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DIVERSIDADE GENETICA EM COLECOES AMAZONICAS
DE GERMOPLASMA DE CUPUACUZEIRO
[Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.|!
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RESUMO- Este trabalho teve por finalidade avaliar a diversidade genética e o parentesco de 24 acessos
de Theobroma grandiflorum, introduzidos de trés unidades da Embrapa, objetivando sua utilizacdo como
genitores no programa de hibridacao da espécie. Os marcadores genéticos utilizados foram locus heterdlogos
de microssatélites desenvolvidos para cacaueiro. Foram encontrados 45 alelos na populacdo estudada. O
numero médio efetivo de alelos por l6cus (2,33) foi menor do que o nimero médio de alelos por locus (3,21),
indicando que muitos alelos tém baixa frequéncia. A heterozigosidade observada nos l6cus polimorficos variou
de 0,33 a 1,00 com média de 0,54 e a heterozigosidade esperada variou entre 0,48 a 0,76 com média de 0,54.
O indice de fixacdo médio entre locus (0,003) ndo foi significativamente diferente de zero. A estimativa do
parentesco entre pares de individuos indica que alguns podem ser parentes, entre meios-irmaos e clones. Os
resultados sugerem que os acessos de Theobroma grandiflorum analisados contém um moderado nivel de
diversidade genética e auséncia de endogamia e, portanto, grande potencial para utilizacdo em programas
de melhoramento genético.

Termos para indexacio: Microssatélite, endogamia, diversidade genética.

GENETIC DIVERSITY IN BRASILIAN AMAZON
COLLECTIONS OF CUPUASSU TREE GERMPLASM
[Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum]

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the genetic diversity and relatedness of 24 accessions of
Theobroma grandiflorum, originating from three units of Embrapa, aiming their use as parents in hybridization
specie programs. The genetic markers used were heterologous microsatellite loci developed for cocoa. In the
population studied 45 alleles were found. The effective average number of alleles per locus (2.33) was less
than the average number of alleles per locus (3.21), indicating that many alleles have low frequency. The
observed heterozygosity at polymorphic loci ranged from 0.33 to 1.00 with a mean of 0.54 and expected
heterozygosity ranged from 0.48 to 0.76 with a mean of 0.54. The fixation index medium between loci (0.003)
was not significantly different from zero. The estimate of relatedness between pairs of individuals indicates
that some may be relatives, including half-brothers and clones. The results suggest that the accesses of 7.
grandiflorum analyzed contain a moderate level of genetic diversity and absence of inbreeding and therefore
great potential for use in breeding programs.

Index terms: Microsatellite, inbreeding, genetic diversity.
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INTRODUCAO

A importancia do género Theobroma L.,
familia Malvaceae (ALVERSON et al., 1999),
deve-se, principalmente, a relevancia economica do
cacaueiro (Theobroma cacao L.) e, em menor monta,
a emergente procura pelo cupuaguzeiro [ Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.], unicas
espécies do género cultivadas comercialmente
(SILVA et al., 2011).

O cupuacguzeiro ¢ considerado uma das
culturas mais rentaveis da regido Amazonica,
sendo muito apropriada a sistemas agroflorestais,
consorciando-se favoravelmente com varias culturas.
A procura por cupuagu vem aumentando sua
importancia econémica em todos os estados da
federagdo , e comeca a atrair a atengao mundial do
mercado de frutas exoticas tropicais (SOUZA et al.,
2002).

A distribui¢ao geografica do cupuaguzeiro
originalmente restringia-se as areas de floresta nativa
ao sul do Rio Amazonas, oeste do Rio Tapajos,
incluindo o sul e sudeste do Estado do Para e a
regido “pré-amazonica” do Estado do Maranhao.
Esta regido foi considerada por Cuatrecasas (1964)
como o centro de origem da espécie. Como o
melhoramento genético do cupuaguzeiro preconiza
que a base genética utilizada seja a mais ampla
possivel, ha necessidade de prospectar as popula¢des
remanescentes dessa regido, pois ¢ esperado que
ela concentre a maxima variabilidade da espécie
(ALVES et al., 2007).

O avango da fronteira agricola na regido
Norte do Brasil, especialmente no Estado do
Para, coloca em risco areas consideraveis de
ocorréncia de populagdes naturais de cupuaguzeiro.
A Amazonia brasileira, além de ser o centro de
maxima diversidade, constitui-se a Unica reserva
de variabilidade genética da espécie. Porém,
além de o melhoramento genético da espécie ser
ainda incipiente, ¢ restrita a disponibilidade de
germoplasma para ser utilizado pelos melhoristas.
Além do mais, as populagdes nativas remanescentes,
que poderao servir como fontes de genes e gendtipos,
estdo sofrendo forte erosdo genética pela agdo
antropica, por localizarem-se na area denominada
“Arco do fogo” (sul e sudeste do Pard), area esta
muito ameagada pelo desmatamento, em fungdo
da exploragdo ilegal de madeira e da expansao da
atividade agropecuaria.

