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OCORRENCIA DA DOENCA AMARELECIMENTO FATAL
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Resumo - O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) é uma espécie
vegetal de extrema importincia econémica no Estado do Pard, sendo
indispensadveis estudos que viabilizem a sua caracterizacdo genética,
a fim de direcionar programas de melhoramento nesta espécie e o
monitoramento da sua variabilidade. Desta forma, o objetivo deste
trabalho consistiu em realizar a caracteriza¢do genética de plantas de
um plantio comercial de mais de 26 anos, localizado no municipio de
Moju, estado do Pard. Foram coletadas e extraidas amostras de
cinquenta e uma plantas, sendo 24 afetadas pelo Amarelecimento
Fatal (AF) e 27 possivelmente resistentes, ja que ndo apresentavam
nenhum sintoma da doenca. Para a caracterizacdo genética foram
utilizados marcadores moleculares RAPD (Polimorfismos de DNA
Amplificados ao Acaso). A sele¢io dos iniciadores foi realizada a
partir de um screening de seis kits (kit OPA, OPU, OPN, OPO, OPB
e OPF) dos quais foram selecionados os quatorze mais polimorficos
que geraram bandas no intervalo de trés a oito, vidveis para
utilizacdo nesse estudo. A andlise de similaridade genética foi
realizada com 50 marcadores RAPD, no programa NTSYS-pc 2.0
utilizando o coeficiente de Jaccard. A partir dos dados gerados pela
UPGMA, pode-se dimensionar a variabilidade existente entre os
mesmos. Foram obtidos intervalos de similaridade genética variando
de 0,23 a 0,86, sendo que os individuos mais divergentes foram o R08
com 0 R24 (0,23) e os mais similares os gendtipos R04 e o D07
(0,86). Os resultados indicaram a existéncia de variabilidade genética
a ser explorada na espécie em estudo e que a “resisténcia” a doenca
apresentada por algumas plantas ndo é concretizada como sendo de
origem genética.

Palavras-chave: Distincia Genética. Fitossanidade. Marcadores
Moleculares.

I. INTRODUCAO

O dendezeiro ¢ uma cultura de grande importancia
socio-econdmica, pois além de apresentar grande potencial
para produgdo de 6leo, gera grande niimero de empregos,
uma vez que utiliza quantidade significativa de mao-de-obra
no plantio, colheita e processamento nas usinas de
beneficiamento. Entretanto, um dos principais entraves para
a expansdo desta cultura, com enorme potencial a
exploragdo de biocombustivel, ¢ a doenca Amarelecimento
Fatal (AF) por dizimar milhares de plantas e,
consequentemente, levar a grandes perdas econdmicas de
empresas vinculadas ao agronegocio do dendé.
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No Brasil, esta doencga se caracteriza, inicialmente, pelo
ligeiro amarelecimento dos foliolos basais das folhas
intermedidrias e, mais tarde, pelo aparecimento de necroses
nas extremidades destes, estas necroses evoluem para o
secamento total da folha e morte da planta. Pode ocorrer a
remissdo temporaria da planta, seguida de declinio
generalizado e morte (TRINDADE et al., 2005).

Os marcadores moleculares tém sido indicados como
os mais adequados nos estudos de diversidade genética e
podem ser empregados para identificar e auxiliar a selegdo
de genotipos promissores. Também possuem a vantagem de
ndo sofrer influéncia ambiental. A caracterizagdo molecular
associada aos dados de producdo de biomassa ird auxiliar a
escolha do material para a constituigdo dos bancos de
germoplasma, novos plantios e a preservagdo racional da
espécie em estudo. Os estudos de caracterizagdo através de
marcadores moleculares em associa¢do com avaliacdo da
divergéncia genética nesta espécie sdo bastante limitados.
De acordo com Nunes (2008), apesar da técnica de RAPD
ser considerada por muitos pesquisadores como sendo de
baixa repetibilidade de resultados, comparada as outras
técnicas moleculares, quando otimizadas as condig¢des da
PCR, ela mostra-se eficiente no estudo da variabilidade
genética. O mesmo autor em seu trabalho, analisando a
variabilidade em Butia capitata, constatou que a técnica de
RAPD ¢ til para estudo de variabilidade genética nesta
palmeira.

