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RESUMO

AZEVEDO, Alinne Oliveira Nunes; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Marco de 2015; LEGITIMIDADE DE HIBRIDOS
INTRAVARIETAIS DE COQUEIRO ANAO VIA DNA FINGERPRINT; Orientador:
Prof. Messias Gonzaga Pereira; Conselheiros: Prof2. Telma Nair Santana Pereira
e Profé. Helaine Christine Cancela Ramos.

Diante da vasta importancia econémica do coqueiro anao para o Brasil e
do desenvolvimento de um programa de melhoramento do coqueiro que visa a
producdo de hibridos intravarietais de coqueiro ando. Este trabalho tem por
objetivos principais: viabilizar a producdo de hibridos de mesma heranca
morfologica; identificar marcadores SSR que permitam o reconhecimento de
hibridos intravarietais de coqueiro ando puros para fins experimentais e
comerciais; obter DNA Fingerprining via marcadores SSR das populacdes de
coqueiro ando estudadas e verificar a legitimidade de sementes hibridos de
coqueiro ando a partir das marcas identificadas. Para tanto foram coletadas
aproximadamente 20 amostras de folhas de 13 popula¢des de coqueiro ando para
extracdo de DNA e reacdes de amplificacdo utilizando 57 pares de primers
microssatélites previamente selecionados. A identificacdo dos marcadores foi
dividida em duas etapas: triagem em bulk e validacdo planta a planta nos
genitores. A primeira etapa consistiu na utilizagdo dos 57 primers selecionados e
um bulk de cada populacdo parental contendo amostras foliares dos 20 genétipos
de cada uma delas. Foram identificados 27 primers que apresentaram

polimorfismo entre as populacbes, dentre eles: 7 locos SSR com alelos
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especificos para a variedade amarela, 9 locos SSR com alelos especificos para a
variedade vermelha e 3 locos SSR com alelos especificos para a variedade
verde. Esta informacdo € respaldada pelo dendrograma que resultou na
diferenciacdo de quatro grupos distintos, de acordo com as cores caracteristicas
das variedades. Também foi possivel eleger 10 pares de primers potenciais para
identificar os hibridos Ando Verde x Ando Amarelo e 13 pares de primers
potenciais para identificar os hibridos Ando Vermelho x Ando Amarelo ja que
estes ndo sao passiveis de serem identificados morfologicamente quando o Anao
Amarelo ndo é o genitor feminino. A segunda etapa consistiu em verificar se as
marcas identificadas na etapa anterior estavam fixadas nos 20 genétipos de cada
populacdo. Para a combinacdo Ando Verde x Ando Amarelo, somente um primer
apresentou marcas fixadas nas populacdes. Portanto, presume-se que por meio
da técnica de DNA Fingerprint e das marcas detectadas sera possivel identificar
sementes puras advindas de hibridos intravarietais (verde x amarelo e verde X
vermelho) de forma precisa e segura, visto que para alguns cruzamentos a
metodologia de identificacdo conforme a coloracdo da planta jovem ndo é uma
alternativa viavel. Especificamente no caso do cruzamento entre o Ando Verde
versus Amarelo, utilizando o Verde como genitor feminino, a genotipagem
molecular é a unica alternativa viavel. Por outro lado, até o0 momento marcas
especificas para diferenciar cruzamentos intravarietais como verde x verde ainda

nao foram identificadas.

viii



ABSTRACT

AZEVEDO, Alinne Oliveira Nunes; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Marco de 2015; LEGITIMIDADE DE HIBRIDOS
INTRAVARIETAIS DE COQUEIRO ANAO VIA DNA FINGERPRINT; Advisor:
Prof. Messias Gonzaga Pereira; Conselheiros: Profé. Telma Nair Santana Pereira
and Profé. Helaine Christine Cancela Ramos.

In face of the great economic importance of dwarf coconut for Brazil and
the development of a breeding program of coconut that aims the production of
intravarietal hybrids of dwarf coconut, the present work presents as main
objectives: to permit the production of hybrids with the same morphological
heritage; to identify SSR markers that permit to recognize pure intravarietal
hybrids of dwarf coconut for experimental e commercial purposes; to obtain DNA
fingerprinting via SSR markers of the dwarf coconut populations under study; and
to verify the legitimacy of hybrid seeds of dwarf coconut from the identified
markers. Thus, 20 leaf samples of 13 dwarf coconut populations were collected in
order to extract DNA and amplification reactions using 57 microsatellite primer
pairs that were previously selected. The identification of markers was divided in
two steps: screening in Bulk and plant to plant validation of genitors. The first step
consisted of using the 57 selected primers and a Bulk of each parental population
which contained leaf samples from all 20 genotypes of each population. 27
primers were detected because they presented polymorphisms between
populations, 7 out of the 27 loci presented specific alleles for the yellow dwarf

variety, 9 out of the 27 loci presented specific alleles for the red dwarf variety and
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3 out of the 27 loci presented specific alleles for the green dwarf variety. Such data
corroborates the dendrogram which presented differentiation of four distinct
groups regarding the characteristic color of the varieties. It was also possible to
elect 10 primer pairs with potential to identify hybrids Green Dwarf x Yellow Dwarf
and 13 primer pairs with potential to identify hybrids Red Dwarf x Yellow Dwarf,
considering that those hybrids cannot be morphologically identified when the
Yellow Dwarf is not the female genitor. The second step consisted of verifying if
the identified markers during the last step were fixed in all 20 genotypes of each
population. For the combination Green Dwarf x Yellow Dwarf, only one primer
presented fixed markers in the populations. Therefore, It can be concluded that
due to DNA Fingerprint and selected markers it will be possible to identify pure
seeds from intravarietal hybrids (Green x Yellow and Green x Red) in a precise
and safe form, because for some crosses the methodology of identification
according to seedling color is not a viable alternative. Specifically, regarding the
crossing between Green Dwarf x Yellow Dwarf, using green dwarf as female
genitor, the molecular genotyping is the only viable alternative. In the other hand,
nowadays, there are no specific markers that are able to differentiate intravarietal

crossings as green x green.



1. INTRODUGAO

BN

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma planta que pertence a classe
Monocotyledoneae, e a familia Arecaceae (Palmae). E a Unica espécie do género
Cocos e possui duas variedades: o coqueiro gigante (Typica) e o coqueiro anao
(Nana). Este ultimo possui ainda trés subvariedades: o ando verde, o vermelho e
o amarelo, sendo que o ando vermelho ainda apresenta dois tipos
fenotipicamente diferentes: o da Malasia e o de Camardes (Ribeiro, 2002).

A variedade ana é a mais utilizada em programas de melhoramento do
coqueiro e na producdo de hibridos por apresentar maior precocidade, maior
produtividade em termos de numero de frutos por planta por ano e menor porte
em relacdo as demais variedades (Nuce De Lamothe e Rognon, 1977).

Apesar de controvérsias, o centro de origem do coqueiro € considerado o
Sudeste Asiatico, sendo que seu cultivo também esta distribuido pela América
Latina, Caribe e Africa Tropical em cerca de 200 paises. Porém em apenas 90
deles predomina sua exploracdo comercial (Martins e Jesus Junior, 2011). A
producdo mundial de coco se concentra principalmente na Asia, em paises como
as Filipinas, india e Indonésia, os trés maiores produtores do mundo.

Esse continente também apresenta o maior percentual do cultivo e
comércio do coco, embora o cultivo seja espalhado por toda zona intertropical
(FAOSTAT, 2011). No Brasil, a cultura do coqueiro estd estabelecida,
preponderantemente, ao longo do litoral, desde o estado do Para até o estado do

Rio de Janeiro. Especificamente na regido Sudeste, o Estado do Rio de Janeiro



apresenta-se como 0 segundo maior produtor com uma producdo de 70.010
toneladas, sendo o maior produtor da regido o Espirito Santo com uma producao
de 173.716t (IBGE, 2012).

A maior parte da producdo de coco no pais é destinada ao consumo in
natura aplicada a alimentacdo humana e a fabricacdo de produtos
industrializados. Com isso, as pesquisas de melhoramento genético do coqueiro
visam aumentar a quantidade de albumen, numero de frutos por planta,
caracteristicas sensoriais e organolépticas, resisténcia a pragas, doencas e
secas. Entretanto, possui algumas limitagdes devido ao longo ciclo da cultura,
pequeno numero de sementes produzidas e impossibilidade de propagacédo
vegetativa devido a natureza da cultura (Liyanage, 1967).

Uma das estratégias dos melhoristas nesse ambito tem sido a avaliacao
de hibridos intervarietais (Ando x Gigante), visto que, em relatos da literatura
observa-se que a manifestacédo da heterose em coqueiro ocorre para a producao
de frutos, precocidade, resisténcia a pragas e doencas, numero de folhas e
circunferéncia do coleto (Santos et al, 1982). Como no Brasil, o grande interesse
do coqueiro € para producdo de agua para consumo in natura ou industrial, a
variedade ana verde é a mais apropriada.

Atualmente, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
em parceria com outras empresas, iniciou um trabalho vislumbrando a
possibilidade de obter combina¢cdes hibridas envolvendo ecoétipos especificos de
ando, identificando hibridos que sejam mais produtivos, com foco no volume e
gualidade da &gua e maior tolerancia as enfermidades.

Contudo, ainda ndo existe um método confiavel para a confirmacdo da
identidade de cultivares de coqueiro e legitimidade de hibridos da espécie. Isso
acarreta sérios problemas no cultivo de coco e producdo de sementes, como a
identificacdo dos cultivares ou dos hibridos, que s6 pode ser constatada nas fases
mais tardias do crescimento com base em caracteristicas reprodutivas, devido ao
longo periodo juvenil e sua natureza perene (Perera, 2010).

A identificacdo equivocada de mudas nao legitimas como legitimas causa
uma série de problemas de ordem econfmica, visto que uma plantagdo de
coqueiro demanda uma grande area, havera uma produc¢do ndo satisfatoria e toda

mao de obra empregada sera inatil.



Como os marcadores de DNA s&o simples, rapidos, menos
ambientalmente condicionados, e alguns deles sdo experimentalmente bem
reprodutiveis, eles tém sido amplamente aplicados na identificacdo, registro de
planta ou variedade, e no controle da pureza de sementes hibridas,
proporcionando autenticidade com alta preciséo, alta confiabilidade e a depender
do marcador, baixo custo (Zhao et al, 2000; Liang, et al 2001). Com auxilio dos
marcadores € possivel obter DNA Fingerprints, ou seja, descrever o padrao
molecular de um genotipo.