A demanda por materiais melhorados
estimulou a criag@o de programas de melhoramento
genético com a espécie na Embrapa Amazdnia
Oriental (CPATU) e Embrapa Amazonia Ocidental

(CPAA) e o estabelecimento de colegdes ex situ
(Banco Ativo de Germoplasma - BAG), para a
conservagao da variabilidade genética e selegdo
preliminar de materiais promissores e resistentes a
patogenos.

Foram estabelecidas colegdes de cupuaguzeiro
na Embrapa Rondénia (CPAFRO), Embrapa
Amazonia Ocidental (CPAA) e Embrapa Amazonia
Oriental (CPATU. Baseados em uma criteriosa
caracterizag@o ¢ avaliacdo, foram selecionados os
acessos mais promissores em cada Unidade, que
apresentavam boas caracteristicas de producdo de
frutos e resisténcia a Moniliophthora perniciosa,
agente etiologico da doenga vassoura-de-bruxa.
Esses genotipos foram enviados para as trés unidades
da Embrapa para estudos de campo e serviram
de base para a formacdo da colecdo empregada
neste estudo. Estes acessos foram integralizados
a colegdo amazonica de germoplasma de espécies
de Theobroma L. “George O’Neill Addison”,
pertencente a Embrapa - CPATU, em Belém, Estado
do Par4, Brasil (SILVA et al., 2004).

A caracterizagdo da diversidade genética e do
parentesco dentro e entre as colegdes ¢ fundamental
para a correta recombinacdo e selecdo da variabilidade
genética do material conservado (ALVES et al.,
2007). Dentre as diferentes formas de caracterizar
a divergéncia, os marcadores microssatélites sdo
especialmente uUteis para caracterizar a diversidade
genética e o parentesco em espécies arboreas, devido
ao alto polimorfismo em termos do niimero de alelos
por locus.

A utilizag@o de primers microssatélites hete-
ro6logos ¢ uma abordagem 1til na avalia¢ao de espé-
cies geneticamente proximas (LEMES etal., 2007). A
chance de sucesso nessa transferéncia ¢ inversamente
proporcional a distancia evolucionaria entre as espé-
cies. No caso do género Theobroma, foram isolados,
sequenciados ¢ avaliados pelo Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD), France, e USDA-ARS
Subtropical Horticulture Research Station, Miami,
aproximadamente 320 l6cus microssatélites em 7.
cacao (LANAUD et al., 1999; PUGH et al., 2004;
SCHNELL, 2007). Primers desenhados para 7. ca-
cao foram usados para amplificar microssatélites
de outras espécies do género, como 7. grandiflorum
(LANAUD et al., 1999; ALVES et al., 2007). Em T.
cacao, marcadores microssatélites tém sido utilizados
para entender a origem ¢ domesticagdo da espécie
(LANAUD et al., 1999), elaboragao de mapas
genéticos (RISTERUCCI et al., 2000; PUGH et al.,
2004), estudos de diversidade genética (SERENO et
al., 2006) e caracterizag@o de germoplasma (IRISH,
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2010).

Dentro deste contexto, os objetivos deste
trabalho foram avaliar a diversidade genética,
a endogamia e o parentesco de 24 acessos de 7.
grandiflorum originados de diferentes colecdes,
gerenciadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), utilizando marcadores
microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Avaliou-se, por meio de marcadores
moleculares, a diversidade genética de 24 acessos
de cupuaguzeiro (Tabela 1) oriundos da Embrapa -
CPAFRO, coordenadas geograficas de 08° 47’ 42”
S e 63° 50°45” W, municipio de Porto Velho — RO;
Embrapa - CPAA, 3° 8’ S e 59° 52° W, municipio de
Manaus — AM e Embrapa - CPATU, localizada entre
as coordenadas de 01°24°59” S ¢ 48°20° 55 W, no
municipio de Belém — PA.

Tecidos foliares dos acessos selecionados
foram enviados ao Laboratorio de Biologia Molecular
da CEPLAC, localizado em Marituba, Para, onde
foram realizadas as extra¢des dos DNAs com base
no protocolo de Doyle e Doyle (1990), ja utilizado
por Alves et al. (2007).

