UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E
BIOLOGIA MOLECULAR

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE CACAUEIRO E
VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA

RESISTENCIA A VASSOURA-DE-BRUXA

RONALDO CARVALHO SANTOS

ILHEUS — BAHIA — BRASIL
Agosto de 2004



RONALDO CARVALHO SANTOS

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE CACAUEIRO E VALIDACAO DE
MARCADORES MOLECULARES PARA RESISTENCIA A VASSOURA-DE-BRUXA

Dissertacdo apresentada a  Universidade
Estadual de Santa Cruz — UESC, como parte
das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Genética e Biologia Molecular.

ILHEUS — BAHIA — BRASIL
Agosto de 2004



RONALDO CARVALHO SANTOS

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE CACAUEIRO E VALIDACAO DE
MARCADORES MOLECULARES PARA RESISTENCIA A VASSOURA-DE-

Aprovada, 30 de Agosto de 2004

BRUXA

Dissertacdo apresentada a  Universidade
Estadual de Santa Cruz — UESC, como parte
das exigéncias para a obtencdo do titulo de

Mestre em Genética e Biologia Molecular.

Fabio Gelape Faleiro
CPAC/EMBRAPA

Ronan Xavier Corréa
Co-Orientador

Dario Ahnert
Orientador



DEDICATORIA

Especialmente a minha mae (in memorian),
incansavel lutadora pela minha educacdo, a
minha familia pela paciéncia e compreensao
pela minha auséncia em tantos momentos e a
todos aqueles que como eu acreditam que com
perseveranga, capacidade e dedicagcdo é
possivel chegar |a.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC, pela oportunidade de
realizacdo nao s6 do mestrado mas também da minha graduagdo. Ao projeto
CFC/ICCO/BIOMOL através de seus coordenadores, pelo financiamento da
pesquisa e pela bolsa de estudos concedida.

Ao professor Dario Ahnert, meu orientador pela disposicdo em aceitar esta
empreitada e pela nossa longa convivéncia desde os tempos da Transamazénica e
a toda minha comissao de orientagao.

As professoras Ménica Rosa Bertdo, pela conducdo firme e dedicada na
coordenagao do curso, e Fernanda Amatto Gaiotto pela inestimavel ajuda com os
microssatélites em um momento tao delicado.

Aos meus colegas de turma e de pioneirismo Geruja, Joci, Livia, Dra. Adriana
“ninguém merece um espendorf” desses, Patnay, Jeiza, Bianca Caimbi e ao Alfredo,
todos amigos eternos.

Aos Drs. Uilson Vanderlei Lopes, José Luis Pires e a Dra. Karina Gramacho
pela enorme ajuda nas analises dos dados.

Ao Dr. Fabio Gelape Faleiro, pessoa da mais elevada estima e consideracéo,
pela prontidao, sempre, acima de tudo por acreditar em meu potencial.

A galera do laboratério do BIOMOL, em especial ao meu amigo-irméo et al.

Rei, pela valorosa ajuda de todos, sem a qual seria impossivel realizar este trabalho,

Muito obrigado.



INDICE

Pagina
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e eaaeaeeeans vi
LISTADE TABELAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e viii
EXTRATO ...ttt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e nnansnnnaeeaaaeas Xi
ABSTRACT .. ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Xii
1. INTRODUGAO ..ottt ettt eaeenen, 01
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot e, 07
2.1 THEOBROMA CACAO L.: DOENCA VASSOURA-DE-BRUXA E
MELHORAMENTO GENETICO PARA RESISTENCIA..........c........... 07
0 I o [0 7= o o T 07
2.1.2 Os impactos da dOENGCA.........iiii e et 09
2.1.3 Melhoramento para resisténciaa VB..........cccccoeeeiiiiiicii 10
2.1.4 Marcadores moleculares............oooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
2.1.4.1 Marcadores microssatélites............ccevviiiiiiiiii 14
2.1.4.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).............ccooivinnee. 18
2.1.5 Selecg&o assistida por Marcadores..................eeuueeeeeiiiimeeiiiiiiieeinennnnees 20

3. CAPITULO 1: GENETIC DIVERSITY OF COCOA ACCESSIONS
RESISTANT TO WITCHES’ BROOM BASED ON RAPD AND PEDIGREE

A DS T AC . e 23

(R UYS10 ] 0 [0 TP 23



o 1 o Yo [ 8o 1o ) o IR TR 24

2. Material and Methods ...........oiiiiiiii e 25
2 Plant material.. ........oeeeiee e 27
2.2 DNA extraction and RAPD reactions ..............cceieieieeiiiiiiiiiieee e 28
2.3 Data collection and analysis .............ooviiiiiiiiiiiiiii e 29

3. RESUILS.....c e 29

S D 1T o U =] o o P 33

ST 7 0] g o3 11T o =30 35

5. RETEIENCES. ... e 36

4. CAPITULO 2: VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES
ASSOCIADOS A QTL PARA RESISTENCIA A VASSOURA-DE-BRUXA NO

CACAUEIRO (Theobroma Cacao L.) ..........uuuuuiummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiineenneees 39
RESUMO .. e ettt e e e e e e e aaa s 39
g O 1 1 e o [ [~ Lo 1P 41
4.2. Materiais € MEtOUOS. ... coi i 42
4.2.1 Coleta de material vegetal e Extragdo de DNA ..., 42
4.2.2 Reag0es de RAPD.........oo e 43
4.2.3 Reagdes de mMiCrossatelites..........couuiiiiiiiiiii i 43
4.2.4 Avaliagao feNOtiPICaA. ... ... 44
4.3. Resultados € DISCUSSAOD .......ccoevviiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiie e e e e e et e e e e e e e eeeeennnn eees 47
4.3.1 Variabilidade fenotipiCa.............cuuieiiiiiiiieiieieeeeeee e, 47
4.3.2 Marcador RAPD AV-14g40.....cuuu i 49
4.3.3 Marcadores microssatelites ..........coooeiiiiiiiiiii e 53

5. Referéncias BibliografiCas. ....... ... e 58
6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ......ooiiteeeeecteeeeeeeeee e, 60
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ADICIONAIS ........c.coooviieeeeeeeeeeee, 63
8. APENDICE........o oottt e, 73



LISTA DE FIGURAS

Pagina
2. REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Detalhes dos principais sintomas da vassoura-de-bruxa no cacaueiro: 1A,
almofadas florais infectadas; 1B, formac&o de vassouras vegetativas em
ramos apicais; 1C, basidiocarpos de Crinipellis perniciosa; 1D, frutos

infectados em diversos eStagios..........ceeeiiiiiiiiiiiiiiii e 7

3. CAPITULO 1.
Figure 1. Distribution of similarity values obtained from COP (1A) and RAPD (1B)

data pairwise comparisons among 30 cocoa clones ................cc.ceenvn. 30

Figure 2. Graphic clones dispersion obtained by MDS-SAS function along first three

dimensions axes based on similarities data from RAPD data. ................ 31

4. CAPITULO 2.

Figura 1.Frequéncias de distribuicdo das variaveis vassouras vegetativas (1A),
vassouras de almofadas (1B), percentual de frutos com vassoura (1C) e

numero mMeédio de vassouras totais........ovo e 46

Figura 2. Gel de agarose mostrando a amplificagdo do primer AV-14 no grupo de 30



clones da série CEPEC. As setas indicam a regiao onde deveria ocorrer o
marcador AV-14449 € 0 M representa o marcador de peso molecular de 123
0] o PR 50

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacilamida, utilizando-se os marcadores
mapeados mTcCIR30 e mTcCIR35 analisados através do programa
GENESCAN no sequienciador automatico ABI 377. As canaletas 1 a 30
correspondem as amostras analisadas (clones da Seérie CEPEC), a
canaleta 31 contém um controle positivo e a 32 um controle negativo. As
bandas em vermelho representam o padrdao de peso molecular (Genescan
ROX = 500) ..ottt ettt e 54

7. APENDICE

Figura. 1. Percentage of coefficient of variation accord to band number based on
RAPD band NUMDET ... e e 71

Figura 2. Dendrograma obtido pelo método UPGMA para 30 clones da série CEPEC
a partir das distancias genéticas calculadas com base no método de
B P Lo o7 (o FR RSO PRPR 72

Figura 3. Analise de componentes principais, baseada em dados de RAPD. .......... 72



LISTA DE TABELAS

Pagina
3. CAPITULO 1.

Table 1. Designation, parents and origin of the accessions genotyped with Random

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers............ccovviiiiiiiiinennn. 27
Table 2. Polymorphism among mapped and unmapped primers...................... 29
4. CAPITULO 2.

Tabela 1. Relagdo dos marcadores utilizados, tipo, localizacao, efeito do marcador

sobre as médias corrigidas e sequéncia dos primers..........ccccceeeeveeeennn. 44

Tabela 2. Médias corrigidas e transformadas dos clones para as variaveis : nimero
total de vassouras (NVT), numero de vassouras vegetativas (NVV),
numero de vassouras de almofada floral (NVA) com os respectivos
grupos de variancias residuais (GR) e médias corrigidas para a

proporcdo de frutos perdidos por vassoura (NFV, em

Tabela 3. Médias, amplitudes e coeficiente de variagdo (CV) para as variaveis
vassoura total (NVT), vassouras vegetativas (NVV), vassouras de

almofada (NVA) e percentual de frutos com vassoura (PFV, em



Tabela 4. Correlagdes parciais de Pearson entre as variaveis vassoura total (NVT),
vassouras vegetativas (NVV), vassouras de almofada (NVA) e percentual

de frutos com vassoura (PFV)........ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 48

Tabela 5. Relacdo dos tamanhos de fragmentos detectados por amplificacdo do

primer AV14g940 nos genotipos da série CEPEC.............ccccciiiiiiiiiins 49
7. APENDICE

Tabela 1. Anadlise de varidancia molecular (AMOVA) entre e dentro dos grupos,
baseada nos dados de RAPD............coociiiiiie et 73
Tabela 2. Diversidade média de marcadores RAPD entre todos os clones, calculada
de acordo com as frequéncias da presenca e da auséncia dos

[ 0F= 1 07=To [o] (< 1= TN TR 73

Tabela 3. Diversidade média de marcadores RAPD entre os clones descendentes
(DS), calculada de acordo com as frequéncias da presenga e da

AUSENCIA AOS MAICATOIES. ... e e e 74

Tabela 4. Médias dos clones da série CEPEC de acordo com a condigao genética

para os marcadores miCrossatelites..........ccoovvvviiiiiiiiiiiii e 74
Tabela 5. Estatistica Descritiva dos heterozigotos (MTcCIR24)............cccovvvvvvvnnnnnn. 75
Tabela 6. .Estatistica Descritiva dos homozigotos (mTcCIR24) TOTAL................... 75

Tabela 7. Estatistica Descritiva dos clones homozigotos (M1M1-186pb) mTcCIR24

................................................................................................................. 75
Tabela 9. . Estatistica Descritiva dos heterozigotos (MTcCIR30)............cccvvvvvvrnnnnnn. 75
Tabela 10. Estatistica Descritiva dos homozigotos (mTcCIR30) TOTAL.................. 76
Tabela 11. ggtatistica Descritiva dos clones homozigotos (M2M2-234pb) mTcCIR 6

Tabela 12 Estatistica Descritiva dos clones homozigotos (m2m2-240pb) mTcCIR



Tabela 13

Tabela 14.

Tabela15

Tabela16.

Estatistica Descritiva dos heterozigotos (MTCCIR35)........c.ccoevvvvvviinnnnnnn. 76
Estatistica Descritiva dos homozigotos (mTcCIR35) TOTAL................... 76

Estatistica Descritiva dos clones homozigotos (M3M3-174)
M T CC IR S .o e 77

Estatistica Descritiva dos clones homozigotos (m3m3 -184) mTcCIR



EXTRATO

SANTOS, Ronaldo Carvalho, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Agosto de 2004. Diversidade genética e validacdo de marcadores moleculares
associados a resisténcia a vassoura-de-bruxa no cacaueiro. Orientador: Dario

Ahnert Co-orientador: Ronan Xavier Corréa. Colaborador: José Luis Pires.

Foi estudado um grupo de trinta clones da série CEPEC, dos quais vinte
descendentes do clone Scavina-6 (DS) e dez provenientes de outros cruzamentos
(ND). Foram utilizados marcadores moleculares RAPD e dados de pedigree,
objetivando-se conhecer a variabilidade genética entre e dentro dos grupos. Os
resultados indicam que a diversidade entre todos os materiais foi relativamente
baixa, assim como a correlagao entre os dados moleculares e de pedigree e que o0s
clones provenientes de Scavina apresentaram maior variabilidade que os néo
descendentes. Numa segunda parte foram utilizados marcadores moleculares RAPD
e microssatélites mapeados, associados a resisténcia a vassoura-de-bruxa, com o
objetivo de validar estes marcadores em materiais resultantes de diferentes
cruzamentos da populacdo de mapeamento. Nido foi detectada a presenca do
fragmento do RAPD (AV-14g49) em nenhum dos clones utilizados, indicando uma
baixa transferéncia entre populagbes e que esta ndo seja uma marca especifica de
Scavina. Os marcadores microssatélites apresentaram comportamento diverso, com
o marcador mTcCIR24 estando presente em doze dos treze clones resistentes,

amplificando também em varios ndo descendentes susceptiveis. O marcador



mTcCIR30 amplificou em 19 dos trinta clones, sendo 12 do grupo DS e 7 do grupo
ND. O mTcCIR35 amplificou em apenas 12 dos trinta clones e destes 8 do grupo
DS e 4 do grupo ND. Em geral as médias fenotipicas dos homozigotos foram
inferiores as dos heterozigotos. Pode-se concluir que os marcadores n&o foram
adequados para distinguir individuos resistentes de susceptiveis de acordo com a
ascendéncia do clone, sendo necessario novas validagbes dos marcadores em
outras populagbes para a inclusdo ou exclusdo definitiva do programa de

melhoramento.

Palavras-chave: Theobroma cacao L., Diversidade genética, RAPD, microssatélites,

validagao, selegao assistida.



ABSTRACT

SANTOS, Ronaldo Carvalho, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, Agosto de
2004. Genetic diversity and validation of molecular markers associated to witches’
broom resistance in cocoa crop. Adviser: Dario Ahnert. Adviser Comitee Members:

Ronan Xavier Corréa and José Luis Pires.

The genetic diversity of a group composed of 30 clones from CEPEC series,
with 20 having Scavina-6, the main source of resistance to witches’ broom disease,
one of the most damaging disease for cocoa crop and introduced in Bahia state in
1989, as ascendant (DS group), and 10 coming from different crosses (ND group)
was studied. RAPD markers and pedigree data were employed aiming to know
genetic variability between and among groups. Results indicated that diversity was
low among all clones, as well as correlation between pedigree and molecular data
and that clones from DS group showed more variability than ND ones. Starting from
second part a RAPD marker (AV-14949) and three microsatellite mapped associated
for resistance to witches’ broom disease were applied to same population aiming to
validate the markers in different genetic backgrounds. The RAPD marker was not
detected in any analyzed clone, characterizing a low transfer rate between different
populations and that it is not a specific marker for Scavina. Amplification of
microsatellite markers was very different in a such way that mTcCIR24 was present

in 12 in 13 DS resistant clones and in several susceptible ND clones. mTcCIR30



marker amplified in 19 clones, being 12 from DS group and seven from ND group.
mTcCIR35 amplified in only 12 clones being eight from DS and four from ND group.
In general phenotypic means of the homozygous were inferior to heterozygous
ones. It can be concluded that the markers were not appropriate to distinguish
resistant individuals of susceptible one in agreement with the origin of the clone,
being necessary new validations of the markers in another populations for the

inclusion or definitive exclusion of the improvement program.

