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Desenvolvimento e uso de
marcadores microssatélites
na analise da variabilidade
genética de ecdtipos de
coqueiro (Cocos nucifera L.)

Resumo

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma planta de grande importéncia nas regioes
tropicais Umidas, onde é cultivada tanto comercialmente como para subsisténcia.
No entanto, pouco se sabe sobre a quantidade e distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentre os diversos ecétipos existentes, principalmente, os
brasileiros. Marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats)
constituem uma das técnicas mais indicadas para estudos desta natureza, por
serem codominantes, abundantes, aparentemente distribuidos por todo o
genoma, multi-alélicos, dependentes de pequena quantidade de DNA e baseados
em PCR. Os objetivos deste trabalho foram: (1) desenvolver e caracterizar
marcadores microssatélites em ecdtipos de coqueiro e (2) analisar a variabilidade
genética entre e dentre ecétipos de coqueiro gigante e anao, mantidos no Banco
Ativo de Germoplasma de Coco, da Embrapa Tabuleiros Costeiros, através de
marcadores microssatélites. Foram analisadas de 9 a 10 plantas de cada um de
7 ecétipos de gigante e 3, de coqueiro ando. Dezesseis primers SSR,
desenvolvidos no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, foram incluidos nestas andlises. Desses, 3
mostraram-se monomoérficos e 3 ndo apresentaram resolucdes de bandas
satisfatdrias. Para os demais 10 primers, de 2 a 14 alelos por loco foram
detectados, com uma média de 8,25. A heterozigosidade variou de 0,472 a
0,867, com uma média de 0,686 entre os ecétipos de gigante (alégamos),
enquanto a diversidade génica variou de 0,000 a 0,771, com uma média de
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0,371 entre os ecdtipos de ando (autégamos). Bandas especificas para cada
variedade e para determinados ecétipos foram observadas nesta anélise.

No entanto, quase todos os alelos encontrados nos ecétipos andes foram
também detectados nos gigantes, sugerindo que os andes originaram-se a partir
de populacdes de gigantes. A andlise de agrupamento (UPGMA) evidenciou a
formacdo de trés grupos principais, um contendo os ecétipos da variedade anéo,
0 outro com ecétipos asiaticos da variedade gigante, e o terceiro, com os
ecétipos brasileiros e africanos da variedade gigante. Ecétipos da variedade
ando, provenientes do Brasil e da Asia, mostraram maior similaridade com
ecotipos gigantes da Asia, do que com os ecétipos gigantes brasileiros.

Esses resultados corroboram a hipétese de que o coqueiro ando originou-se na
Asia. Apesar dos ecétipos gigantes brasileiros estarem num nivel de
caracterizacdo genética e agronémica inferior, em relacdo aos ecdtipos asiaticos,
seria estratégico para o melhoramento, planejar cruzamentos entre os gendtipos
andes com gigantes brasileiros, geneticamente mais distantes, para obtencéo de
maiores ganhos genéticos.

Termos para indexacdo: Cocos nucifera, Microssatélites, Variabilidade genética,
Germoplasma.

Development and use of
microsatellite markers for
genetic variability analysis of
coconut ecotypes (Cocos
nucifera L.).