Utilizaram-se 14 primers heterologos de
microssatélites desenvolvidos para Theobroma cacao
(LANAUDetal., 1999; PUGH etal., 2004), , baseado
na selecdo realizada por Alves et al. (2007). As
reagdes foram preparadas com volume final de 13 pl,
contendo 15 ng de DNA gendmico; 100 uM de cada
dNTPs; 0,2 uM de cada primer (forward e reverse);,
tampao da enzima (50 mM KCl; 10 mM Tris-HCI pH
8,8;0,1% Triton X-100; 1,5 mM MgCl,) e 1 unidade
de Taqg DNA polimerase.

As reagdes de PCR foram amplificadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA), programado
inicialmente com um ciclo de desnaturagdo a 94°C,
por 4 min; seguido de 10 ciclos de 94°C, por 40
s, touch down, decrescendo 1°C por ciclo, com
temperatura de anelamento inicial de 59°C e final de
49°C, por40s, e 72°C, por 60 s; seguido de 30 ciclos
de 94°C, por 30 s, 46°C ou 51°C, por 60 s, e 72°C,
por 60s. As corridas de eletroforese foram realizadas
em cubas verticais de sequenciamento S2001 (Life
Technologies, California, USA).

Apos aplicacdo de 4 uL das reagdes nos
géis, as amostras foram submetidas a uma corrida
eletroforética inicial de 10 minutos a 40 W. Apos este
procedimento, a poténcia elétrica era elevada para 60
W, por 3 horas. Os fragmentos foram separados em
géis desnaturantes de poliacrilamida a 6% e 7M de

ureia. A revelacdo do gel foi realizada com nitrato
de prata, conforme Creste et al. (2001).

A genotipagem em cada locus foi obtida pela
leitura direta das bandas no gel, onde a diversidade
genética foi caracterizada pelo nimero total de
alelos (A), numero efetivo de alelos por 16cus (4),
heterozigosidade observada (/) e esperada (H ) em
Equilibrio Genético de Hardy-Weinberg e conteudo
de informagdo polimorfica (PIC). A inferéncia da
endogamia dos genotipos foi estimada utilizando
o indice de fixacdo e a significancia estatistica
dos valores estimada por permutagao (1.000). Os
indices de diversidade genética, o indice de fixagao
e as permutagdes foram estimados com auxilio do
programa FSTAT (GOUDET, 1995).

A utilidade do conjunto de primers avaliados,
na discriminagao de gendtipos do banco, foi acessada
com base em sua probabilidade combinada de
inclusdo e poder combinado de discriminagdo. As
probabilidades de identidade [P/] (PAETKAU et al.
1995) e de exclusao (PE) foram calculadas utilizando
o programa IDENTITY , versdo 1.0 (WAGNER;
SEFC, 1999).

O parentesco entre os pares de acessos foi
estimado utilizando o coeficiente de coancestria de J.
Nanson, como descrito em Loisselle et al. (1995) e o
programa SPagedi (HARDY ; VEKEMANS, 2002).
O coeficiente de coancestria entre pares de individuos
corresponde ao coeficiente de endogamia nos
descendentes deste cruzamento. Devido a erros nas
estimativas de parentescos, originados da variagao
entre locus, neste trabalho, apenas considerou-se
relevantes estimativas de coancestrias >0,1. Valores
menores foram considerados como coancestrias
igual a zero.

As andlises de distancia genética e de
agrupamento entre os acessos de 7. grandiflorum
foram realizadas utilizando o programa POPTREE2
(TAKEZAKI et al., 2010). Utilizou-se a distancia
genética D, proposta por Nei et al.(1983). Realizou-
se a analise de agrupamento utilizando o método
UPGMA (unweighted pair-group method with
arithmetic mean), e a consisténcia dos agrupamentos
foi verificada através da metodologia de bootstrap,
utilizando 10.000 replicagdes (FELSENSTEIN,
1985).

