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RESUMO

O Theobroma grandiflorum ¢ uma fruteira nativa da Amazonia brasileira e possui
grande importancia econdmica para essa regido devido a sua utilizagdo comercial. Com
a expansao do cultivo dessa espécie, programas de melhoramento genético vém sendo
desenvolvidos para ampliar a base genética do 7. grandiflorum. Através do
conhecimento genético entre os parentais ¢ possivel direcionar os cruzamentos
controlados e evitar a perda de vigor devido a endogamia. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a diversidade genética e o grau de parentesco de vinte e nove acessos de
T. grandiflorum, com o intuito de selecionar gendtipos promissores para incrementar o
programa de melhoramento dessa espécie. Nesse sentido, foram utilizados vinte primers
microssatélites desenvolvidos para cupuaguzeiro, dos quais 19 mostraram-se
polimérficos. Foram encontrados 55 alelos nos materiais estudados, sendo que o
numero efetivo de alelos por locos (1,887) foi menor do que o nimero médio de alelos
por locos (3), indicando que muitos alelos tém baixa frequéncia. A heterozigosidade
observada nos locos polimoérficos variou de 0,200 a 0,600 com média de 0,400 e a
heterozigosidade esperada nos locos polimérficos variou entre 0,265 a 0,725 com média
de 0,470. O indice de fixagdo médio entre os locos (0,084) nao foi significativamente
diferente de zero, mas conferiu a auséncia de endogamia dos materiais. A estimativa do
grau de parentesco através da caracterizacdo da distancia genética dos acessos indicou
que muitos t€ém uma ancestralidade comum e podem ser parentados. Os resultados
indicaram que o conjunto de acessos analisados, apresentam um moderado nivel de
diversidade genética e auséncia de endogamia, podendo, portanto, ser explorados no

programa de melhoramento do cupuaguzeiro, através de cruzamentos controlados.

Palavras - chave: fruteira nativa, variabilidade genética, microssatélites



ABSTRACT

The Theobroma grandiflorum is a native species of the Brazilian Amazon and has great
economic importance to the region due to its commercial use. With the expansion of the
cultivation of this species, breeding programs have been developing to broaden the
genetic base of 7. grandiflorum. Through genetic knowledge among parents is possible
to direct the controlled crossings and prevent loss of vigour due to endogamy. This
study aimed to evaluate the genetic diversity and degree of kinship twenty-nine
accessions of 7. grandiflorum, in order to select promising genotypes to increase the
breeding program of this species. Accordingly, were used twenty microsatellite primers
developed for cupuassu tree, of which 19 proved to be polymorphic. Were found 55
alleles in the analyzed material, where the effective number of alleles per locus (1.887)
was smaller than the average number of alleles per locus (3), indicating that have many
low frequency alleles. The observed heterozygosity in polymorphic loci ranged from
.200 to .600 with a mean of 0.400 and expected heterozygosity in polymorphic loci
ranged from 0.265 to 0.725 with an average of 0.470. The average rate of attachment
between loci (0.084) was not significantly different from zero, but given the absence of
inbreeding material. The estimation of the degree of kinship through the
characterization of the genetic distance of hits indicates that many have a common
ancestry and may have be kin. The results indicate that all clones analyzed, have a
moderate level of genetic diversity and absence of endogamy, can be, therefore,

exploited in improving cupuassu tree through controlled crosses.

Keywords: native fruit tree, Genetic variability, microsatellites.
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1. INTRODUCAO

A Amazodnia ¢ considerada a maior floresta continua tropical e detentora de um
quarto da biodiversidade do planeta, com destaque para as suas frutas nativas que
possuem sabores e aromas agraddveis indiscutiveis. Atualmente ocupa a segunda
posicao em termos de diversidade genética de espécies frutiferas tropicais no mundo, no
entanto ainda ndo apresenta uma posicado de destaque no comércio internacional
(CLEMENT et al., 1982).

Existem aproximadamente 220 espécies frutiferas na Amazonia, as quais ainda
nao foram domesticadas (CLEMENT, et al., 1982). Dentre essas, o cupuaguzeiro,
Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schumm., ¢ a segunda espécie fruticola
mais importante para a fruticultura da regido, com cerca de 10% do mercado de todas as
frutas amazodnicas, sendo comercializada na Regido Norte com cerca de 35.000 hectares
plantados, com destaque para o Estado do Parda e Amazonas, que juntos apresentam
23.000ha plantados de cupuaguzeiro (BOREM et al., 2009).

Apesar da importancia econdOmica que essa espécie apresenta para a fruticultura
da regido, ainda depende de ajustes no seu sistema produtivo, para ser considerada uma
espécie domesticada. Assim como outras espécies amazoOnicas, teve seu processo de
domesticacdo iniciada pelos nativos dessa regido, pois bem antes da descoberta da
América ja era cultivado tanto plantas cosmopolitas quanto amazonicas. Os plantios se
davam através de sementes oriundas de outras plantas, sem a utilizacdo de materiais
selecionados, o que proporcionou uma grande desuniformidade dentro das plantagdes
(ALVES et al., 1997; SOUZA et al., 1998).

Tendo em vista que o cupuaguzeiro ¢ uma espécie semi-extrativista e que ainda
carece de conhecimentos cientificos sobre sua estrutura floral, fluxo génico,
polinizadores, bem como caracterizagdo e quantificacdo da variabilidade genética entre
e dentro das populacdes, ¢ de suma importancia reconhecer e quantificar a divergéncia
genética entre as populagdes distribuidas nas regides de ocorréncia, com vistas a
conservacgao da variabilidade genética das populagdes naturais e a selecao preliminar de
materiais promissores para comporem o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) dessa
espécie.

Essa fruteira tem apresentado grande diversidade genética para varios caracteres
agrondmicos de interesse, como produgdo de frutos, resisténcia a doengas e pragas, €

rendimento agroindustrial. Isso tem permitido o desenvolvimento de programas de
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melhoramento para a obten¢do de gendtipos cada vez mais eficientes, os quais
atenderdo as demandas futuras.

Para esta finalidade, o uso de marcadores moleculares vem se tornando
instrumentos eficientes para quantificar a variabilidade genética existente dentro e entre
populacdes de plantas. Dentre eles, o marcador microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeat) tem se destacado para a avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma,
por se tratar de um poderoso marcador molecular para descrever a estrutura genética das
populagdes, fluxo génico e estimar parametros genéticos populacionais (MORGANTE
& OLIVEIRA, 1993). Isso se deve as suas caracteristicas intrinsecas de marcador
somaticamente estavel, codominante, neutro, multialélico, robusto, com elevada
reprodutibilidade e confiabilidade, assim como, por sua simplicidade operacional e
rapidez de andlise, quando comparado com outras metodologias (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996).

Desta forma esse trabalho teve como objetivo caracterizar a diversidade genética
e o grau de parentesco em acessos de 7. grandiflorum originados de diferentes
propriedades rurais utilizando marcadores microssatélites a fim de utiliza-los em

programas de melhoramento genético dessa espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O cupuacuzeiro

O cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng) Schum,, ¢ uma fruteira
arborea nativa da Amazonia brasileira, que apresenta grande destaque devido o seu
potencial de mercado para exploracdo da polpa, com uma mucilagem que envolve as
sementes, a qual corresponde a aproximadamente 40% do peso total do fruto (Calzavara
et al., 1984). Atualmente ¢ essa parte do fruto que sustenta todo o fluxo de producdo,
comercializacdo e industrializagdo (SOUZA et al., 1998).

Souza et al. ( 2002), descreve o cupuacuzeiro como sendo uma das culturas mais
rentaveis da regido amazodnica, sendo muito apropriada a sistemas agroflorestais,
consorciando-se favoravelmente com varias culturas, justamente por ser uma espécie
que se adapta muito bem ao sombreamento e permite resultados econdmicos e
ecologicos satisfatérios. A procura por cupuagu vem aumentando sua importancia
econdmica em todos os estados da federacdao, ¢ comega a atrair a atengdo mundial do
mercado de frutas exoticas tropicais.