Abstract

Coconut (Cocos nucifera L.) is an important crop in humid tropical regions,
where it is cultivated for both commercial oil production and as a subsistence
crop. However, little is known about the quantity and distribution of the genetic
varial;ility among and within the several coconut ecotypes, specially the Brazilian
ones. Microsatellite markers or SSR (Simple Sequence Repeats) are ideal tools
for such studies, as they are co-dominant, abundant, uniformly dispersed
throughout plant genomes, multiallelic, dependent on low DNA amount, and
PCR-based markers. The objectives of the present work were to: (1) develop and
characterize microsatellite markers for coconut, and (2) analyze the genetic
variability among and within Tall and Dwarf coconut ecotypes, maintained at the
Coconut Active Germplasm Bank, of Embrapa Tabuleiros Costeiros, using
microsatellite markers. Nine to 10 plants were analyzed from each of 7 Tali and
3 Dwarf ecotypes. Sixteen SSR primers, developed at Plant Genetics Laboratory,
of Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, were included in the analysis.
Of these, 3 primers showed to be monomorphic and 3 did not amplify clear
fragments. For the other 10 primers, between 2 to 14 alleles per locus were
detected, with an average of 8.25. Heterozigosity ranged from 0.472 to 0.867,
with an average of 0.686 for the Tall ecotypes (allogamous), while gene
divérsity (h) ranged from 0.000 to 0.771, with an average of 0.371 for the
Dwarf ecotypes (autogamous). Specific alleles were found for each variety and
for some ecotypes. However, almost all alleles detected on Dwarf ecotypes were
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also detected on Tall ecotypes, suggesting that Dwarf ecotypes were originated
from Tall populations. Cluster analysis (UPGMA) evidenced three main groups:
one containing the Dwarf ecotype samples, one with the Asian Tall samples, and
a third group formed by the Brazilian and African Tall ecotypes. Brazilian and
Asian Dwarf ecotypes showed higher similarity values to Asian Tall ecotypes
than they did to Brazilian Tall ecotypes. These results corroborate the
hypothesis of an Asian origin for the Dwarf variety. Despite of the fact that the
Brazilian Tall ecotypes are not genetically and agronomically so well
characterized as the Asian ecotypes, it should be fundamental for breeding
programs the planning of crosses between the Dwarf genotypes and Brazilian
Tall genotypes, genetically distant, in order to obtain higher genetic gains.

Desenvolvimento e uso de marcadores microssatélites na andlise da variabilidade 11
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Introducéao

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma cultura de grande importancia nas regides
tropicais Umidas, onde é utilizada tanto comercialmente, como para subsisténcia.
Neste particular, o coqueiro oferece uma rica fonte alimentar, onde outros
cultivos sdo invidveis, além de uma grande diversidade de usos artesanais.
Dentre os produtos explorados da planta, a copra (albimen desidratado)
apresenta o maior valor comercial no mercado externo (Cuenca, 1994).

No Brasil, o coqueiro é cultivado numa area de aproximadamente 250.000 ha,
produzindo 1.822.479 toneladas (FAO, 2000). Isso equivale a cerca de 10%
da producédo de paises como a Indonésia, Filipinas e india, que sdo os maiores
produtores mundiais. Com isso, o Brasil, apesar do grande potencial para o
cultivo do coco, mostra-se pouco competitivo no mercado internacional.

Os produtos mais importantes, comercializados nacionalmente, sdo o coco “in
natura”, o coco ralado e a dgua de coco.

Cocos nucifera € uma monocotiledénea, pertencente a familia Arecaceae
(Palmae), sendo a Unica espécie do género. O sudoeste asiatico é considerado o
centro de origem da espécie, por ser onde ocorre a maior variabilidade
morfolég]ica e molecular e se observa a maior diversidade no uso da planta
(Harries, 1978; Lebrun et al., 1998b). A disseminacdo da espécie ocorreu pela
flutuacdo de frutos em correntes oceénicas e/ou pela dispersdao humana, por
diversas regides, incluindo a Asia Ocidental, ilhas do Pacifico, Africa e Américas
Central e do Sul (Harries, 1978; Ohler, 1984). A disseminacdo para a costa
atlantica da Africa e América ocorreu apés a descoberta do Cabo da Boa
Esperanca, como conseqliéncia das navegacdes mercantis do século XVI
(Persley, 1992). Purseglove (1985) sugere uma teoria alternativa para a
evolucado do coqueiro, a partir de um ancestral proveniente da América do Sul e
posterior dispersd@o para a Polinésia, através de correntes marinhas. As provaveis
causas da diferenciacdo de populagdes de coqueiro foram o isolamento
geogréfico, hibridacdo introgressiva, mutacéo e selecdo (Perera et al., 2000).
Além disto, o modelo de dispersao do coco, provavelmente, resultou em efeitos
de fundador, que influenciaram na diferenciacéo de populacdes

(N'Cho et al., 1993).