Palavras-chave: Theobroma cacao L., Genetic diversity RAPD, microsatellites, validation,
marker-assisted.



1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta perene, arbérea e tropical.
Sua origem geografica seria o Alto Amazonas, na confluéncia dos rios Solimdes,
Putamoio e Caqueta (PURSEGLOVE, 1968) como proposto por Cheesman (1944),
baseando-se na grande diversidade morfolégica encontrada por Pound (1938)
naquela area. O habitat original do cacaueiro é a floresta densa, o qual o tornou
adaptado ao cultivo e producdo sob condicdbes de sombra. O cacaueiro foi
originalmente classificado como uma dicotiledonea pertencente a familia
Sterculiaceae e ao género Theobroma. Este género inclui outras 21 espécies
(CUATRECASAS, 1964), das quais apenas o cacaueiro e o cupuagu (Theobroma
grandiflorum) sdo explorados comercialmente. Mais recentemente foi sugerida a
reclassificacdo do cacaueiro como pertencente a familia Malvaceae (ALVERSON et
al. 1999), muito embora ndo venha sendo adotada essa nova classificagdo botanica
na maioria dos trabalhos cientificos mais recentes.

O cacaueiro é uma planta que pode ser encontrada vegetando
espontaneamente desde as florestas ao sul do México até as margens externas da
Floresta Amazénica. Em condicdes espontdneas, o cacaueiro € encontrado no
estrato inferior das florestas, onde predominam condigdes de temperatura e
umidades elevadas, sendo o seu cultivo limitado aos ambientes ecoldgicos dos
tropicos umidos, sob niveis de precipitacdo na ordem de 1.400 a 2.500 mm bem

distribuidos durante o ano e temperaturas médias de 22,4 a 26,7°C. A cultura do



cacau € adequada para adocado de sistemas de consoércio com espécies como a
pupunheira, acaizeiro, seringueira entre outras, como forma de diversificar e
incrementar a produgéo e a renda da cacauicultura (SILVA, 2000). O cacau é uma
espécie diploide, apresentando um genoma hapléide com 10 pares de cromossomos
e tamanho reduzido, em torno de 0,43 pg (FIGUEIRA et al. 1992), quando
comparado a outras espécies tropicais como o milho (Zea mays), uma
monocotiledénea com 2,66 pg de genoma hapldéide ou da fava (Vicia faba), uma
dicotiledénea com 12,79 pg (VILHAR et al., 2001). T. cacao L. € uma espécie
mondica, cauliflora, com inflorescéncias formadas no tronco, denominadas
almofadas florais, compostas de flores hermafroditas e pentameras, apresentando
pétalas, sépalas, estames e estamindides. Os 6rgéos reprodutivos encontram-se
isolados apenas pelos estamindides, o que favorece a polinizacdo cruzada, mesmo
em plantas autocompativeis (SOUZA & DIAS, 2001).

O cacaueiro € uma planta que vem sendo provavelmente cultivada ha mais de
2.000 anos, sendo considerada a mais importante cultura da era pré-colombiana na
América do Sul (CHEESMAN, 1944). O chocolate obtido do cacau era considerado a
bebida dos deuses pelo povo Maia, que utilizavam suas sementes como moeda,
servindo inclusive para compra de escravos e pagamento de tributos, de onde vem o
nome do género adotado por Lineu.

O cacaueiro pode ser separado botanicamente em trés grandes grupos, (i) o
grupo dos Forasteiros, sub-dividido em baixo e alto amazbnicos de acordo com a
origem do material, que apresenta sementes intensamente pigmentadas e frutos de
coloracéo verde quando imaturos; (ii) o grupo dos Crioulos, originalmente cultivados
na América Central, que apresenta sementes grandes, arredondadas e de
cotilédones brancos ou violeta claro e frutos verdes ou vermelhos quando imaturos,
passando a roxos ou amarelos quando maduros. O isolamento reprodutivo e os
provaveis processos de selegdo, anteriores aos grandes plantios comerciais mais
recentes, teriam definido caracteristicas do tipo Crioulo (PIRES, 2003), que embora
pouco produtivos apresenta uma grande importancia econdmica devido as suas
grandes qualidades para producao de chocolate (MOTAMAYOR, 2001). O grupo
dos Trinitarios (iii) € constituido de hibridos entre Forasteiros e Crioulos,

apresentando ampla variagdo de caracteristicas morfolégicas (DIAS, 2001). Esta é



uma classificacdo universalmente consagrada e aceita, a despeito de certa
dubiedade e consisténcia. Marcadores moleculares e caracteres morfologicos tém
sido utilizados para distinguir os tipos Crioulos, Trinitarios e Forasteiros (NGORAN
et al.,, 1994; RUSSELL et al., 1993; BEKELE & BEKELE, 1996; LERCETEAU et al.,
1997; RONNING & SCHENELL , 1994) na tentativa de se obter uma maior acuracia
na definicdo destes grupos. Motamayor (2001), analisando gendétipos Crioulos
coletados em varias regides, encontrou variabilidade e heterozigose muito reduzida,
quando comparados a materiais de colegbes de germoplasma tidos,
tradicionalmente, como Crioulos, o que sugere que estes ultimos, em grande parte,
nao sao verdadeiros Crioulos. Usando descritores morfoldgicos, Engels (1986)
encontrou uma grande diversidade em individuos no grupo Forasteiro assim como
no grupo Crioulo, ndo sendo possivel distinguir estes de individuos Trinitarios.
Atualmente, os Forasteiros respondem por mais de 80% da produgdo mundial de
cacau (DIAS et al., 2003).

Embora todas as espécies do género Theobroma produzam frutos cujas
sementes podem ser aproveitadas comercialmente, o cacau € a unica espécie
explorada comercialmente em larga escala para obtengcdo de améndoas. As
améndoas, apos serem fermentadas e secas, sao moidas e transformadas em uma
série de produtos e subprodutos que sao utilizados, principalmente, pela industria
chocolateira, além de outros ramos de industria, como a de cosméticos. Além das
améndoas, a polpa a do fruto do cacaueiro também tem sido utilizada para a
producao de sucos, assim como do cupuagu (T. grandiflorum), cujo aumento da
procura tem resultado na expansao da area cultivada, principalmente na regiao
Norte, ja tendo despertado o interesse de outros paises consumidores, sendo alvo,
inclusive, de tentativas de patenteamento da marca por empresas sem nenhuma
relagdo com pesquisa, cultivo ou mesmo exploragdo comercial. Embora o interesse
pelo cupuagu tenha crescido, o cacau continua sendo responsavel por toda a
producao utilizada pela industria chocolateira no mundo.

T. cacao é uma espécie atacada por inumeros patdégenos causadores de
doengas em plantas como Phythohtora spp. causadoras de podridao-parda,
Moniliophthora roreri causadora da moniliase, Ceratocystis fimbriata causador do

mal-de-ceratocystis ou mal-do-facdo e, principalmente, o Crinipellis perniciosa



causador da vassoura-de-bruxa (VB), a mais disseminada das doengas do
cacaueiro, entre os paises produtores. Endémica na regiao Amazoénica, centro de
origem do cacaueiro, a doencga foi inicialmente detectada em 1895 no Suriname,
sendo detectado novos focos em outras regides produtoras ao longo do tempo.
Confinada a regiao Amazoénica, a doenca foi detectada na Bahia em 1989 em dois
diferentes focos, de onde se espalhou vertiginosamente, apesar dos esforgos de
erradicagao e controle. Como consequéncias da introdu¢do da doenca na Bahia
destacam-se: a queda acentuada da producao, o abandono de propriedades rurais,
o desemprego generalizado na area rural e ameacgas aos remanescentes de Mata
Atlantica, pelos produtores que passaram a retirar a madeira, que até entdo servia
como sombra ao cacaueiro. As pesquisas visando identificar materiais resistentes a
doenga iniciaram-se na década de 30, quando Pound (1938) coletou plantas
resistentes no Peru, as quais denominou Scavina, e as introduziu em Trinidad onde
foram avaliadas e passaram a constituir a principal fonte de resisténcia a VB.

De acordo com Bennet (2003), apesar da importancia do cacau para a
humanidade, tanto como alimento quanto pelo seu potencial medicinal,
relativamente pouco tem sido feito para o avanco da espécie enquanto cultura de
importancia econémica, afora esforgos dos proprios paises produtores. Segundo
Eskes (2001), apenas 30% de todo o cacau cultivado € composto de variedades
selecionadas, sendo os 70% restantes formados por plantas oriundas de populacdes
tradicionais, a despeito do grande numero de acessos depositados em bancos de
germoplasma e da grande variabilidade genética apresentada pela espécie.

A caracterizagado molecular da diversidade depositada em germoplasmas esta
fornecendo as bases para a ampliacdo da base genética em populagdes de
melhoramento (BENNET, 2003). O uso de técnicas moleculares na caracterizagao
de acessos de germplasma, além de orientar a escolha de parentais adequados a
um programa de melhoramento, pode proporcionar uso racional das colegdes
existentes, permitindo a obtengcdo de core collections através das quais
aproximadamente 80% da variagcdo genética de uma colecdo podem ser
representados por apenas 10% dos acessos (BROWN, 1989).

Os marcadores moleculares RAPD tém sido bastante utilizados em estudos

envolvendo acessos mantidos em germoplasmas e populagbes de melhoramento,



visando caracterizar a variabilidade genética (WILDE et al., 1992; FIGUEIRA et al.,
1992; LECERTEAU et al., 1993; RUSSEL et al.,, 1993; FIGUEIRA et al., 1994;
N’GORAN et al., 1994; de la CRUZ et al., 1995; LECERTEAU et al., 1997; WHITKUS
et al.,, 1998; MARITA et al., 2001).

O mapeamento genético do cacaueiro teve inicio em 1995 (LANAUD et al.,
1995) e, mais recentemente, muitos mapas genéticos foram desenvolvidos para o
cacaueiro levando a deteccao de varios QTLs associados a caracteristicas como a
resisténcia a podriddo-parda, para a qual, em um mapa inicial envolvendo duas
populagdes, foi identificado um QTL responsavel por 47% da variacéo fenotipica
para resisténcia, e em um mapa posterior foram identificados cinco novos QTLs
(CROUZILLAT, et al., 2000; FLAMENT, et al., 2001; RISTERUCCI, et al., 2000).
Com relagdo a vassoura-de-bruxa, Queir6z et al (2003) identificou um QTL
responsavel por 35% da variagdo fenotipica para a resisténcia, utilizando
marcadores RAPD e AFLP. Este mapa foi saturado por Faleiro et al. (2004b) com
novos marcadores RAPD e microssatélites, identificando novos marcadores
associados a resisténcia, os quais foram analisados neste trabalho. Além de mapas
desenvolvidos para identificagdo de QTLs associados a resisténcia a doengas, foram
construidos mapas para outras caracteristicas qualitativas como o teor da manteiga
(ARAUJO, 2002) para a mesma populacédo F, utilizada por Faleiro et al. (2004).
Recentemente foi  construido um mapa altamente saturado, contendo 424
marcadores microssatélites em dez grupos de ligagdo com uma distancia média de
apenas 2,1 centimorgans (cM) entre os marcadores (PUGH et al, 2004), usando uma
outra populacdo. O desenvolvimento de mapas genéticos saturados, € uma grande
contribuigdo para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento baseadas em
genbmica, como o uso de marcadores mapeados para a Selegcdo Assistida por
Marcadores (SAM) e estudos de diversidade genética visando a conservacao e
utilizagao racional dos recursos genéticos depositados em banco de germoplasma.

O grande desafio para o melhoramento genético do cacaueiro esta em
desenvolver variedades, hibridos ou selecionar clones que apresentam
caracteristicas desejaveis como precocidade, produtividade elevada, estabilidade e
que sejam dotadas de resisténcia a pragas e doengas (ARAUJO, 2002), com genes

provenientes de diferentes fontes para que a base genética seja ampliada,



buscando-se a durabilidade da resisténcia e a longevidade dos materiais genéticos
selecionados pelos programas de melhoramento.

Considerando as implicagdes da VB para a cacauicultura, a utilidade dos
marcadores moleculares em estudos genéticos e a disponibilidade de marcadores
associados a resisténcia a doencga, os objetivos deste trabalho foram:

a) Determinar a diversidade genética de 30 clones de cacau, do banco de
germoplasma do CEPEC, com base em informagbes de pedigree de
marcadores moleculares;

b) Avaliar a utilidade de marcas associadas a resisténcia a vassoura-de-bruxa
na selecao assistida por marcadores moleculares em diferentes acessos de
cacaueiros;

c) Validar marcas associadas a um QTL de efeito maior para resisténcia a

vassoura-de-bruxa em diferentes backgrounds genéticos



2. REVISAO DE LITERATURA

21 THEOBROMA CACAO L.: DOENGCA VASSOURA-DE-BRUXA E
MELHORAMENTO GENETICO PARA RESISTENCIA

2.1.1 A DOENCA

As regibdes tropicais, onde a cultura do cacau tem condigdes ideais de
desenvolvimento, sdo também ideais para o desenvolvimento de uma série de
fungos fitopatogénicos como os dos géneros Phytophthora, Verticillium,
Monilliophtora e Crinipellis. As perdas mundiais na produgao de cacau ocasionadas
por doengas fungicas chegam a atingir 720 mil toneladas anuais, aproximadamente
um quarto da produgdo mundial (NOJOSA, 1999).

A doencga vassoura-de-bruxa (VB) é causada pelo fungo Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, um basidiomiceto, hemibiotrofico, pertencente a ordem Agaricales,
familia Tricholomataceae. Os basididosporos do C. perniciosa infecta todos os tecidos
em crescimento da planta: ramos, almofadas florais e frutos, resultando em
hipertrofia e outras anormalidades, que variam de acordo com a cultivar, o tipo de
tecido infectado e do seu estagio de desenvolvimento (SILVA et al., 2002). A partir
da infeccdo em ramos apicais e gemas axilares desenvolve-se um grande numero
de ramos, dando a aparéncia de uma vassoura (Figura 1B), resultado da perda de
dominancia apical dos ramos infectados (GRIFFITH et al, 2003). Cancros sé&o

formados a partir da infeccdo em folhas, pulvinos e peciolos. As vassouras de



almofadas e frutos tipo morango (Figura 1A) sao formadas a partir do ataque do

fungo as almofadas florais.

Figura 1. Detalhes dos principais sintomas da vassoura de bruxa no cacaueiro: 1A,
almofadas florais infectadas; 1B, formagéo de vassouras vegetativas em ramos apicais;
1C, basidiocarpos de Crinipellis perniciosa. 1D, frutos infectados em diversos estagios.

A infeccdo em  estagios iniciais de crescimento do fruto causa a
partenocarpia, devido a destruicdo das améndoas em formacao. Infec¢des tardias

causam a adesdo e endurecimento das sementes. Apos 5 a 6 semanas de infecgao,



as partes atacadas tornam-se necroticas e o fungo passa para o estagio dicaridtico.
E nesta fase que se formam os basidiomas (Fig 1C), estrutura reprodutiva do fungo,
onde se formam os basididsporos que, dispersados pelo vento irdo dar continuidade
ao ciclo de infestacdo. Os frutos infectados apresentam manchas escuras,
endurecidas (Figura 1D) e sementes aderidas, inaproveitaveis. A infec¢ao € causada
apenas pelos basidiésporos, cuja viabilidade ndo passa de seis horas, com a hifa
crescendo apenas nos tecidos meristematicos. O fungo também pode infectar
sementes, dando origem a plantulas infectadas. A doencga esta restrita as Américas,

ndo ocorrendo em areas produtoras da Africa e da Asia.