O tamanho efetivo que estes 24 acessos
(n) representam em termos de coancestria (@) e
endogamia (F), foi estimado utilizando o método de
Cockerham (1969). 0.5

*:@i’n—1}+1+1~"
Ln ) 2n
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido um banco de dados contendo a
genotipagem molecular (DNA fingerprint) de 24
acessos do BAG de cupuaguzeiro da EMBRAPA,
utilizando os 14 marcadores moleculares microssa-
télites. Estes dados serdo uteis na disponibiliza¢ao
das informagdes relativas ao acervo genético dos
diferentes acessos de 7. grandiflorum, presentes no
BAG, minimizando o risco de perdas do patrimo-
nio genético nacional de cupuaguzeiro devido a
erosdo genética, € no registro e protecao de futuras
cultivares lancadas pela EMBRAPA. Para essa
genotipagem, foram selecionados 14 primers mi-
crossatélites, dos quais , 13 foram polimoérficos e um
monomorfico (Tabela 2), encontrados 45 alelos na
populagdo de estudo, sendo que, o nimero de alelos
por locus variou de um (mTcCIR54) a sete alelos
(mTcCIR2S5), com média de 3,21 alelos por locus.
Os primers mais polimoérficos foram o mTcCIR25 e
o mTcCIR26, que amplificaram sete e cinco alelos,
respectivamente, enquanto os primers mTcCIR32,
mTcCIR58 e mTcCIR264 (todos com dois alelos),
e 0 mTcCIRS54 (monomorfico) apresentaram baixo
polimorfismo. O niimero de alelos detectados ¢ uma
fun¢@o do tamanho da amostra. Contudo, o resulta-
do do presente estudo pode ser comparado com o
do trabalho de Lanaud et al. (1999), com T. cacao,
também utilizaram o mesmo niimero de gendtipos na
analise, obtendo média de 5,6 alelos por 16cus, o que
indica maior diversidade alélica do que a detectada
em 1. grandiflorum.

Regra geral, o nimero efetivo de alelos por
l6cus (Ae) foi inferior ao nimero de alelos nos locus
(A), variando de 1,00 (mTcCIR 54) a 3,99 (mTcCIR
25), com média de 2,33 alelos por locus. Isto
demonstra que muitos alelos tém baixa frequéncia ou
sao raros (Tabela 3). A heterozigosidade observada
nos locus polimorficos variou de 0,333 (mTcCIR 57)
a 1,000 (mTcCIR 32 e mTcCIR 264) com média de
0,540. A heterozigosidade esperada para os locus
polimérficos variou entre 0,488 (mTcCIR 58) e
0,765 (mTcCIR 25), com média de 0,542. O indice
de fixagdo (F) variou entre os 16cus polimérficos
de negativo a positivo (Tabela 3). Em trés locus, o
indice de fixag@o foi negativo (variando de -1,000
a -0,173), sugerindo excesso de heterozigotos
em relagdo ao esperado em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nos demais locus polimorficos, os valores
foram positivos (variando entre 0,063 ¢ 0,440). A
média entre locus foi positiva (0,003), mas baixa
e ndo significativamente diferente de zero, o que
sugere auséncia de endogamia. Os resultados gerais,
em termos de niimero de alelos, heterozigosidade

¢ indice de fixagao sugerem que os acessos de
T. grandiflorum analisados apresentam um nivel
de diversidade genética moderado e auséncia de
endogamia.

Os acessos das trés unidades de introdu¢do
amostradas apresentaram alelos exclusivos (Tabela
4). O germoplasma da Embrapa CPAFRO foi o que
apresentou o maior numero de alelos exclusivos
(dois alelos; acessos 78RO ¢ 79R0), seguido do
representante do CPATU (um alelo; acesso 174AM)
e do CPAA (um alelo; acesso 65AM). A presenga
de acessos contendo alelos exclusivos nos BAGs
das trés unidades de introdu¢do de materiais é um
indicativo de diversidade genética a ser explorada
em suas areas de prospec¢ao.

Os locus analisados apresentaram conteudo
de informagdo polimérfica (PIC), variando de zero
(16cus mTcCIRS54) a 71,2% (locus mTeCIR25), com
valor médio de 43,9% (Tabela 3). Excluindo-se o
l6cus monomorfico (mTcCIR 54), a média do valor
de PIC sobe para 47,3%. O baixo valor médio de
PIC nos lécus de T. grandiflorum quando comparado
aos valores encontrados em cacaueiro, deve-se,
provavelmente, ao restrito nimero de acessos
analisados e ao fato de tratar-se de 16cus heterologos.
Os valores de PIC refletem o poder de discriminagao
dos 16cus microssatélites analisados.