Essa fruteira destaca-se ndo so pelo sabor e aroma agradaveis, devido ao seu alto
teor de ésteres e terpenos, mas também por seu excelente aproveitamento industrial.
Viarios produtos podem ser fabricados a partir da polpa, como sorvetes, sucos, doces,
cremes, compotas, licores, iogurte, bolos, biscoitos, balas e etc. As sementes do
cupuaguzeiro sdo consideradas como sucedaneas do cacau, por possuirem excelente
matéria-prima para fabricacdo de chocolate branco de alta qualidade, além de serem
utilizadas para extragdo de dleo, que ¢ utilizado na industria de cosméticos. A casca
também tem sua utilidade como adubo organico e fabricagdo de pegas artesanais.
(CARVALHO et al., 1980; GARCIA, 1991; VENTURIERI, 1993). As améndoas
possuem alto coeficiente de digestibilidade e composicao tipica das manteigas vegetais,
semelhantes a manteiga de cacau (CLEMENT, 1982).

O cupuaguzeiro pertence ao genéro Theobroma, membro da familia Malvaceae
(antes Sterculiaceae). A primeira revisdo sistematica para o género foi realizada por
Cuatrecasas (1964), baseada em coleg¢des herborizadas. Sua anélise surgiu do método
classico comparativo, usando principalmente as caracteristicas dos frutos e os caracteres
vegetativos, observando-se a presenca de 22 espécies, sendo distribuidas em seis segdes.

Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Shum. estd na se¢do Glossopetalum.
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Dentre essas 22 espécies, nove sdo encontradas na Amazonia brasileira: 7. bicolor, T.
cacao, T. canumanense, T. grandiflorum, T. microcarpum, T. obovatum, T. speciosum.
T. subincanum e T. sylvestre (CUATRECASAS, 1964).

A espécie T. grandiflorum ¢ diploide e apresenta 2n = 20 cromossomos
(CARLETTO, 1946). No entanto, segundo Moraes et al., (1994), tem-se relatos do
cupuaguzeiro tripldide, com 30 cromossomos, encontrado no municipio de Cameta-PA,
que produz frutos sem sementes, posssivelmente decorrente de uma mutagao natural.

O significado do nome cientifico Theobroma ¢ “manjar dos deuses” e
grandiflorum, “flores grandes”. As flores do cupuaguzeiro sdo hermafroditas e
apresentam barreiras fisicas que isolam o estigma da antera, além de serem
incompativeis sob controle génico, tornando-a obrigatoriamente uma espécie aldogama
(VENTURIERI, 1994).

O nome cupuagu € origindrio da lingua Tupi (kupu= que parece com o cacau +
uasu = grande). Também ¢é conhecido em outras regides por cupu (Estado do Pard ao
Acre) , pupu, pupuacu (Estado do Maranha at¢ a Bahia), cacau, cupuacu (Bahia),
cupuazur (Regido de Iquito, no Peru), cacau blanco, pastate, (México, Costa Rica,
Panama), cupuassu (Inglaterra) entre outros (VENTURIERI, 1993).

O género Theobroma, tipicamente neotropical, encontra-se distribuido nas
florestas tropicais umidas do hemisfério ocidental, entre as latitudes 18° Norte e 15° Sul,
estendendo-se do México até a bacia amazonica (CUATRECASAS, 1964).

O Theobroma grandiflorum ocorre naturalmente na parte Oriental da Hiléia
Amazodnica, regido que compreende o Sul e Sudeste do Para, nas areas de terra firme e
varzea alta, especialmente nas microrregides de Maraba e Parauapebas
(CAVALCANTE, 1996), e as areas mais elevadas da regido do médio rio Tapajos, rio
Tocantins, rio Guama, rio Xingu e rio Anapu, no Noroeste do Maranhdo
(CUATRECASAS, 1964; VENTURIERI 1993).

Atualmente essa fruteira também estd sendo cultivada em pequena escala ou em
carater experimental, na Colombia, Costa Rica, Equador, Peru, Venezuela, México,
Martinica, Trindad Tobago, Guiana (CUATRECASAS, 1964, GIACOMETTI, 1992),
Bolivia, Guiana Francesa e Suriname. Assim como em outros estados brasileiros, como
Bahia, Sao Paulo, Parana, entre outros (VENTURIERI; AGUIAR, 1988).

Segundo Ducke (1946) o cupuaguzeiro ¢ uma cultura pré-colombiana e teve seu

processo de domesticagdo iniciada antes mesmo da chegada de Cristovdo Colombo ao
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continente americano e ja era conhecida e muito utilizada pelos indios que habitavam a
Amazonia. Na concepcao de Clement (1999), por ocasiao dos contatos com o0s
primeiros colonizadores, a coloca entre as espécies consideradas incipientemente
domesticadas. Por essa razdo, o cupuaguzeiro ¢ considerado uma espécie em
domesticagdo na Amazonia, sendo gradativamente moldada mais pelo melhoramento
genético que pela agdo antrdpica.

Alves et al., (1997) e Souza et al., (1998) citam que no processo inicial da
domesticacdo dessa espécie, os plantios se davam através de sementes oriundas de
plantas nativas, devido a inexisténcia de materiais selecionados. Portanto, essa tentativa
ocorreu sem o devido apoio cientifico, acarretando na desuniformidade dentro dos
pomares e baixa produtividade.

Por conseguinte, a transi¢do da atividade extrativista para o cultivo do
cupuaguzeiro e o consequente aumento da area plantada, houve o aumento da incidéncia
de doengas que atacam o cupuaguzeiro, tanto em viveiro quanto em campo.
Observagdes feitas no campo destacam a vassoura de bruxa, assim como no cacaueiro, a
doenca fungica que causa os maiores prejuizos aos ciclos vegetativos e reprodutivos
dessa espécie (BENCHIMOL, 2000), chegando a perdas de 20 a 90% da producdo, em
casos mais severos (DIAS, 2001).

A vassoura-de-bruxa ¢ causada pelo basiodiomiceto Moniliophthora perniciosa
(Stahel), originaria da bacia amazonica, atualmente se encontra disseminada, de forma
endémica, em toda a regido tropical da América do Sul, onde parece ter evoluido com
cacaueiros silvestres (ALVES et al., 1998a; ALVES, 1999; ALVES,2003).

Os sintomas dessa doenga variam dependendo da cultivar, do tipo de tecido
envolvido e do seu estagio de desenvolvimento. A infeccao na almofada floral pode se
dar por meio da flor, que necrosada, permanece aderida a almofada, ou pelo ovario
fecundado (Evans, 1981). Em regides meristematicas, como gemas axilares e apicais,
promove hipertrofia, com brotagdes vegetativas deformadas e entrends curtos as quais,
ap6s um més, secam, interferindo significativamente na area fotossintética da planta
(VENTURIERI, 1993; BENCHIMOL, 2000).

No cacaueiro foram observadas perdas de at¢ 100% na producdo em diversas
propriedades rurais da Bahia, causando severos danos pela doenca, aliados aos baixos

precos do cacau no mercado internacional, & baixa produtividade das lavouras e aos
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fatores climaticos adversos, desencadeando assim, o empobrecimento da regido
cacaueira baiana (RUDGARD et al., 1993).

No Estado do Pard ja se tem relatos feitos por Alves et al., 1998b, que grande
parte dos plantios de cupuaguzeiro se encontram seriamente comprometidos pelo ataque
dessa doenga, alguns devido o descaso com os pomares, ¢ pela utilizagdo de materiais
genéticos susceptiveis a esse patdgeno.

Para Wheeler e Suarez (1993), t€ém-se quatro estratégias adotadas para o manejo
da vassoura de bruxa: pratica fitossanitaria, controle quimico, uso de gendtipos
resistentes e de agentes de biocontrole, para reduzir a incidéncia da vassoura-de-bruxa,
aumentar a produtividade e recuperar pomares atacados.