O uso do DNA Fingerprint para o melhoramento do coqueiro permite a
identificacdo de cultivares e verificagdo da legitimidade de sementes hibridas.
Este estudo objetivou obter o DNA Fingerprint de 13 populacdes de coqueiro ando
por meio de marcadores microssatélites visando melhorar a autenticacdo de

sementes hibridas de coqueiro oriundas de cruzamentos intravarietais.



2. OBJETIVOS

a) Obter DNA Fingerprint via marcadores SSR das 13 popula¢gdes de coqueiro anao
previamente selecionadas; e que estdo sendo utilizadas paralelamente no
programa de melhoramento do coqueiro da UENF;

b) Identificar marcadores SSR que permitam o reconhecimento de hibridos
intravarietais de coqueiro ando entre as populacbes avaliadas para fins
experimentais e comerciais;

c) Verificar a legitimidade de sementes hibridas de coqueiro ando, a partir das
marcas identificadas;

d) Viabilizar a producédo de hibridos de mesma heranca morfolégica relacionada a

cor.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Importancia Socioeconémica da cultura do coco

A cultura do coqueiro é considerada a mais importante das culturas
perenes. Todas as partes do coqueiro apresentam um percentual de
aproveitamento, desde a raiz até os frutos, gerando produtos utilizados na
alimentacéo, na industria e outros de menor importancia (Ferreira et al, 1998).

Em termos econdmicos e sociais a cocoicultura tem uma vasta importancia
por gerar empregos e renda durante todo o ano, visto que, além de ser uma
cultura perene, pode ser consorciada com outras culturas e até mesmo com a
criacdo de animais o que contribui para fixacdo do homem no campo (Fontenele,
2005).

A producdo mundial de copra (albimen desidratado a 6%) se concentra
principalmente na Asia, nos paises das Filipinas, india e Indonésia. Esse
continente também apresenta o maior percentual do cultivo e comércio do coco,
apesar de que o cultivo é espalhado por toda zona intertropical (Ferreira et al,
1998). Na ultima década o cultivo mundial de coco registrou um acréscimo em
area de plantio e colheita.

Em 2001, a producdo mundial foi de 51,9 milhdes de toneladas, numa area
colhida de 11,1 milhdes de hectares, enquanto que no ano de 2010, a producgéo
foi de 62,4 milhdes de toneladas em uma area colhida de 11,7 milhdes de

hectares, representando um incremento de 20,2% na producao e de apenas 5,4



% na é&rea colhida. O rendimento médio mundial na producédo de frutos variou de
4,68 t/ha no ano de 2001 para 5,33 t/ha no ano de 2010 (FAOSTAT, 2012).

Dentre os principais paises produtores de coco e suas respectivas areas
colhidas, nos anos de 2001, 2005 e 2010, a Indonésia destaca-se como 0 maior
produtor mundial, seguido por Filipinas, india, Brasil e Sri Lanka que somaram
juntos 52,0 milhdes de toneladas, representando 83,2% da producdo mundial.

O Brasil encontra-se como quarto maior produtor de coco mundialmente.
A maior parte da sua producdo é destinada ao consumo in natura aplicada a
alimentacdo humana e a fabricacdo de produtos industrializados como: coco
ralado, leite de coco, flocos, creme, onde somente o refugo € processado na
industria, visando a producao de copra para obtencao de o6leo (Ribeiro, 2002).

Diante disso, as pesquisas de melhoramento genético do coqueiro visam
aumentar a quantidade de albumen, namero de frutos por planta, caracteristicas
sensoriais e organolépticas, resisténcia a pragas, doencas e secas. (Liyanage,
1967).

Considerando-se a ultima década, a producéo e a area colhida com coco
no Brasil, apresentaram crescimento, passando de 1,4 bilhdes de frutos em 2001
para 1,8 bilhdes de frutos em 2010. A area colhida no mesmo periodo variou de
273,3 mil hectares para 264,3 mil hectares, representando um acréscimo de
28,6% na producdo e uma reducao de 3,3% nha area colhida (Agrianual, 2012).

O Sudeste alcancou a segunda posi¢cdo com 14,6% da producdo de coco
no Brasil. Comparando-se os anos de 2001 e 2010, a producédo brasileira de
frutos de coco apresentou crescimento na maioria dos estados. Constatou-se
também, um aumento na é&rea colhida nos estados do Ceara, Para, Paraiba,
Pernambuco e Rio de Janeiro (Agrianual, 2012).

Os Estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo apresentaram 0s maiores
valores para a média anual de rendimento, sendo de 16.737 e 14.917 frutos por
hectare; respectivamente. Esses resultados obtidos sdo bem superiores aos
verificados nos demais Estados produtores e também em relacdo a média
nacional. As elevadas produtividades médias obtidas nos estados do Espirito
Santo e Rio de Janeiro sdo justificadas pela ampliacdo das areas cultivadas,
principalmente, a partir da década de 90, utilizando-se mudas de coqueiro anao

verde proveniente de material genético de melhor qualidade e melhor nivel



tecnologico de manejo, sobretudo irrigacdo, adubacdo e controle fitossanitario
(Benassi, 2012).

De maneira geral, a cultura do coqueiro tem avancado mostrando
respostas positivas, acerca da produtividade; e deixando cada vez mais evidente
sua importancia socioeconémica para o pais. Entretanto ainda existem algumas
limitacdes, ndo s6 de carater tecnoldgico, mas também de apoio governamental
gue vise ampliar a competitividade dos pequenos produtores (Martins e Jesus
Junior, 2011).

3.2.0rigem e Distribuicdo do Coqueiro

O coqueiro é uma palmeira tropical com notavel importancia soécio-
econdmica e que se encontra amplamente distribuida por todo mundo (Siqueira et
al, 2002). Muito tem se discutido sobre o centro de origem do coqueiro, que é
considerado ainda, pela maioria dos autores como sendo o Sudeste Asiatico.
Porém, em trabalhos mais recentes, Harries e Clement (2013) apresentaram uma
nova hipotese a respeito da origem e dispersao do coqueiro.

Através de uma longa revisao bibliografica a respeito da dispersdo do
coqueiro pelo mundo, Harries e Clement (2013), perceberam que o coqueiro nao
tinha sua origem restrita a um pais ou regido, mas sim, a um ecossistema: atois
de corais. Esta hipotese defende a ideia de que o coqueiro originou-se, evoluiu e
se dispersou naturalmente por flutuacédo de seus frutos pelas correntes maritimas
que “unem” todo o ecossistema de corais.

Como esse ecossistema esta presente em toda faixa tropical do mundo e
estd sujeito a constantes mudancas geograficas de suas fronteiras, nao foi
possivel para Harries e Clement (2013) determinarem um local de origem exato.
Assim, com base nesta hip6tese, o coqueiro ndo pode ter sua origem restrita a
uma unica regido no planeta.

A disseminacéo do coqueiro por meio de dispersao natural levou cerca de
80 milhdées de anos. Durante esse periodo, o coqueiro desenvolveu mecanismos
gue o permitiu ser disperso através dos oceanos e se estabelecer em regides
costeiras, adaptando-se a tempestades de vento e inundagbes periodicas, e

resistindo sem o apoio ou presenca de qualquer representante da fauna e flora e,



por fim, novamente, dispersando seus frutos através do oceano para novas
regides (Batugal e Jayashree, 2005).

Entretanto, apesar de o fruto do coqueiro apresentar uma adaptacao
natural para a dispersdo por correntes maritimas, a sua dispersdo ocorreu
também através do homem. Essa interacdo notavel culminou na distribuicdo
geogréfica da espécie Cocos nucifera e, consequentemente, na sua diversidade
fenotipica. E provavel que durante o periodo pré-colombiano, navegadores das
Filipinas tenham disseminado o coco para o leste da Polinésia e, posteriormente,
o tenham introduzido na Costa Pacifica da América Latina.

Enquanto que na regido do Oceano indico a estrutura das populagdes
remetem a uma influéncia promovida pelas expansdées dos navegantes rumo ao
oeste em direcdo a Madagascar. Em seguida, o coco foi introduzido pelos
europeus a partir da india para a Costa Atlantica da Africa, América do Sul e
Caribe (Gunn et al, 2011).

No Brasil, a variedade gigante foi introduzida em 1553, proveniente da
Ilha de Cabo Verde e; a introducéo da variedade ana ocorreu da seguinte forma: o
anao-verde, em 1924, de Java, 0 ando-amarelo, em 1938, e o ando-vermelho, em
1939, ambos provenientes do Norte da Malasia. Ja o anédo vermelho-de-camarfes
foi introduzido em 1978, proveniente da Costa do Marfim (Fontes e Ferreira,
2006).

3.3.Aspectos Botanicos e Fisiologicos do Coqueiro

Segundo Chan e Elevitch (2006), o coqueiro é uma planta que pertence a
Classe Monocotyledoneae e a Familia Arecaceae (Palmae). E a Unica espécie do
género Cocos e possui duas variedades: o coqueiro-gigante (Typica) e o
coqueiro-anao (Nana). Este ultimo possui ainda trés subvariedades: o ando verde,
o vermelho e o amarelo, sendo que, o ando vermelho ainda apresenta dois tipos
fenotipicamente diferentes, o da Malasia e o de Camardes (Siqueira et al, 2002).

O coqueiro apresenta um sistema radicular fasciculado, seu caule é do
tipo estipe que pode atingir em média 18 metros, com uma por¢ao terminal tenra
e comestivel conhecida como palmito. As folhas séo do tipo penada, composta de

peciolo, raquis e foliolos. O coqueiro emite cerca de 12 a 18 folhas ao ano, a



depender da variedade. As inflorescéncias sdo paniculadas, axilares e protegidas
por bracteas. S&o compostas por pedunculo, espigas e flores masculinas e
femininas. O fruto € uma drupa de epicarpo liso, mesocarpo espesso e fibroso, e
endocarpo onde se encontra a semente protegida pelos albimens liquido e sélido
(Passos, 1998).

Segundo Nuce De Lamothe e Rognon, (1977), o coqueiro é uma planta
mondica, que apresenta os 6rgaos sexuais em flores distintas, porém na mesma
inflorescéncia. Na variedade gigante a fase feminina se inicia apés a fase
masculina, ou seja, as flores masculinas liberam pdélen cerca de 15 dias apos a
abertura da espata. Ja as flores femininas s6 tornam-se receptivas apés findar o
ciclo masculino, impossibilitando a autofecundagdo. E por isso, que nessa
variedade o tipo de fecundacéo € predominantemente polinizacdo cruzada (Nuce
De Lamothe e Rognon, 1977).