A probabilidade de identidade ou poder
de inclusdo (PI) corresponde a probabilidade de
encontrar dois individuos com o mesmo genotipo
para um determinado locus na populagido. O loécus
mTcCIR 264 apresentou a maior probabilidade de
identidade (59,5%), enquanto o 16cus mTcCIR 25
apresentou a menor PI (10%) (Tabela 3). O poder
de inclusdo combinado dos 14 16cus analisados,
isto é, a probabilidade de encontrar dois perfis
de DNA idénticos na populagdo, utilizando este
conjunto de primers, foi 3,551859 x 10%. O poder
de discriminagdo (PE) combinado dos 14 locus
analisados, isto é, a probabilidade de excluir um
ndo parente de uma paternidade ou maternidade foi
98,97% (Tabela 3), o que demonstra a utilidade deste
conjunto de primers na discriminagdo e controle de
pedigree de genotipos de cupuaguzeiro.

No dendrograma gerado a partir da distancia
genética D, (NEI et al., 1983) [Figura 1], destaca-
se o agrupamento formado pelos acessos 215AM
de Manacapuru ¢ 84AM de Caapiranga, ambos do
Amazonas, agrupamento este suportado por 74% dos
bootstraps, portanto indicando forte proximidade
genética entre eles. Em virtude de as areas de
coletas serem proximas, ¢ possivel que exista fluxo
génico intenso entre os dois locais, indicando um
possivel parentesco entre os acessos, portanto futuras
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hibrida¢des envolvendo estes parentais deverdo
ser evitadas, pois podera desencadear depressdo
por endogamia. Silva et al. (2011) reportam uma
correlagdo negativa entre a proximidade genética
dos parentais e a capacidade de producdo de frutos.
Acrelacdo entre esses materiais ¢ mais forte que entre
0 acesso 215 AM e 0 95 AM, seu descendente direto
(suportado por 42% dos bootstraps).

Dois outros clusters que chamam a atengdo
estdo relacionados ao acesso 186 AM, coletado no
municipio de Codajas (AM), e seus descendentes,
formados pelos acessos 42 AM PA, 46 AM, 93
AM e 94 AM. Destes, a mais forte relacdo foi a
estabelecida entre 0 186 AM ¢ o 42 AM-PA (72%
de bootstrap). Portanto, retrocruzamentos com esse
parental devem ser evitados. Os acessos 93AM e
94AM também guardam boa proximidade genética
(44% de bootstrap) devido a ancestralidade comum.

Os acessos coletados em Rondodnia (RO),
apesar dos baixos valores de bootstrap, tenderam a
agrupar-se. Os materiais provenientes de Machadinho
d’Oeste, 79 RO ¢ 80 RO, foram os mais proximos
(bootstrap 22%), seguidos pelos acessos coletados
em Guajara-Mirim (77 RO) e Cacoal (78 RO)
[bootstrap 10%]. Isto indica certo grau de divergéncia
entre esses acessos, possivelmente compartilham
alelos entre si, porém nao identicos por descendéncia.
Devido a moderada distancia genética, estes
materiais poderiam ser hibridizados em programas
de melhoramento de cupuaguzeiro adaptados as
condigdes de plantio no Estado de Rondénia.

Os acessos coletados em dois plantios
comerciais do municipio de Tomé-Agu, Estado
do Para (85 PA e 88 PA) demonstraram mediana
proximidade genética (bootstrap = 37%), indicando,
possivelmente, que as sementes tiveram uma fonte
original comum. Estudos anteriores, desenvolvidos
por Alves et al.(2007), indicaram que a variabilidade
genética dentro ¢ maior que entre as propriedades do
municipio de Tomé-Acu. Estes autores analisaram a
divergéncia genética entre as matrizes procedentes
de 13 plantios comerciais de cupuaguzeiro daquele
municipio, concluindo que a selecdo dentro de cada
propriedade, devido a alta variabilidade, podera
resultar em ganhos genéticos promissores.

Outro cluster que merece atenco, constituido
pelos acessos coletados na regido Bragantina, no
Estado do Para (66 PA) e no municipio de Iranduba,
no Amazonas (65 AM), apresentaram elevada
afinidade (relationship), com valor significativo
de bootstrap (71%). Entretanto, como as areas
de coleta destes gendtipos estdo muito distantes
(aproximadamente 1.600 km; linha reta), a hipotese
mais provavel ¢ que o material de Iranduba deva

ter sido introduzido no Estado do Amazonas,
proveniente de mudas ou sementes do Estado do
Para, um dos locais reconhecidos como centro de
origem do cupuaguzeiro (CUATRECASAS, 1964).

Em termos gerais, estes resultados indicam
que este pequeno conjunto de acessos que exibem
caracteristicas agrondmicas desejaveis, apresentam
diversidade genética ¢ podem ser explorados em
programas de melhoramento de 7. grandiflorum,
através de cruzamentos controlados. Contudo, é
importante que estes tenham seu pedigree controlado
a fim de evitar-se cruzar acessos aparentados e gerar
endogamia biparental.