C. nucifera apresenta mais de 300 variedades populacionais (Coconut Genetic
Resources Network Database, v. 2.2 - COGENT/IPGRI), denominadas ecétipos,
que podem ser agrupados em dois tipos principais, o gigante e o anéo.
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O gigante possui rapido crescimento, alta produtividade, com frutos variando de
tamanho médio a grande, florescimento tardio e € preferencialmente alégamo.

0 ando apresenta crescimento mais lento, produz muitos frutos de tamanho
pequeno, com menor produtividade para copra, é mais precoce e geralmente
autégamo (Siqueira et al., 1994). No Brasil, as pesquisas com coqueiro séo
conduzidas, principalmente, pela Embrapa Tabuleiros Costeiros (CPATC), em
Sergipe, onde se encontra o Banco Ativo de Germoplasma de Coco (BAG-Coco).
Nessa colecdo sdo mantidos treze ecétipos de coqueiro gigante e seis do tipo
ando, constituindo a principal fonte de recursos genéticos para o programa de
melhoramento genético de coco. Esse programa objetiva selecionar gendtipos
mais produtivos e com resisténcia a pragas e doencas. Dentro deste objetivo,
esforcos estdo sendo direcionados para a obtencéo de hibridos gigante x gigante
{entre ecétipos) e gigante x ando, principalmente para obter gendtipos que
combinem a precocidade do an#o e as caracteristicas de producao do tipo
gigante. Informacdes sobre a variabilidade genética entre e dentre ecétipos séo
fundamentais para a identificacdo de redundancias e para a selecéo de parentais
que irdo constituir as populacdes de melhoramento.

A caracterizacdo de variedades de coco tem sido executada, principalmente, com
base em caracteristicas morfolégicas e reprodutivas (Fernando et al., 1995;
Ashburner et al., 1997a). No entanto, essas caracteristicas sdo influenciadas por
variacbes ambientais. Além disso, diagndsticos obtidos com esse tipo de analise
consomem muito tempo e trabalho, e mostram apenas uma visdo simplificada da
variabilidade genética (Sugimura et al., 1997). Variagbes isoenzimaticas
(Carpio, 1982), em flavondides (Jay et al., 1989), em proteina total

(Cardefa et al., 1998) e em carotendides (Fernando et al., 1997) foram também
utilizadas, mas mostraram pouca capacidade discriminativa. Mais recentemente,
estudos de variabilidade genética de germoplasma de coco tém sido realizados
com marcadores moleculares, tais como RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (Lebrun et al, 1998a; b), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Ashburner et al., 1997b; Hercos et al., 2001) e AFLP (Perera et al.,
1998). No entanto RFLP é uma técnica bastante trabalhosa e de custo elevado,
o que pode muitas vezes limitar o seu uso. Marcadores RAPD e AFLP sao, em
geral, bastante polimorficos, distribuidos por todo o genoma do organismo e
envolvem menor custo e maior rapidez na geracéo de informacé&o. A principal
desvantagem é que a heranca destes marcadores é tipicamente dominante,
fazendo com que individuos homozigotos e heterozigotos ndo sejam

diferenciados.