Dentre os métodos de controle dessa enfemeridade, o emprego de materiais
geneticamente resistentes vem ganhando espago por ser o mais promissor € interessante,
justamente por ser o mais econdmico, estavel e ambientalmente desejavel (ALVES et al.

2009).

2.2. Melhoramento genético de plantas

Com o inicio do processo de domesticagdo das espécies, através da selecdao de
caracteristicas agrondmicas mais desejaveis ao homem, o melhoramento realizado
aconteceu de forma subjetiva com as primeiras mudangas alélicas dirigidas (BOREM &
CAIXETA, 2006).

Contudo, foram os classicos experimentos de Mendel que contribuiram para uma
melhor compreensdo da hereditariedade, visando o melhoramento genético e o
desenvolvimento de novas variedades (BOREM & CAIXETA, 2006)

Existem trés etapas para se iniciar o melhoramento genético: i) coleta,
caracterizacdo e avaliagdo do germoplasma; ii) selecdo de materiais superiores a partir
das colegdes de germoplasma; e iii) utilizacdo dos materiais selecionados para a criagao
de cultivares e melhoramento populacional (BOREM et al. 2009).

O melhoramento genético convencional estd associado com a genética
mendeliana e a genética quantitativa, atrelado aos métodos estatisticos. No entanto por
ser um processo moroso € os ganhos genéticos serem cada vez mais dificeis de serem
obtidos, principalmente em plantas perenes, como ¢ o caso do cupuaguzeiro, que

possuem um ciclo vegetativo longo, o sucesso depende da capacidade de se distinguir
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fatores genéticos herdaveis daqueles puramente ambientais. Em virtude disto, a natureza
poligénica das caracteristicas de importancia agrondmica dificulta e torna lentos os
programas de melhoramento de plantas. Muitos desses entraves comegaram a ser
superados com o advento da genética molecular (MILLACH, 1998 apud LINS, 2008).

Na Embrapa Amazonia Oriental e na Embrapa Amazonia Ocidental vem sendo
desenvolvidos trabalhos especificos para programa de melhoramento genético do
Theobroma grandiflorum, com o objetivo de promover materiais genéticos resistentes e
produtivos para essa espécie. A principal finalidade ¢ a obteng@o de plantas resistentes a
vassoura de bruxa, plantas com muitos frutos, elevado rendimento da polpa e sementes
(ALVES, 1999; SOUZA et al., 2002).

A estratégia mais segura para o programa de melhoramento do cupuaguzeiro ¢
desenvolver, continuamente, variedades que possuam diferentes genes de resisténcia,
diversificando as cultivares a serem oferecidas aos produtores. A Embrapa Amazonia
Oriental, em 2002, langou os clones Coari, Codajds, Manacapuru e Belém, que se
caracterizam por serem resistentes a vassoura de bruxa (CRUZ e ALVES, 2002). E
recentemente, Alves e Ferreira (2012) langaram a mais nova e promissora cultivar, BRS
Carimbd, que possui maior produtividade e resisténcia a M. perniciosa quando

comparada as cultivares anteriores.

2.3. Estudo da diversidade genética utilizando marcadores moleculares

O estudo da diversidade dentro dos programas de melhoramento genético se faz
essencial para conhecer as caracteristicas intrinsecas de cada material de interesse € o
grau de parentesco de cada individuo dentro da populagdo, a fim de evitar a
consanguinidade e consequentemente a perda da producdo devido a endogamia. Dessa
forma, a variabilidade existente dentro das cole¢des de cupuaguzeiro, devem ser
idenficadas e esquematizadas, para um melhor direcionamento dentro do programa de
melhoramento dessa fruteira, para uma ampliagdo nas possibilidades de juncdo de
fatores de resisténcia a doengas, com outras caracteristicas de interesse agrondmico
(ALVES et al., 2003; PIRES et al, 2001).

A diversidade pode ser analisada em termos de gendtipos individuais, linha pura,
clones, acessos, e espécies silvestres, através de métodos especificos ou de uma

combinagdo de métodos baseados em dados bioquimicos, citoldégicos e em técnicas
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moleculares, que atualmente possibilitam uma diferenciagdo mais precisa entre os
genotipos (BOREM & CAIXETA, 2006).

Foi a partir da década de 70, com o avango das técnicas moleculares e utilizagao
de marcadores isoenzimdticos que a caracterizacdo genética ganhou impulso. No
entanto, foi com o desenvolvimento de marcadores moleculares, a nivel de
sequenciamento genético, que estudos ganharam uma poderosa ferramenta para
caracterizar e avaliar recursos genéticos, além de uma melhor forma de compreensao da
estrutura e organizagdo da diversidade genética das populagdes € o seu monitoramento
ao longo dos anos. A utilizagdo de marcadores moleculares pode ser usado desde o
mapeamento genético a caracterizagdo da diversidade genética (FIGUEIRA &
CASCARDO, 2001 apud ALVES, 2003).

Marcadores moleculares ja foram utilizados para estudo do cacaueiro
Theobroma cacao, uma das espécies mais estudadas do género e a qual possui mais
informagdes na area de genética molecular. Os marcadores RAPD (polimorfismo de
DNA amplificado aleatoriamente) e RLPF (polimorfismo de comprimento de fragmento
digerido) ja foram utilizados para estudo de diversidade genética e vém sendo aplicados,
essencialmente, para andlise de colecdes de germoplasma, demarcacdo de regides
geograficas de maior diversidade genética para coleta de germoplasma, classifica¢do de
variedades, além da caracterizagdo da diversidade genética de pragas e patdgenos que
causam danos para essa cultura. Todos esses estudos sdo de extrema importancia para
propiciar estratégias para o melhoramento genético dessa espécie (FIGUEIRA E

CASCARDO, 2001).

2.4. Marcadores microssatélites (SSR)

Os marcadores microssatélites sdo ferramentas valiosas para andlise de
variabilidade genética presente em colecdes de espécies vegetais. Esse marcador pode
contribuir na conservagdo de plantas, ja4 que permitem a obtencdo de informacdes
cruciais sobre a biologia das populagdes naturais, tais como fluxo génico, migragao,
tamanho efetivo, sistema de cruzamento, entre outros (HOSBIANO et al., 2002).

Os Marcadores microssatélites permitem analisar a diversidade genética,
heterozigosidade, e a formacdo de agrupamentos em populagdes estudadas. A

diversidade genética tem sido referida como a riqueza de espécies dentro de um
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ecossistema e o nivel de variabilidade genica existente dentro de cada populagiao (NEI,
1973), que pode ser medida pelo nivel de heterozigosidade esperada nas proporcdes
esperadas do equilibrio independente de efeitos de migragdo, selegdo, mutagdo, ou
sistema reprodutivo. Weir (1996) concorda que a heterozigosidade ¢ uma medida
adequada para quantificar a variagdo, porem também considera a frequéncia de
heterozigotos como um importante indicador da diversidade genética, uma vez que cada
heterozigoto carrega alelos diferentes.

Os marcadores microssatélites vém ganhado destaque em relagdo aos outros
marcadores e estdo sendo amplamente utilizados devido a sua reprodutibilidade e
simplicidade técnica, a pequena quantidade do DNA requerida, ao baixo custo, ao seu
grande poder de resolucdo e aos altos niveis de polimorfismo, constituindo um dos
marcadores das classes mais polimorficas disponiveis atualmente. (BOREM, 2006).

Microssatélites sdo sequencias simples repetidas em séries de nucleotideos
repetidos em tandem, encontrados no genoma de plantas. Para amplificar uma ilha de
microssatélites utiliza-se um par de primers, que sdo sequencias Unicas de
oligonucleotideos, homologos as regides flanqueadoras dos microssatélites. Através da
PCR ¢ possivel uma amplificagdo especifica dos fragmentos contendo o DNA repetitivo
em todo o genoma. Cada seguimento diferente de DNA representa um alelo daquele
loco especifico e esta relacionado ao grau de polimorfismo entre as bandas (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1996 apud ALVES, 2003).