O coqueiro € uma planta de clima tropical, com condi¢cbes favoraveis
entre 20°N e 20°S de latitude. A disponibilidade de agua exerce alta influéncia
sobre seus processos fisiologicos, existindo assim condi¢des de temperatura e
umidade que sdo determinantes para o seu cultivo (Ferreira et al, 1998). Requer
clima quente, pois baixas temperaturas acarretam mudancas em sua morfologia e
em seus mecanismos fisiologicos. O clima deve ser umido, ressaltando situacdes
de extremos que sao prejudiciais para a planta. O regime pluvial ideal é
caracterizado por precipitacdo anual de 1500mm e mensal de 130mm. O coqueiro
€ altamente exigente em luz, necessitando de ventos fracos e moderados para
auxiliar nos processos de absorcéo e transpiracdo (Ferreira et al, 1998; Fontes e
Ferreira, 2006).

3.4.Coqueiro Anao

O coqueiro ando é uma variedade predominantemente autégama e mais
sensivel a estresses bidticos e abiodticos. Apresenta desenvolvimento vegetativo
precoce e pode atingir de 10 a 12m de altura. A sua produgéo inicia entre 2 a 3
anos apos o plantio e tem vida util entre 30 e 40 anos. Em acréscimo, produz
cerca de 150 a 200 frutos/planta/ano e, estes frutos destinam-se ao consumo in

natura e ao uso agroindustrial (Fontes et al, 2002; Batugal e Jayashree, 2005).
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Produtividades bem mais elevadas, cerca de 400 frutos por ano, tém sido
relatadas por produtores em regides do semiarido brasileiro.

A variedade ana possui ainda trés subvariedades caracterizadas pela cor
do fruto, peciolo, inflorescéncia, que sdo o anado verde, o vermelho e o amarelo
como ja citado, sendo que o ando vermelho ainda apresenta dois tipos
fenotipicamente diferentes, o da Malasia e o de Camardes (Ribeiro, 2002). A
cultivar verde é mais resistente as condi¢cdes adversas do ambiente e a amarela,
mais suscetivel.

Segundo Bourdeix et al (2005) existem doze variedades de coqueiro anéo
catalogadas em todo o mundo, a saber: Ando Amarelo da Malasia (MYD), Anao
Vermelho da Malasia (MRD), Ando Verde do Brasil (BGD), Ando Vermelho de
Camardes (CRD), Ando Verde de Pilipog (PILD), Ando de Niu Leka (NLAD), Ando
Verde do Sri Lanka (PGD), Ando Vermelho Tahitiano (TRD), Ando Verde Catigan
(CATD), Ando Marrom de Madang (MBD), Anédo Verde da Tailandia (THD) e Anao
Verde de Tacunan (TACD). Entretanto, dentre estas variedades apenas as
variedades Ando Amarelo da Malasia (MYD), Ando Vermelho da Malasia (MRD),
Ando Verde do Brasil (BGD) e Ando Vermelho de Camardes (CRD) existem no
Brasil, além do Ando Amarelo de Gramame e Anao Vermelho de Gramame.

O Anao Verde do Brasil, por sua vez, esta distribuido pelo litoral brasileiro
em diversas regides produtoras recebendo assim, a designacédo dos locais onde
foram prospectados e coletados, como, por exemplo, o Ando Verde do Brasil de

Jiqui e Ando Verde do Brasil de Souza.

3.4.1. Ando Verde do Brasil

No Brasil, o coqueiro ando verde é o mais cultivado dentre as outras
subvariedades, principalmente pela maior aceitacdo desses frutos entre os
consumidores. Segundo Bourdeix (1988), apresenta a menor taxa de
autofecundacéo que é 94,3%, assumindo assim, o maior percentual de alogamia
(5,7%) entre as subvariedades, o0 que ocasiona maior variabilidade desse
material.

A cultivar ana verde possui taxa de germinacgéo intermediaria em relagéo

as outras cultivares, apresentando percentuais entre 21,33% no primeiro més e
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57,48% no segundo més (Rabelo et al, 2006). Sob determinadas condi¢fes é a
cultivar que proporciona o florescimento mais precoce com 2,5 anos de idade
(Aragdo et al, 2002) e apresenta fase feminina curta e com uma certa
simultaneidade com a fase masculina da mesma inflorescéncia e da
inflorescéncia seguinte (Ribeiro et al, 1999). Segundo Castro (2007) a fase
feminina do coqueiro ando verde assemelha-se a fase feminina do coqueiro
gigante.

Os frutos de 7 e 12 meses apresentam 0s maiores valores de peso de
fruto e fibra, respectivamente, e aos 6 meses oferecem 0s maiores valores de

albumen liquido, quando comparado as demais cultivares (Aragéo et al, 2001).

3.4.2. Ando Amarelo da Malasia e de Gramame

Segundo Siqueira et al (1998) e Ribeiro et al (1999), o ando amarelo
possui dois tipos que nao se distinguem em caracteristicas morfo-agronémicas, o
Ando Amarelo de Gramame e o Ando Amarelo da Malasia. O ando amarelo
possui uma taxa intermediaria de autofecundacédo de 94,9% quando comparado
com as outras subvariedades (Bourdeix, 1988). Tem crescimento vegetativo mais
rapido que o verde e o vermelho de camardes, apresentando similaridade com os
outros andes vermelhos (Ribeiro et al, 1999).

Essa cultivar floresce entre 2,5 e 2,7 anos de idade, segundo dados
coletados por Aragao et al (2003), e possui simultaneidade completa das fases
masculina e feminina na mesma inflorescéncia (Ribeiro et al, 1999). Os frutos com
7 e 12 meses possuem peso intermediario, e os valores referentes ao albiumem
sélido e ao albumen liquido sdo os menores entre as cultivares (Aragao et al,
2001).

3.4.3. Ando Vermelho Malasia e de Gramame

Semelhantemente ao ando amarelo, o ando vermelho também possui
dois tipos que nado se distinguem em caracteristicas morfo-agronémicas, o Anéo
Vermelho de Gramame e o Ando Vermelho da Malésia, que para alguns autores

também sao considerados dois tipos geneticamente diferentes.
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O anédo vermelho apresenta a maior taxa de autofecundacao de 99,5%
guando comparado com as outras cultivares (Bourdeix, 1988). Sua taxa de
germinacdo é menor em relacdo as cultivares verde e amarela, porém tem
crescimento vegetativo mais rapido que o verde e o vermelho de camarbes
(Ribeiro et al, 1999).

Tem seu florescimento entre 2,7 e 2,9 anos de idade, segundo dados
coletados por Aragédo et al (2003) e possui simultaneidade completa das fases
masculina e feminina na mesma inflorescéncia (Ribeiro et al, 1999). Os frutos com
7 e 12 meses tém peso maior que os frutos de outras cultivares, e os valores
referentes ao albimem sdlido e ao albumen liquido sdo os intermediarios entre

elas (Aragao et al, 2001).

3.4.4. Anao Vermelho de Camardes

O Anéo vermelho de Camardes possui uma coloracdo mais fraca do que
os outros andes vermelhos, o que facilita sua distingdo entre eles. Entretanto, cor
diferenciada ndo é o uUnico aspecto no qual esse tipo de ando vermelho se
distingue dos demais. Além disso, ele apresenta uma taxa de germinacdo mais
lenta e uniforme, crescimento vegetativo mais lento, tem menor porte e ndo exibe
dilatacdo na base do estipe, e 0 angulo de insercédo das folhas € bem menor que
0s outros andes vermelhos (Loiola, 2005).

Segundo Cambui (2007), esse tipo é o mais distante geneticamente entre
as outras cultivares de coqueiro ando. Os frutos com 7 e 12 meses possuem 0sS
maiores valores referentes ao albumem sélido e ao albumen liquido do que os

frutos de outras subvariedades (Aragao et al, 2001).

3.4.5. Heranca da cor do fruto em coqueiro anéo

A coloracdo, caracteristica de partes da planta do coqueiro (exemplo:
fruto, inflorescéncia, coleto) tem grande importancia, ndo sé na identificacdo de
cultivares, como também para identificagdo de hibridos legitimos na fase de
germinacdo atuando como marcador morfolégico e acelerando a selecdo de

plantas legitimas (Aragédo et al, 1999)
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Segundo Bourdeix (1988) a cor do coqueiro é devida a expressao de 2
genes independentes, simbolizados por “R, r, G, g” onde, 0s seguintes genotipos

produzem os devidos fenétipos de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1 — Representacdo genotipica e fenotipica do coqueiro anao

Genotipo Fendtipo
rrgg Amarelo
RRgg, Rrgg Vermelho
GG, rrGg Verde
RRGG, RRGg, RrGG, RrGg Marrom

Aragéo et al (1999) testaram todas as combinacdes possiveis entre todos
0s gendtipos e fenotipos gerados pelos 2 genes que controlam a heranca da cor,
inclusive cruzamentos reciprocos. Com isso, eles concluiram que a depender da
situacdo, as cores verde e marrom também funcionaram como marcadores na
identificacdo de hibridos.

De 72 combinacbes realizadas, 50% ocorreram na situacdo de
marcadores parciais, 26,4% na situacdo de ndo marcadores e 23,6% atuaram
como verdadeiros marcadores, distinguindo confiavelmente as sementes hibridas.
Isso ocorre porque essas situacdes dependem tanto da combinagcdo entre os
parentais (normal ou reciproca) quanto do estado de homozigose ou heterozigose
dos locos. A situacdo de marcador parcial € quando devido as condi¢cdes de
heterozigosidade dos locos de um ou de ambos parentais, existindo a
possibilidade de se obter no minimo dois gendtipos e dois ou mais fenoétipos
podendo ser igual a cor do parental feminino, igual a cor do parental masculino e
diferente dos parentais.

No entanto, se a cultivar verde for utilizada sempre como genitor feminino
a maioria das combinacBes tornam-se inviaveis quanto a aplicacdo dos
marcadores morfolégicos na identificacdo nas sementes hibridas devido a
presenca de alelos dominantes em seu genaétipo. O problema € o mesmo, se 0s
hibridos forem provenientes de cruzamentos entre genitores de mesma heranca
morfologica.