2.1.2 OS IMPACTOS DA DOENCA

A presenca e os prejuizos causados a agricultura por pragas e doengas sao
tdo antigos quanto a propria atividade. Varios casos de epidemias catastroficas na
agricultura tém sido relatados ao longo dos tempos, como por exemplo, o
aparecimento da requeima da batata no século XIX, causada pelo fungo
Phytophthora infestans, que dizimou as plantagées na Europa e levou milhdes de
pessoas a morte por fome na Irlanda (RUSSEL, 1978), a destruicdo dos arrozais de
Bengala, causada pelo fungo Helmintosporium oryzae, com a morte de milhdes de
bengaleses. Outras epidemias podem ser encontradas na literatura relatando os
prejuizos causados por patdégenos, ao longo dos tempos, sendo que a maioria
destas refere-se mais, entretanto, a prejuizos econdmicos. De acordo com Agrios
(1978), as perdas calculadas, chegavam ao montante de 70 bilhdes de ddlares na
época, apenas referentes aos prejuizos causados por doengas na agricultura.

Em relagdo a V.B., as perdas de produc¢ado sdao muito mais dramaticas que os
numeros gerais e também de dificil mensuracgao, visto que o patdégeno nao apenas
reduz diretamente a formacéo e o aproveitamento dos frutos, mas também contribui
indiretamente através da debilitacdo da planta, afetando o seu desenvolvimento. De
acordo com Buggenhout (1994), em 1992 mais de 1% das arvores amostradas, em
estudos de prospecgéao, estavam infectadas. A infestagdo atingiu 10% em 1993 e
chegou a aproximadamente 40% em 1994. Ainda segundo esse autor, se as

amostragens se limitassem a zonas infestadas, os numeros seriam bem maiores, o



que seria uma das explicacbes para as diferencas de percentuais descritas por
outros autores.

Perdas de producédo por V.B. sdo normalmente calculadas como uma
percentagem dos frutos doentes em relagdo aos frutos totais. Segundo Rudgard,
(1986) o percentual de perda de frutos € uma estimativa realistica da perda de
producao de sementes fermentaveis, quando se considera um periodo relativamente
longo. Evans (1981) relatou infecgdes em frutos acima de 90% do total, no Estado
de Rondénia.

Segundo Trevizan (1996), os impactos negativos do aparecimento da V.B. na
regiao produtora de cacau da Bahia, podem ser detectados ndo apenas do ponto de
vista econdmico, através da reducédo da producdo, comercializacdo e exportagao do
produto, mas também do ponto de vista social, com reducdo da densidade
demografica em muitos municipios e do aumento do numero de desempregados, e
do ponto de vista da estrutura fundiaria, com uma tendéncia clara do aumento da
concentragéo de terras e introdugcdo de novos cultivos como o café e novas areas

de pastagens, em areas antes ocupadas pelo cacaueiro.

2.1.3 MELHORAMENTO PARA RESISTENCIA A VB

De acordo com Purdy & Schimidt (1996), ja em 1902 estabeleceu-se uma
proposta de introduzir uma colegcdo de acessos de cacaueiro para avaliacdo da
resposta a VB no Suriname, a qual nao foi adiante por considerar-se impossivel
encontrar variedades imunes entre as disponiveis. A variacdo das caracteristicas
morfo-agrondmicas em cacau silvestre e a necessidade de plantas resistentes a
doengas motivaram a realizacdo de expedicbes botanicas a regiao da Bacia
Amazobnica.

A busca por fontes de resisténcia a VB comegou na década de 30 através de
diversas expedigdes a Bacia Amazdnica, durante as quais foram coletados frutos de
cacaueiros silvestres aparentemente livres da doenca e introduzidos em varios
paises, principalmente em Trinidad (FONSECA, 1988).

Da grande quantidade de material coletado por Pound (1938, 1940) no Peru,

os clones Scavina 6 e Scavina 12, presumivelmente oriundos do mesmo fruto, foram



considerados imunes a VB, pois nao apresentavam sintomas no Peru e durante as
avaliagdes em Trinidad. Estes clones, entretanto, tem apresentado comportamento
variavel em diferentes regides, indicando que ndo ha uma estabilidade espacial dos
QTLs associados a resisténcia a VB, identificados nestes clones.

De acordo com Bolanos & Vargas (1955), citados por Mora (1982), para ser
considerado resistente, um clone deve manter um baixo nivel de infecgcao, durante
um longo periodo de tempo, sob uma alta pressdo de inéculo. Segundo Bartley
(1958), os fatores que controlam a resisténcia nos clones Scavina sdo dominantes
como a maioria dos genes de resisténcia, e sua agao nao € simples.

Para Muntzig (1958), a resisténcia do fruto é independente da resisténcia em
almofadas florais e ramos vegetativos. Baker & Holliday (1975) porém, sugerem que
a base da resisténcia € fisioldgica e ndo devido a diferengas morfoldgicas, em
virtude de haverem encontrado em muitos clones uma correlacao positiva entre o
grau de infeccdo em ramos e em frutos, havendo porém uma pequena proporcao de
clones andmalos, que produzem grande numero de vassouras de todas as classes.

A busca por variedades resistentes no Brasil, comecou na Amazdnia por meio
da coleta de material silvestre e da selecdo de plantas em populacbes cultivadas
altamente infestadas pelo patégeno. O cacau nativo da Amazénia tem sido
considerado de especial interesse pelos melhoristas como fonte de variabilidade
genética em geral, especialmente como fonte de resisténcia a VB, com um volume
de mais de 20.000 acessos depositados em bancos de germoplasma (FONSECA,
1990; ANDEBRHAN et al., 1998). Convém registrar que o programa de
melhoramento de cacau conduzido pela CEPLAC na Amazbnia selecionou uma
série de combinagdes hibridas com média a alta resisténcia a vassoura-de-bruxa.
Essas combinacdes hibridas sao produzidas nos campos de producado da CEPLAC e
distribuidas aos agricultores para plantio.

A introducdo da doenga na Bahia em 1989 desencadeou uma série de
iniciativas visando encontrar, avaliar, multiplicar e distribuir aos produtores
variedades ou clones que apresentassem resisténcia a doenca. Estas iniciativas
resultaram no langcamento de duas séries de clones, selecionados no banco de
germoplasma do CEPEC e em plantagdes comerciais onde os produtores, que

passaram a fazer suas préprias selegdes, em um processo inédito de melhoramento



participativo na histéria da cacauicultura no Brasil.

2.1.4 MARCADORES MOLECULARES

Ao longo do tempo, a sele¢ao de gendtipos favoraveis tem sido baseada em
marcadores morfolégicos e caracteristicas qualitativas condicionadas, em geral, por
um ou poucos genes. Sax (1923) foi o primeiro a apresentar evidéncias de ligagao
entre genes controlando caracteristicas qualitativas (cor da semente) e uma
caracteristica quantitativa (peso da semente), além de propor um método para
localizar e enumerar QTLs (Quantitative Trait Loci) em um mapa genético de ligagao.
Thoday (1961) sugeriu que caracteristicas quantitativas fossem estudadas através
da aplicacao de modelos biométricos, tendo em vista que as variagdes continuas e
descontinuas tém em comum as propriedades de segregagao, dominancia, interagcéao
e ligagao génica.

A despeito do sucesso dos programas de melhoramento genético entre as
espécies cultivadas, com marcante crescimento da producido e produtividade, os
trabalhos de selecdo tém sido realizados sem que conhecimentos basicos da
biologia vegetal sejam utilizados, embora a maioria dos fendmenos biolégicos
importantes, utilizados por melhoristas, como heterose, epistasia, interacdo planta-
patdgeno, etc., ja tenham sido estudados e descritos (LEE, 1995).

No melhoramento, uma pratica importante é a selecdo acurada de gendtipos
superiores, individuos ou familias (MARTINS et al., 2001). Qualquer processo
seletivo demanda tempo e recursos e por esta razdo deve ser o mais eficiente
possivel. Em se tratando de plantas perenes, como o cacaueiro, 0 numero de anos
necessarios para se completar um ciclo de selegcdao € o principal entrave dos
programas de melhoramento (PEREIRA et al., 1997).

A selecdo baseada apenas em caracteres morfologicos, buscando-se a
maxima produtividade com qualidade aceitavel e uniformidade, tem implicado na
reducao da diversidade e estreitamento da base genética das espécies cultivadas, o
que tem favorecido o surgimento de epidemias ao longo da histéria, com graves
consequéncias para a humanidade (LEE, 1995).

Embora venham sendo utilizados desde os estudos pioneiros de Mendel, que



langou as bases fundamentais da genética moderna, os marcadores morfolégicos
apresentam uma série de limitagcbes como a influéncia do ambiente, o pequeno
numero de marcadores disponiveis e 0 pouco ou nenhum polimorfismo na maioria
dos organismos, o que reduz a probabilidade de se estabelecer associagdes
significativas entre estes marcadores e genes de importancia, limitando sua
utilizagdo em programas de melhoramento (BENCHIMOL, 2002).

Na tentativa de sobrepor estas limitagdes, varios marcadores bioquimicos e
moleculares vém sendo desenvolvidos. Sendo unidades herdaveis simples, estes
marcadores genéticos quando associados a caracteristicas de interesse, podem
aumentar a eficiéncia de selecao ao identificar diferengas herdaveis.

As isoenzimas sao marcadores bioquimicos que, a despeito de suas
limitagdes, tem sido bastante utilizados para identificar QTLs em milho, tomate, aveia
selvagem e soja (DUDLEY, 1993.; FREI et al., 1986) e para predicdo da
performance produtiva de hibridos simples de milho. Em cacau, as isoenzimas tém
sido utilizadas em estudos de compatibilidade, sistemas de cruzamento, analise de
paternidade e variabilidade genética (YAMADA et al., 1991, 1998, 1999, 2001).

O advento dos marcadores moleculares baseados no DNA, fenotipica e
ambientalmente neutros e em numero ilimitado no genoma (OBERHAGEMANN et
al., 1999) tem ampliado significativamente o numero de estudos de diversidade
genética, analise de caracteristicas poligénicas, identificagao, classificagdo e manejo
de germoplasmas, selecdo de genitores, relacbes genéticas entre espécies
autoincompativeis, etc., em espécies cultivadas e populagdes naturais.

Em cacau, os marcadores moleculares tém sido utilizados principalmente para
estudar a diversidade genética dentro da espécie (FALEIRO et al., 2002b; 2003;
2004a; MARITA et al., 2001; WHITKUS, 1998), classificacédo de gendtipos entre os
trés principais grupos raciais (LAURENT et al., 1993a; N'GORAN et al., 1994),
mapeamento genético de marcadores associados a resisténcia a doengas (FALEIRO
et al., 2004b; QUEIROZ et al., 2003; RISTERUCCI et al., 2000) e caracterizacdo de
germoplasma (FALEIRO et al., 2002; BEKELE; BEKELE., 1996; MARITA, 1998).

Embora existam inumeros marcadores moleculares disponiveis, os RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), AFLPs (Amplified
fragment Lenght Polymorphism) (Vos et al.,, 1995) e SSRs (Single Sequence



Repeats ou microssatélites) (Jeffrreys et al., 1985), sdo os mais populares e tem sido
os mais utilizados, sendo escolhidos de acordo com a capacidade técnica e
econdmica de quem utiliza e o tipo de estudo e objetivos envolvidos.

De acordo com Wilde et al. (1992), os recursos genéticos do cacaueiro tem
sido caracterizados, principalmente, através de marcadores morfologicos e
agrondmicos, cuja acuracia tém sido questionada. O advento dos marcadores
moleculares permitiu a introducdo de novas classes de marcadores e o aumento da
acuracia exigida nos estudos da diversidade dos recursos genéticos. A diversidade
genética do cacaueiro tem sido estudada através de varias metodologias que
incluem o uso de sondas de cDNA (LAURENT et al., 1994) e marcadores
moleculares gendémicos como RAPD (WILDE et al., 1992; FALEIRO et al., 2004a),
AFLP (FALEIRO et al., 2002b), microssatélites (FALEIRO et al., 2002b; YAMADA et
al., 2003) e isoenzimas (YAMADA et al., 2001).

2.1.5 MARCADORES MICROSSATELITES

Os marcadores microssatélites sado obtidos utilizando-se a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) (SAIKI et al., 1985), assim como os marcadores RAPD
(WILLIAMS et al., 1990), AFLP (VOS et al., 1995) e uma série de outros tipos de
marcadores moleculares.

Particularmente os marcadores microssatélites tém sido amplamente
utilizados, em varios tipos de estudos genéticos. A ampla distribuicdo destes
marcadores em todos os genomas eucariotos e alguns procariotos, sua natureza
mutavel e sua caracteristica de co-dominancia tem feito deste, o marcador preferido
em estudos genéticos e populacionais (GARNER et al., 2002).

Conceitualmente, os microssatélites sdo definidos como seqtiéncias repetidas
de DNA, denominadas motifs, com repeticbes (repeats) de 2 a 6 pares de
nucleotideos de extensao, organizados em tandem. Este DNA repetitivo consiste de
um tipo unico de nucleotideo [poli(N)] ou de repeats multiméricos longos ou curtos,
formados por unidades homogéneas (repeats homogéneos), unidades mistas
(repeats heterogéneos) ou motifs degenerados que apresentam substituicbes em

uma ou mais bases em alguns repeats (van BELKUM, 1998).



Os microssatélites foram inicialmente identificados no genoma humano
através de experimentos de cinética de reassociacao (BRITTEN & KOHNE, 1968) e
utilizacdo de técnicas de hibridizacdo. Em células eucaridticas, os SSRs estao
associados a fungdes regulatérias e alguns triplets parecem estar envolvidos na
ocorréncia de algumas doengas degenerativas humanas como a Doenga de
Huntington. Entretanto, a abundéancia dos SSRs em genomas eucariotos ainda nao
foi convenientemente explicada.

Explicagbes para o surgimento e variagdo encontrada no numero de repeats
em um motif & controversa, embora se acredite que esteja envolvida a ocorréncia de
crossing-overs desiguais ou de erros durante a replicacdo do DNA, processo
descrito como slipagge (deslizamento), seguido de falhas no sistema de reparo que
restaura a sequéncia original (BENCHIMOL, 2002). Entretanto, a comprovacao de
que o slipagge € mais comum em loci com repeats longos (BRINKMANN et al.,
1998), entre outras evidéncias sugerem que a ocorréncia de outros processos como
substituicdes, insergdes e/ou delegbes possam influir no surgimento de loci
microssatélites (ZHU et al., 2000). Experimentos in vitro e com microssatélites
clonados demonstraram que nao sao requeridas enzimas durante o slipagge,
indicando uma estabilidade intrinseca do DNA microssatélite (BACHTROG et al.,
1999).

Embora venham sendo amplamente utilizados, pouco se sabe sobre a rede
de organizagdo cromossémica e localizagao fisica de motifs microssatélites em
genomas de plantas. Schimidt & Heslop-Harrison (1996) verificaram que sequéncias
microssatélites apresentam amplificacdo cromossomo-especifica em plantas e
sugerem que o conhecimento da distribuigéo fisica dos microssatélites no genoma &,
provavelmente, uma informagéao valiosa para a escolha de repeats como marcadores
genéticos em plantas.