Das 276 estimativas do coeficiente de
coancestria entre pares de acessos, 23% (64)
apresentaram valores maiores que 0,1 (Tabela 5),
sugerindo a existéncia de algum grau de parentesco
entre os acessos. Contudo, a analise da heranga destes
genotipos indica que a possibilidade de eles serem
parentes ¢ nula, visto terem procedéncias diferentes
¢ a distancia espacial entre estas populagdes ser
grande. Estimativas de parentescos por marcadores
microssatélites assumem que alelos idénticos
em estado entre individuos sdo idénticos por
descendéncia e, por isso, sao individuos aparentados,
embora, isso nem sempre seja verdade, como no
presente estudo. Entretanto, em 21 casos (7,6%),
a coancestria entre as plantas merece atengdo e
pode representar parentescos verdadeiros devido
a identidade por descendéncia dos alelos, visto
apresentarem a mesma procedéncia, como no
caso dos acessos 95 AM e 46 AM que sdo irmios
completos (ny= 0,264) (Tabelas 1 ¢ 5). Nestes 21
casos, a estimativa do coeficiente de coancestria
variou entre os pares de individuos de 0,101 a 0,451
(média de 0,207), o que sugere que estes podem ser
parentes entre meios-irmaos (GXy =0,125) a clones
de plantas originadas de cruzamentos (ny =0,500)
(SEBBENN, 2006). Assim, como a coancestria
entre individuos também representa a endogamia
na descendéncia, o cruzamento entre estes 21 pares
de acessos pode gerar endogamia equivalente a
coancestria dos pais.

Alguns pares de acessos, apesar de ndo
apresentarem parentesco direto evidente, foram
coletados em localidades proximas, com provavel
fluxo génico e/ou sementes/mudas. Esse ¢ o
caso dos clones 65 AM e 67 AM, coletados nas
localidades de Iranduba ¢ Manaus, que se situam
em margens opostas do Rio Negro ¢ apresentaram
elevada coancestria (9){y= 0,401); acessos 85 PA ¢
66 PA (6 = 0,140), ambos pertencentes a regido
Bragantina no nordeste paraense; e os acessos 95
AM (cruzamento 215 Manacapuru x 185 Codajas,
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ambos do Amazonas) ¢ 174 AM (Coari, Amazonas),
coancestria de 0,181, cuja distdncia entre Coari ¢
Codajas ¢ de aproximadamente 130 km rio abaixo.
Nestes casos, deve-se ter prudéncia na utiliza¢do
conjunta destes pares de acessos em programa de
melhoramento da espécie.

O par de acessos 77 RO (Guajara-Mirim) ¢ 80
RO (Machadinho) apresentaram o maior coeficiente
de coancestria (OXy =0,451), porém, possivelmente,
seus alelos sdo idénticos por estado, ndo apresentando
grau de parentesco verdadeiro, devido seus locais
de coleta distarem cerca de 460 km. Entretanto, os
locais de origem destes acessos sdo interligados

diretamente por estradas federal e estadual (BR-
421 e RO-257, respectivamente), ¢ o transporte de
sementes ou mudas entre as localidades ¢ igualmente
provavel. Portanto, deve-se ter cautela, ou até mesmo
evitar usa-los conjuntamente em hibridagdo, pois
apresentam coeficiente de coancestria proximo ao
de cruzamentos entre clones (0,500), podendo gerar
endogamia severa em sua progénie.

Assumindo que o parentesco entre estes 21
pares de gendtipos ¢ verdadeiro, e baseado no valor
médio de coancestria (® = 0,0199) e endogamia
(F = 0,003), os 24 acessos de T. grandiflorum
analisados representam um tamanho efetivo de 12
plantas ndo parentes e ndo endogamicas.

TABELA 1- Cédigo do acesso, Unidade de introducdo e local de coleta de 24 acessos de Theobroma

grandiflorum analisados.