Entdo a selecdo de mudas confiando apenas sobre os parametros

morfologicos, como cor do peciolo e vigor de crescimento, muitas vezes resulta
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em selecdo indesejavel de mudas de polinizagdo cruzada e também de rejeicao
de possiveis bons hibridos. O problema é dobrado se a selecdo é para o plantio
de sementes comerciais, onde o estabelecimento de tipos impuros pode resultar
em desperdicio de tempo, recursos e perda de desejavel pureza genética (Rajesh
et al, 2013).

Aragdo et al (1999) propuseram que seria ideal antes de qualquer
cruzamento, determinar a situacao dos loci dos parentais quanto a homozigoze e
heterozigose, principalmente, através de marcadores moleculares tornando o

processo de hibridacdo mais seguro.

3.5.Recursos Genéticos e Bancos de Germoplasma

A Rede Internacional de Recursos Genéticos de Coco (COGENT) tem
como uma das metas do programa, estabelecer e manter uma base de dados
internacional onde pudessem ser cadastrados todos os acessos conservados nos
Bancos de Germoplasma de Coco do Mundo (Batugal, 2006).

A base de dados criada pelo COGENT, Coconut Genetic Resources
Database (CGRD) dispde, atualmente de 1680 acessos cadastrados distribuidos
em 24 Bancos de Germoplasma. A regido que apresenta maior numero de
acessos cadastrados é o Sudeste Asiatico, destacando-se a india, as Filipinas e a
Indonésia. O COGENT possui 5 sub-redes, com o objetivo de conservar, avaliar e
disponibilizar os 200 mais importantes acessos de cada Regido. Cada sub-rede
coordenada por um pais da regido, e sao elas: Sudeste e Leste Asiatico, Sul da
Asia, Sul do Pacifico, Africa e Oceano indico e América Latina e Caribe (Batugal,
2006). A sub-rede da América Latina é formada pelos Bancos de Germoplasma
do Brasil, da Jamaica e do México.

No Brasil, os trabalhos com recursos genéticos de coco iniciaram na
Embrapa Tabuleiros Costeiros (CPATC) com a formacdo do Banco Ativo de
Germoplasma de Coco em 1982, localizado no Campo Experimental do Betume,
no municipio de Nedpolis-SE, constituindo um programa de acdes especificas na
area de melhoramento e recursos genéticos (Aragdo, 1999). A conservacao de
germoplasma de coco no BAG é feita através de colec¢des in vivo e ex situ, com
diferentes quantidades de individuos por acessos, em funcéo da disponibilidade

dos materiais introduzidos (Ribeiro, 2002).
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Para constituir o BAG, em 1982, a Embrapa viabilizou a introducdo dos
acessos: Ando Amarelo da Malasia (AAM) e Ando Vermelho da Malasia (AVM) e
Ando Vermelho de Camardes (AVC), procedentes da Costa do Marfim. Em 1983,
ocorreu nova introducdo de acessos oriundo da Costa do Marfim: Gigante-do-
Oeste-Africano (GOA), Gigante-de-Rennell (GRL), Gigante-da-Polinésia (GPY),
Gigante-de-Rotuma (GRT), Gigante-de-Tonga (GTG), Gigante-de-Vanuatu (GVT).
Gigante-da-Malasia (GML), além de reintroduzidos os Andes Amarelo (AAM) e
Vermelho da Malésia (AVM) e Ando Vermelho de Camardes (AVC), e, em 1984,
foram introduzidos os seguintes: Gigante-do-Oeste-Africano (GOA), Gigante-da-
Polinésia (GPY), Gigante-de-Rennell (GRL), Gigante-de-Tonga (GTG), Gigante-
de-Vanuatu (GVT) e Gigante-da-Malasia (GML) e em 1986, outra reintroducao
com Gigante-de-Rennell (GRL), Gigante-da-Polinésia (GPY) e Gigante-de-
Vanuatu (GVT) (Ribeiro e Siqueira,1995).

Os trabalhos de prospeccao e coleta de germoplasma no Brasil foram
iniciados também em 1982, tendo sido prospectadas e introduzidas as seguintes
populacdes de coqueiro gigante: Praia do Forte, BA, Pacatuba, SE, Merepe e
Santa Rita, PE, S&o José do Mipibu e Baia Formosa, RN; e as populacbes de
coqueiro-ando: amarelo e vermelho-de-gramame (PB); e verde-de-jiqui, RN
(Ribeiro e Siqueira,1995).

A caracterizacdo e avaliacdo desses acessos foram iniciadas em 1983,
baseadas em aspectos morfoldgicos e moleculares. Essa ultima, por meio de uma
parceria entre, a Embrapa Tabuleiros Costeiros e a Universidade Estadual do
Norte Fluminense, em 1996 (Ribeiro, 2002). Alguns trabalhos realizados dentro
dessa parceria foram Wadt (1999), Nunes (2013), Loiola (2014) e Azevedo
(2014).

3.6.Variabilidade Genética

Para o sucesso de programas de melhoramento, é imprescindivel
conhecer profundamente a constituicdo e a diversidade genética das espécies,
bem como, do material genético submetido aos programas de melhoramento, de
modo a conhecer ndo somente a variabilidade genética do material em estudo,
como os efeitos da interagéo desta com o ambiente e, assim, viabilizar a obtencéo

de gendtipos superiores (Milach, 1998).
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J& foram realizados diversos estudos de diversidade genética com
coqueiro utilizando caracteristicas morfoagronémicas, tais como: Harries (1978), o
gual melhorou o0 método de andlise de componentes de frutos desenvolvida por
Whitehead (1965), a fim de estudar a diversidade genética do coqueiro no mundo;
Ashburner et al. (1997) realizaram a anélise de componentes de frutos usando 29
acessos de populacdes de coqueiro oriundas da Regidao do Pacifico Sul; Zizumbo-
Villareal e Marin (2001) estudaram a diversidade genética de 18 populacbes de
coqueiro do México, usando 19 caracteristicas morfométricas e fisiolégicas de
folhas, além da plasticidade fenotipica; Zizumbo-Villareal et al. (2005) analisaram
a diversidade genética de acessos de coqueiro do México em condigdes in situ e
ex situ, usando 17 caracteristicas morfométricas.

Em contrapartida, os marcadores moleculares vém apresentando
expressiva aplicacdo em estudos de diversidade genética do coqueiro, visto que
sédo passiveis de serem aplicados em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta e sofrem pouca influéncia do ambiente. Portanto, durante as ultimas
décadas, varios marcadores moleculares foram empregados para estudar a
diversidade genética em coqueiro, por exemplo, RFLP, AFLP, RAPD, ISTR ISSR,
SSR e SNPs (Lebrun et al., 2005).

Dentre estes marcadores, destacam-se 0os marcadores microssatélites ou
SSR, os quais, segundo Perera et al. (1999), tém sido usados em andlises de
estrutura de populacdes de coqueiro, bem como mostram-se adequados para

avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma em coqueiro.

3.7.Melhoramento Genético do Coqueiro

O coqueiro (Cocos nucifera L.) €& uma espécie diploide, Unica
representante do género Cocos e, apresenta 32 cromossomos dispostos em 16
pares, ou seja, 2n=2x=32 (Uhl e Dransfield, 1987). O sistema de cruzamento
entre as plantas de coqueiro depende da variedade. Ou seja, a variedade Gigante
comporta-se como alébgama, e a variedade And como autdbgama (Batugal e
Bourdeix, 2005). Isto ocorre porque o coqueiro Gigante apresenta protandria
(amadurecimento do androceu anteriormente ao gineceu), enquanto 0 coqueiro
ando apresenta amadurecimento simultdneo do androceu e gineceu, resultando

em favorecimento da autofecundacgéo.
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3.7.1. Métodos de Melhoramento

Ao longo da historia do melhoramento da cultura, o coqueiro foi submetido
aos seguintes métodos de melhoramento: selecdo massal, a qual se mostrou
desfavoravel devido a depressdo por endogamia exibida pelos coqueiros
gigantes; selecdo com teste de progénies; hibridos simples intra e intervarietais,
envolvendo, no caso de hibridos intervarietais, cruzamentos reciprocos; hibridos
complexos, tais como, hibridos duplos e hibridos triplos; e, por fim, mais
recentemente, o desenvolvimento de variedades sintéticas, que envolvem o
cruzamento entre linhas selecionadas com aferida capacidade combinatéria

(Batugal e Bourdeix, 2005).

3.7.2. Estratégias de Melhoramento

A investigacdo da variabilidade genética entre populacbes de coco é
fundamental para o desenvolvimento de novas cultivares adaptadas a diferentes
condi¢cbes ambientais, bem como para a selecdo de parentais divergentes para
potencializar a heterose em hibridacdes futuras.

Uma das estratégias que vem sendo aplicada pelos melhoristas a fim de
aumentar a produtividade de coco e resolver outros problemas da cultura, envolve
a producao e avaliacdo de hibridos intervarietais, entre as variedades Ando X
Gigante, visto que para esse caso existem relatos da literatura sobre a
manifestacdo da heterose em coqueiro para a producéo de frutos, precocidade,
resisténcia a pragas e doencas, numero de folhas, circunferéncia do coleto
(Santos et al, 1982), porcentagem de germinacao (Farias et al, 2002).

No Brasil, os hibridos intervarietais possuem potencial para a producao de
120 a 160 frutos/planta/ano e pode ser utilizado tanto na forma in natura como na
agroindustria (Aragéao et al., 1997). Além dessas vantagens, os hibridos sdo mais
variaveis por serem formados pela constituicdo genética de dois ou mais
parentais, e consequentemente, podem apresentar maior estabilidade de
producdo e de outras caracteristicas, quando submetidos a diferentes ambientes

ecologicos em relacdo a seus parentais (Aragéo et al., 1997).
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O programa de melhoramento de coco da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em parceria com outras empresas vem
desenvolvendo a¢Bes no tocante a producao de hibridos intravarietais de coqueiro
ando. O programa visa principalmente hibridagdes entre cultivares de anéo verde
com expectativa de que esses alcancem maior heterose que os hibridos
intervarietais no tocante a producdo de frutos e qualidade de 4gua de coco, visto
gue esse é a principal utilidade do fruto do coqueiro para o comércio brasileiro.

Algumas acdes ja foram realizadas como um estudo prévio da diversidade
genética entre populacdes de coqueiro ando de regides produtoras que resultou
no trabalho de Azevedo (2014), bem como o desenvolvimento de um experimento
onde algumas dessas populagdes estado sendo utilizadas em um delineamento em

Top Cross, cujo testador comum foi 0 BJD-Jiqui.