-
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Microsatélites ou SSRs (“Simple Sequence Repeats”) constituem, atualmente, o
sistema de marcadores polimérficos mais informativo. Esta técnica detecta
variacGes em locos de seqliéncias repetitivas, constituidas de 1 a 5
nucleotideos, dispersas por todo o genoma de organismos eucariotos. SSR séo
marcadores baseados em PCR, altamente polimérficos, mesmo a nivel
intraespecifico, sdo multialélicos e apresentam heranca codominante. Quanto a
acessibilidade, marcadores SSR apresentam limitacdes no que se refere ao custo
final de obtencdo de primers informativos (incluindo biblioteca genémica, selecao
de clones, seqlienciamento, desenho e teste de primers). No entanto, uma vez
obtidos os primers informativos para uma espécie, os custos e a demanda de
mé&o-de-obra sdo reduzidos drasticamente e os ensaios laboratoriais s&o rapidos,
aumentando a acessibilidade da técnica. Essas caracteristicas fazem dos
microssatélites os marcadores mais indicados para estudos de genética de
populacdes, sistemas de cruzamento, mapas de ligacdo, entre outros, tendo sido
utilizados para diversas espécies de plantas, nos Ultimos anos (revisto por Gupta
& Varshney, 2000), incluindo o coco (Rivera et al., 1999; Teulat et al., 2000).
Neste ultimo trabalho, 14 populacdes de coco, provenientes de vérias regides da
area de distribuicdo da espécie, foram analisadas com marcadores AFLP e SSR.
Apesar de ambos mostrarem-se eficientes na avaliacdo da diversidade genética
de coco, marcadores SSR foram mais indicados para esse tipo de estudo, por
apresentarem uma melhor transferibilidade entre diferentes grupos, e serem mais
acessiveis para uso em banco de dados (Teulat et al., 2000).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) desenvolver e caracterizar marcadores
microssatélites em ecétipos de coqueiro e (2) analisar a variabilidade genética
entre e dentre ecétipos de coqueiro gigante e ando, mantidos no Banco Ativo de
Germoplasma de Coco, da Embrapa Tabuleiros Costeiros, através de marcadores
microssatélites.

Material e Métodos

Material experimental e extracdo de DNA

Para o desenvolvimento de marcadores microssatélites, foi utilizada uma planta
F, ré;ultante de um cruzamento gigante x ando, para possibilitar a amplificacéo
dos locos SSR nessas duas variedades. Para a triagem dos primers polimorficos,
foram testadas 8 plantas, sendo 4 da variedade gigante e 4 da anédo. Para a
anélise da variabilidade genética, foram utilizadas de 9 a 10 plantas de cada um
de 7 ecétipos de gigante e 3, de coqueiro ando (Tabela 1). Essas plantas foram
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coletadas no Banco Ativo de Germoplasma de Coco, mantido na Embrapa
Tabuleiros Costeiros. DNA gendmico total foi extraido apés maceracéo de
foliolos, sob nitrogénio liquido, de acordo com protocolo descrito por
Ferreira & Grattapaglia (1998), com algumas modificacdes: proteinase

K (20 mg/ml) foi adicionada ao tampé&o de extracdo e uma precipitacédo de
polissacarideos com NaCl 2M foi incluida.

Tabela 1 — Ecétipos e siglas de Cocos nucifera, com os respectivos nimeros de
plantas utilizados nas anélises de variabilidade genética.
_Abrev.
e __do ecotipo
Ando Amarelo de Gramame-PB  AAG 09

Ando Vermelho de Gramame-PB  AVG 10
Anéo Vermelho da Maléasia AVG 09
Gigante da Bafa Formosa GBRB 09
Gigante de Pacatuba-SE GBRP 10
Gigante de Santa Rita-PE GBRS 10
Gigante do Oeste-Africano GOA 10
Gigante da Polinésia GPY 09
Gigante de Tonga GTG 10
Gigante de Vanuatu GVT 10

Construcdo de biblioteca genémica enriquecida para
SSR

Foi utilizado o protocolo desenvolvido por Rafalski et al. (1996). DNA gendémico
de um Unico individuo foi digerido com Sau3Al, Msel e Tsp509I, de acordo com
instrucdes do fabricante. Apds eletroforese, em gel de agarose a 1,5%, os
fragmentos entre 200 e 800 pares de bases foram transferidos para membranas
de celulose (S&S NA 45 DEAE) e ligados a adaptadores de Sau3Al. Fragmentos
contendo seqliéncias SSR foram selecionados por hibridizacdo com
dinucleotideos (TC),, ligados a biotina e recuperados por contas magnéticas
ligadas a estreptavidina. Essa fracdo enriquecida foi amplificada por PCR, usando
primers complementares aos adaptadores; purificada em sistemas de purificacao
Wizard PCR Preps DNA (Promega); clonada em plasmideo pGEM-T e, entéo,
transformada em E. coli, cepa XL1-Blue, por choque térmico. As células