Cddigo do acesso Unidade de Introducgao™

Local de coleta da Matriz

42 AM-PA CPATU
46 AM CPATU
47 AM CPATU
65 AM CPAA

66 PA CPAA
67 AM CPAA
68 PA CPAA
69 PA CPAA
70 PA CPAA
77 RO CPAFRO
78 RO CPAFRO
79 RO CPAFRO
80 RO CPAFRO
81 AM CPAFRO
82 RO CPAFRO
84 AM CPATU
85 PA CPATU
88 PA CPATU
93 AM CPATU
94 AM CPATU
95 AM CPATU
174 AM CPATU
186 AM CPATU
215 AM CPATU

186 Codajas (AM) x 434 Muana (PA)
186 Codajas (AM) x 215 Manacapuru (AM)
186 Codajas (AM) x 1074 Itacoatiara (AM)

Iranduba (AM)
Bragantina (PA)
Manaus (AM)
Bragantina (PA)
Bragantina (PA)
Bragantina (PA)
Guajara-Mirim (RO)
Cacoal (RO)
Machadinho (RO)
Machadinho (RO)
Humaita (AM)
Porto Velho (RO)
MI 218 Caapiranga (AM)**
MI 142 Tomé-Acu (PA)
MI 274 Tomé-Acgu (PA)
MI 186 Codajas (AM)

186 Codajas (AM) x 248 Itacoatiara (AM)
215 Manacapuru (AM) x 185 Codajas (AM)
Coari (AM)

Codajas (AM)

Manacapuru (AM)

*CPATU (Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Tropicos Umidos); CPAFRO (Centro de Pesquisa Agroflorestal de Rondénia);
CPAA (Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazoénia Ocidental); ** MI — clone formado a partir de progénie de meio-irmao.
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TABELA 2- Loco microssatélite, localizacdo no grupo de ligacdo de cacaueiro, tamanho do alelo clonado
(Theobroma cacao), e estimados (Theobroma grandiflorum), em pares de base (pb), e
numero de alelos identificados na analise de 24 acessos de cupuaguzeiro, utilizando 14 16cus

microssatélites.

Loco LG*  Alelo Clonado (pb)** Alelos Estimados (pb) N°. Alelos
mTeCIR 17 IV 271 265,270 e 280 3
mTcCIR 25 VI 153 133,135,137, 145, 155, 160 ¢ 170 7
mTcCIR 26 VIII 298 245, 250, 255,260 ¢ 270 5
mTcCIR 32 IV 193 190 e 195 2
mTcCIR 33 IV 285 220, 240 e 250 3
mTcCIR 54 I 165 145 1
mTcCIR 57 IV 253 250,255 € 260 3
mTcCIR 58  IX 266 210 e 220 2
mTcCIR 75 VIII 121 112,114,115 118 4
mTcCIR 124 IX 131 155,160 ¢180 3
mTcCIR 134 VIII 176 220, 225 e 240 3
mTcCIR 135 1II 246 255,260,270 ¢ 300 4
mTcCIR 264 1 192 185¢ 188 2
mTcCIR 276 VI 124 120, 122 e 125 3

* Locus nos grupos de ligagdo do mapa consensual de Theobroma cacao (PUGH et al., 2004);
** Alelos clonados em Theobroma cacao (LANAUD et al., 1999).

TABELA 3- Estimativas de pardmetros genéticos ¢ probabilidades de identidade e exclusdo em 14 locus
microssatélites de Theobroma grandiflorum, em que A ¢ o ntimero total de alelos; Ae: nimero
médio efetivo de alelos/locus; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada
sob equilibrio de Hardy-Weinberg; F: indice de fixa¢do; PIC: contetido de informacgédo
polimoérfica; PI : probabilidade de identidade; PE: probabilidade de exclusdo, utilizando 24
acessos distribuidos em quatro populagdes.

Loco A Ae Ho He F PIC Pl PE

mTcCIR 17 3 12981 0,522 0,679 0,236 | 0.590 0,186632 0,368683
mTcCIR 25 7 13,99 | 0,667 | 0,765 | 0,131 0.712 0,100298 0,533937
mTcCIR 26 5 122110458 0,559 |0,185 0.556 0,201780 0,374909
mTcCIR 32 2 | 2,00 | 1,000 | 0,511 |-1,000| 0.375 0,375000 0,187500
mTcCIR 33 3 119410417 0,494 0,159 | 0.385 0,365208 0,203022
mTcCIR 54 1 | 1,00 | 0,000 | 0,000 - 0.000 - -
mTcCIR 57 3 123610333 |0,589|0,440 | 0.528 0,233589 0,318787
mTcCIR 58 2 | 1.92 | 0,458 | 0,488 | 0,063 0.368 0,382234 0,183980
mTcCIR 75 4 | 241 |0,500 |0,598 | 0,167 | 0.498 0,258166 0,298851
mTcCIR 124 3 ]228 10,500 0,574 |0,131 0.529 0,231329 0,326337
mTcCIR 134 3 129710,792 0,677 |-0,173| 0.359 0,392090 0,179443
mTcCIR 135 4 | 245 |0,542 | 0,604 | 0,105 0.601 0,169230 0,412112
mTcCIR 264 2 | 2.00 | 1,000 | 0,511 |-1,000| 0.218 0,594836 0,109049
mTcCIR 276 3 | 2.11 | 0,375 | 0,536 | 0,305 0.424 0,326254 0,232713