A frequéncia de microssatélites em um genoma apresenta correlagéo positiva
com o tamanho do mesmo, mas a frequéncia de diferentes tipos de SSRs tem
grande variagdo entre taxons e tipos cromossdmicos (PRIMMER et al.,, 1997).
Varshney et al. (2002), utilizaram a deteccdo “in silico” de SSRs em ESTs
(Expressed Sequence Tags), encontraram frequéncias significativas deste marcador

em regides expressas de varios tipos de cereais como cevada, milho, arroz, centeio,



sorgo e trigo, sendo os repeats triméricos (CCG) os mais abundantes nestas
espécies. Embora os SSRs derivados de ESTs sejam considerados menos
polimérficos que os gendmicos, aqueles apresentam taxas mais elevadas de
transferéncia entre espécies afins, em raz&o de estarem localizados em regides mais
conservadas do genoma. Isto tem sido demonstrado entre espécies de diferentes
géneros como cana-de-agucar (Saccharum spp.), € sorgo (Sorghum spp)
(CORDEIRO et al., 2001).

Os SSRs séo obtidos por meio de varios métodos, sendo que o principio
basico de todos eles € o conhecimento das sequéncias que flanqueiam as regides
repetitivas do DNA. Em geral, sdo construidas bibliotecas genémicas com DNA
isolado da espécie-alvo, das quais os clones positivos sao identificados através de
sondas marcadas, isolados e sequenciados. Uma vez identificadas regides
repetitivas, sequéncias flanqueadoras sdo obtidas e utilizadas para o desenho de
iniciadores (primers), através de softwares apropriados e adotando-se alguns
parametros para a selecao dos mesmos. Os primers selecionados sio testados para
amplificagdo e polimorfismo (GARNER et al., 2002) e utilizados para a extenséo da
dupla-fita de DNA, sendo necessarios um primer de um lado (verso ou forward) e do
outro (reverso ou reverse) (CROUCH et al., 1998) da seqliéncia repetitiva do DNA. A
obtencdo dos primers para SSR, pode requerer altos investimentos em infra-
estrutura e mao-de-obra especializada, o que pode ser limitante para muitas
instituicdes de pesquisa (BENCHIMOL, 2002). Outros métodos incluem a utilizagao
de sequéncias de DNA gendmico ou de ESTs depositadas em bancos de dados
para a detecgdo de locos microssatélites e construgdo de primers, utilizando-se
programas de bioinformatica (VARSHNEY et al., 2002). Outros métodos para
isolamento de SSRs tém sido desenvolvidos, como os métodos hibridos simples de
captura (KANDPAL et al.,, 1994; PROCHAZKA ,1996; MORAGA AMADOR et al.,
1998), os quais utilizam uma sonda (CA), biotinilada para capturar sequéncias
repetitivas e imobiliza-las em beads magnéticas de estreptavidina. Apos varias
lavagens, o DNA capturado é eluido, amplificado e clonado para produzir uma
biblioteca enriquecida com a sequéncia-alvo (CARLETON et al., 2001).

De acordo com Liu et al. (2000) sistemas de deteccdo de marcadores de DNA

para genotipagem de germoplasma devem apresentar acuracia, serem altamente



informativos, passiveis de automacdo e de custos reduzidos. A obtencdo de
marcadores SSRs utilizando-se primers marcados com fluorescéncia pode suprir
estes requerimentos (MITCHELL et al.,1997). Os tamanhos dos produtos de
amplificacdo de PCR devem ser suficientemente dissimilares para que seja possivel
a distincdo de diferentes alelos (PONCE et al. 1999). Trés métodos sé&o
rotineiramente empregados para deteccdo de fragmentos gerados por PCR: (i) a
coloracdo por brometo de etidio, mais simples e menos sensivel, utilizados
geralmente para géis de agarose, (ii) cloragdo com prata ou radioatividade em géis
denaturantes de poliacrilamida e, mais recentemente, (iii) detec¢ao por fluorescéncia
em géis de poliacrilamida ou via eletroforese capilar. A deteccédo dos fragmentos por
radioatividade €& feita pela exposicdo dos elementos radioativos a filmes
autoradiograficos os quais detectam os produtos marcados com fésforo ou fluor
radioativo. A deteccdo por fluorescéncia é feita por meio de indugao por laser em
unidades semi-automatizadas eletroforese, caso dos sistemas ABI para produtos
fluorescentes (HARKER, 2001).

Como em qualquer método cientifico, a acuracia e reprodutibilidade sao
fundamentais. As caracteristicas dos microssatélites, juntamente com a variedade
de sistemas disponiveis para detecgcédo e analise, sugerem uma seérie de questdes
relevantes na identificacdo e divulgacdo de dados de microssatélites (HARKER,
2001). Em relacao a reprodutibilidade, Jones et al.(1997) testaram esta caracteristica
de marcadores RAPD, AFLP e microssatélites entre uma rede de laboratérios
europeus e verificaram que no caso de SSR ocorreu alguma dificuldade com sistema
de coloragdo em prata, mas os alelos originais foram reproduzidos por todos os
grupos, confirmando os resultados obtidos em outros experimentos desta natureza
(KORETH et al.,1996; SCHWENGEL et al., 1994).

A despeito da eficiéncia e vantagens da automacao que sistemas modernos
de eletroforese oferecem tém sido documentada na literatura a ocorréncia de varios
exemplos de discrepancias, na correta determinacdo do tamanho de alelos entre
eletroforese capilar e outros métodos, o que pode influenciar significativamente a
interpretacao dos resultados (BRULAND et al., 1999; WILLIAMS et al., 1999). Varias
teorias tém sido propostas para explicar estas discrepancias entre os diferentes

sistemas de eletroforese, como mobilidade anormal relacionada a sequéncia (WENZ



et al., 1998), desnaturagcdo incompleta e diferente qualidades da matriz de
separagao que influenciam a migracao dos alelos (ROSENBLUM et al., 1997), entre
outros.

A utilizacdo de marcadores microssatélites em estudos genéticos em plantas
€ relativamente recente. A necessidade de conhecimento das sequéncias
flanqueadoras dos loci microssatélites fazem com que apenas espécies de grande
interesse econdmico, alimentar ou cientifico ja disponham de primers desenvolvidos
e mapeados como milho (MATSUOKA et al., 2002), algoddo (KARACA et al., 2002),
banana (CROUCH et al.,, 1998), soja (CREGAN et al., 1994) e organismos
experimentais como drosofila (SCHUG et al., 1998) e arabdopsis (BELL & ECKER,
1994), entre inUmeras outras espécies. Quatro caracteristicas principais fazem dos
SSRs marcadores altamente utilizados: (a) a ampla distribuicdo no genoma, o que o
credencia como um excelente marcador para o mapeamento genético; (b) podem
ser obtidos de modo semi-automatico, o que facilita a identificacdo dos alelos; (c)
sdo codominantes, ao contrario da maioria dos marcadores, o que permite a
diferenciagdo de individuos homozigotos e heterozigotos, e (d) sdo marcadores
altamente polimoérficos, o que permite a distingdo de individuos geneticamente
proximos (KUBIK et al., 1999). Em cacau, poucos trabalhos tém sido realizados com
a aplicacdo dos marcadores microssatélites, embora a espécie apresente um bom
potencial para a sua utilizacdo (CHARTERS et al., 1999). Os poucos trabalhos
disponiveis tratam do isolamento (LANAUD et al., 1999) e aplicagdo em estudos de
diversidade genética (FALEIRO et al.,, 2002b; 2004a; YAMMADA et al.,, 2003),
mapeamento genético (FALEIRO et al., 2004b). Saunders et al., (2003) selecionou
uma core collection de microssatélites para serem utilizados como padrédo em
estudos de fingerprinting em T. cacao.

Apesar das inumeras vantagens apresentadas e sugeridas dos marcadores
microssatélites em relagdo a outros marcadores genéticos moleculares, estes
apresentam, a exemplo de qualquer tecnologia, uma série de limitagbes quanto a
sua aplicacao em laboratdrio. Considera-se inicialmente que a sua obtencao é muito
mais complexa que a maioria dos marcadores disponiveis, quando o organismo para
0 qual estdo sendo desenvolvidos n&o dispde de sequéncias de DNA genbémico ou

de ESTs depositadas em um banco de dados publico ou, ndo tenham sido



desenvolvidos por outros pesquisadores. Além disto, quando estdo disponiveis,
muitos ndo podem ser utilizados, devido a baixos padrées de amplificagdo e
polimorfismo (SIBOV et al., 2002). Outras limitagbes como desvio de segregacao,
auséncia de alelos em genitores utilizados em programas de melhoramento, baixa
resolugdo em agarose e auséncia de ligacdo dos marcadores a grupos de ligagao

em mapas genéticos, sao citadas por Mangolim et al. (2002).

2.1.6 RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPD)

Os marcadores RAPD constituem-se na mais popular e utilizada técnica de
deteccdo de polimorfismo através da amplificagdo de regides aleatérias do genoma.
Um fragmento de DNA gerado pela técnica de RAPD ¢é identificado pelo seu
tamanho, que é determinado pela distancia entre repetigdes invertidas curtas. Estes
fragmentos sdo, em geral, entre 200 e 2000 pares de base (bp), com alguns
fragmentos raramente atingindo tamanhos maiores. Este marcador identifica
polimorfismos que sado herdados como marcadores Mendelianos dominantes, ao
contrario de outros marcadores moleculares como os microssatélites, de natureza
codominante. Presume-se que a presenca de uma banda deve-se a existéncia de
dois sitios adjacentes com uma repeticdo invertida contendo a sequéncia-alvo
complementar ao oligonucleotideo iniciador especifico. Caso um ou ambos os sitios
estejam ausentes, um fendtipo nulo é indicado pela auséncia da banda
(GRATTAPAGLIA et al., 1992). De acordo com Wedden et al. (1992), reacdes de
RAPD apresentam, tipicamente mais de um fragmento amplificado e a intensidade
destes fragmentos diferem muito entre si. Em populagdes segregantes, todos os
tipos de fragmentos amplificados, desde os mais intensos até os mais fracos, podem
apresentar presencga ou auséncia de polimorfismos.

Inimeras vantagens tém sido atribuidas ao uso de marcadores RAPD para
estudos genéticos como a rapidez do processo, O requerimento de pequenas
quantidades de DNA, n&o requerimento do uso de fluorescéncias ou radioatividade
para detecgdo dos fragmentos e o uso de primers degenerados que permite o
acesso a regides do genoma antes inacessiveis a analise sem o0 prévio
conhecimento da sequéncia (MICHELMORE et al.,, 1991), o que torna o método

mais seguro, barato e de uso universal quando comparado a outros marcadores. A



despeito de todas estas vantagens, o uso intensivo deste marcador tem sido
questionado devido ao fato deste ser muito afetado pér mudancas nas condigcbes de
reacao e a baixa repetibilidade entre laboratérios, como demonstrado por Gilmour
(1994).

Em plantas cultivadas os marcadores RAPD tém sido utilizados em inumeras
aplicagbes como a analise das distancias genéticas entre gendtipos de soja
(CORREA et al., 1999), a identificagdo e mapeamento de genes de resisténcia a
ferrugem em feijdo-comum (FALEIRO et al., 2003), identificacdo de gendtipos de
incompatibilidade em avela (POMPER et al.,, 1998), caracterizacdo e analise de
transgenes em girassol (BINSFELD et al., 2000), entre outras. As principais
aplicagdes destes marcadores tém sido nos estudos de diversidade genética e no
mapeamento de genético de caracteristicas de interesse agronémico.

Estudos tém mostrado que os marcadores RAPD podem ser utilizados para
estudos taxonémicos de acessos de espécies cultivadas ou silvestres. Autores como
RUSSEL et al. (1997) identificaram marcadores em espécies cultivadas que tém
sido utilizados para esclarecimento de nomenclatura, identificacdo de acessos em
herbarios ou elucidacéo de relagdes genéticas. Outros pesquisadores tém estudado
especies silvestres para determinar a diversidade genética em grupos separados e
para examinar o grau de hibridizagdo em populagdes mistas (RIAN, 2003).

Em T. cacao, a exemplo de outras espécies, os marcadores moleculares tem
sido bastante utilizados para diversos tipos de estudos genéticos, como a
determinacdo da diversidade genética entre e dentro de algumas populacdes
(MARITA et al.,, 2001; LERCETEAU et al. 1997a; 1997b; FALEIRO et al., 2004a),
caracterizagao de germoplasma (CHARTERS & WILKINSON, 2000, FALEIRO et al.,
2002c), identificacdo de marcadores e QTLs associados a resisténcia e
susceptibilidade a doengcas (CROUZILLAT, 2000; CASCARDO et al.,, 1994,
QUEIROZ et al., 2003; FALEIRO et al., 2004b) mapeamento genético (CROUZILLAT
et al.,, 1994, CROUZILLAT et al., 1996), estudo da heranca destes marcadores
(RONNING & SCHNELL, 1995), entre outras aplicagdes.



2.1.7 SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES

O uso de marcadores genéticos para selegdo indireta foi inicialmente
idealizado, com a descoberta de variagao estrutural de heranga simples, presente
em isoenzimas e proteinas de armazenamento da semente de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris), denominadas faseolinas (KELLY & MIKLAS, 1998). Alguns
autores apontam que em muitos casos de caracteres importantes, que sao dificeis
de acessar, como a resisténcia a patogenos, insetos e nematoides, tolerancia a
estresse abidtico, parametros qualitativos e caracteres quantitativos, a SAM tem,
claramente, o potencial de ser uma ferramenta poderosa para o melhorista
(MARTINEZ, 2001). O valor dos marcadores moleculares aplicados ao
melhoramento aumenta quando desejamos combinar varias caracteristicas ou
varios genes para um mesmo carater em um gendtipo, sinalizando muito
eficientemente para a produgdo de linhagens avangcadas, em uma estratégia
denominada piramidacao de genes (JONES et al. 1997). O desenvolvimento de
novas tecnologias tem permitido a simplificagdo do processo de selegdo a um nivel
onde as mais modernas técnicas de biologia molecular podem ser usadas
rotineiramente pelos melhoristas. No caso de genes de resisténcia é possivel o
desenvolvimento de primers para reagdes de PCR que amplificardo o fragmento de
interesse que co-segrega com o gene de resisténcia (JONES et al. 1997). A situagao
ideal no melhoramento de plantas seria que a selecdo de gendétipos superiores
pudesse ser feita sem a influéncia do ambiente ou da interacdo gendtipo X
ambiente, ou seja, através do fendtipo seria possivel selecionar o genoétipo superior
com 100% de acuracia, o que € possivel apenas para caracteristicas qualitativas,
governadas aditivamente com 100% de penetrancia e expressividade.

Para ampliar a utilizagdo dos marcadores moleculares associados a
caracteristicas de interesse no melhoramento de plantas, € importante que os
mesmos sejam validados em diferentes populagbées com diferentes backgrounds
genéticos. Esta validacdo é feita examinando-se a co-segregacdo do(s)
marcador(es) e a caracteristica de interesse pode fornecer informagbes seguras a
respeito da utilizagao futura do(s) marcador(es) na selecao indireta. Varios fatores

podem afetar a eficiéncia e o custo da selecdo, considerando-se os tipos e numeros



de marcadores utilizados e as distancias genéticas entre marcadores e QTLs (ZHOU
et al. 2003). Mesmo quando experimentos bem conduzidos indicam a presenca de
um QTL promissor em uma determinada populagcdo, ha muito mais que precisa ser
feito para ampliar o uso dos marcadores associados ao referido QTL em outras
populagdes de melhoramento. Repeticdo por varios anos, ambientes e em grandes
populagdes, em populagdes relacionadas e nao relacionadas e analises detalhadas
em NIL's (Near Isogeneic Lines), geradas através de marcadores e que isolam o
efeito de QTLs individuais, sdo apenas alguns dos passos adicionais a serem
considerados (YOUNG, 1999).