O presente trabalho ¢ considerado prioritario, devido a
necessidade de se quantificar a variabilidade genética dos
gendtipos de dendezeiro para verificar a similaridade entre
plantas com e sem AF, afim de sanar dividas quanto a
origem e auxiliar na escolha de acessos potenciais para o
enriquecimento da variabilidade genética. Apesar da
variabilidade fenotipica existente nos plantios, o
germoplasma de dendezeiro tem sido pouco estudado sob o
ponto de vista genético. O uso combinado de marcadores
morfologicos e moleculares subsidiara os trabalhos de
melhoramento, na busca de novos cultivares com
caracteristicas de qualidade que atendam demandas do setor
produtivo, contribuindo, ainda, para o intercambio de
material caracterizado e de informagdes entre instituigdes de
pesquisa e produtoras de 6leo e produtos.
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Assim, o objetivo deste estudo foi examinar o
polimorfismo gerado por marcadores RAPD ¢ analisar a
diversidade genética entre genétipos de dendezeiro
pertencentes ao plantio comercial da Agroindustria
MARBORGES S/~

II. MATERIAL E METODOS

O material analisado foi composto de cinquenta e um
genotipos pré-selecionados provenientes de amostras de
vinte e quatro plantas doentes (D01 a D24) e vinte e sete
plantas (RO1 a R27) que ndo apresentavam qualquer sintoma
de Amarelecimento Fatal, todas pertencentes ao plantio da
fazenda MARBORGES-Moju no estado do Para. O DNA
foi extraido a partir de folhas utilizando um protocolo
inorganico modificado por Costa e Oliveira (2002). A
concentragdo de DNA foi estimada em gel de agarose 1,0 %,
pela comparagdo do DNA total com trés concentragdes do
DNA Bacteriofago integro lambda. As amostras utilizadas
na selegdo, apds a quantificagdo total, partiram de dilui¢des
da amostra total em agua estéril, de modo a conter 5 ng/ul
de DNA. As reagdes de amplificagdo foram desenvolvidas
de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990) com
modifica¢des, num volume final de 12 pl contendo agua
destilada autoclavada, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM
KCL, 2,0 mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP, BSA
purificada (2,5 mg/ml), 1,3 uM do iniciador arbitrario, 1U.I
Taq DNA polimerase e 15 ng de DNA gendmico.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador
de DNA Eppendorf Mastercycler, sendo realizados 40 ciclos
de1” a94°C,1’a37°%Ce2a72 OC, seguidos de mais 7
minutos a 72 °C para a completa extensio dos produtos
amplificados. O método utilizado para a separagdo dos
produtos amplificados foi a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1,5 %, corado com brometo de etidio 1mg/ml.
Foi utilizado TBE (Trizma base 0,1 M; acido borico 1M e
EDTA 0,5M) como tampdo do gel e de corrida. Apods a
eletroforese, os géis foram visualizados e fotografados em
equipamento de foto documentagdo por transiluminagdo em
ultravioleta.

A selegdo dos iniciadores foi realizada a partir de um
screening de seis kits (kit OPA, OPU, OPN, OPO, OPB ¢
OPF), dos quais foram selecionados os quatorze mais
polimoérficos (OPO10, OPB18, OPA06, OPA10, OPA19,
OPA20, OPUOS, OPU10, OPU15, OPU16, OPU17, OPU18S,
OPNO3 e OPF), que geraram bandas no intervalo de trés a
oito, vidveis para utilizagdo nesse estudo.

Aplicou-se em cada gel um marcador de peso
molecular conhecido, o ladder de 1Kb (Gibco-BRL) no
inicio e no final do gel para definir o tamanho aproximado
dos fragmentos gerados nas PCRs.

Assim, inicialmente foi construida uma matriz para os
fragmentos polimorficos amplificados com (1) significando
presenca e (0) significando auséncia de banda. Somente
foram consideradas as bandas que ndo davam margens a
davidas. Bandas muito fracas, de dificil resolugdo, ndo
foram incluidas. Para analise dos dados, utilizou-se o
NTSYS-pc  (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System), versdo 2.02. A similaridade entre as
amostras foi estimada pelo coeficiente de Jaccard, e resultou
em uma matriz de similaridade. A partir dessa matriz foi
gerado o “cluster” pelo método UPGMA (“Unweighted
Pair-Group Method Using  Arithmetic = Average”),
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apresentado sob a forma de um dendograma. O teste de
reamostragem do  dendrograma  (Bootstrap: 1000
replicagdes) foi baseado no programa WinBoot (YAP;
NELSON, 1996).

III. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de cinquenta fragmentos RAPD
polimorficos, com tamanhos variando de 250 a 2000 pares
de bases, foi amplificado pelos quatorze iniciadores
utilizados. Uzzo et al. (2003) trabalhando com um total de
nove iniciadores, em palmeiras do género Archontophoenix,
obtiveram a amplificagdo de 141 marcadores RAPD, onde
obtiveram 51 polimoérficos (36%). Assim, de acordo com a
literatura, o nimero de fragmentos polimorficos obtidos
neste trabalho é considerado satisfatorio para estudos de
diversidade genética.