Média 3,21 2,33 | 0,540 | 0,542 | 0,003 0.439 - -
Desvio-Padrao | 1,48| 0,68 | 0,263 | 0,175 - - - -
Total de Alelos| 45
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TABELA 4 -Alelos exclusivos de acessos de Theobroma grandiflorum estabelecidos no Banco Ativo de
Germoplasma da EMBRAPA, utilizando 16cus microssatélites.

Alelos exclusivos

Locus Alelo  Frequéncia Acesso
mTcCIR 25 155 1 79 RO
mTcCIR 33 220 0,5 78 RO
mTcCIR 75 118 0,5 174 AM
mTcCIR 276 125 1 65 AM

TABELA 5- Estimativa do coeficiente de coancestria entre pares de acessos de Theobroma grandiflorum
que apresentaram valores > 0,1.
Ind 1 Ind 2 0

Ind 1 Ind 2 ny Ind 1 Ind 2 - -
174AM  215AM 0,108 78 RO 68 PA 0,164 85 PA 88 PA 0,252
174 AM 69 PA 0,311 78RO 79 RO 0,179 85 PA 47 AM 0,116
174 AM 70 PA 0,148 78RO 81 AM 0,218 88 PA 46 AM 0,240
174 AM 77RO 0,385 79RO 68 PA 0,212 88 PA 93 AM 0,146
215 AM 82RO 0,155 79RO 70 PA 0,162 88 PA 94 AM 0,152

42 AM-PA 66 PA 0,158 79RO 82RO 0,176 88 PA 95 AM 0,167
42 AM-PA 80RO 0,138 80RO 66 PA 0,111  93AM 42AM-PA 0,131

46 AM 174AM 0,184 80RO 69 PA 0,306 93 AM 46 AM 0,101
46 AM 186 AM 0,140 80RO 81 AM 0,162 93 AM 69 PA 0,158
46 AM 215AM 0,119 81 AM 66 PA 0,182 93 AM 94 AM 0,226
46 AM 77RO 0,113 81AM  67AM 0,286 94AM 186 AM 0,122
46 AM 47AM 0,246 81 AM 68 PA 0,392 94AM 42 AM-PA 0,137
*65 AM 67AM 0,401 82RO 66 PA 0,164 94 AM 46 AM 0,107
65 AM 70 PA 0,268 82RO 67 AM 0,126 94 AM 69 PA 0,164

66 PA 65AM 0,297 82RO 69 PA 0,146 *95AM 174 AM 0,181

66 PA 67AM 0,306 84AM 215AM 0,351 95AM 215AM 0,259
67 AM 70 PA 0,275 84AM  65AM 0,241 95AM 46 AM 0,264

68 PA 65AM 0,153 84 AM 88 PA 0,117 95AM 47 AM 0,101

68 PA 67AM 0,304 85PA 42AM-PA 0,237 47AM 186 AM 0,190

68 PA 70 PA 0,315 85 PA 46 AM 0,208 47AM 70 PA 0,137

77 RO 69 PA 0,312 *85PA 66 PA 0,140

77 RO 80RO 0451 85 PA 81 AM 0,120

* Acessos com locais de coleta proximos, com provavel fluxo génico.
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FIGURA 1- Dendrograma baseado na distancia genética D, (NEI etal., 1983) entre 24 acessos de Theobroma
grandiflorum estabelecidos em diferentes colecdes de germoplasma de cupuaguzeiro da
Amazodnia brasileira, agrupados, utilizando o método de médias das distancias (UPGMA).
Os niimeros nos clusters representam os P valores de bootstrap > 0,100, referentes a 10.000

replicacdes.
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CONCLUSAO

1-Os acessos de Teobroma grandiflorum
em estudo apresentam diversidade genética com
moderado nivel de riqueza alélica, provavelmente,
devido ao nimero de gendtipos analisados ¢
por se tratarem de locus heterdlogos. Porém,
apresentam potencial a ser explorado em programas
de melhoramento genético da espécie.

2-Os acessos ndo exibem endogamia.

3-Muitos dos acessos sdo parentes entre si,
consequentemente, deve-se considerar o fingerprint
dos materiais a fim de evitar promover depressao
endogamica nas futuras progénies, o que pode reduzir
a produtividade de frutos.
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