T W
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transformadas foram crescidas em placas LB-Amp (50 mg de ampicilina/ml) a
37° C e, em seguida, transferidas para membranas de nitrocelulose. Sondas
TC/AG marcadas com digoxigenina, foram entdo desnaturadas e hibridizadas as
membranas. Clones positivos (que continham SSRs) foram identificados por
autorradiografia e submetidos a PCR-ancorado (Rafalski et al., 1996), para
verificacdo da presenca, da orientacdo e do tamanho dos insertos.

Seqiienciamento dos clones positivos e desenho de
primers

DNA plasmidial foi extraido dos clones selecionados por “mini-prep” e
seqlienciados em um sequenciador automatico ABI 377 (Perkin Elmer),
usando-se kits de Dye-Terminator (Perkin Elmer). Primers complementares as
regides flanqueadoras das seqiiéncias SSR foram desenhados, utilizando-se o
programa Primer 3 (Whitehead Institute of Biomedical Research). Para reduzir
problemas de amplificacdo de bandas inespecificas, alguns critérios estringentes
foram utilizados: (1) temperatura de anelamento (Tm) entre 55°C e 70°C; (2)
diferenca de Tm entre pares de primers menor que 3°C e (3) contetido de GC
entre 40% e 60%.

Triagem de primers polimoérficos e PCR dos locos SSR
Os 16 pares de primers foram inicialmente testados com 8 amostras de

C. nucifera, sendo 4 gigantes e 4 andes, para selecdo dos primers polimérficos e
com boa resolucédo de bandas. As PCRs foram realizadas em volumes de

13-ul,contendo tampédo de PCR 1X (Tris-HCI 10mM pH8,3, KCI 50mM, MgCl,
1,5mivi), U,2 mivli de cada dNIF, 1 unidade de /aq UNA polimerase, DVISU U%

(1,3 ul), 5 pmol de cada primer e 10 ng de DNA gendémico. As amplificacées
foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research), com as seguintes
condicdes: 96°C por 2 min (1 ciclo), 94°C por 1 min, 55-66°C por 1 min, 72°C
por 1 min (30 ciclos); e 72°C por 7 min (1 ciclo). As temperaturas de
anelamento foram otimizadas para cada primer. Os fragmentos amplificados na
triagem e na otimizac&o dos primers foram visualizados em géis de agarose
Metaphor a 3,5% de concentracdo (FMC Bioproducts), corados com brometo de
etidio. Para a determinacdo genotipica das 96 amostras, foram utilizados géis de
poliacrilamida a 4%, corados com nitrato de prata (Bassam et al., 1991).

Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparacdo com padrdes
obtidos com DNA ladder 10-bp (Gibco BRL).

156
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Anélise dos dados

Dez locos SSR foram caracterizados quanto ao nimero de alelos por loco e
heterozigosidade ou diversidade génica (Gene diversity — Nei, 1973), usando-se
96 amostras de coco. O programa GDA (Lewis & Zaykin, 2001) foi utilizado
para essas anélises. Para a determinacéo das relacdes genéticas entre as 96
amostras de coco, cada fragmento foi analisado quanto a presenca (1) ou
auséncia (0) em cada uma das amostras. Essa matriz foi utilizada para calcular os
coeficientes de similaridade de Jaccard. Um dendrograma foi construido, em
seguida, pelo método UPGMA (unweighted pair-group method analysis). Essas
andlises foram realizadas usando-se o programa NTSYS 2.0 (Rohlf, 1993).