O uso de marcadores baseados em PCR, como microssatélites, aliado a
instrumentos de genotipagem de alto rendimento (termocicladores e pipetadores
robotizados e sequenciadores de DNA) tem aumentado a eficiéncia de coleta de
dados ao mesmo tempo em que reduz-se o custo por cada ponto de dado,
comparado a marcadores baseados em hibridizagdo, como os RFLPs. Outras
tecnologias como o uso de sequenciadores capilares, espectrometria de massa e
novos marcadores, como os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) parecem ser a
nova geragao de tecnologia e marcadores que irdo facilitar a SAM em espécies
cultivadas. Independentemente do tipo de marcador utilizado para selegao,
marcadores fortemente ligados a genes de resisténcia podem auxiliar enormemente
programas de melhoramento para resisténcia ao permitir que o gene ou QTL sob
selecdo seja monitorado através de geragdes, ao invés de esperar pela expressao
fenotipica do carater.

O desenvolvimento de populacbées de mapeamento € um dos pré-requisitos
para a identificacdo de marcadores uteis em estratégias de SAM, na combinacéo de
alelos favoraveis para resisténcia a patdégenos e/ou na selegao contra alelos para
susceptibilidade (OBERHAGEMANN et al. 1999). Em particular, o mapeamento de
genes de resisténcia tem aumentado a eficiéncia do melhoramento de plantas e
ampliado o entendimento das bases moleculares da resisténcia. A parte mais
trabalhosa da SAM é a busca por marcadores associados ao carater, 0 que requer
longo tempo e muitos recursos. De fato, a busca nao é tao direta quanto parece.
Com base na literatura disponivel sobre o assunto, muitas dificuldades podem ser

encontradas quando técnicas sao transferidas entre laboratérios ou mesmo quando



sao apenas repetidas (BARONE, 2003).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados, em programas de
melhoramento genético, ndo apenas para seleg¢ao indireta de gendtipos superiores,
mas também para inumeras outras aplicacbes como a caracterizacido, conservacao
e utilizacdo racional dos recursos genéticos. Estudos direcionados para a
identificacdo de germoplasma redundante e erros de duplicatas bem como o
estabelecimento de core collections, geralmente combinam analises morfologicas
com caracterizagdo molecular (ZEVEN et al., 1998; FALEIRO et al.,, 2002c; van
TREUREN et al., 2001).

As limitacbes que podem afetar a aplicagdo da SAMM em programas de
melhoramento incluem (i) o nivel de desequilibrio de ligagdo (LD) nas populagdes,
que afeta o numero de loci marcadores necessarios, (ii) o tamanho da amostra e
numero de repeticdes experimentais necessarias para detectar QTLs associados a
caracteristicas de baixa herdabilidade e, (iii) erros de amostragem na estimacao dos
pesos relativos nos indices de selegdo. Como apontaram Tanksley & Nelson (1996),
o impacto da analise de QTL baseada em marcadores no desenvolvimento de novas
linhagens ou variedades com caracteristicas melhoradas tem sido menor que o
esperado. Em teoria propde-se que SAMM seja mais eficiente que selegao fenotipica
quando a herdabilidade de um carater é baixa, quando ha forte ligagdo entre um
QTL e marcadores moleculares (DUDLEY, 1993; KNAPP, 1998), quando o carater
de interesse é de dificil avaliagdo e quando permite selecdo em geragdes iniciais,
antes que ocorra erosao recombinacional da associagao entre marcadores e QTL.
Associagdes estatisticas entre alelos para um dado marcador e alelos e um QTL
podem ser usadas para selecionar indiretamente, com alta acuracia potencial para
alelos favoraveis, aumentando efetivamente a herdabilidade do carater (YOUSEF &

JUVIK, 2001) e assim a eficiéncia da selegao.
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GENETIC DIVERSITY OF COCOA (Theobroma cacao L.) ACCESSIONS
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ABSTRACT
The study of genetic diversity in cocoa (Theobroma cacao L.), based on molecular

markers have been developed for germplasm management and breeding purposes. Pedigree
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data is available in cocoa, but has not been used for assessment of genetic relatedness. Herein,
we studied the genetic diversity of 30 cocoa accessions from the series CEPEC, based on
RAPDs data and pedigree information. These 30 accessions are segregating for resistance to
witches” broom disease and are important for breeding purposes. Twenty of these accessions
descend from TSA-644 clone, originated from a cross between the Upper Amazon germplasm
called Scavina-6, the main source of resistance to witches™ broom disease, and IMC-67. The
ten remaining are from different sources including Amazonian and Trinitarios germplasm.
RAPDs data were collected using 16 primers and pedigree information was obtained at the
International Cocoa Germplasm Database. Genetic similarities, genetic distances and
coefficient of parentage were calculated using available softwares. Relatively low genetic
diversity was obtained for this germplasm set, probably because of their relatedness and low
representation of germplasm available. The TSA-644 descendent accessions were more
diverse than the non-descent accessions, what could be due to the origin of the clone TSA,
that was derived from highly divergent genotypes. Association between genetic similarities
based on RAPDs data and coefficient of parentage, based on pedigree data were very low,
probably due to the heterogeneity of the breeding stocks and poor pedigree information.
These findings may be helpful for cocoa breeders to guide crosses for development of hybrid

and clonal cultivars.

Key words: Theobroma cacao L. - Crinipellis perniciosa —RAPD markers — genetic diversity.



RESUMO

Andlises da diversidade genética em cacau (Theobroma cacao L.), baseada em
marcadores moleculares tém sido desenvolvidas com fins de manejo de germoplasma e uso no
melhoramento genético. Dados de pedigree de cacau, embora disponiveis, ndo tem sido
utilizados em estudos de diversidade genética. Neste trabalho, foi analisada a diversidade
genética em uma amostra de 30 gendtipos da série CEPEC, baseado em marcadores RAPD e
informacdes de pedigree. Vinte destes gendtipos sdo descendentes de TSA-644, germoplasma
Alto amazénico, e os dez restantes, derivados de outros cruzamentos envolvendo genoétipos
Amazénicos e Trinitarios. Para obtencdo dos marcadores RAPD, foram utilizados 16 primers
e as informac0es de pedigree obtidas no “International Cocoa Genetic Database” (ICGD). A
diversidade genética encontrada foi relativamente baixa, devido ao grande relacionamento
genético entre a maioria dos materiais estudados. Os accessions descendentes de TSA-644
apresentaram maior diversidade que os ndo descendentes, o que pode ser atribuido a origem
deste parental, derivado de um cruzamento entre accessions altamente divergentes.
Associacdes entre similaridades genéticas e coeficientes de paternidade (COP), foi muito
baixa, provavelmente devido a alta heterogeneidade dos materiais estudados. Os resultados
obtidos neste trabalho, podem auxiliar na definicio de novos cruzamentos para 0
desenvolvimento de hibridos ou variedades clonais.

Palavras-chaves: Theobroma cacao L. - Crinipellis perniciosa — marcadores RAPD —

diversidade genética.

INTRODUCTION
Cocoa (Theobroma cacao L.) genotypes resistant to witches” broom disease have been
identified in many producing countries in South and Central America, where the fungus

Crinipellis perniciosa, the causal agent of the disease is threatening cocoa plantations



(LAKER et al., 1988; PIRES, et al., 1999). The Scavina accessions, collected in the Upper
Amazon in the 1930’s, are the main source of resistance (SORIA, 1977; KENNEDY et al.,
1987). These accessions, especially Scavina-6 and Scavina-12, besides resistance transmit to
their descendants high hybrid vigor and good yielding performance, for these reasons are
widely used in producing countries affected by the disease. Many other resistant accessions
were identified in Brazil, at the Centro de Pesquisas do Cacau — CEPEC - state of Bahia, and
Estacdo de Recursos Genéticos José Haroldo -ERJOH - state of Par4, after field evaluation of
a germplasm collection of more than 1000 accessions in each location (MARITA et al., 2001;
FALEIRO et al., 2004c, PIRES, 2003). The Scavina-6 and Scavina-12, the main sources of
resistance and the accessions identified in Brazil as resistant are being crossed in different
breeding schemes to combine alleles from different resistant accession to develop new
resistant clonal and hybrids varieties.

Accurate estimates of genetic variability levels among germplasm accessions may
increase efficiency for crop species breeding (BARRET et al. 1998). Measures of genetic
variability among and within cocoa populations have been obtained based on phenotypic and
molecular data (BEKELE AND BEKELE, 1996; MARITA et al 2000; FALEIRO et al.,
2004a). Phenotypic data has been useful for the classification of the major germplasm groups
in cocoa, but are less efficient to separate accessions within groups (CHARTERS &
WILKINSON, 2000). Pedigree data is used to calculate coefficient of parentage
(KEMPTHORNE, 1969), an indirect measure of genetic diversity among accessions that
estimates the probability that alleles of two individuals at a locus are identical by descent
(BARRET et al. 1998). Pedigree data is available for some cocoa germplasm and cultivars but
has not been commonly used for genetic diversity estimates.

Molecular markers like Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), which are



more accessible to the producing countries, and more recently microssatellites, are currently
the most used markers for accessing genetic diversity in cocoa (MARITA, 2001; FALEIRO et
al., 2002b; FALEIRO et al., 2004a; FALEIRO et al., 2004b). MARITA et al. (2001) using
RAPDs studied the genetic diversity of a representative sample composed by 280
accessions, providing an over-all portrait of the relatedness of the major cocoa germplasm
groups available in the world. RAPDs have also been used for the study of more specific
genetic diversity (FALEIRO et al., 2004a), for the identification of mislabeling and accession
duplication (FALEIRO et al. 2002c) and development of genetic linkage maps (FALEIRO et
al. 2004; QUEIROZ et al. 2003).

The objectives of this study were: (i) estimate the genetic similarity (GS) of 30 cocoa
accessions of the CEPEC series based on RAPD markers; ii) estimate the coefficient of
parentage (COP) of these accessions (iii) examine the agreement between the RAPD-based
GS and COP; and (iv) compare the genetic similarities in accessions derived and not derived

from the TSA-644 accessions.

Material and Methods

Genetic material

A subset of 30 cocoa accessions of the CEPEC series, that comprise more than one hundred
accessions, was analysed because it segregate for witches’ broom resistance and is important for
CEPEC’s breeding program (Table 1). The series is composed by accessions categorized under a
single acronym. Twenty of these accessions have in their pedigree the progenitor TSA-644 (Trinidad
Selection Amazon), originated from the cross between SCA-6 (Scavina) and IMC67 (lquitos Mixed
Calabacillo), both from the cocoa germplasm group from the Upper Amazon called Forastero. The ten
remaining accessions are originated from different sources including: IMC and PA (Parinary) from the

Upper Amazon, EEG (Estacdo Experimental de Goitacazes), SIC (Selecdo Instituto do Cacau), SIAL (



Selecdo Instituto Agronémico do Leste), CAS (Campo Agricola de Santarém) from the Brazilian
Amazon River Basis; EET (Estacion Experimental Tropical) from Ecuador, all of them belonging to
the group Forastero; and UF (United Fruit), ICS (Imperial College Selection) from Central America,
belonging to the cocoa group called Trinitario, that originated from crosses between Forastero and
Criollos, originated in Central America. These 30 accessions are held at the CEPEC’s germplasm
collection, in ten replicates of each one, and were evaluated for resistance to witches’ broom in the

field for mare than 10 years.

Table 1. Designation, parents and origin of the accessions genotyped with Random

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers.

AAcc#  Clone name Female Male

1 CEPEC 20 UF 613 SIAL 169
2 CEPEC 21 ICS 8 EEG 48
3 CEPEC 23 SIAL 169 UF 168
4 CEPEC 32 SIC 19 IMC 67
5 CEPEC 33 SIAL 169 IMC 67
6 CEPEC 35 TSA-644 Unknown
7 CEPEC 36 TSA-644 Unknown
8 CEPEC 38 TSA-644 SIC 823
9 CEPEC 39 SIC 19 TSA-644
10 CEPEC 40 TSA-644 SIC 19
11 CEPEC 41 TSA-644 SIC 19
12 CEPEC 42 TSA-644 SIC 19
13 CEPEC 44 TSA-644 SIC 19
14 CEPEC 45 PA 121 UF 667
15 CEPEC 48 TSA-644 UF 667
16 CEPEC 50 SIC 431 ICS6
17 CEPEC 60 IMC 67 CAS1
18 CEPEC 61 EEG 25 CAS1
19 CEPEC 74 TSA-644 Unknown
20 CEPEC 75 TSA-644 Unknown
21 CEPEC 76 TSA-644 Unknown
22 CEPEC 77 TSA-644 Unknown
23 CEPEC 78 TSA-644 Unknown
24 CEPEC 79 TSA-644 Unknown
25 CEPEC 81 SIC 19 TSA-644
26 CEPEC 82 SIC 19 TSA-644
27 CEPEC 83 SIC 19 TSA-644
28 CEPEC 84 TSA-644 SIC 19
29 CEPEC 85 TSA-644 SIC 19
30 CEPEC 1008 EET 392 EET 399




DNA extraction and RAPD reactions

Young individual leaves of adult plants were collected in plastic bags, identified by
tags and stored at —4°C for DNA extraction following a modified CTAB protocol (DOYLE
& DOYLE, 1990) optimized by FALEIRO et al. (2002a). DNA quality and integrity was
determined by running a small aliquot in a 0,8% agarose gel, staining with ethidium bromide
and visualizing under ultraviolet light (UV). Each RAPD reaction was done using 30 ng of
DNA in a final volume of 25uL, according to Faleiro et al (2002b). According to VIRK et al.
(2000), 30 primers that generate mapped marker in cacao and 29 that did not, were were used

in PCR reactions, carried out in a Primus 96 plus (MWG AG BIOTECH) thermocycler.

Data collection and analysis

The RAPD markers generated by each primer over the 30 CEPEC accessions were
scored using 1 to indicate presence and O for absence. Genetic distances were calculated for
each pairwise combination in all 30 accessions using the RAPD markers and pedigree data
excluding monomorphical bands of the analysis. The pedigree of each accession was traced
back to its ancestors using cocoa breeders information and accessing the ICGD (International
Cocoa Germplasm Database) database.

Coefficient of parentage (COP) was performed in SAS and genetic dissimilarities
using RAPD data were performed using arithmetical complement of the similarity coefficient
of Jaccard in Genes program (CRUZ, 1997). NTSY Spc software (ROHLF, 1993) was used to
calculate correlations between distances matrices using MXCOMP function and significance
of the correlation tested with a Mantel test of 1000 permutations, according to DeHAAN et al.

(2003). A three dimensional MDS plot was constructed from the similarities estimates using



principal coordinates calculated with SAS program (SAS Institute, 1988). A frequency
distribution of genetic diversity estimates based on RAPD markers and pedigree analysis and
determination of the coefficient of variation for genetic similarities was performed and plotted
against sample size to obtain the number of bands required for reliable and accurate analyses
of the genetic diversity.
RESULTS

From the 61primers tested, 31 exhibited polymorphism and 16 produced clear and
scorable fragments. These 16 primers resulted in 91 distinct fragments, with an average of 5,7
fragments per primer. Of the 91 fragments 88 (96,7%) were polymorphic and thus included in
the analyses. The overall average of fragments per primer obtained in this study were higher
than those reported by FIGUEIRA et al. (1994) and MARITA et al. (2001) but lower than

those obtained by YAMADA et al. (2002), in another set accessions of the CEPEC series.

