 da
Fazenda Caipi Velho apresentou similaridade alta com quase todos os isolados
obtidos no Estado de Sergipe (entre 70 e 81%), e deve ser melhor investigado.

O isolado TCOO6 coletado em Sao Cristovéo apresentou boa similaridade genética
com os isolados TCO13 e TCO40 também coletados na mesma regiao (cerca de
73%). Ja os isolados TCO03 e TCO42, coletados na Fazenda H. Dantas e Caipi
Velho, respectivamente, apresentaram alta dissimilaridade genética com todas as
outras amostras, o que pode indicar isolados oriundos de regidoes muito distantes,
ou ainda que estes estao indevidamente classificados com 7. paradoxa.
Reforcando a necessidade de sequenciar as regides ITS e 5,8S para melhor
classificacdo destes isolados e comparacao entre os diversos isolados da colecao
mantida pela Embrapa Tabuleiros Costeiros.

A maior parte dos trabalhos publicados sobre Thielaviopsis sp. se concentra na
espécie T. basicola. A importancia dos estudos com T. paradoxa a fim de se
conhecer o grau de diversidade genética e a partir desta andlise entender um
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pouco mais sobre o fungo e sua variabilidade, podera auxiliar os estudos sobre
patogenicidade, dispersao e controle. Até o presente momento, poucos trabalhos
foram encontrados utilizando 7. paradoxa, e geralmente associado a abacaxi
como o de Costa Neto (2002) que identifica a presenca deste fungo em pupunha
(Bactris gasipaes) e o compara aos demais fungos endoliticos encontrados nesta
planta, tendo encontrado apds analise das regides espacadoras ITS 1 e 2 e do
gene 5,8S pouca variabilidade genética.

Conclusao

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
regioes 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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