Resultados e Discussio

Desenvolvimento de microssatélites e triagem de
primers

A digestdo do DNA de Cocos nucifera com diferentes enzimas de restricdo
mostrou que Sau3Al produziu um perfil de restricdo mais adequado para a
construcdo de bibliotecas genémicas, com fragmentos variando de 200 a 800
pares de bases. Uma biblioteca, enriquecida para repeticées AG, foi construida.
Ap6s enriquecimento, 115 clones foram selecionados, de um total de

200 (57,5%). A eficiéncia do enriquecimento e selecdo por hibridizacdo
evidenciou a abundancia de elementos repetitivos AG no genoma de C. nucifera.
Os 115 clones selecionados foram submetidos a PCR-ancorado. Os resultados
mostraram que 98 clones apresentavam SSR (85%) e, destes, 76 apresentavam
SSR em tamanhos e posicdes adequados (66%). Os 76 clones, selecionados
por PCR-ancorado, foram seqUenciados, resultando em 16 seqiiéncias (14%)
adequadas para o desenho de primers. Um exemplo de seqiienciamento é
apresentado na Fig. 1. N&do foram detectados SSR em 12 clones, sugerindo que
alguns clones positivos foram erroneamente identificados.

Em 23 seqléncias, os microsatélites estavam localizados muito préximos ao
final do inserto, ndo sendo possivel o desenho de primers. As demais

37 sequéncias incluiram 16 redundantes e 21 que ndo apresentaram seqiiéncias
de DNA de boa qualidade.

O sequienciamento de DNA dos insertos mostrou 3 tipos de microsatélites, de
acordo com a classificagdo proposta por Weber (1990). Um total de

12 seqléncias continha repeticGes “perfeitas’ (sem interrupcdes) e 3 eram
imperfeitas (com insercdes de bases entre as repetices). Apenas um
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microsatélite apresentou repeticées compostas, com diferentes repeticoes
“in tandem”. Os primers foram nomeados com as iniciais CnE, para

Cocos nucifera — Embrapa, seguidas de um ndmero referente ao clone utilizado.
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Fig. 1. Resultado do seqienciamento, usando o kit “Dye Terminator”, em um

sequienciador ABI Prism 377 (Perkin Elmer). Este clone apresentou uma

repeticdo (GA),,

Caracterizacao dos marcadores microssatélites

Dos 16 primers SSR testados, 3 mostraram-se monomorficos e 3 ndo
apresentaram resolucdes de bandas satisfatérias. Para os demais 10 primers, de
2 a 14 alelos por loco foram detectados, com uma média de 8,25 (Tabela 2).
A heterozigosidade variou de 0,472 a 0,867, com uma média de 0,686, entre
os ec6tipos de gigante (alégamos), enquanto a diversidade génica variou de
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0,000 a 0,771, com uma média de 0,371 entre os ecétipos de andes
(autégamos). Esses valores sdo consideravelmente maiores do que os detectados
para coco com outros marcadores (Lebrun et al., 1998) e demonstram a grande
utilidade dos marcadores microssatélites em estudos de diversidade genética,

Um exemplo de amplificacdo, obtida com o primer Cn-51 é mostrado na Fig. 2.

Tabela 2 — Pares de primers, repeticdes, amplitude de tamanhos de fragmentos,
numero total de alelos (A), e diversidade génica (h) para os 10 marcadores SSR
polimérficos.