Primer ML? TF® PF° %PP
AV-14 7.9 10 10 100.00
J-18 2 2 2 100.00
M-2 8 7 7 100.00
T-1 3,1 3 3 100.00
T-8 2 1 1 100.00
T-12 1 2 2 100.00
Y20 145 7 7 100.00
Mean - 4.57 4.57 100.00
A-8 - 2 2 100.00
A-12 - 12 12 100.00
C-4 - 13 11 85.00
F-1 } 4 4 100.00
F-2 - 1 1 100.00
F-3 - 6 6 100.00
-2 - 5 4 80.00
-3 - 8 8 100.00
1-11 - 8 8 100,00
Mean - 6.56 6.22 96.11

dMarker location at genetic map
*Total number of fragments generated per primer
“Total number of polymorphic fragments generated per primer



From the 31 used primers, 16 (51,61%) generated mapped markers and of these
mapped only 7 (43,7%) produced reliable amplification pattern with a total of 32 (35,17%)
fragments and an average of 4,57 fragments per primer. From the remaining 15 (48,39%) used
primers, only nine (60,0 %) generated amplification with 59 (64,83%) fragments with an
average of 6,5 fragments per primer (Table 3). These results are in agreement with VIRK et al
(2000) findings that showed no advantage in using mapped RAPD markers for assessing
genetic diversity.

Histograms of the genetic similarities estimates based on pedigree data (Fig. 1A) and
the COP estimates based on RAPD (Fig. 1B), generated from the 435 pair-wise combinations
of the 30 cacao accessions, revealed differences between RAPD and pedigree data. The
genetic similarities estimates based on RAPD markers ranged from 0,18 to 0,76, with an
average of 0,45, a standard deviation of 0,10 and a coefficient of variation of 0,22. The COP
estimates ranged from 1,00 to 0,03, with an average 0,44, standard deviation of 0,41 and a

coefficient of variation of 0,96.
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Figure 1. Distribution of similarity values obtained from COP (1A) and RAPD (1B)
data pairwise comparisons among 30 cocoa clones



Results of the Spearman’s correlation analysis showed a positive correlation between
GS and COP estimates (rs = 0,21, P < 0.001), indicating an association between these two
coefficients of relatedness for this set of germplasm.

A separate analysis of Genetic Diversity (GD) was made for the 20 TSA descendents
accessions and for the 10 non-descendent ones. For the TSA descendents GD ranged from
0,159 to 0,605 with an average of 0,384 and a coefficient of variation of 22,7%. For the non-
descendant GD ranged form 0,050 to 0,533 with an average of 0,232 and a greater value for
the coefficient o variation of 29,1%.

Associations among the 30 cocoa clonal accessions based on Multi Dimensional
Scaling (MDS) are presented in Fig. 2. Multi Dimension-1 (DIM1), DIM2 and DIM3
presented Badness-of-fit-criterion of 0,1834, indicating that the original multidimensional
data had a disturbance of 18% when plotted in three dimensions. DIM1 separated all TSA-
644 descendant clones, except one, from the non-descendant clones. The TSA-644
descendents were plotted on quadrants B and C and the non descent on quadrant A of
thegraphic. The TSA descendant clones are composed of crosses between the TSA-644 clone,
originated from upper Amazon germplasm, with clones SIC and SIAL, from de Brazilian
Basin Amazon, and with unknown parents. Upper and low Amazon germplasm are distinct in
many traits, especially resistance to witches broom in which the upper Amazon used in this
study showed resistance. The ten non-descendent clones originated from crosses between
upper Amazon and low Amazon germplasm and crosses between upper Amazon and
Trinitarios. DIM2 scaterred the clones within the TSA descendants and non- descendants, but
there were not clear groupings based on pedigree or origin of germplasm. DIM3 separated

the non-descendant clones, favoring differentiation of upper versus low Amazon from



Trinitarios versus Amazon descendants. The upper Amazon EET399 x EET399 clone was
plotted isolated in quadrant A3 and was clearly distinct from the remaining non-descendent

clones.from the remaining non-descendent accessions.
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Figure 2. Graphical dispersion of the 30 clones obtained by MDS-SAS function along first
three dimensions axes based on RAPD data

DISCUSSION
Genetic diversity in cacao has been examined more frequently among the main
germplasm groups, composed of Forasteros, Trinitarios and Criollos, and seldom within

groups or germplasm series. In general, accessions from the Upper Amazon germplasm show



higher GD than those from other regions (MARITA et al, 2001; RONNING & SCHNELL,
1994; N°’GORAN et al., 1994; LERCETEAU et al., 1997; WHITKUS et al., 1998;). The clone
set studied here composed of Upper and low Amazon and Trinitario germplasm , including 20
TSA-644 descendants and 10 non-descendant, showed less GD than reported in these
previous studies, probably because most of the accessions had in their pedigree TSA-644
(Upper Amazon) and SIC and SIAL (low Amazon) germplasm, not including Criollo types.
Besides, the set had a relatively low number of accessions and some were genetically related.
Previous studies showed low genetic diversity for the SIC and SIAL germplasm, that are
originated from selections made in the 1950’s and 60°s in a landrace called “Cacau Comum
da Bahia”, very much adapted to South of Bahia, corroborating with our findings of low GD
(CASCARDO et al., 1993).

When the TSA descendants and non-descendant were analyzed separately, the GD
level was higher in the TSA descendents than in the non-descents accessions, problaby
because of the genetic diversity of the others genitors involved and TSA origin from a cross
of Upper Amazon accessions with high GD. The lower level o GD in the non-descendant
accessions may be due to the lower number of genitors involved and the lower genetic
diversity of Trinitario and the EET392 germplasm in this group.

These findings can be very helpful for breeders to direct their crosses. For example,
the TSA descendants could be sub-divided in six sub-groups based on the accession present in
the quadrants B1, B2, B3, C1, C2 and C3 of the graphic, according to their relatedness. In
these sub-groups the agonomically superior genotypes (resistant to witches™ broom and other
important traits) and less related based on GD values could be selected for future crosses. The
same procedure could be done with the non-descendant genotypes. These approach may help

breeders to reduce the number of crosses to be tested, saving time and resources. By



indicating this selection procedure we are assuming that more related accessions, based on the
RAPDs data, have common alleles for agronomic traits that when in crosses and reassociation
of alleles would not generate the expected genetic gains as expected from crosses between
less related cocoa germplasm, that usually show hybrid vigor and trait complementation.

In cocoa, breeders usually make pedigree records of the genetic material in use and the
relatedness in the main breeding stocks are known. However, these breeding stocks and
populations are very heterogeneous and almost no population breeding has been developed,
making it difficult to measure relatedness based on COP. We believe that this is the main
reason COP was a poor measure of genetic diversity for the clone set studied here.
Coefficient of parentage values obtained do not appear to be enough reliable to indicate
distinct genetic similarities among genotypes, in agreement with SOUZA et al.(1998)
assumptions that COP calculation can induce wrong conclusions about genetic relationships
among studied materials. We can conclude that molecular markers in cocoa are more reliable
and, if collected appropriately, became very helpful for breeding and germplasm
conservation.

The level of GD found in the TSA-644 descendants can be considered low when
compared to previous studies in large sets of cocoa germplasm (FALEIRO et al., 2004a) and
farmers” selections in southern of Bahia (YAMADA., 2001; FALEIRO et al.; 2004c; LEAL et
al., 2004) however, reveals that Scavina-6 X IMC 67 descendants maintain certain level of
diversity. There is a great concern among cocoa breeders regard the use of only one main
source resistance, narrowing the genetic base, which is a problem considering the great

variability of the pathogen and the great number of disease that threat cacao crop.



5. CONCLUSIONS

1. The genetic diversity level was low among groups revealing the narrow genetic base for
resistance to witches’ broom disease.

2. Despite of expected genetic diversity was greater within DS group than in ND group.

3. COP was not a good measure of genetic diversity and there was a not great agreement
between genetic distances matrices.

4. Mapped markers not showed advantanges for unmapped markers for genetic anasysis

diversity.
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4. CAPITULO 2

ESTUDOS PRELIMINARES PARA A VALIDACAO DE MARCADORES
MOLECULARES ASSOCIADOS A QTL PARA RESISTENCIA A
VASSOURA-DE-BRUXA NO CACAUEIRO (Theobroma cacao L.)*
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(Artigo a ser submetido)

RESUMO

A partir de um mapa genético construido e saturado utilizando-se uma
populagao F, (TSH 516) composta de 82 individuos, foram identificados um QTL de
efeito maior e quatro marcadores, um RAPD (AV-14q4) e trés microssatélites
(mTcCIR24, mTcCIR30 e mTcCIR35), associados a resisténcia a vassoura-de-bruxa

(VB), principal doenca do cacaueiro no Brasil. Estes marcadores antes de serem

2 Parte da dissertagao de mestrado do primeiro autor, apresentada ao Programa de Pés- Graduagéo
em Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Santa Cruz (2004).
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incorporados ao programa de melhoramento genético do cacaueiro precisam ser
testados em novos individuos e, ou populagcdes para que sejam confirmados seus
efeitos e origem. Assim, objetivou-se neste trabalho validar os marcadores
mapeados e associados a resisténcia a VB em um grupo de 30 acessos da série
CEPEC, no qual foram incluidos 20 materiais descendentes de Scavina-6 (SCA-6), a
principal fonte resisténcia a doencga, e 10 acessos provenientes de cruzamentos que
nao envolviam SCA-6, verificando-se a presenca ou auséncia destes marcadores
nos acessos e relacionando ao comportamento destes em relacdo a doenca.
Verificou-se que o marcador RAPD ndo amplificou o fragmento correspondente
aquele detectado no mapa, em nenhum dos acessos avaliados. Com relagao aos
microssatélites, ndo foi confirmada a associacdo encontrada entre os marcadores e
a resisténcia a VB. Pode-se concluir que estes marcadores nao foram adequados a
selecao de materiais resistentes no grupo de acessos analisados e que novas
validacbes devem ser feitas em populagdes resultantes do cruzamento envolvendo o
parental resistente do cruzamento original (SCA-6) e individuos F1, para que seja

confirmada especificidade e aplicabilidade dos marcadores.

Palavras-chave: RAPD, microssatélites, genes de resisténcia, validagdo de

marcadores, selegcio assistida.



4.1 INTRODUCAO

Objetivando associar marcadores moleculares a QTL (Quantitative Trait Loci)
para resisténcia a vassoura-de-bruxa (VB), dois mapas genéticos moleculares foram
desenvolvidos tendo como base uma populagao F, do clone TSH 516. Esse clone foi
derivado do cruzamento entre SCA-6 X ICS-1, sendo o primeiro parental
reconhecido como a principal fonte de resisténcia a doenga VB, causada pelo fungo
Crinipellis perniciosa e que tem causado imensos prejuizos a regido cacaueira da
Bahia desde que foi introduzida em 1989. O parental ICS-1 é de alta produtividade
mas muito susceptivel a VB. O primeiro mapa foi desenvolvido por Queiréz et al.
(2003) que utilizou marcadores RAPD e AFLP visando a identificacdo de QTLs
associados a resisténcia a VB. Neste mapa foi identificado um QTL de efeito maior
flanqueado por um marcador RAPD (AV-14449) fortemente associado a resisténcia a
doenga, responsavel por 35,5% da variancia fenotipica. Um segundo mapa foi
desenvolvido utilizando-se a mesma populagdo, no qual foram inseridos novos
marcadores RAPD e marcadores microssatélites (FALEIRO et al, 2004), num
processo denominado saturagao, que visa preencher lacunas e reduzir as distancias
entre os marcadores, evitando-se a perda de marcadores por recombinacdo. Neste
mapa saturado foram identificados mais trés marcadores microssatélites associados
a resisténcia e com elevado percentual de explicagdo da variancia fenotipica para a
caracteristica (FALEIRO et al., 2004).

Nos mapas genéticos recentemente desenvolvidos para o cacaueiro
(Theobroma cacao L.), os marcadores microssatélites tém sido os mais utilizados
(FALEIRO et al., 2004; PUGH et al, 2004) por se tratarem de marcadores co-
dominantes, podendo-se distinguir homozigotos de heterozigotos, baseados em
PCR (Polymerase Chain Reaction), por estarem presentes na maioria dos genomas
eucariotos e apresentarem maior estabilidade na transferéncia entre laboratorios
(PUGH et al., 2004). Estes marcadores apresentam limitacdes, destacando-se a
necessidade do desenvolvimento de bibliotecas genémicas, como as bibliotecas de
BAC (Bacterial Artificial Chromosome), que constituem-se em uma eficiente
estratégia para o estudos de isolamento e estruturais de genes e para detecgéo de
novos marcadores (CLEMENT et al, 2004).

Muito embora muitos marcadores tenham sido alocados em mapas genéticos,



poucos destes marcadores foram eficientemente associados a caracteristicas
agrondmicas importantes, seja por falta de estratégias estatisticas confiaveis ou,
simplesmente, pela falta de uma adequada caracterizagao fenotipica do material
genético mapeado. Muitos avangos na area da genémica tém fornecido um grande
numero de marcadores moleculares em varias espécies cultivadas e também uma
grande variedade de técnicas de detecgao, o que tem tornado possivel a aplicagao
da Selegdo Assistida por Marcadores Moleculares (SAMM) em programas de
melhoramento (CHEN et al., 2001). Para que marcadores moleculares possam ser
utilizados no melhoramento de plantas, estes devem ser validados examinando-se a
co-segregagcao com QTLs associados ao carater de interesse, em diferentes
populagdes com diferentes backgrounds genéticos (ZHOU et al., 2003; LANGRIDGE
& CHALMERS, 1998). Esta validagdo pode fornecer informagdes seguras a respeito
da utilizagdo futura de marcadores. De acordo com Davis & DeNise (1998) a
implementacdo de um programa de SAMM passa por trés fases distintas, (i) a fase
de deteccdo, na qual polimorfismos de DNA sao utilizados para a deteccdo de
ligacdo entre marcadores moleculares e QTLs associados a caracteristica de
interesse; (ii) a fase de validagédo, na qual marcadores e QTLs identificados sao
testados em novas populagdes para verificar sua reprodutibilidade e segregacao em
outros backgrounds genéticos e, (iii) a fase de implementagdo, onde os marcadores
que se mostraram preditivos sao utilizados diretamente no programa de
melhoramento.