O ntmero de fragmentos polimoérficos variou de 01
(OPU 05) a 10 (OPU 16). Resultados similares foram
constatados na pupunheira, onde Moretzsohn et al., 2002
avaliando a similaridade em 175 acessos de caiaué, uma
palmeira nativa da Amazonia, também encontraram niveis
de polimorfismo similares aos obtidos neste trabalho.

Nédo foram observadas, dentre os fragmentos
amplificados, a ocorréncia de bandas especificas a nenhum
gendtipo avaliado. Foram estimados os indices de
similaridade entre todos os gendtipos. A similaridade
genética variou de 0,23 a 0,86. Costa e Oliveira (2010),
analisando a similaridade genética em genétipos de tucuma
com RAPD obtiveram coeficiente de similaridade minima
de 0,28, valor este proximo ao obtido neste estudo (0,23),
porém a similaridade maxima encontrada pelos autores foi
de 0,65 ficando abaixo do valor aqui encontrado (0,86).
Nunes (2008), em um estudo de caracterizagdo molecular de
butiazeiro por RAPD, obtiveram coeficientes de
similaridade de 0,65 a 0,85 entre os gendtipos,
assemelhando-se, neste caso, as similaridades maximas por
ele obtidas e as encontradas neste trabalho. Ciampi et al.
(2007), avaliando duas populagdes de Trithrinax
brasiliensis também encontraram valores de similaridade
maxima semelhantes aos obtidos neste estudo (0,85), assim
como no presente trabalho, os autores verificaram que a
clusterizagdo ndo  provocou a formagdo de  grupos
diferenciando as duas populagdes por ele estudadas.

A maior similaridade genética foi entre o R04 e o D07
(0,86), fato que respalda a teoria de que, neste caso, a
resisténcia apresentada por algumas plantas ndo se deve a
mecanismos de origem genética.

Os valores de dissimilaridade genética obtidos neste
trabalho estdo de acordo com aqueles obtidos por Oliveira et
al. (2007), que avaliando a diversidade genética entre
acessos de agaizeiro com marcadores RAPD obtiveram
dissimilaridades que variaram entre 0,06 a 0,67. A maior
dissimilaridade genética foi obtida, comparando-se o ROS8
com o R24 (0,23). A segunda maior dissimilaridade foi entre
o R02 e o D05 (0,24). Isso indica que estes materiais sdo
candidatos potenciais como fonte de variabilidade no
programa de hibridizagdo desta espécie, visando o
melhoramento genético. Estes dados podem monitorar os
cruzamentos com grande potencial de aumento de
variabilidade no germoplasma de dendezeiro. Em diversas
palmeiras perenes tropicais foram detectadas
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dissimilaridades de magnitudes 0,03 a 0,71, com o uso de
marcadores RAPD (HAYATI et al., 2004).

Na figura 1, encontra-se o dendrograma gerado pelo
método UPGMA, através do programa NTSYS-pc, 2.02. A
clusterizagdo provocou a separacdo dos acessos em grupos
com coeficiente de similaridade variando de 0,23 a 0,86,
demonstrando ampla variabilidade nos gendtipos estudados.
Nao houve a formagdo de grupos separados dos gendtipos
com e sem Amarelecimento Fatal, sugerindo que a
“resisténcia”, neste caso, pode estar influenciada por outros
fatores que ndo o genético.
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Figura 1- Dendrograma gerado pelo método de analise de cluster UPGMA
para o coeficiente de Jaccard, para os 50 polimorfismos obtidos nos RAPDs

Marcadores RAPDs também foram utilizados por
Sousa et al. (2001) para avaliar a hipotese da existéncia de
trés racas de pupunha (Bactris gasipaes). Pela analise com
oito iniciadores, obtiveram 80 marcadores, cuja similaridade
média estimada pelo coeficiente de Jaccard foi de 0,53 que
encontra-se dentro da variagdo de similaridade observada
neste trabalho ( 0,54).
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IV. CONCLUSOES

O marcador molecular utilizado mostrou-se eficiente
para ser utilizado na caracterizagdo genética do dendezeiro.

A “resisténcia” ao amarelecimento fatal ndo foi
suficiente para discriminar o0s grupos geneticamente,
sugerindo que sua causa provavelmente deve-se a outros
fatores, e ndo a mecanismos de origem genética.

Serdo necessarios estudos mais aprofundados para se
elucidar o mecanismo de tolerancia ao AF apresentado pelas
plantas remanescentes.
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