3.8. Importancia do DNA Fingerprint no melhoramento do coqueiro

DNA Fingerprints tém sido utilizados para descrever o padrdo molecular
de um gendtipo e podem ser obtidos a partir de varios tipos de marcadores
moleculares. Os marcadores de DNA permitem obter um padrdo de polimorfismo
unico na comparacao de diferentes gendtipos, em outras palavras, permitem obter
o perfil genético ou DNA Fingerprint de determinados genaotipos.

Através do perfil genético dos gendtipos € possivel realizar trabalhos de
caracterizacdo de variedades e cultivares; realizar controle de pureza de
sementes; verificar a taxa de fecundacdo cruzada existente; detectar variacédo
somaclonal em cultura de tecidos; constatar a obtencdo de hibridos somaticos e
reduzir o numero de geracbes de retrocruzamento necessarias para a
recuperacédo do progenitor recorrente (Hoffmann e Barroso, 2006).

Vérios tipos de marcadores moleculares tém sido utilizados em estudos
de DNA Fingerprint, tanto marcadores dominantes como codominantes. Porém os
mais indicados, principalmente com a finalidade de protec&o das cultivares sdo os
marcadores codominantes como microssatélites (SSR), SNP, CAPS e SCAR.

Os marcadores microssatélites (SSR) séo caracterizados como pequenas
frequéncias de 1 a 4 nucleotideos em tandem distribuidos ao acaso no genoma. A

técnica baseia-se na amplificacdo das sequéncias repetidas, utilizando primers
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complementares as regides conservadas que flanqueiam o microssatélite. Esses
tipos de marcadores possuem elevado conteudo de informacgéo genética por loco,
sdo tecnicamente simples e de baixo custo quando comparado a outras técnicas
moleculares (Guimaraes e Moreira, 2005).

Os polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) sdo marcadores co-
dominantes caracterizados pela substituicdo de um nucleotideo. Além disso, 0s
SNPs sao frequentes e podem ser distribuidos por todo o genoma. A fim de
desenvolver estes marcadores, € necessario um grande numero de atividades
anteriores de sequenciamento, contudo, a sua aplicacdo € tdo simples como
outras técnicas baseadas em PCR (Lebrun, 2005). Nos Uultimos anos, o0s
marcadores SNPs tém sido muito Uteis no melhoramento de plantas em estudos
de diversidade genética, mapas de ligacdo e mapas baseados em clonagem,
estrutura populacional, estudos de associa¢cdo, melhoramento de plantas assistido
por marcadores e gendmica funcional (Kumar et al., 2012).

Os marcadores SCAR sao amplificados utilizando-se primers especificos,
desenvolvidos com base em sequéncias mapeadas ou caracterizadas. Estes
marcadores também pertencem a classe dos marcadores codominantes. Muitos
dos primers SCAR sao resultantes da conversédo de primers RAPD, RFLP e ISSR.
Possuem a vantagem de serem mais consistentes, porém com um custo mais
elevado (Millach, 1998).

Os marcadores CAPS, também conhecidos como PCR-RFLP, s&o
fragmentos de DNA amplificados via PCR, utilizando-se primers especificos,
seguidos por digestdo com enzimas de restricdo. A principal vantagem desse
marcador € a co-dominancia e a alta reprodutibilidade dessa técnica embora haja
necessidade de conhecimento prévio da sequéncia de DNA para a construcdo
dos primers (Faleiro, 2007).

A grande variabilidade genética do coqueiro disponivel entre populacdes de
coqueiro gigante e ando pode ser explorada por melhoristas em diversos
programas de melhoramento, permitindo assim, o desenvolvimento de novas
cultivares e possibilitando a producéo de hibridos portadores de caracteristicas de
interesse (Batugal e Jayashree, 2005).

Diante disso, a selecdo de mudas hibridas precisa ser realizada com
maior rigor na verificagdo da pureza genética. Como os parametros morfolédgicos,

como cor do peciolo e vigor de crescimento, podem sofrer variagdo ambiental, e
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muitas vezes resultam em sele¢do indesejavel de mudas de polinizacdo cruzada
e também de rejeicdo de possiveis bons hibridos. O problema é dobrado se a
selecdo é para o plantio de sementes comerciais, onde o estabelecimento de
tipos impuros pode resultar em desperdicio de tempo, recursos e perda de
desejavel pureza genética (Rajesh et al, 2013).

Além disso, com a proposta de se desenvolver cultivares hibridas de
coqueiro ando de cores diferentes e de mesma cor, surge a necessidade de se
criar uma estratégia que auxilie os melhoristas a identificar sementes puras com
maior confiabilidade. Avaliagdo e manutencdo da pureza genética das linhagens
parentais e hibridos é crucial para o sucesso na adocdo de hibridos e os
marcadores moleculares, por sua vez, tem potencial para atingir esse objetivo.

Ja existem alguns trabalhos realizados com coqueiro no tocante ao
estudo de DNA Fingerprint. Rajesh et al (2013) identificaram um marcador
relacionado a altura da planta caracteristica utilizando marcadores RAPD. Foram
desenhados primers SCAR a partir da sequéncia RAPD encontrada para ser mais
especifico na diferenciacdo entre anfes e gigantes e tornar a técnica mais
rigorosa e especifica quando comparados com o marcador RAPD. O marcador
SCAR desenvolvido pode ser utilizado para distinguir progénies autopolinizadas
em cruzamentos Andes x Gigantes.

Perera (2010) identificou dois pares de primers microssatélites, por sua
vez mais especificos que os primers SCAR do trabalho citado anteriormente, que
podem ser utilizados com sucesso para distinguir unicamente o Coqueiro Gigante
do Sri Lanka (SLT) do Anéo Verde do Sri Lanka (SLGD) e do Ando Amarelo do
Sri Lanka (SLYD). Com isso, os primers identificados permitem também verificar a
pureza genética de sementes advindas dos hibridos SLGD x SLT e SLYD x SLT.

Os primers foram testados em amostras de DNA provenientes de mudas
em viveiro e os resultados foram satisfatérios quanto a identificacdo dos hibridos.
Por fim, Perera (2010) concluiu que os marcadores de DNA desenvolvidos neste
estudo, foram capazes de recuperar cerca de 11 % das mudas de coqueiros
hibridos que seriam descartadas como contaminante, confirmando assim, a
utilizacéo destes primers com a finalidade de testar a pureza das mudas em

viveiro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Genético

Foram utilizados no presente programa de pesquisa, 13 populacdes de
coqueiro ando provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil e que sao
potenciais genitores para a producao de hibridos nessas regides. A escolha das
populacbes foi orientada pelos resultados de Azevedo (2014), o qual
desencadeou a implementacdo de um experimento de campo com hibridos de
coqueiro ando em parceria com as empresas: COMERCIAL REGON, COHIBRA e
EMBRAPA. As coletas das amostras foliares foram realizadas nos estados do
Pard, Ceara, Sergipe, Paraiba e Bahia. Cada populacdo foi representada por
aproximadamente 20 genotipos, totalizando 220 gendtipos (Tabela 1).

As populacbes foram escolhidas com base na representatividade das
mesmas, em termos de utilizacdo para producdo de sementes, idade (areas mais
antigas), isolamento e pureza genética. As mesmas foram descritas por Azevedo
(2014) conforme resumo a seguir:

e Ando-verde-do-Brasil-de-Jiqui (BGD-Jiqui) — Esta populacdo foi
introduzida na década de 1960 as margens da Lagoa Jiqui em Parnamirim, Paraiba,
por um pesquisador do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DENOCS).
Esta populacdo € a principal produtora de sementes para as regides produtoras de
coqueiro Ando Verde do Brasil. Em adicdo, é utilizado como genitor feminino de

hibridos (An&o x Gigante) desenvolvidos no Brasil.
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e Anéo-verde-do-Brasil-de Paraipaba (BGD-Paraipaba) — Esta populacao
foi estabelecida no perimetro irrigado de Paraipaba, Ceard - Brasil, a partir de
sementes procedentes da EMPARN. O BGD de Paraipaba é usado pela COHIBRA
(Empresa privada, produtora de sementes comerciais de coqueiro) como genitor
feminino de hibridos.

e Anéo-Verde-do-Brasil-de-Figueiredo-Souza (BGD- Souza-FS) — O Anao
Verde do Brasil de Figueiredo Souza constituiu a primeira area de cultivo de coqueiro
do perimetro irrigado de Souza, Paraiba — Brasil. Semelhante ao BGD de Jiqui, o
BGD de Figueiredo Souza produziu sementes de coqueiro Ando Verde para outras
areas produtoras do Brasil.

e Anéo-Verde-do-Brasil-de-Souza (BGD-Souza-SD) — O Anédo Verde do
Brasil de Souza constituiu a segunda area de cultivo do perimetro irrigado de Souza
e teve um papel importante para o estabelecimento de outras areas produtoras de
coqueiro em Souza, Paraiba — Brasil, desde a década de 1960.

e Ando-Verde-do-Brasil-da-Bahia (BGD-Bahia) — Esta populacdo foi
estabelecida na década de 1990, em uma propriedade particular em Ribeira do
Pombal, Bahia — Brasil, a partir de sementes cedidas pela EMBRAPA Tabuleiros
Costeiros em Aracaju, Sergipe — Brasil.

e Ando-Verde-do-Brasil-do-Para-1 (BGD-PARA-1) — Esta populacdo foi
estabelecida na década de 1940, em uma propriedade particular no Para, Brasil, a
partir de sementes procedentes de Abaetuba, uma regido produtora de coqueiro
desde a colonizacdo do Brasil. Os frutos desta propriedade serviram de sementes
para diversas areas de cultivo de coqueiro Ando Verde no Para.

e Ando-Verde-do-Brasil-do-Para-2 (BGD-PARA-2) — Esta populacdo foi
estabelecida na década de 1990, em uma propriedade particular no Para - Brasil a
partir de sementes procedentes de palmeiras da populacdo BGD-PARA-1.

e Ando-Vermelho-de-Gramame (GRD) e Ando-Amarelo-de-Gramame
(GYD) - Populacdes provenientes de Gramame, localidade proxima a Jodo Pessoa
— PB. Todavia, as amostras usadas no presente trabalho foram obtidas do campo de
producédo da COHIBRA em Amontada-CE, Brasil.

e Ando-Amarelo-da-Malasia (MYD) e Ando-Vermelho-da-Malasia (MRD) —
Estas populagdes foram estabelecidas no Banco Internacional de Coco para América

Latina e Caribe, em Itaporanga (Sergipe - Brasil), o qual esta sobre a coordenacéo da
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EMBRAPA Tabuleiros Costeiros. As sementes que foram introduzidas no Banco séao
procedentes da estacdo experimental Marc Delore na Costa do Marfim.