Cada microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multialélico,
de grande contetido informativo, co-dominante e suficientemente estavel para serem
utilizados em andlises genéticas, como em estudos de ligacdo, identificacdo de
genotipos, protecdo de variedades, avaliacdo de pureza de sementes, utilizagdo e
conservagdo de germoplasma, estudos de diversidade, analise génica e de locos
quantitativos (QTL’s), andlise de pedigree, selecdo assistida por marcadores e analise de
bibliotecas para a clonagem de genes (BOREM, 2006).

O conteudo informatico de um loco SSR ¢ bastante alto justamente por se tratar
de seqiiéncias de alta taxa evolutiva. Quanto a acessibilidade apresentam limitagcdes no
que se refere ao custo final de obten¢@o de primers informativos, tendo a necessidade de
isolamento para desenvolver primers especificos para cada espécie. Além disso, esse
tipo de marcador demanda um processo demorado e trabalhoso. No entanto, uma vez

obtidos os primers informativos para uma espécie, os custos € a demanda de mao—de-
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obra sdo reduzidos drasticamente, e os ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando a
acessibilidade da técnica (BUSO, 1998).

Ferreira & Grattapaglia (1996), explicam que ja foi observado a conservacao de
sitios microssatélites entre espécies relacionadas, sendo possivel, portanto, utilizar
primers, denominados heterdlogos, para uma espécie e emprega-los nas demais espécies
do género.

Trabalhos recentes feitos por Alves et al., (2013), mostram a eficiéncia de
primers heterdlogos desenvolvidos para o Theobroma cacao sendo utilizados para
caracterizacdo da diversidade genética em cole¢des amazdnicas de Theobroma

grandiflorum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacdo dos materiais

Figura 1. Locais onde foram originalmente coletados os acessos de cupuaguzeiro.
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Para realizagdo desse estudo foram analisados 29 acessos procedentes de
dezessete populacdes de Theobroma grandiflorum (Tabela 1), sendo dez populagdes do
municipio de Tomé-Agu (PA) coletadas em areas de produtores rurais, duas populacdes
de Belém (PA), uma populagdo da Cidade de Prainha (PA), uma populagdo de Itaqui
localizada no municipio de Castanhal (PA) e trés populagdes adivindas de cidades do

Amazonas, Coari, Codajas e Manacapuru. (Figura 1).

Tabela 1. Acesso, local de coleta de 29 acessos de Theobroma grandiflorum analisados
e a populacdo a cada qual pertence.

Acessos Local de Coleta da Matriz Populagdo (Py)
1 INADA - Tomé Acu/PA P,
3 INADA - Tomé Acu/PA P,
4 INADA - Tomé Agu/PA P,
5 INADA - Tomé Agu/PA P,
6 INADA - Tomé Agu/PA P,
7 INADA - Tomé Agu/PA P,
8 INADA - Tomé Agu/PA P,
9 INADA - Tomé Agu/PA P,
10 INADA - Tomé Agu/PA P,
11 INADA - Tomé Agu/PA P,
12 KIMURA - Tomé Agu/PA P,
13 LAURO KATO - Tomé Agu/PA Ps
14 MARCELO - Tomé Agu/PA Py
15 HANTANI - Tomé Acgu/PA Ps
16 HANTANI - Tomé Agu/PA Ps
17 MUROI - Tomé Agu/PA Pg
18 HOSHINA - Tomé Agu/PA P,
19 WATANABE - Tomé Agu Pg

20 CEPLAC 1 - Belém/PA Py
21 SEKO - Tomé A¢u/PA Pio
22 174 - COARI (AM) Py
23 186 - CODAJAS (AM) P,
24 215 - MANACAPURU (AM) Pi;
25 622 - PRAINHA (PA) Py
26 ITAQUI (Prog. 35/4) - Castanhal/PA Pys
27 ITAQUI (Prog. 35/5) - Castanhal/PA Pys
28 ITAQUI (Prog. 20/5) - Castanhal/PA Pis
30 286 BELEM (PA) Py

31 MATZUSAKI - Tomé Acu/PA P,
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3.2. Extraciao de DNA

Para efetuar a caracterizacdo genética, foram coletados, em Fevereiro de 2014,
tecidos foliares dos gendtipos e levados ao laboratdrio de Genética e Biologia Molecular
da Embrapa Amazonia Oriental, em Belém — Pard, para extragao de DNA.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o protocolo desenvolvido
por Doyle & Doyle (1990) e modificado por Figueira et al. (1997) para espécie do
género Theobroma. Cerca de 5Sml de tecido foliar, na marca do tubo falcon, foram
triturados em cadinho de porcelana, na presenga de nitrogénio liquido e, acondicionado
em tubo falcon de 15 ml, aos quais foram adicionados 5ml de tampao de extragdao (5M
NaCl; 0,5M EDTA pH 8,0; IM Tris-HCI pH 8,0; 1% Polivinilpirrolidona MW 10,000;
20% CTAB; 0,2% pB-mercaptoetanol; 0.1 mg.ml' proteinase K). Os tubos foram
homogeneizados levemente em vortex por 10 s e colocados em banho maria a 60°C por
60 minutos, invertendo os tubos a cada 10 minutos. A seguir, foi adicionado aos tubos
contendo o extrato, Sml de solucdao contendo 24 partes de cloroférmio para uma parte de
alcool isoamilico (CIA v/v), para formar uma emulsdo e, sem seguida, foram
homogeneizados e centrifugados por 10 min a 4°C e 12.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos, aos quais foi adicionado 5ml de alcool 95% congelado e
foram cuidadosamente homogeneizados e centrifugados novamente durante 10 min a
4°C e 12.000 rpm. O DNA foi centrifugado e lavado com Iml de etanol 70% para
remover sais, € colocado para secar a temperatura ambiente, por um periodo de 12h. O
precipitado foi ressuspendido com em 200ul a 300ul de tampao TE (1 M Tris-HCI pH
8,0; 0,5 M EDTA pH 8,0), contendo 10 ],tg.ml'1 RNAse, sendo o volume de acordo com
a medusa observada, e levado a estufa a 37°C até dissolver durante uma hora, agitado de
10 em 10 min. A concentracdo de DNA foi determinada pelo Programa Lablmag 1D,
versdo L340. a partir das quantificacdes realizadas em gel de agarose a 1,0 %, pela
comparagdo do DNA total com trés concentracdes do DNA Bacteriofago integro
lambda (50 ng/ul, 100ng/ul e 200 ng/ul). As amostras quantificadas foram diluidas para

amostras de trabalho na concentracdo de 5 ng/ul de DNA e armazenadas a -20 °C.

(Figura 2).
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Figura 2. Procedimentos para a extragdo de DNA. I) Tecido foliar sadio; IT) Maceragao;

IIT) Solugdo extratora adicionada ao extrato; IV) Adi¢ao de CIA; V) Centrifugacao.

3.3. Amplifica¢do de DNA com primers microssatélites

Para as amplificagcdes de DNA as reacdoes foram preparadas com um volume
final de 13 pl, contendo 15 ng de DNA gendmico, 100 uM de cada ANTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP); 0,2 uM de cada primer (forward e reverse); tampao da enzima (50 mM
KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1 % Triton X — 100; 1,5 mM MgCl,), 1 unidade de Taq
DNA polimerase. Foram testados 20 pares de primers desenvolvidos para o
cupuaguzeiro, no entanto ainda ndo foram publicados (Tabela 2). As amplificacdes
foram conduzidas no Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), programados, inicialmente, conforme Lanaud et al. (1999a): um
ciclo de desnaturagao a 94°C por quatro minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30s,
49°C ou 55°C por 60s e 72°C por 60s. O marcador 10 Kb Plus DNA ladder foi utilizado
como referéncia de peso molecular para estimar os tamanhos dos produtos da

amplificacao (Figura 3).