Os objetivos deste trabalho foram (i) testar a reprodutibilidade de marcadores
moleculares microssatélites e RAPD associados a resisténcia a VB; (ii) validar
marcadores associados a um QTL de efeito maior associado a resisténcia a VB, em
diferentes materiais genéticos e (iii) verificar a aplicabilidade de marcadores

mapeados no programa de melhoramento genético do cacaueiro.
4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Material genético e avaliagdo fenotipica

Entre os muitos grupos de acessos pertencentes ao banco de germoplasma

de cacau do CEPEC, estudados por Pires (2003), para varias caracteristicas, entre



estas a resisténcia a doengas como a podriddo-parda e a vassoura-de-bruxa, estao
os acessos da série CEPEC. Desta série foram escolhidos 30 acessos divididos em

dois grupos: um grupo composto de 20 acessos descendentes de TSA-644, sendo,

Tabela 1. Médias corrigidas e transformadas dos acessos para as variaveis:
numero total de vassouras (NVT), numero de vassouras vegetativas (NVV),
numero de vassouras de almofada floral (NVA) com os respectivos grupos de
variancias residuais (GR) e médias corrigidas para a proporgdo de frutos
perdidos por vassoura (NFV, em %)

Acessos NVT RG NVV RG NVA RG NFV
1.CEPEC 20 3,66 3 2,28 3 2,49 3 54,44
2.CEPEC 21 2,34 3 1,85 3 0,76 2 51,48
3.CEPEC 23 3,70 3 2,29 3 2,51 3 47,07
4.CEPEC 32 3,29 3 2,60 3 1,76 3 38,97
5.CEPEC 33 2,92 3 2,35 3 1,44 3 34,04
6.CEPEC 35 4,92 3 217 3 417 3 40,97
7.CEPEC 36 4,56 3 3,09 3 2,88 3 51,47
8.CEPEC 38 0,49 1 0,41 1 0,26 2 23,54
9.CEPEC 39 2,23 3 1,79 3 1,08 3 38,81
10.CEPEC 40 3,06 3 2,09 3 1,97 3 39,09
11.CEPEC 41 1,69 3 1,14 3 0,97 2 41,45
12.CEPEC 42 0,12 1 0,10 1 0,00 1 15,53
13.CEPEC 44 2,45 3 1,60 3 1,68 3 49,89
14.CEPEC 45 3,23 3 1,90 3 2,22 3 33,51
15.CEPEC 48 3,09 3 1,89 3 2,36 3 47,49
16.CEPEC 50 3,47 3 2,95 3 1,29 3 48,04
17.CEPEC 60 4,02 3 1,89 3 2,56 3 39,80
18.CEPEC 61 3,77 3 2,51 3 2,26 3 66,40
19.CEPEC 74 0,73 2 0,38 2 0,51 2 32,96
20.CEPEC 75 4,52 3 2,98 3 3,02 3 55,92
21.CEPEC 76 4,41 3 2,51 3 3,37 3 42,92
22.CEPEC 77 4,38 3 2,46 3 3,37 3 49,09
23.CEPEC 78 4,27 3 2,87 3 2,79 3 50,57
24 .CEPEC 79 1,43 3 0,73 3 0,98 3 39,04
25.CEPEC 81 2,12 3 1,37 3 0,88 2 38,88
26.CEPEC 82 2,08 3 1,74 3 0,88 2 27,14
27.CEPEC 83 3,84 3 2,81 3 2,02 3 47,25
28.CEPEC 84 2,08 3 1,39 3 1,00 3 38,36
29.CEPEC 85 4,73 3 2,72 3 3,54 3 38,99

30.CEPEC 1008 0,53 1 0,46 1 0,11 2 18,86

Fonte: Pires, 2003.



portanto, descendentes do clone Scavina-6 (SCA-6), a principal fonte de resisténcia
a VB e que foi denominado grupo DS; e um segundo grupo, composto de 10
genotipos, em cujo pedigree ndo consta a participacdo de SCA-6 ou sdo muitos

distantes molecularmente dos DS, denominado ND.

4.2.2 Coleta de material e extragdao de DNA

Foram coletadas folhas jovens de uma planta de cada um dos acessos, no
Banco de Germoplasma do CEPEC (Centro de Pesquisas do Cacau). Cada amostra
foliar foi acondicionada individualmente em saco plastico e devidamente identificada
com etiqueta. As amostras foram coletadas preferencialmente no dia da extracao de
DNA ou no dia anterior a tarde e conservadas em geladeira até o momento da
extragdo. Pedacgos de folhas foram cortados, colocados em cadinhos gelados e
macerados com pistilo em presencga de nitrogénio liquido até ficarem na condigéo de
um p6 homogéneo. O DNA gendmico total foi extraido através do protocolo do CTAB
(Brometo de cetiltrimetilamdnio) desenvolvido por Doyle & Doyle (1991) e otimizado
por Faleiro et al. (2002) para uso em cacau. Uma pequena parte do macerado foi
colocada em tubos eppendorf de 2,0 ml, correspondendo a cerca de um terco deste,
a qual foi adicionado 800uL de tampao de extragdo aquecido em banho-maria a
65°C, fazendo-se inversdes vigorosas até a completa homogeneizagdo do mistura
com o macerado, seguido da adi¢cao de 5 uL de proteinase K. As amostras foram
incubadas aquela temperatura por uma hora, com agitagdes manuais a cada dez
minutos, para a lise completa da parede celular. As amostras foram entéo
centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm para separagdo do tecido foliar do
sobrenadante contendo o DNA. Este sobrenadante foi coletado utilizando-se
ponteiras com a ponta cortada, a fim de reduzir a forca do fluxo e evitar a sua
contaminagdo, e transferido para novos tubos devidamente identificados. Ao
sobrenadante coletado foram adicionados 50 uL de CTAB, agitado manualmente por
cinco minutos seguido da adi¢do de 700 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (CAl), e
nova agitagcdo por mais 10 minutos e posterior centrifugacdo como descrito
anteriormente. Apos este passo foi efetuada nova coleta de sobrenadante seguido

de nova adi¢cdo de 700 uL CAl, agitagcédo e centrifugacdo. Ao sobrenadante coletado



foram adicionados 700 uL de isopropanol, previamente gelado, e incubado até o dia
seguinte a —25°C, com o objetivo de precipitar o DNA e favorecer a formagao do
pellet. A solugao foi centrifugada por 10 minutos a 14.000 rpm, podendo-se entao
observar o pellet formado. Este pellet foi lavado com Etanol a 70%, os tubos
colocados sobre papel a temperatura ambiente por 30 minutos para remog¢ao do
excesso de etanol e colocado no concentrador por trés minutos para a secagem
completa. O pellet foi ressuspendido em um mix contendo 147 uL de agua ultrapura
e trés microlitros de RNASE por amostra, para remover RNAs contaminantes,
incubado a 37°C em banho-maria até a sua completa dissolugdo e armazenado em
freezer a -25°C. A qualidade do DNA extraido foi determinada através da
eletroforese de 10 puL de DNA concentrado, em gel de agarose a 0,8% e
quantificacao realizada em espectrofotdmetro Cary Winv 50, utilizando-se o software

RNA&DNA, a qual foi utilizada nos calculos de dilui¢ao.

4.2.2 Reagbes de RAPD

As amplificagbes do DNA gendmico dos 30 aceesos por RAPD-PCR
(Williams et. al., 1990) foram feitas de acordo com o protocolo otimizado por Faleiro
et al. (2002). O primer decamero RAPD AV-14 foi utilizado a 0,4 yM em uma reacéao
de amplificagdo constituida de 30 ng de DNA, 0,1 mM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); MgCI2 2,0 mM; Tris-HCI 10
mM, pH 8,3; KCI 50 mM e uma unidade de Taq DNA polimerase, com um volume
final de 25 ul. As reagdes de amplificacdo foram efetuadas em termociclador Primus
96 plus (MWG AG BIOTECH) programado para 40 ciclos, com uma etapa de
desnaturagdo a 94°C por 15 segundos, uma etapa de ligacdo do primer ao DNA
molde, a 35°C por 30 segundos e uma etapa de extensado a 72°C, por um minuto e
meio. Depois de 40 ciclos, foi efetuada uma ultima etapa de extensao a 72°C, por 7
minutos, seguido da reducdo da temperatura para 4 °C. Aos produtos da
amplificagdo foram adicionados 3ul de tamp&o de corrida (0,25% azul de
Bromofenol, 60% de glicerol e 39,75% de agua ultrapura) e submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, contendo 10 pg/ml de brometo de etidio. A

eletroforese foi feita em tampao TBE 1X (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1mM) e durou



aproximadamente 4 horas a 90 volts. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz

ultravioleta e fotografadas com o sistema de fotodocumentacéao Vilber Lourmat.

4.2.3 Reacdes de microssatélites

O DNA genbmico dos 30 acessos, pertencentes a Série CEPEC, foi
amplificado utilizando-se 3 pares primers para microssatélites denominados
MmTcCIR 24, mTcCIR 30 e mTcCIR 35 (Tabela 2), desenvolvidos pelo CIRAD
(Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement) e mapeados por Faleiro et al. (2004). Estes primers geraram
marcadores que estavam associados a resisténcia a VB e explicavam 26,1, 32,1 e
35,5% da variancia fenotipica na populagcédo mapeada, respectivamente, detectada

por meio de regressao simples (Tabela 2).

Tabela 2. Relagao dos marcadores utilizados, tipo, localizacéo, efeito do marcador
sobre as médias corrigidas do numero de vassouras vegetativas e sequéncia dos
primers

Seqliéncia dos Primers

Efeito R?

Marcador Tipo GL +o (%) 5-Forward-3 5’-Reverse-3
AV14.940' RAPD 7 210 320  CTCCGGATCA :

2 -2,15 VIC* TTTGGGGTGATTTCT TCTGTCTCGTCTTTTGG
mTcCIR24 SSR 7 1037 32,1 TCTGA TGA

2 -2,11 VEBTGAAGATCCTACTGT TGATAATAACTGCTTAG
mTcCIR30 SSR 7 +0 43 26,1 TGAG TGG

2 -2,42 6FAMTTTCCTTGTATTGA ATATAAACACACTTCAG
mTcCIR35 SSR 7 038 35,5 CCTA AGAT

'Queiréz et al. (2003); “Faleiro et al. (2004).
@Cor de cada uma das fluorescéncias: vic (verde); Ned (amarelo); 6-fam (azul).

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 15ul contendo
cada uma 30 ng de DNA, 0,15 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP); MgCl, 2,4 mM; Tris-HCI 10 mM (pH 8,3); KCI 50 mM; 3 pM de
cada um dos pares de primers (Forward e Reverse) e uma unidade de Tag DNA
polimerase (CENBIOT). Para separagdo dos fragmentos foram realizadas
eletroforeses em gel de agarose a 3% e em gel de poliacrilamida a 4,75% e
deteccao dos fragmentos através da coloragcdo com Brometo de Etidio e automatica

por fluorescéncias em Sequenciador automatico 377 (Applied Byosystems),



respectivamente. Apds um passo inicial de desnaturagdo de 4 minutos a 94°C foi
iniciada uma reacgao “touchdown”, que incluiu um passo de desnaturacao a 94°C por
30 segundos, 60°C -1°C a cada ciclo e 90 segundos a 72°C, mais 30 ciclos com 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 48°C mais 90 segundos a 72°C, por ciclo e mais um
passo final de extensao por 7 minutos a 72°C. Ao final da amplificacdo as amostras

foram mantidas a 4°C até a o momento da eletroforese.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Variabilidade fenotipica

Os dados analisados, referentes a avaliagdo em campo para resisténcia a VB
por 4 anos (Pires, 2003), revelaram a existéncia de variabilidade entre os 30 acessos
estudados. As médias entre as variaveis numeéricas apresentaram valores de 1,84
para o numero de vassouras de almofada (NVA), 1,91 para o numero de vassouras
vegetativas (NVT), 2,94 para o numero de vassouras totais (NVT) e uma perda
média de 41,40 dos frutos por vassoura-de-bruxa. Em geral, os acessos

apresentaram valores baixos para todas as variaveis, embora existam genétipos
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resultantes do cruzamento entre materiais suscetiveis, como o clone CEPEC-20
(UF-613 x SIAL-169), a exemplo da maioria dos acessos do grupo dos nao-
descendentes. Entre as razbes dos baixos valores das médias encontradas
podemos destacar as correcdes feitas através do diametro do tronco e remogao do
efeito dos blocos bem como as transformacées das médias pela obtengcao de suas
raizes quadradas, de modo tornar a distribuicdo dos erros experimentais mais
préxima da normal. Entre todos os acessos estudados destaca-se o clone CEPEC-
42, que apresenta as menores meédias entre todos os acessos para todas as
variaveis analisadas. Também se destaca positivamente o CEPEC 1008, que
embora apresente uma  distante ascendéncia do clone SCA-6, o que foi

confirmado pelas analises moleculares que revelaram estar mais proximo do grupo

Tabela 3. Médias, amplitudes e coeficiente de variagdo (CV) das variaveis numeros
de vassoura total (NVT), vassouras vegetativas (NVV), vassouras de almofada

(NVA) e percentual de frutos com vassoura (PFV)

Minimo Méaximo Média CV (%)
NVT 0,12 4,92 2,94 63,67
NVV 0,10 3,09 1,91 37,43
NVA 0,00 4,17 1,84 66,20
PFV 15,53 66,40 41,40 292,27

dos n&o-descendentes (capitulo 1). O acesso CEPEC-1008 apresentou médias
inferiores aos dos demais acessos de ambos 0s grupos, a excegao do CEPEC-42
para todas as variaveis e do CEPEC-38 para a variavel NVV. Os valores para NVV
variaram entre 0 e 4,17, com um coeficiente de variagao de 66,20% entre todos os
acessos. Entre os grupos os valores apresentaram a mesma variagdo para o0 grupo
DS e entre 0,11 e 2,56 no grupo ND. As demais variaveis apresentaram o mesmo
comportamento em ambos os grupos de acessos, sendo que as médias destas
apresentaram ligeira variagdo, sendo pouco inferiores no grupo DS, que no total dos
acessos, com excecao da variavel NVA, cuja média foi um pouco maior no DS.

Os valores encontrados nestes grupos estudados foram todos superiores aos
da série Scavina, aos do grupo SD1, composto por gendtipos descendentes de
Scavina-6 pertencentes as séries TSA, TSH e EET com 14 acessos, obtidos por

Pires (2003). As médias obtidas por Pires (2003) envolvendo um grupo maior de



acessos, sdo maiores que as deste estudo para as variaveis NVT (3,31 e 2,94), VV
(2,23 e 1,91) e inferior para a variavel NVA (1,57 e 1,84, respectivamente).

A analise das correlagdes parciais de Pearson entre as variaveis, mostrou a
presencga de correlagbes positivas e significativas para todas as caracteristicas, nao
acontecendo correlagdes pouco significativas ou negativas entre a variaveis. Estes
resultados indicam que o controle genético destas caracteristicas parece ser exercido
pelo mesmo grupo de genes, apenas variando o nivel de controle entre os genes
para as variaveis. Os valores das correlagdes encontrados entre as médias de todos

os acessos foram superiores aqueles obtidos por Pires (2003). Nao foi possivel

Tabela 4. Correlagdes parciais de Pearson entre as variaveis vassoura total (NVT),
vassouras vegetativas (NVV), vassouras de almofada (NVA) e percentual de frutos

com vassoura (PFV)

NVT NVV NVA PFV
NVT 1,0000 0,9200 0,9415 0,6886
NVV 1,0000 0,7572 0,7136
NVA 1,0000 0,5786
PFV 1,0000

identificar nos dois grupos (DS e ND), algum acesso que apresentasse variagao
significativa entre as caracteristicas de resisténcia , de modo que os mais resistentes
apresentaram comportamento linear para todas as variaveis, 0 mesmo acontecendo
com os mais susceptiveis. Esta observacgao reforca a hipotese de que o controle

genético das caracteristicas avaliadas é realizado pelo mesmo conjunto de genes.

4.3.2 Marcador RAPD AV-14g49

Este marcador foi identificado por Queiroz et al. (2003) associado a um QTL
para resisténcia a vassoura-de-bruxa na populacdo F, de TSH 516. Queirdz et al.
(2003) utilizando a frequéncia do numero médio de vassouras vegetativas como
indice fenotipico para separar os individuos daquela populagdo, verificou que os

parentais ficaram em extremos opostos da distribuicdo de frequéncia, com o SCA-6



apresentando a média de 0,59 e o ICS-1 de 11,35 vassouras vegetativas durante o
periodo avaliado.

O QTL detectado e mapeado por Queiréz et al. (2003) esta flanqueado por
dois marcadores, o RAPD AV-15940 na parte distal do grupo de ligagdo 11 e por um
marcador AFLP, o sacgat.78 na sua parte terminal, e cobre uma area de 5
centimorgans (cM) de mapa. No mapa construido por Faleiro et al (2004), usando a
mesma populagao F2, com mais dois anos de avaliagao fenotipica e incorporacao de

Figura 2. Gel de agarose mostrando a amplificacdo do primer AV-14 no grupo

de 30 acessos da série CEPEC. As setas indicam a regidao onde deveria

ocorrer o marcador AV-14940 e o M o marcador de peso molecular de 123 pb.

novos marcadores, o QTL identificado por Queiroz et al.(2003) foi novamente
detectado, envolvendo varios marcadores moleculares e entre eles o AV-14g4,
sendo que um novo marcador RAPD (AZ-12s45) foi mapeado entre aqueles que
flanqueavam o QTL detectado por Queiréz et al. (2003), embora este marcador ndo
tenha apresentado associagao significativa com a resisténcia a VB. O acumulo de
dados fenotipicos para resisténcia a doenca na populagdo nao implicou na reducao
do coeficiente de determinagdo dos marcadores AV-14440 € sacgat.78 identificados
por Queirdz et al. (2000), que explicavam 34,7 e 25,5% da variagdo fenotipica e
apos mais dois anos de avaliagdo em campo passaram a explicar 32,0 e 25,1%
respectivamente, mostrando haver uma pequena variacdo temporal no efeito dos
marcadores.