Ando-Vermelho-de-Camardes (CRD) - O Ando Vermelho de Camardes

(CRD) foi introduzido na COHIBRA por Dr. Wilson Menezes Aragao em 2000,

sendo as sementes provenientes da Embrapa.

Tabela 1 Descricdo das populagdes de coqueiro estudadas.

Sigla Populacéo Local de Coleta . NOIde
individuos
BGD-Jiqui An&o-verde-do-Brasil-de- COHIBRA - PE 20
Jiqui
BGD-Paraipaba Ando-verde-do-Brasil-de COHIBRA - CE 20
Paraipaba
BGD-Souza-FS Ando-verde-do-Brasil-de-  Figueiredo Souza- 10
Souza (Figueiredo Souza) Paraiba
BGD-Souza-SD Anao-verde-do-Brasil-de- Souza Dantas- 10
Souza (Souza Dantas) Paraiba
BGD-Bahia Anao-verde-do-Brasil-da- Pombal — BA 20
Bahia
BGD-PARA-1 AnZo-verde-do-Brasil-do-  Para (Area Nova) 10
Para-1
BGD-PARA-2 AnZo-verde-do-Brasil-do-  Paréa (Area Velha) 10
Para-2
BGD-Trairi Anao-Verde-do-Brasil-do- COHIBRA-CE 20
Trairi
MRD Anado-Vermelho-da-Malasia EMBRAPA -SE 20
GRD Anao-Vermelho-de- COHIBRA - CE 20
Gramame
CRD Anao-Vermelho-de- COHIBRA - CE 20
Camarodes
MYD Ando-Amarelo-da-Malasia EMBRAPA -SE 20
GYD Ando-Amarelo-de- COHIBRA - CE 20
Gramame

4.2. Identificacdo dos marcadores para avaliar a pureza genética de

sementes hibridas

A identificacdo dos marcadores foi realizada em duas etapas: Triagem em

Bulks e Validacéo planta a planta.

a) Triagem em bulks
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Esta etapa consistiu na utilizacdo dos 57 primers selecionados (tabela 6)
dos quais 35 deles foram desenvolvidos pelo pesquisador Lalith Perera do CRISL,
sendo 10 deles n&o publicados, e as sequéncias foram adquiridas em sua
parceria. Cada uma das 13 populacdes deu origem a um bulk composto por um
conjunto de amostras foliares das diferentes plantas que representavam a
populacdo e todos os primers foram testados com cada um dos bulks. Foram
identificados os primers que apresentaram polimorfismo entre as populagbes

capazes de distingui-las.

b) Avaliagéo planta a planta dos genitores

Esta etapa consistiu na utilizacdo dos primers selecionados na etapa
anterior e os 20 genotipos de cada populacdo a fim de confirmar se os alelos

identificados nesses primers estao fixados nas respectivas populacdes.

4.3.Extracdo de DNA

As amostras foram coletadas e armazenadas na geladeira a temperatura
de aproximadamente (0°C a 7°C). A partir das amostras coletadas, procedeu-se a
extracdo de DNA utilizando o kit DNeasy Plant Mini Kit da QIAGEN. As
concentracfes de DNA nas amostras foram estimadas por meio de equipamento
de espectrofotometria (NanoDrop 2000C — ThermoScientific) e, posteriormente
padronizadas na concentracdo de 5ng.pl-1. Para a triagem foi feita a extracdo dos
bulks de amostras foliares como descrito anteriormente. Para a avaliagdo planta a

planta foram extraidas amostras de DNA de cada individuo.

4.4.Reacdes de amplificacdo de DNA

As reacOes de amplificacdo de DNA foram realizadas conforme as
concentragdes finais propostas por Baudouin (2009), num volume final de 20 pl.
Foi utilizado um termociclador GeneAmp - PCR System 9700 (PE

AppliedBiosystems) com o seguinte programa: Um ciclo de desnaturacéo inicial a
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94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacdo de 94°C por 30
segundos (desnaturacdo), 51 °C por 1 minuto (anelamento), 72 °C por 1 minuto
(extenséo), e uma extensao final a 72 °C por 30 minutos (Baudouin, 2009). Foi
adotada a temperatura de anelamento de 51°C para todos 0s primers, visto que
todos funcionaram nesta temperatura apos alguns testes iniciais.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas envolvendo 57 primers SSR
distintos. A Tabela 2 apresenta a sequéncia dos primers que foram utilizados nas
supracitadas reagdes de amplificagao.

Tabela 2. Sequéncias dos Primers SSR para Coco.

P’;Ii?nn;?s Forward primer Reverse primer
CnCir A3! AATCTAAATCTACGAAAGCA AATAATGTGAAAAAGCAAAG
CnCir A9  AATGTTTGTGTCTTTGTGCGTGTGT TCCTTATTTTTCTTCCCCTTCCTCA
CnCir B12! GCTCTTCAGTCTTTCTCAA CTGTATGCCAATTTTTCTA
CnCir E10t TGGGTTCCATTTCTTCTCTCATC GCTCTTTAGGGTTCGCTTTCTTAG
CnCir E12t TCACGCAAAAGATAAAACC ATGGAGATGGAAAGAAAGG
CnCir F2? GGTCTCCTCTCCCTCCTTATCTA CGACGACCCAAAACTGAACAC
CnCir G11'  AATATCTCCAAAAATCATCGAAAG TCATCCCACACCCTCCTCT
CnCir H4" TTAGATCTCCTCCCAAAG ATCGAAAGAACAGTCACG
CnCir H7* GAGATGGCATAACACCTA TGCTGAAGCAAAAGAGTA
CnCir H11? TCATTCAGAGGACAAAAGTT TAAAAATTCATAAAGGTAAAA
CnCir C5! ACCAACAAAGCCAGAGC GCAGCCACTACCTAAAAAG
CNZ402 CTTGATTGCATTCTCAAATGG CTGAGACCAAATACCATGTGT
CAC23 AGCTTTTTCATTGCTGGAAT CCCCTCCAATACATTTTTCC
CAC33 GGCTCTCCAGCAGAGGCTTAC GGGACACCAGAAAAAGCC
CAC43 CCCCTATGCATCAAAACAAG CTCAGTGTCCGTCTTTGTCC
CACe63 TGTACATGTTTTTTGCCCAA CGATGTAGCTACCTTCCCC
CACS8?3 ATCACCCCAATACAAGGACA AATTCTATGGTCCACCCACA
CAC103 GGAACCTCTTTTGGGTCATT GATGGAAGGTGGTAATGCTG
CAC113 GATCTTCGGCGTTCCTCA TCTCCTCAACAATCTGAAGC
CAC133 GGGTTTTTTAGATCTTCGGC CTCAACAATCTGAAGCATCG
CAC 203 CTCATGAACCAAACGTTAGA CATCATATACATACATGCAACA
CAC21° AATTGTGTGACACCTAGCC GCATAACTCTTTCATAAGGA
CAC23° TGAAAACAAAAGATAGATGTCA GAAGATGATTTGATATGGAAC
CAC383 ACCCTACTTCTAACTGTTCACTC CAGCTTGATAAATATCATCCAT
CAC 393 AATTGAGATAAGCAGATCAGTG GTCGGTCTTTATTCAGAAGG
CAC503 CTTACTCACCCCATAACAAAG TTGTAGTTGCCCATATCTCTT
CAC65" GAAAAGGATGTAATAAGCTGG TTTGTCCCCAAATATAGGTAG
CAC683 AATTATTTTCTTGTTACATGCATC AACAGCCTCTAGCAATCATAG
CAC713 ATAGCTCAAGTTGTTGCTAGG ATATTGTCATGATTGAGCCTC
CAC 723 TCACATTATCAAATAAGTCTCACA GCTCTCTTTCTCATGCACA
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PTi?nrré?s Forward primer Reverse primer
CACT77° CAGAGGTCACAACCATATTG CTTTAGCTATTTGTTCCAAGG
CAC843 TTGGTTTTTGTATGGAACTCT AACCAAAATGCTAACATCTCA
CAC25 CATGCTTCCTCTAGTTTAATCA AACAAATGAAAACTTGATTCC
CAC27° TCCAAGTCCTTGGTTAGC AAAAACACAACCCACCTAAG
CAC37 CAAGACAAATCAGTTTCAAGTC CTTTATTCCCTTGTCACTGG
CAC43 TGCATGTTTCAGTACTTATTTTG AAAAAGCCAGCACTACTCC
CAC463 GATGGTTGGATATCATTCTTG TTGACCTATCAAATGTGCC
CAC55 CTATGCATCAAAACAAGGAG CAAATCTAGGTAGCTTGAGGT
CAC60 AATCGCAGTCTAAGAAGGTG GAAAAGGTCACCAATATGAAG
CAC67° GGAGAAACGGTATACCAGAG CCTCATTTAGATGCCCTATC
CAC69° TATAAATGGGTAGCCCTGAG TGAATAGGTTGGTGAATGTG
CACT70° AACAAATGAAAACTTGATTCC AACTTGCCATGTTTTACTTGT
CAC75 GTTTCACCTTGTACTCTGTCC GAGAAATGGAAAACTTTTGTG
CACS82 GATCCCCTTTTTACACTATTTG GATTAGGGTTAAGGTGAAC
CACS83 AATTGAAACCAACCCAACAA TTGCCATGTTTTACTTGTAGC
CACS85 AATATCATCCATTTTATGACCA GAATGATGGTTCTGCCTATT
CACS86 GGTTGGCAAAGAATAAGAAG GTTCCAGATAGAAGGATCATG
CnCir B3t CATCTTGCTTTTCACCATCC AATACTGTGCGGTTTTGCTT
CNZz011 ATGATGATCTCTGGTTAGGCT AAATGAGGGTTTGGAAGGATT
CNZ042 TATATGGGATGCTTTAGTGGA CAAATCGACAGACATCCTAAA
CNZ062 ATACTCATCATCATACGACGC CTCCCACAAAATCATGTTATT
CNZ102 CCTATTGCACCTAAGCAATTA AATGATTTTCGAAGAGAGGTC
CNZz122 TAGCTTCCTGAGATAAGATGC GATCATGGAACGAAAACATTA
CNZ292 TAAATGGGTAAGTGTTTGTGC CTGTCCTATTTCCCTTTCATT
CNZz432 TCTTCATTTGATGAGAATGCT ACCGTATTCACCATTCTAACA
CNZz442 CATCAGTTCCACTCTCATTTC CAACAAAAGACATAGGTGGTC
CNZzZ462 TTGGTTAGTATAGCCATGCAT AACCATTTGTAGTATACCCCC

* BAUDOUIN, 2009; 2RIVERA, 1999; 3PERERA et al, 1999; “PERERA et al, 2000

HERRERA et al, 2010.