Tabela 2. Identificacdo dos vinte locos especificos de Theobroma grandiflorum.
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Loco Sequencia do primer (5’-3’) Temperatura de Anelamento
mTgM 09  F: GTGGGCAAAGAGTACCAAAA
R: TTTCACTTCAACTCTTGCACC 49° - 55°
mTgM 11  F: CTTTTCTTGGTTGCCCACTAAC
R: TTTGTGGGGTAGAGAGAGGGTA 49° - 55°
mTgM 13 F: CACGTTTAATTGCAAAAGGACA
R: ACGTTGGTCAGATCACGGTAG 49° - 55°
mTgM 17  F: GCTTTTCATTCCTTCCTCACAC
R: GAGGGAGACTAGCGACAAAGAA 49° - 55°
mTgM 30 F: AACCACCTAATAAACCCCAACC
R: AAGAGAGGGTGCAGCAGGTAG 49° - 55°
mTgM 31 F: CCTTCTTGTTCTATCTCAATTTCATC
R: TGGGACAAGAGAAGGAGAGAA 49° - 55°
mTgM 39 F: CAAAGTCCCATCTCCACTTCTC
R: GGGTGAGTGGGGTCTGTATG 49° - 55°
mTgM 43 F: CCCCTTCTCCTTCCATTATTTT
R: AGAGAGAGAAAGCTCACCTGGA 49° - 55°
mTgM 47 F: CTTCCCCTTCCATTCTTCCTAC
R: TTACCTGGAGGGAGGAGTGAG 49° - 55°
mTgM 48 F: TGCTATTTCTTGGTCAGACACC
R: GAGAGAGCCGTAGAGAGAGAAAGA 49° - 55°
mTgM 50 F: TGCTCTACATGGGAGACTCAA
R: CCTTCACAAAGAATCGAACAGA 49° - 55°
mTgM 62 F: GAGGAACACCCCTGTTTCAA
R: TTGGTGAAGAGCCTGGTTTC 49° - 55°
mTgM 65 F: GCAGAACCCATAATTCAAAAGC
R: GATAGAGCTTAAAGGGCGAGTG 49° - 55°
mTgM 76 F: AAGCAAGTGCCAAAACAAAGAT
R: GCATTCACCAACTACCCTTTCT 49° - 55°
mTgM 77 F: GTTAGATTTGGTGGTGCGAAAT
R: GATCTTCGTTCCTTTCCTTGC 49° - 55°
mTgM 87 F: TCCTTCCATTTCTTCTTCGTTC
R: AAAGTGGTGAAAGAGCAACGTC 49° - 55°
mTgM 102 F: GTGGGTCGTGTCAAACAAAC
R: CGCCATTTTGTTCATTGTTTT 49° - 55°
mTgM 108 F: GAAAGGGAGGGTCATCGG
R: CTTCTCCTTTCTTCCTTCCCTC 49° - 55°
mTgM 113 F: TCACCGATCTCTAAAAGCAACA
R: CGACCTCACTACATCCTTCTCC 49° - 55°
mTgM114 F: GGTCAAGGTGTTTAGGGTTTGA
R: TAATCCGCCTCTCTCTCACTTC 49° - 55°

Tg : Theobroma grandiflorum; ¥: Forward; R: Reverse.

Os produtos amplificados eram separados em gel desnaturante de 7%

poliacrilamida e 7M de uréia, corrido em cuba vertical Hoefer SQ3 da Amersham

Biosciences. Para realizagdo da eletroforese, o tratamento das placas de vidro obedeceu

ao seguinte procedimento: na placa era aplicado 1ml a 2% de dimetildiclorosilano em

actametil ciclo-octasilano (PlusOne Repel Silane ES, cat. # 17-1332-01, Amersham



27

Biosciences) e espera-se secar por dez minutos. Na placa maior, era aplicado 5ul de
metacriloxipropil — trimetoxisilano (PlusOne Bind Silane, cat # 17-1330-01, Amersham
Biosciences), diluido em 1ml de solug¢do contendo acido acético glacial 0,5% em etanol
95%, esperando secar por cinco minutos. As duas placas de vidro foram montadas com
um espacador de 0,5 mm de espessura, usando o aparato de sequenciamento SQ3

(Amersham Biosciences) (Figura 3).

Figura 3. Representacdo dos procedimentos para a amplificagdo de DNA: I) Preparo das

reagdes (PCR); II) Amplificagdo em termociclador; III) Eletroforese em cuba vertical.

Para preparo do gel foram utilizados 8,75 ml de solu¢do de acrilamida 40% (29
acrilamida: 1bisacrilamida), Sml de 10 X TBE (54g de Tris base, 27,5g de 4cido borico
e 4,75g de EDTA 0,5 M pH 8,0); 16,8g de uréia; 120ul de 10% de persulfato de amonia
(p/v); e 240ul de TEMED. A solugdo de acrilamida era aplicada no gel com auxilio de
uma seringa plastica descartavel.

Decorridos 60 minutos para polimerizagdo, o conjunto de placas de vidro foram
instaladas na cuba vertical de sequenciamento, colocando-se tampao TBE (Trizma base
0,1 M; acido boérico 1M e EDTA 0,5M) nos respectivos compartimentos. A eletroforese
tinha de inicio uma pré-corrida, para aquecer o gel, na poténcia de 60W (em torno de
55mA e 1300V) durante 60 minutos.

As amostras para eletroforese foram desnaturadas com a adicao de 5Sul, de
tampdo de carregamento (constituido por 95% formamida; 0,05% xylenocyanol; 0,05 de
azul de bromofenol; 12,5% sacarose; 10mM NaOH), e colocadas a 94°C por 5 minutos,
e mantidas em gelo até o carregamento no gel. Eram aplicados 5ul de reagdo em cada
pogo.

Apo6s a aplicacdo das amostras, foi realizada a corrida propriamente dita, com
poténcia constante de 60W durante duas horas e meia. A coloragdo com nitrato de prata

foi realizada conforme descrito por Creste et al. (2001). O gel, fixado na placa de vidro
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maior, era tratado com um litro de solugdo fixadora constituida de 10% etanol, acrescida
de 1% de acido acético, durante 10 minutos e, posteriormente, lavado uma vez em agua
destilada por um minuto. Apos a lavagem, o gel era tratado com um litro de 1,6% acido
nitrico por cinco minutos, seguido de duas lavagens em agua destilada durante um
minuto. Na sequencia, o gel era tratado com um litro de uma solugio de 2 g.I"' de nitrato
de prata durante 20 minutos, e lavado com 4gua por duas vezes durante um minuto. As
bandas eram reveladas com uma solugdo de 30 g.I"' Na,COj; acrescida de 540 pll" de
formaldeido até as bandas adquirirem a intensidade desejada. Eram colocados 500 ml da
solugdo até saturar e, uma vez descartados, eram colocados os 500 ml restantes. Apds o
aparecimento das bandas essa solugdo era substituida por 1000 ml de solugdo
bloqueadora de 5% acido acético, por cinco minutos. O gel era lavado em dgua destilada
e ficava secando ao ar livre até ser fotografado.

Apds a eletroforese, as imagens dos géis foram escaneadas e armazenadas
digitalmente. Foi realizada a interpretagao visual dos géis, onde cada loco com diferente
padrao de migracdo nos géis foi considerado um alelo. A partir destes perfis alélicos, foi
construida uma matriz, na qual cada alelo de cada loco foi designado pela sequencia

alfabética, de A até a letra méaxima de alelos por loco (X).

3.4. Analise Estatistica

A diversidade genética foi caracterizada pelo niumero total de alelos (A), numero
efetivo de alelos por loco (Ae), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) em
Equilibrio de Hardy-Weinberg. A endogamia dos genotipos foi inferida da estimativa
do indice de fixacao (F). Todos esses parametros foram obtidos com o auxilio do
programa GENALEX 6.501 (PEAKALL and SMOUSE, 2006).

Os dados genotipicos gerados pelo programa NTSYS 2.02, foram codificados
em matrizes numéricas. A partir dessas matrizes foram feitas as andlises de distancia
genética e de agrupamentos entre os acessos de 7. grandiflorum, utilizando a distancia
genética D (NEI et al., 1983).