Tamanhosdos A A

i&entiﬁcac;ﬁo Resﬁét_iéﬁes »
. . fragmentos (bp)

Cn1-05 (GA),, 260-292 14 0,873
Cn1-09 (GA),, 250-276 07 0,583
Cn1-23  (CT), + (CT),, 270-274 02 0,498
Cn1-26  (GA),, 336-352 06 0,623
Cn1-33  (GA),, 280-310 07 0,644
Cn1-34  (CT),, 202-224 11 0,832
Cn1-45 (CT),, 236-264 04 0,591
Cn1-51 (CT,, 252-296 08 0,614
Cn1-60  (CT),, 308-342 09 0,710
Cn2-37  (GA), imperfeito  312-328 07 0,679

Fig. 2. Polimorfismo de microssatélites em coco, obtido com o primer CnE-51,
visualizando em gel desnaturante de poliacrilamida a 4%, corado com nitrato de

prata.
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Variabilidade genética de ecétipos de Cocos nucifera

As relacdes genéticas entre os individuos dos 10 ecétipos analisados séo
mostradas na Fig. 3. Trés grandes grupos foram formados, um contendo os
ecétipos da variedade ando, o outro com ecdtipos asidticos da variedade gigante,
e o terceiro, um grupo diferenciado, com os ecétipos brasileiros e africanos da
variedade gigante. Dentro do agrupamento dos ecétipos andes, o carater cor do
fruto foi um fator de agrupamento mais significativo do que a procedéncia
geogréfica. Por serem predominantemente autégamas, caracteristicas como a cor
do fruto tendem a se fixar mais rapidamente. O Ando Vermelho de Gramame
(PB), por exemplo, ficou mais préximo do Ando Vermelho da Malésia, do que do
Ando Amarelo de Gramame. Ecétipos da variedade gigante ndo apresentaram o
mesmo ﬁpo de comportamento. Por serem predominantemente alégamos,

é possivel a troca de genes entre populacées geograficamente préximas,
dificultando a fixacdo de caracteristicas de origem genética. Ecétipos da
variedade ando mostraram maior similaridade com ecétipos gigantes da Asia, do
que com os ecoétipos gigantes brasileiros. Esses resultados corroboram a
hip6tese de que a variedade ando tenha surgido na Asia.

Apesar dos ecdtipos gigantes brasileiros estarem num nivel de caracterizacéo
genética e agrondmica inferior, em relacé@o aos ecétipos asiaticos, seria
estratégico para o melhoramento, planejar cruzamentos entre os gendtipos andes
com gendtipos gigantes brasileiros, geneticamente mais distantes, para obtencéo
de maiores ganhos genéticos.

Essa andlise, utilizando marcadores SSR, mostrou que bandas especificas foram
encontradas para as variedades gigante e ando, bem como para determinados
ecOtipos. Esses resultados demonstram o potencial dessa técnica para a
caracterizacdo molecular do coqueiro e para o uso de SSR na obtencéo de
marcadores associados ao(s) gene(s) que controla(m) o porte da planta.
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genética de ecotipos de coqueiro (Cocos nucifera L.)

o —f =

D>
> P>

SCAAN TR A N R RN
(=1

(=

S

I
e

B - 4 i
0

RRE2

— L

[ 5:,.;%{
it

e —

S o

— — i

, g
_'I_________{_—‘r—: §§{$§é
—— , |

—‘{ T T T I T T T T IggéA{

e

~l
o
—_
=
S

0.16 0.37 0.58




22

Desenvolvimento e uso de marcadores microssatélites na andlise da variabilidade
genética de ecdtipos de coqueiro (Cocos nucifera L.)

Conclusao

1- Marcadores microssatélites mostraram-se mais polimérficos em ecétipos de
coco que outros marcadores moleculares, sendo, portanto, a ferramenta
ideal para andlises genéticas de C. nucifera.

2- A colecdo de germoplasma de coco mantida na Embrapa Tabuleiros Costeiros
apresenta altos niveis de variabilidade genética. Além disso, grupos de
similaridade entre ecotipos foram estabelecidos, mostrando a necessidade
de inclusdo imediata de ecdtipos gigantes brasileiros em programas de
melhoramento genético, visando ao uso mais eficiente da variabilidade
existente.

3- O método utilizado, no presente trabalho, para desenvolvimento de
marcadores microssatélites mostrou-se eficiente, produzindo um grande
numero de primers desenhados, em relacdo ao ndimero de clones

seqlienciados
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