4 5 Eletroforese

°MAURO-

Os produtos da PCR foram diluidos numa relacéo de 4 ul de amostra para

20 ul de Buffer E do kit DNF 900 e dis e submetidos a um sistema de eletroforese

capilar (Fragment Analyzer - AATI), no qual fragmentos amplificados de 35 a

500pb sdo separados com uma resolucédo de aproximadamente 2bp. Cada corrida

teve duracéo de 2h e 20min sob uma voltagem de 8 kw.
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4.6.Andlise dos Dados

Para analise dos bulks foi realizada no programa GenAlEx (Peakall e
Smouse, 2012), a andlise da distancia genética entre populacdes utilizando a
matriz de score de marcas. Esta analise gera uma matriz com valores de distancia
genética entre os genotipos de acordo com a Distancia genética de Nei, a qual foi
formatada para servir de dados de entrada para os programas que promovem as
analises de agrupamento (Peakall e Smouse, 2012).

Para a andlise de agrupamento feitas por meio das matrizes de distancia
genética, obtidas do programa GenAlEx (Peakall e Smouse, 2012), foi utilizado o
programa MEGA versédo 5 (Tamura et al., 2011). O agrupamento dos genotipos foi
promovido pelo método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Means).

A analise descritiva foi realizada nos programas Genalex (Peakall e
Smouse, 2012), PowerMarker (Liu e Muse, 2005), e PopGene (Yeh et al, 1997). A
analise promovida por tais programas proporcionou a estimacdo de indices de
diversidade como PIC, Probabilidade de Identidade (I) e Probabilidade de
Exclusdo (Q), e caracterizacdo dos alelos como tamanho, variacdo, alelos
especificos, possibilitando a realizacdo de inferéncias mais acuradas sobre as

populacdes avaliadas e sobre os primers utilizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Triagem em Bulks

Dos 57 primers utilizados no trabalho, 27 deles foram polimorficos (Tabela
3). Os primers polimérficos geraram um total de 63 alelos, dos quais 48 alelos séao
efetivos e uma média de 2 alelos por locus (Tabela 3). Alguns dos primers
utilizados foram classificados como altamente polimérficos em trabalhos de
diversidade genética ( Perera et al, 2000, 2003, 2008; Meerow et al, 2003; Konan
et al, 2007; Rajesh et al, 2008; Dasanayaka et al, 2009; Perera, 2010; Kumar et
al, 2011;).

Os valores de PIC variaram de 0,132 a 0,618 com uma média de 0,340. O
maior valor foi obtido pelo primer CnCirE10 e os menores pelos primers CnCir
E12, CAC 67 e CAC 82 (Tabela 4). Os loci CnCir E12, CAC 67 e CAC 82
apresentaram a maior probabilidade de identidade (1=0,746), o que é justificavel
pelo seu baixo polimorfismo. De maneira complementar, a probabilidade
combinada de exclusdo apresentou valores baixos, sendo o primer CnCirE10

como mais viavel na distinguibilidade entre as populacoées.
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Tabela 3. Locus, variacdo dos amplicons (pb), maior frequéncia alélica, numero
de alelos e numero de alelos efetivos por locus.

Variagdo dos  Maior Frequéncia N° Alelos

Locus amplicons (pb) alélica Alelos efetivos
CnCir A3 223-233 0,615 3,000 2,195
CnCir A9 254-259 0,500 2,000 2,000
CnCir E10 226-237 0,385 4,000 3,101
CnCir E12 142-151 0,923 2,000 1,166
CnCir G11 176-182 0,615 2,000 1,899
CnCir H11 177-244 0,700 4,000 1,641
CAC3 135-194 0,500 2,000 2,000
CAC4 183-213 0,846 2,000 1,352
CAC13 148-162 0,500 2,000 2,000
CAC21 148-157 0,500 2,000 2,000
CAC23 116-163 0,500 2,000 2,000
CAC65 143-165 0,846 2,000 1,352
CAC77 137-149 0,500 2,000 2,000
CAC27 117-123 0,500 2,000 2,000
CAC60 143-153 0,500 2,000 2,000
CAC67 163-172 0,923 2,000 1,166
CAC69 163-172 0,846 2,000 1,352
CAC70 152-162 0,500 2,000 2,000
CAC75 172-197 0,808 3,000 1,489
CAC82 211-219 0,923 2,000 1,166
CACS83 161-166 0,769 3,000 1,610
CNz01 114-116 0,615 2,000 1,899
CNz04 150-166 0,500 2,000 2,000
CNz06 84-97 0,500 2,000 2,000
CNz10 109-141 0,769 3,000 1,610
CNz29 122-143 0,769 3,000 1,610
CNz46 96-104 0,500 2,000 2,000
Total - 17,354 63,000 48,604

Média - 0,615 2,000 2,000
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Tabela 4. Locus, Contetudo de Informacao Polimérfica (PIC), Probabilidade de

Identidade (1) e Probabilidade de Exclusao (Q).

Locus PIC I Q
CnCir A3 0,484 0,268 0,290
CnCir A9 0,375 0,375 0,188

CnCir E10 0,618 0,164 0,415
CnCir E12 0,132 0,746 0,066
CnCir G11 0,361 0,389 0,181
CnCir H11 0,450 0,393 0,222
CAC4 0,226 0,581 0,113
CAC13 0,375 0,375 0,188
CAC21 0,375 0,375 0,188
CAC23 0,375 0,375 0,188
CAC65 0,226 0,581 0,113
CACT7 0,375 0,375 0,188
CAC27 0,375 0,375 0,188
CAC60 0,375 0,375 0,188
CAC67 0,132 0,746 0,066
CAC69 0,226 0,581 0,113
CAC70 0,375 0,375 0,188
CAC75 0,303 0,476 0,170
CAC82 0,132 0,746 0,066
CACS83 0,343 0,421 0,194
CNz01 0,361 0,389 0,181
CNz04 0,375 0,375 0,188
CNZz06 0,375 0,375 0,188
CNZz10 0,343 0,421 0,194
CNZz29 0,343 0,421 0,194
CNz46 0,375 0,375 0,188

Dentre os 27 primers polimérficos analisados, 7 locos apresentaram

alelos especificos para a subvariedade amarela, 9 locos com alelos especificos

para a subvariedade vermelha e

3 locos com alelos especificos para a
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subvariedade verde (Tabela 5). Essas marcas permitiram a separacdo das 3

subvariedades de coqueiro anéo.

Tabela 5 — Primers que apresentaram alelos especificos para tipo de cultivar
de coqueiro An&o do Brasil.

Cultivar Locus com alelos privados
Anao Verde CnCir A3, CnCir G11, CNzZ01
Anao Vermelho CnCir A3, CnCir E10, CnCir H11, CAC67, CACT75,

CAC82, CAC83, CNZ10, CNZ29

Ando Amarelo CnCir E12, CnCir H11, CAC4, CAC65, CAC69,
CACB83, CNZ10

Alguns estudos tém sido realizados para identificacdo de marcas
especificas que diferenciem principalmente as variedades ands e gigantes, a fim
de aplica-las na verificacdo da autenticidade de hibridos intervarietais (Perera,
2010; Rajesh et al, 2012, 2013). Entretanto, é de vasta importancia identificar
marcas especificas para as diferentes subvariedades de coqueiro ando quando se
trabalha com hibridos intravarietais, ja que nem sempre o marcador morfologico
funciona com uma confiabilidade de 100%.

A coloracao da planta € um exemplo de marcador morfolégico que pode
auxiliar na identificacdo de hibridos. Com base nisso, (Aragdo et al, 1999)
testaram todas as combinacdes possiveis entre todos os gendtipos e fendtipos
gerados pelos 2 genes que controlam a heranca da cor, inclusive reciprocos. Com
isso, eles concluiram que a depender da situacdo a identificagdo do hibrido
através de um marcador morfolégico ndo se torna viavel. Isso se deve
principalmente devido ao nivel de heterozigose dos locos, e quando a progénie
segrega fica mais dificil identificar com confiabilidade as sementes puras advindas
de tal cruzamento.

A tabela 6 mostra que para os cruzamentos entre Ando Verde x Anéo
Vermelho e seu reciproco a identificacdo por meio de marcador morfolégico (cor

do coleto apds germinacgéo) é efetiva.
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Tabela 6 - Marcadores morfolégicos e Moleculares na identificagdo de
combinacdes hibridas intravarietais

Genitor Genitor
Feminino Masculino Identificacao
Anéo Verde Anéo Vermelho Fenotipica Marrom
Ando Vermelho Ané&o Verde Fenotipica Marrom
CnCir A3, CnCir E12, CnCir
Anéo Verde An&o Amarelo Molecular GL1, CnCIrALL CACA,

CAC65, CAC69, CACS83,
CNZz01, CNZ10
Ando Amarelo  Anéo Verde Fenotipica Verde
CnCir A3, CnCir E10, CnCir
E12, CnCir H11, CAC4,
Ando Vermelho Ando Amarelo Molecular CAC65, CAC67, CAC69,
CAC75, CAC82, CACS83,
CNZ10, CNz29

Ando Amarelo  Anédo Vermelho Fenotipica  Vermelho

Para os cruzamentos entre Ando Verde x Ando Amarelo e Ando Vermelho
x Ando Amarelo, o marcador morfolégico so é efetivo quando o Ando Amarelo é
utilizado como genitor feminino. Isso acontece porque quando o genitor feminino
nao é o Ando Amarelo, as sementes advindas de autofecundacéo apresentardo o
mesmo padrdo morfolégico das sementes hibridas, visto que o fenétipo amarelo
apresenta genes recessivos, 0 que dificulta a identificacdo via esse tipo de
marcador. Portanto, os marcadores selecionados no presente estudo, podem ser
aplicados como uma excelente ferramenta para aferir a legitimidade dessas
combinacdes hibridas, sobretudo aquelas que nem mesmo 0s marcadores
morfologicos sdo capazes de detectar.