A andlise de agrupamento foi realizada utilizando o método UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao dos locos microssatélites em 7. grandiflorum

Construiu-se o perfil genotipico dos 29 acessos de cupuaguzeiro para servir
como “fingerprint” de caracterizagcdo genética e que serdo uteis na disponibilizacdo das
informagoes relativas ao acervo genético dos diferente acessos de 7. grandiflorum.

Para a genotipagem foram selecionados 20 marcadores moleculares
microssatélites, onde foram encontrados 55 alelos nas populagdes, sendo que o niimero
de alelos por locos variou de um (m7gM 31) a quatro (m7gM 30, mTgM 77 e mTgM
87), com média de 3 alelos por loco (Tabela 3). Dos primers testados, 19 apresentaram
polimorfismo (95%), os mais polimoérficos foram mTgM 09, mTgM 30, mTgM 43,
mTgM 77 e mTgM 87, que amplificaram até 4 alelos (Figura 2).

Figura 2. Géis de poliacrilamida mostrando variabilidade, por microssatélites nos locos
mais polimérficos: A) mTgM 09, B) mTgM 30, C) mTgM 43, D) mTgm 77 ¢ E) mTgM
87.
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Alguns trabalhos relatam média de alelos/loco semelhantes as obtidas nesse
estudo. ALVES et al. (2013), ao analisarem a diversidade genética em populacdes
amazonicas de cupuaguzeiro, utilizando primers heterdlogos de microssatélites
desenvolvidos para T. cacao, obtiveram 45 alelos na popula¢do estudada, com uma
média de 3,29 alelos por loco. SILVA et al. (2013) também obtiveram 48 alelos na
populagdo de estudo, com uma média de 3,43 alelos por loco.

Entretanto, o nimero médio de alelo/loco encontra-se abaixo do observado para
espécies do género Theobroma. Lanaud et al. (1999), ao analisarem 24 genotipos de
cacaueiro, obtiveram média de 5,6 alelos por loco e Motamayor et al. (2001) analisaram
a diversidade genética em cacaueiros e encontraram 150 alelos, com média de 9,4 alelos
por locos. Estes resultados decorreram da grande variabilidade entre os acessos la
empregados.

No presente trabalho o grau de polimorfismo revelado pelo numero de alelos por
loco, foi relativamente inferior aos trabalhos realizados com 7T.cacao, mesmo sendo
utilizados primers especificos para o 7. grandiflorum. Isso se deve, possivelmente, pela
quantidade de amostras analisadas ou pelas caracteristicas intrinsecas de cada populagao

estudada.

4.2. Caracterizacao dos acessos

O ntmero de alelos amplificados ¢ uma forma de quantificar a diversidade
genética, visto que apresenta a riqueza de variagdes alélicas, sendo que quanto maior o
nimero de alelos amplificados, maior a informag¢do da diversidade gerada pelo
marcador. Neste caso, o numero efetivo de alelos por locos (Ae) foi inferior ao nimero
de alelos nos locos (A), variando de 1,00 (mTgM 31) a 3,636 (mTgM 30), com média
de 1,887 alelos por locos. Isto demonstra que muitos alelos t€ém baixa frequéncia ou sao
raros (Tabela 3).

A heterozigosidade observada nos locos polimorficos variou de 0,200 (mTgM
113) a 0,600 (mTgM 87 e mTgM 108), com média de 0,400. A heterozigosidade
esperada nos locos polimorficos variou entre 0,265 (mTgM65) a 0,725 (mTgM 30),
com média de 0,470. O indice de fixagdo (F) variou entre os locos polimorficos de
negativo a positivo (Tabela 3). Em oito locos, o indice de fixa¢do foi negativo (variando

de — 0,333 a -0,010), sugerindo excesso de heterozigotos em relagdo ao esperado em
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equilibrio de Hardy-Weinberg. Os demais locos polimodrficos apresentaram valores

positivos (variando entre 0,583 a 0,084). A média entre locos foi positiva (0,084),

porém baixa e ndo significativamente diferente de zero, sugerindo, assim, auséncia de

endogamia.

Tabela 3. Estimativa em parametros genéticos em 20 locos microssatélites de

Theobroma grandiflorum, onde A ¢ o numero total de alelos; 4Ae: nimero médio efetivo

de alelos por loco; Alelos Estimados ¢ o peso molecular dos alelos; Ho:

heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada sob equilibrio de Hardy-

Weinberg; F: indice de fixagao; utilizando 29 acessos distribuidos em 17 populagdes.

Locos A Ae Alelos estimados Ho He F

mTgM 09 4 2,128 181,175,173 ¢ 170 0,400 0,530 0,245
mTgM 11 3 2,020 140, 130 ¢ 120 0,400 0,505 0,208
mTgM 13 2 1,980 140 ¢ 120 0,500 0,495 -0,010
mTgM 17 2 1,600 210 e 200 0,500 0,375 -0,333
mTgM 30 4 3,636 200, 195,185¢ 180 0,500 0,725 0,310
mTgM 31 1 1,000 160 0,000 0,000 #N/D
mTgM 39 3 1,802 175,171 e 168 0,400 0,445 0,101
mTgM 43 4 2,105 185, 173, 165 ¢ 148 0,300 0,525 0,429
mTgM 47 2 1,471 305 ¢ 300 0,400 0,320 -0,250
mTgM 48 2 1,600 290 ¢ 285 0,500 0,375 -0,333
mTgM 50 3 2,198 108, 106 ¢ 98 0,400 0,545 0,266
mTgM 62 2 1,835 210 e 190 0,300 0,455 0,341
mTgM 65 3 1,361 240, 233 ¢ 220 0,300 0,265 -0,132
mTgM 76 2 1,471 218 ¢ 208 0,400 0,320 -0,250
mTgM 77 4 1,869 155,150, 145 ¢ 138 0,400 0,465 0,140
mTgM 87 4 1,905 122,120,113 ¢ 110 0,600 0,475 -0,263
mTgM 102 2 1,835 122 ¢ 120 0,500 0,455 -0,099
mTgM 108 3 2,899 175,170 ¢ 160 0,600 0,655 0,084
mTgM 113 2 1,923 126 ¢ 122 0,200 0,480 0,583
mTgM114 3 2,667 148, 140 ¢ 137 0,600 0,625 0,040

Média 3 1,887 - 0,400 0,470 0,084

Desvio Padrio  0,9104

Total de Alelos 55

Em termos gerais, os parametros de diversidade analisados, como nimero de

alelos, heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada e indice de fixacdo,

indicam que os acessos de 7. grandiflorum apresentam um nivel de diversidade genética

moderado e baixos indices de homozigose.
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4.3. Distancias genéticas

Através do dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983) foi
possivel verificar que as populagdes de cupuaguzeiro formaram cinco grupos (Figura 3).

O Grupo I, formado pelos acessos 01, 23, 25, 12 e 26, agrupa quatro acessos do
Pard e um do Amazonas. Os acessos 23 (186 de Codajas - AM) e 25 (622 de Prainha -
PA) apresentaram boa afinidade genética. Entretanto os locais de coleta desses materiais
ficam relativamente distantes (aproximadamente 1000 km em linha reta). Alves et al
(2013) explicaram que nesses casos, a hipotese mais provavel ¢ que o material 186 de
Codajas-AM tenha sido introduzido no Estado do Amazonas através de mudas ou
sementes oriundas do Estado do Pard, por este estado ser o centro de origem dessa
fruteira (CUATRECASAS, 1964). A relacao entre esses materiais ¢ mais forte que entre
o acesso 01 da populagdo Inada (PA) e o acesso 26 (Itaqui — Pard).

O Grupo 11, constituido pelos acesso 07, 17, 14, 18, 15, 22, 16, 24, 28,27 ¢ 19, ¢
o mais numeroso do estudo. Desses os acessos 07 e 17, oriundos das fazendas Inada e
Muroi, formaram um sub-grupo, por apresentarem boa proximidade genética, sendo os
mais distantes dos demais acessos do grupo. Dentro do segundo sub-grupo ¢ relevante a
proximidade genética entre os acessos 24 (Manacapuru — AM) e 28 (Itaqui —PA). O
mesmo acontece entre os acessos 15 Hantani (PA) e 174 de Coari (AM), que apesar da
proximidade genética, também foram coletados em locais distantes uns dos outros.
Nesse caso, cruzamentos entre esses materiais com similaridade genética, ndo devem
ser realizados, a fim de evitar a endogamia.

O Grupo III foi composto por apenas quatro acessos, todos procedentes do Para
(04, 13, 20 e 08). Ficou ressaltada, nesse grupo, a proximidade genética do acesso 13
(Lauro Kato T. Agu - PA) e 20, oriundo de Belém (Ceplac). Tal situagao devera
inviabilizar a hibridagao entre os dois genotipos.

Sete acessos formaram o Grupo IV, todos do Para. Dentre esses, cinco foram
procedentes de uma Unica propriedade, Fazenda Inada. Isto indica uma origem comum
para esses acessos, havendo necessidade de levar esse resultado em consideracao, no

procedimento de selecdo.

O Grupo V formado por apenas dois acessos, 03 e 29, reuniu duas procedéncias

distintas (Inada) e (Belém) do Estado do Para.
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Em uma andlise geral, estes resultados indicam que esses materiais que exibem
caracteristicas agronOmicas desejaveis, apresentam diversidade genética entre eles e
podem ser explorados em programas de melhoramento de 7. grandiflorum, através de

cruzamentos controlados.
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Figura 3. Dendrograma baseado na distancia genética de D4 (Nei, et al, 1983) entre 29
acessos de Theobroma grandiflorum estabelecidos em diferentes populacdes de
cupuaguzeiro da Amazdnia brasileira, agrupados utilizando o método de médias das

distancias (UPGMA).
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5. CONCLUSOES

Os acessos de 7. grandiflorum analisados apresentaram variabilidade genética com
moderado nivel de riqueza alélica.

Alguns acessos apresentaram estreito grau de parentesco entre si, portanto,
hibridacdes entre eles deverdo ser evitadas, pois poderdo gerar depressao por endogamia, o

que origina plantas com baixos desenvolvimento e produgdo de frutos.



36

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, RM.; CORREA, JR.V.. RODRIGO, M. Melhoramento genético do
cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) no Estado do Para. In: SEMINARIO
INTERNACIONAL SOBRE PIMENTADO- REINO E CUPUACU, 1., 1996, Belém.
Anais... Belém: EMBRAPA, CPATU/JICA, 1997. p.127-146. (Documentos, 88).

ALVES, R.M.; STEIN, R.L.B.; ARAUJO, D.G. de; PIMENTEL, L. Avaliacio de
clones de cupuaguzeiro quanto a resisténcia a vassoura-de-bruxa. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal, v.20, n.3, p.297-306, 1998a.

ALVES, R.M.; CORREA, J.R.V.; GOMES, M.R.O. Avaliag¢io preliminar de matrizes
de cupuaguzeiro (Theobroma grandifl orum) em &reas de produtores de Tomé-Acu,
Para. In: ENCONTRO DE GENETICA DO NORDESTE, 13., 1998, Feira de Santana.
Resumos... Feira de Santana: Sociedade Brasileira de Genética, Se¢ao Nordeste, 1998b.
p.359.

ALVES, R.M. Cupuacguzeiro (Theobroma grandifl orum Willd. ex. Spreng) Schum). In:
EMBRAPA. Centro de Pesquisa Agrofl orestal da Amazonia Oriental. Programa de
melhoramento genético e de adaptacio de espécies vegetais para a Amazoénia
Oriental. Belém, 1999. cap.1, p.37- 48. (Documentos, 16)

ALVES, R.M. Caracterizacdo genética de populacdes de cupuacuzeiro Theobroma
grandifl orum (Willd.ex.Spreng.) Schum., por marcadores microssatélites e
descritores botanico-agronémicos. 2003. 146 f. Tese (Doutorado) — Escola Superior
de Agricultura Luis de Queiroz, Universidade de Sao Paulo, 2003.

ALVES, R.M.; FARIAS NETO, J. T.; CRUZ, E.D.; OLIVEIRA, M.S.P. Estratégias do
melhoramento genético desenvolvido pela Embrapa Amazonia Oriental, para obtencao
das primeiras cultivares de cupuaguzeiro e agaizeiro. In: Seminario Técnico Brasil-
Japao Projeto “Desenvolvimento Tecnologico para a Agricultura Sustentivel na
Amazonia Oriental. Belém:EMBRAPA CPATU, 2003. (Embrapa-CPATU.
Documentos)

ALVES, R. M. 2007. Recomendacdes técnicas para o plantio de clones de
cupuaguzeiro. Belém: Embrapa Amazonia Oriental. Comunicado Técnico, 151: 4p.

ALVES, R.M.; RESENDE, M.D.V.; BANDEIRA, B. dos S.; PINHEIRO, T.M.;
FARIAS, D.C.R.; Evolucdo da vassoura-de-bruxa ¢ avaliagdo da resisténcia em

progénies de cupuaguzeiro. Revista Brasileira de Fruticultura. Jaboticabal - SP, v. 31,
n. 4, p. 1022-1032, Dezembro 2009.

ALVES, R.M.; FERREIRA, F.N. BRS Carimb6 - a nova cultivar de cupuaguzeiro da
Embrapa Amazonia Oriental. Belém, PA. Embrapa Amazonia Oriental. (Comunicado
Técnico 232), 2012. 8p.

ALVES, RM.; SILVA, CR. de S.; SILVA, M.S. da C.; SILVA, D.C. de S
SEBBENN, A.M. Diversidade genética em cole¢des amazonicas de germoplasma de
cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. ex. Spreng.) Schum.]. Revista
Brasileira de Fruticultura. Jaboticabal - SP, v. 35, n. 3, p. 818-828, Setembro 2013



37

BENCHIMOL, R.L. Doengas do cupuaguzeiro causadas por fungos. Belém: Embrapa
Amazonia Oriental, 2000. 50p.

BOREM, A.; CAIXETA, E.T. Marcadores Moleculares. Minas Gerais: Folha de
Vigosa, 2006. 374 p.

BOREM, A.; LOPES, M.T.G.; CLEMENT, C.R. Domesticacdo e melhoramento:
espécies amazonicas. Vigosa, MG, 2009. 486p.

BUSO, G. S. C. Analise genética de espécies silvestres de arroz (Oryza spp) nativas
do Brasil: estrutura de populacdes, diversidade genética e relagdes filogenéticas
utilizando marcadores moleculares. 1998. 324f. Tese (Doutorado em Biologia
Molecular) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 1998.

CALZAVARA, B.B.G.; MULLER, C.H.; KAHWAGE, O.N.C. Fruticultura tropical:
0 cupuacguzeiro — cultivo, beneficiamento e utilizacdo do fruto. Belém: EMBRAPA,
CPATU, 1984. 10p. (Documento, 32).

CARLETTO, G.M. 1946. O niimero de cromosomios em cacaueiros. I1héus: Instituto de
Cacau da Bahia. Boletim Técnico, 6:35-39.

CARVALHO, J.R.; ROCHA FILHO, G.N.; SERRUYA, H.. Analise dos 6lecos de trés
frutos comestiveis da regido amazonica — cupuacgu (Theobroma granfdiflorum (Willd.
ex Spreng.) Shum). Sterculiaceae), mari (Paraqueiba paraenses, Icacinaceae) e uxi

(Endopleura uxi, Humisiaceae). In: I Encontro de profissionais de quimica da
Amazonia, Anais Belém: UFPA, 1980. p.187-196.

CAVALCANTE, P.B. Frutas comestiveis da Amazonia. Belém: CNPq/ Museu Paraense
Emilio Goeld, 5 ed. 1996, 279p. (Cole¢ao Adolpho Ducke).