Para se obter 100% de legitimidade das sementes hibridas é importante
conhecer os marcadores que distinguem o0s possiveis parentais. A tabela 7
mostra quais primers microssatélites apresentaram marcas especificas para cada
populacédo. Vale ressaltar que tais populagdes estao sendo utilizadas no programa
de Melhoramento de Coco da UENF em um delineamento em TopCross, cujo

testador comum foi o BJD-Jiqui.
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A tabela 7 mostra detalhadamente os alelos identificados para cada
populagcdo e também cada par de primer que pode ser utilizado para identificar os
cruzamentos obtidos no TopCross. Partindo do fato de que todas as populacdes
foram cruzadas com o BGD-Jiqui, basta uma populacdo apresentar um alelo
diferente do alelo apresentado pelo testador, para que esse primer seja
satisfatorio para a verificacdo das sementes advindas de tal cruzamento.

Dessa forma, o conhecimento desses alelos permitird que a verificacao da
pureza genética das sementes seja feita com maior confiabilidade, evitando
maiores problemas como: desperdicio de tempo, de recursos e perda de

desejavel pureza genética no experimento.



Tabela 7 — Primers que apresentaram alelos especificos para cada populacéo de coqueiro Anao.

PRIMERS BGD- BGD- GRD BGD- CRD GYD BGD- MRD MYD  BGD- BGD- BGD- BGD-
JiQuI PARAIPABA TRAIRI BAHIA SOUZA- SOUZA- PARA- PARA-
FS SD 01 02
CnCir A3 226 226 223 226 233 233 226 223 233 226 226 226 226
CnCir E10 232/237 232/237 226/232 232/237 226/232 232/237 232/237 226/232 232/237 232/237 232/237 232/237 232/237
CnCir E12 150 150 150 150 150 150 150 150 142 150 150 150 150
CnCir G11 176 176 182 176 182 182 176 182 182 176 176 176 176
CnCir H11 176 176 176 176 244 216 176 176 158 176 176 176 176
CAC4 183 183 183 183 183 207 183 183 207 183 183 183 183
CAC 65 143 143 143 143 143 165 143 143 165 143 143 143 143
CAC 67 172 172 172 172 163 173 173 173 173 173 173 173 173
CAC 69 173 173 173 173 173 163 173 173 163 173 173 173 173
CAC75 172 172 173/196 172 183 172 172 196 172 172 172 172 172
CAC 82 218 218 218 218 211 218 218 218 218 218 218 218 218
CACS83 165 165 165 165 163 161 165 165 161 165 165 165 165
CNzZ 01 116 116 114 116 114 114 116 114 114 116 116 116 116
CNZ10 141 141 141 141 109 139 141 141 139 141 141 141 141
CNZ 29 122 122 143 122 131 122 122 143 143 122 122 122 122

ve
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A andlise de agrupamento resultou no dendrograma. Foi possivel verificar
a formacdo de quatro grupos de acordo em concordancia com as cores
caracteristicas das variedades e obedecendo ao nivel de relacionamento genético
entre os genotipos. O primeiro grupo foi formado por todas as populacdes de
Ando Verde. O segundo grupo foi formado pelas populacdes Ando Vermelho da
Malasia e Ando Vermelho de Gramame. O terceiro grupo pelo Ando Amarelo da
Maladsia e Ando Amarelo de Gramame. J& o quarto e Ultimo grupo foram
constituidos apenas pelo Ando Vermelho de Camardes, mostrando-se diferente

dos demais (Figura 1).

BGD-PARA-O1
BGD-PARA-O2
BGD-SOUZA-SD
BGD-SOUZATS
BGD-BAHIA
BGD-TRARI
BGD-PARAIPABA
BGD-JIQWI

GRD

MRD

GYD

MYD

CRD

l | l | | |
0.10 008 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 1 - Dendrograma apresentando o agrupamento das Populacbes de
coqueiro estudadas pelo método UPGMA.

Estudos anteriores, os quais também avaliaram genoétipos de coqueiro
ando através de dados morfologicos reportaram esta mesma tendéncia de
agrupamento (Cambui et al, 2007; Sobral et al, 2012).

Sobral (2010) trabalhando com caracterizagdo morfo-agronémica das
populagbes de coqueiro Ando vermelho da Malasia (MRD), Ando vermelho de
Gramame (GRD), Ando amarelo de Gramame (GYD), Ando amarelo da Malasia
(MYD), Anao verde de Jiqui (BGDJ) e Ando Vermelho de Camarbes (CRD),

aponta que a analise de agrupamento pelo método UPGMA permitiu a formagéo
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de trés grupos principais. O primeiro grupo foi formado pelos acessos MRD, GRD,
GYD, MYD. O segundo, pelo acesso BGDJ e o terceiro pelo acesso CRD.

Cambui et al (2007), apresentaram um agrupamento distinto também
baseado em dados morfo-agronédmico. O método proposto por Tocher aplicado a
matriz de distancias Euclidianas possibilitou a divisdo das seis cultivares em trés
grupos de similaridade. O grupo | envolveu as cultivares GRD, MYG e GYD. O
grupo Il, constituido pelas cultivares MRD e BDGJ e o grupo lll, a cultivar CRD.

Os trabalhos citados obtiveram resultados semelhantes, porém ndo com o
mesmo poder discriminatorio das populagdes em estudo. No entanto, em ambos
os trabalhos, assim como na figura 1, o CRD se mostra geneticamente distinto de
todas as outras populacdes. Devido a essa tendéncia, Cambui (2007) ja aponta
esse acesso em seu estudo como um potencial genitor para hibridacao
intravarietal com os demais andes.

No entanto, a auséncia de variabilidade encontrada entre as populagdes de
Ando Verde pode ser justificada pelo seu estreito relacionamento genético ja
ressaltado por alguns autores anteriormente. Perera et al. (2000) afirmam que os
coqueiros andes possivelmente evoluiram durante um longo periodo de
domesticacdo de uma pequena populacdo de coqueiros gigantes, o que indica
gue este evento pode ser a razdo para os baixos niveis de diversidade genética
em andes. Isto implica uma menor distancia genética entre 0os acessos de
coqueiro anao do Brasil e, consequentemente, um maior nivel de relacionamento

genético.

5.2.Validacao planta a planta

Para a etapa de validacdo das amostras foram considerados somente os
primers polimorficos entre a populacdo BGD-Jiqui e as populacdes de coqueiro
ando amarelo, tendo em vista o topcross em andamento desenvolvido pelo
Programa de Melhoramento Genético da UENF. Como ndo foram encontrados
primers capazes de diferenciar cruzamentos Ando Verde x Ando Verde e
considerando que para os cruzamentos Anao Verde x Andao Vermelho o marcador
morfolégico é efetivo, a genotipagem planta a planta das populacdes de Anédo

Verde e Anao Vermelho nao foram realizadas.
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Nessa etapa foram genotipadas as 60 amostras, sendo 20 do BGD-Jiqui,
20 do MYD e 20 do GYD utilizando os 10 primers apontados na tabela 5.

De acordo com o perfil eletroforético dos bulks, os primers citados
anteriormente na tabela 6 seriam confidveis para a identificacdo dos hibridos.
Entretanto, na genotipagem das amostras individuais somente o primer CnCir A3
dentre os 10 primers tinha seus alelos fixados nas populagdes a fim de promover
uma confiabilidade maior na identificacdo das sementes hibridas (Figuras 2 e 3).

500 500

PRIMER CnCir A3

300 — 300

200

BGD - Jiqui GYD e MYD — B

100 — 100

Figura 2 — Gel virtual da eletroforese capilar gerado pelo software ProSize 2.0
amostrando 5 individuos das popula¢des BGD-Jiqui, GYD e MYD.

A baixa fixacdo dos alelos em cada loco pode ser uma consequéncia da
metodologia de confec¢cdo dos bulks. Como os bulks foram compostos por
amostras foliares que foram maceradas juntas, isso pode ter ocasionado na baixa
representatividade de alguns individuos mascarando a andlise feita na etapa da

triagem.
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Figura 3 — Eletroferograma gerado pelo software ProSize 2.0 amostrando 5
individuos das popula¢des BGD-Jiqui, GYD e MYD.

Por outro lado, esse problema pode ser solucionado quando os genaotipos
dos parentais sdo conhecidos antes da hibridacdo. Fazendo-se uma analise
genética preliminar dos parentais € possivel selecionar somente aqueles que
apresentam o alelo de interesse para participar dos cruzamentos. Dessa forma
todos os primers identificados na etapa de triagem poderdo ser utilizados com

sucesso na identificacdo das sementes hibridas.
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6. CONCLUSAO

A partir da identificacdo de 27 primers polimorficos, foi obtido o DNA
Fingerprint de 13 populagdes de coqueiro ando. O conhecimento dessas marcas
sugere que, 10 pares de primers aplicaveis na identificacdo de hibridos entre
Ando Verde x Ando Amarelo e 12 pares de primers aplicaveis na identificacdo de
hibridos entre Ando Verde x Anao Vermelho. Também foi possivel identificar
marcas capazes de distinguir os cruzamentos entre Ando Verde x Ando Amarelo
e Ando Vermelho x Ando Amarelo, j& que o marcador morfolégico sO é efetivo
guando o Andao Amarelo é utilizado como genitor feminino.

No entanto, na avaliagcdo das amostras individuais somente o primer CnCir
A3 tinha seus alelos fixados nas populacbes a fim de promover uma
confiabilidade maior na identificacdo das sementes hibridas dos cruzamentos de
Ando-verde-do-Brasil-de-Jiqui e Ando-Amarelo-da-Malasia e Anao-verde-do-
Brasil-de-Jiqui e Ando-Amarelo-de-Gramame.

Portanto, presume-se que através da técnica de DNA Fingerprint a partir
dos primers microssatélites utilizados, sera possivel identificar sementes puras
advindas de hibridos intravarietais, principalmente hibridos resultantes dos
cruzamentos entre Ando Verde x Ando Amarelo de forma precisa e segura, visto
gue para esses cruzamentos, sendo o Ando Verde genitor feminino (caso do
presente estudo), a metodologia de identificacdo conforme a coloragéo da planta
jovem ndo é uma alternativa 100% viavel. Por outro lado, até o momento,
marcadores especificos para diferenciar cruzamentos intravarietais como: Anao

Verde x Ando Verde ainda nao foram identificadas.
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