CLEMET, C.R.; MULLER, C.H.; FLORES, W.B.C. Recursos Geneticos de Espécies
Frutiferas Nativas da Amazonia Brasileira. Acta Amazonica. V.12, n. 4, p. 677-695,
1982.

CLEMENT, C.R. 1999.1942 and the loss of Amazonian crop genetic resources. 1. The
relation between domestication and human population decline. Economic Botany
53(2):188-202.

CRESTE, S.; TULMANN-NETO, A.; FIGUEIRA, A. Detection of single sequence
repeat polymorphisms in denaturing polyacrilamide sequencing gels by silver staining.
Planta Molecular Biology Reporter, v.19, p.299-306, 2001.

CRUZ, E.D.; ALVES, R.M. 2002. Cultivares de cupuaguzeiro tolerantes a vassoura de
bruxa. Belém: Embrapa Amazonia Oriental. 4p. (Recomendagdes Técnicas).

CUATRECASAS, J. 1994 - Cacao and its allies: a taxonomic revision of the genus
Theobroma. United States Natural Herbarium, Washington 35(6):375-614.

DIAS, L.A.S. Melhoramento genético do cacaueiro. Vicosa: FUNAPE, UFG, 2001.
578p. :il.



38

DOYLE, J.J. & DOYLE, J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus. v. 12, p.
13-15.1990.

DUCKE, A. 1946. Plantas de cultura pré-colombiana na Amazonia Brasileira: notas
sobre as espécies ou formas espontineas que supostamente lhes teriam dado origem.
Belém: IAN. Boletim Técnico, 8:24.

EVANS, H. C. Witches’ broom disease - a case study. Cocoa Growers’ Bulletin,
Bournville, v.32, p. 5-19, 1981.

FIGUEIRA, A.; LAMBERT, S.V.; CARPENTER, D.; PIRES, J.L.; CASCARDO,
J.CM.; ROMANCZYK, L. The similarity of cocoa flavour of fermented seeds from
fingerprinted genotypes of Theobroma cacao from Brazil and Malaysua. Tropical
Agriculture, v.74, n.2, p.132-139. 1997.

FIGUEIRA, A. V. 0O.; CASCARDO, J. C. M. Marcadores moleculares no
melhoramento. In: Dias, L. A. S. (Editor). Melhoramento Genético do Cacaueiro.
Vigosa, MG: FUNAPE, UFG, 2001. 578p.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducdo ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 2.ed. Brasilia: EMBRAPA, CENARGEN, 1996.
220p.

GARCIA, C.L. Influéncia da temperatura e do substrato na germinacdo de sementes e
no vigor de plantulas de cupuaguzeiro Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng.)
Shum). 1991. 62p. Dissertagao apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em Biologia
Tropical e Recursos Naturais do Convénio INPA/FUA., Manaus.

GIACOMETTI, D.C. Cupuassu, Theobroma grandiflorum (Willd ex Spreng) Shum. In:
HERNANDEZ, J.E.; LEON, J. Cultivos marginados: outra perspectiva de 1492. Roma:
FAO, 1992. p. 203-207. (FAO. Produccion y Proteccion Vegetal, 26).

HOSBIANO, A. A, PALMERI, D.A., BRAVO, J.P., PEREIRA, T.E.B., LOPES, C.R.,
GIMENES, M.A., Marcador microssatélite na conservacdo de germoplasma vegetal.
Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, n° 29, 2002.

LANAUD, C.; RISTERUCCI, AM.; PIERETTI, I.; FALQUE, M.; BOUET, A.;
LAGODA, P.J.L. Isolation and characterization of microsattelites in Theobroma cacao
L. Molecular Ecology, Lawrence,v.8, p.2141-2143, 1999.

LINS, B.A.; Distancias genéticas estimadas com marcadores moleculares e associagao
com performance de hibridos de Theobroma cacao L. 2008. 85f. Dissertacao (Mestrado
Produgdao Vegetal) — Programa de Pos-Graduagdo em Producdo Vegetal, Universidade
Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 2008.

MORAES, V.H. de F.; MULLER, C.H.; SOUZA, A. das G.; ANTONIO, L.C. 1994.
Native fruit species of economic potential from the Brazilian Amazon. Angewandte
Botanik 68:47-52.

MORGANTE, M.; OLIVEIRA, A.M. PCR-amplified microssatélites as markers in
plant genetics. The Plant Journal, v.3, p.175-182, 1993



39

MOTAMAYOR, J. C.; RISTERUCCI, A. M.; LOPEZ, A. P.; LANAUD, C.
Domestication du cacaoyer cultivés par les Mayas. I. Preuve d’une origine sud
américaine des cacaieyers cultivés par les mayas. In: THEORETICAL AND APPLIED
GENETICS RESEARCH CONFERENCE, 13., Lagos, 2001. Proceegings. Lagos:
Cocoa Producers’ Alliance, 2001. 54-68.

NEI, M. Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proceeding of the
National Academy of Science of the United States of America, v07, n.12, p.3321-
3323, 1973.

NEI, M.; TAJIMA, F.; TATENO, Y. Accuracy of estimated phylogenetic trees from
molecular data. Journal of Molecular Evolution, New York, , v.19, p. 153-170, 1983.

PIRES, J.L.; FALEIRO, F.G.; YAMADA, M.M.; LOPES, U.V.; BAHIA, R.C.S;;
FALEIRO, A.S.G.; MONTEIRO, W.R. Variabilidade genética de fontes de resisténcias
de Theobroma cacao L. a Crinipellis perniciosa com base em marcadores
microssatélites. Fitopatologia Brasileira, 26 (Suplemento): 347, 2001.

PEAKALL, R. and SMOUSE, P.E. (2006) GenAlEx 6: genetic analysis in Excel.
Population genetic software for teaching and research. Mol. Ecol. Notes, 6, 288-295.

RUDGARD, S.A., MADDISON, A.C. & ANDEBRHAN, T. Disease Management in
Cocoa: Comparative Epidemiology of Witches' Broom. London. Chapman & Hall.
1993.

SILVA, M. S. da C., ALVES, R. M., ALBUQUERQUE, P. S. B,, SILVA, C. R. de S.
S., Diversidade genética de acessos de cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum)
utilizando marcadores microssatélites. 14° Seminario de Iniciagdo Cientifica. Embrapa
Amazonia Oriental, Belém-PA.

SOUZA, A. das G.C.; SILVA, S.E.L.; SOUZA, N.R. Avaliacdo de progénies de
cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Will. Ex Spreng.) Schum.), em Manaus.
Revista Brasileira de Fruticultura, v.20, n.3, p.307-312, 1998).

SOUZA, A. G. C.; RESENDE, M. D. V.; SILVA, S. E. L.; SOUZA, N. R. . The
cupuaguzeiro genetic improvement program at Embrapa Amazonia Ocidental. Crop
Breeding And Applied Biotechnology, Londrina, v.2, n.3, p.471-478, 2002.

VENTURIERI, G.A.; AGRUIAR, J.P.L. Composicao do chocolate caseiro de
améndoas de cupuagu (Theobroma grandiflorum (Will. Ex Spreng.) Schum). Acta
Amazoénica, v.18, n.1/2, p.3-8, 1988.

VENTURIERI, G.A. Cupuacgu: a espéciem sua cultura, usos, e processamento. Belém:
Club do cupu, 1993. 108p.

VENTURIERI, G.A. 1994. Floral biology of cupuassu (Theobroma grandiflorum
(Willdenow ex Sprengel) Shumann). Tese Ph.D. University of Reading. 206p

WEIR, B.S. Genetic data analysis: methods for discretetion genetic data. Sunderland:
Sinauer Associates, 1996. 377p.



40

WHEELER BEJ, SUAREZ C, 1993. The pathosystem. In: Rudgard SA, Maddison AC,
Andebrhan T, eds. Disease Management in Cocoa: Comparative Epidemiology of
Witches’ Broom. London, UK: Chapman & Hall, 9-19.