A amplificagdo do marcador AV-14449 nos clones da série CEPEC utilizados

neste trabalho resultou em uma grande diversidade de tamanho de fragmentos



(Tabela 5), que variaram entre 303 a 1109 pares de bases (pb), com cinco clones
(CEPEC-42, 76, 83, 84 E 85) nao apresentando qualquer fragmento amplificado, o
que pode ser atribuido a uma série de fatores como manipulagdo indevida das
amostras, contaminagao ou erros de aplicacdo e menos provavelmente a causas
genéticas, tendo em vista que neste grupo encontra-se o CEPEC-42, acesso
descendente de TSA-644, com resultados fenotipicos (Tabela 2) que o situa como o
clone com altos indices de resisténcia, fazendo parte da primeira série distribuida
aos produtores. Os dados da tabela 5 mostram, entretanto, que em nenhum dos
acessos estudados, que foram amplificados com o primer AV-14 foi identificado o
fragmento de 940 pb, correspondente ao marcador AV-14g49, associado a resisténcia
a VB nos trabalhos de Queir6z et al. (2003) e Faleiro et al (2004). Assim, embora
estes acessos apresentem variabilidade para resisténcia e a variagdo para
vassouras vegetativas nos acessos tenha sido menor que aquela detectada na
populagcdo de mapeamento (0,10 a 3,09), como era esperado, € surpreendente que
nenhum dos acessos apresente o fragmento especifico, como demonstrado na
Figura 2, considerando-se que 20 acessos, entre os 30 utilizados, tenha TSA-644
como um dos genitores e sendo este um descendente direto de SCA-6. Este
resultado impossibilitou a obtencao de correlagdes entre a variacao fenotipica para
resisténcia e os dados moleculares obtidos. Isto, entretanto, ndo anula a associagao
deste marcador com a resisténcia a VB na populagéo original mapeada, mas,
demonstra que este marcador ainda nido deve ser utilizado como fator de selegao
em outras populacgdes, devendo ser testado em outras populagdes que tenham o
clone TSH 516 como um dos genitores para que seja verificada a sua associagéo
com a resisténcia neste e a sua eficiéncia em populac¢des derivadas. Este resultado
€ similar aquele encontrado por Bahia et al. (2003), que utilizando este marcador
para verificar sua aplicabilidade na selegao assistida, verificou que este marcador
associado a resisténcia a VB, também era encontrado em materiais susceptiveis e
estava ausente em alguns descendentes de SCA-6. Faleiro et al (2004) também
verificaram a presencga dos dois marcadores que flanqueiam o QTL detectado por
Queiroz et al. (2003), em pelo menos uma das 10 plantas mais susceptiveis.

A explicagcdo mais adequada para a nao especificidade deste marcador

parece estar no fato de que os QTLs detectados ocupam uma grande regido do



genoma, da qual pouco se conhece. Diante dos resultados, pode-se inferir que estes
marcadores, embora freqlientes em plantas resistentes na populacdo mapeada,

possam estar a uma grande distancia do(s) gene(s) situados na regido do QTL, o



Tabela 5. Relagdo dos tamanhos de fragmentos detectados por amplificagao do primer AV14g49 Nnos gendtipos da série CEPEC

L1 L2 L3 L4

L5

L6 L7 L8

L9

L10

L11

L12 L13 L14 L15 L16 L17

L18

L19 L20 L21 122 123

L24

L2565 L26 L27 L28 L29 L30

11.107 0.729 0.720 0.720 0.328 0.729 0.738 0.738 0.759 0.738 0.759 9 0.838 0.781 0.781 0.781 0.815 0.815 0.711 1.107 9 0.849 0.631 0.883 0.339 0.623 9 9 9 0.914
20.984 0.529 0.522 0.522 0.543 0.536 0.558 0.551 0.558 0.551 9 0.579 0.675 0.565 0.587 0.318 0.594 0.883 9 0.631 0.623 0.298 0.579 9 9 9 0.781
30.861 0.285 0.323 0.280 0.328 0.462 0.289 0.462 0.289 9 0.375 0.565 0.308 0.308 0.403 0.623 9 0.323 0.403 0403 9 9 9 0.657
41.108 0.303 0.303 9 0.308 0.323 0.594 9 9 9 9
50.738 0424 9 9 9 9
60.615 0.369 9 9 9 9
71.109 9 9 9 9
8 0.492 9 9 9 9




que favoreceria a perda destes por recombinacao, dificultando a sua detecgdo em
outras populagdes e levando a perda de associagao com a caracteristica analisada.
Entretanto, o fato de ter sido identificado em acessos que ndo apresentam qualquer
relacdo com o SCA-6 em seus pedigrees, indica ndo ser esta uma marca especifica
desta fonte de resisténcia, sendo necessario novos estudos de heranga desse
marcador para confirmar verdadeiramente sua origem.

De acordo com Young (1999) a utilizacdo de populagdes pequenas para
mapeamento, como a utilizada por Queiréz et al. (2003) e Faleiro et al (2004)
apresenta problemas como deteccdo de pequeno numero de QTLs e
superestimacao dos efeitos dos marcadores na varidncia fenotipica. Mesmo em
experimentos bem montados e conduzidos, ha muito mais a ser feito para tornar os
marcadores apropriados para SAMM, que a sua simples deteccdo, como a
repeticdo dos experimentos por varios anos e locais, repeticdio em populagdes
maiores, repeticdo em populagbes nao relacionadas geneticamente e o
desenvolvimento de populagdes nas quais se possa isolar o efeito dos QTLs
detectados, visando aumentar a acuracia das avaliagdes fenotipicas e sua co-
segregacao com dados moleculares. Além destas consideragdes, Yu et al. (2000)
afirmaram que mesmo utilizando-se a mesma fonte de resisténcia ndo ha garantias
de que, marcadores moleculares identificados em uma populagao, serdao aplicaveis
para SAM em populagdes diferentes, como foi detectado neste estudo. Kelly &
Miklas (1998), analisando as limitagdes dos marcadores RAPD, consideram que
mesmo a identificacado e utilizacdo de marcadores fortemente ligados a um gene de
interesse, ndo asseguram a sua capacidade de predicdo e que esta caracteristica
deve ser examinada em grandes amostras de linhagens resistentes e susceptiveis,
sendo verificado que a aplicacdo de marcadores dominantes para selecao indireta,

como é o caso do AV-14g49, tem se restringido a populagdes especificas.
4.3.3 Marcadores microssatélites
Foram utilizados os métodos de detecgao dos marcadores microssatélites

por coloracdo com brometo de etidio e por detecgdo semi-automatica por

fluorescéncia em sequenciador 377. Para a primeira metodologia os marcadores



foram detectados apenas com a utilizagdo dos primers mTcCIR30 e mTcCIR35, ndo
ocorrendo amplificagdo com mTcCIR24, possivelmente devido a degradacao deste
primer, vez que varias reag¢des de amplificacdo foram realizadas e em nenhuma
delas foi detectado produto de amplificacdo. De acordo com Faleiro et al. (2004), os
alelos gerados pelo mTcCIR24 foram denominados R2 e r2, R4 e r4 para os gerados
pelo mTcCIR30 e R1 e r1 os gerados pelo mTcCIR35.

As correlagbes entre o numero total de vassouras (NVT), vassouras
vegetativas (NVV), o numero de vassouras de almofada (NVA) e o numero total de
alelos (NTA) foram positivas, porém com valores muitos baixos (0,057, 0,130 e
0,011, respectivamente). O valor percentual de frutos perdidos por vassouras (PFV)
foi a variavel que apresentou maior correlagdo com o numero total de alelos. Estes
dados demonstram que o acumulo de alelos, provenientes destes marcadores nao
favoreceu um aumento no nivel de resisténcia entre os acessos estudados, néo
sendo possivel distinguir individuos mais ou menos resistentes de acordo com este
critério.

Considerando suscetiveis os materiais cujas médias fenotipicas de pelo
menos trés das quatro variaveis estudadas para resisténcia foram superiores a da
populagao estudada verifica-se que no grupo ND apenas os acessos CEPEC-21, 33
e 1008 poderiam ser classificados como resistentes, enquanto que entre os DS a
metade dos acessos apresentou médias inferiores a geral, de acordo com o
esperado. Relacionando estes resultados com a presenca dos marcadores verifica-
se que o mTcCIR24 esteve presente em doze dos treze acessos considerados
resistentes de acordo com o critério acima, estando ausente apenas no clone
CEPEC-74. Entretanto, este marcador esteve presente na maioria dos acessos
susceptiveis, ndo sendo pois, adequado para distinguir acessos resistentes de
susceptiveis entre estes materiais. Verificou-se que os acessos heterozigotos foram
mais resistentes que os homozigotos e que entre estes os homozigotos para alelos
do fragmento de 194pb foram mais resistentes para as variaveis NVT, NVV e NVA
enquanto os que apresentaram alelos de 186pb foram superiores para a variavel
NFV. Apenas oito materiais ndo amplificaram nenhum dos fragmentos gerados pelo
mTcCIR30, sendo que seis destes foram considerados susceptiveis e dois

resistentes, inclusive o CEPEC-42 o clone com a melhor performance fenotipica



entre todos analisados. Entre os acessos amplificados, 15 foram homozigotos e sete
heterozigotos, sendo que as médias das variaveis analisadas foram todas inferiores
entre os acessos homozigotos, para qualquer um dos fragmentos gerados.
Analisando os acessos verificamos que aqueles homozigotos para o fragmento de
234pb apresentaram médias inferiores aqueles homozigotos para o fragmento de
240pb, em todas as variaveis. Para o marcador mTcCIR35 apenas 16 gendtipos
foram amplificados, sendo que 12 destes foram homozigotos e apenas quatro foram
heterozigotos. Analisando-se os dados fenotipicos verificou-se que as médias dos
homozigotos foram novamente todas inferiores a dos materiais heterozigotos. Entre
os homozigotos verificamos que os acessos com ambos os alelos para o fragmento
de 174pb, apresentaram meédias inferiores aqueles homozigotos para o fragmento
de 184pb.

O marcador mTcCIR24 foi o mais presente entre todos os acessos, nao
amplificando em apenas 3 dos ftrinta materiais utilizados, apresentando uma
heterozigosidade de 59,26% e gerando fragmentos em 9 dos dez acessos
pertencentes ao grupo ND. O marcador mTcCIR35 foi o menos frequente, ndo
amplificando em 12 dos 30 acessos, sendo que destes, apenas 3 eram do grupo
ND, sendo a grande maioria pertencente ao grupo dos descendentes de TSA-644.

Os efeitos do QTL, no qual os marcadores utilizados estao localizados, nao
foram os mesmos verificados na populacdo de mapeamento, considerando-se que
entre os acessos a variagcao das meédias, para as variaveis associadas a resisténcia,
nao foi tdo bem explicada, o que também tém sido demonstrado em outros espécies
estudadas (MELCHINGER et al., 1998) razdo pela qual tém sido sugeridas as
validagdes dos QTLs identificados em novas populagdes antes de sua aplicagdo em
programas de melhoramento (SPANNER et al., 1999).

Os materiais estudados nao apresentaram uma segregacdao mendeliana para
os marcadores por ndo se tratarem de progénies, mas de acessos, para qual cada
um deve ser encarado como uma populacao independente. Porém esperava-se que
0s marcadores segregassem entre os acessos de acordo com a sua origem. Assim
esperava-se uma frequéncia maior dos marcadores associados a resisténcia entre
0s acessos pertencentes ao grupo dos descendentes (DS) o que também n&o

aconteceu. Isto é um forte indicio de que as marcas, embora associadas a



resisténcia na populagcdo mapeada, ndo seja uma marca especifica do Scavina-6.
Para que isto seja confirmado € necessario que todos os alelos associados a cada
uma das marcas sejam identificados e validados nos materiais envolvidos no

cruzamento original e na F1.
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacilamida, utilizando-se os marcadores mapeados mTcCIR30 e mTcCIR35 analisados através do programa
GENESCAN no sequenciador automatico ABI 377. As canaletas 1 a 30 correspondem as amostras analisadas (acessos da Série CEPEC), a
canaleta 31 contém um controle positivo e a 32 um controle negativo. As bandas em vermelho representam o padrdo de peso molecular (Genescan
ROX - 500)



Seis genes de resisténcia, identificados com base na homologia de
sequéncias (Resistance Gene Homologue — RGH), foram plotados em um mapa
genético com dez grupos de ligagcdo, considerando cada grupo como um
cromossomo (KUHN et al., 2003). Trés destes RGAs foram mapeados no grupo de
ligacdo sete, o mesmo no qual estdo os marcadores utilizados neste trabalho e em
posicdo semelhante a dos marcadores microssatélites mapeados por Faleiro et al.
(2004), sendo que dois destes, RGH4 e RGH5 se agruparam a menos de 4cM.
Aparentemente esta regido apresenta um grande potencial para a resisténcia a
vassoura-de-bruxa, em gendétipos derivados de SCA-6. Embora os resultados
encontrados neste trabalho ndo confirmem a presenca dos microssatélites apenas
em genotipos resistentes, como esperado, devemos considerar que em nenhum dos
acessos utilizados o TSH 516 foi utilizado como parental, o que explica em parte as
contradi¢cdes dos resultados obtidos.

Estes resultados per se ndo excluem a aplicagdo destes marcadores
moleculares identificados dentro do programa de melhoramento, indicando apenas
uma tendéncia e ndo uma conclusdo definitiva sobre o comportamento dos
marcadores nos 30 acessos analisados. O cacaueiro € uma espécie altamente
heterogénea, com populagdes de melhoramento apresentando moderada a alta
variabilidade, além de populagbes com elevados niveis de auto-incompatibilidade
que favorece o constante fluxo de material genético entre os acessos. Novas
populagdes, derivadas de outros cruzamentos que incluam os genitores do TSH 516
(SCA-6 e ICS-1), devem ser testadas para a presenga ou auséncia dos marcadores,
considerando-se a variagéo na resisténcia a VB. O Uso dos marcadores moleculares
dentro do programa de melhoramento do cacaueiro € uma condigao irreversivel e
que deve ser ampliada, buscando-se novas alternativas que permitam uma
genotipagem confiavel e segura das populagdes-alvos, reduzindo o custo de selecéo
e o tempo de desenvolvimento ou validagdo de novos materiais genéticos, dotados

de resisténcia elevada e duradoura contra os patégenos e alta produtividade.

4.4 CONCLUSOES

1. Verificou-se que os marcadores mapeados associados a resisténcia sao

reprodutiveis em outros materiais genéticos originarios de diferentes

cruzamentos.



2. Nao foi possivel associar os efeitos dos marcadores mapeados para
resisténcia nesta populagado, tendo em vista que ndo houve co-segregagcao
entre fendtipo e presenga dos marcadores.

3. O marcador RAPD AV-14g4 n&o amplificou em nenhum dos acessos
incluidos no estudo, embora o primer tenha gerado produtos de PCR na
maioria destes.

4. Os marcadores microssatélites nao apresentaram especificidade entre os
grupos DS e ND.

5. Os marcadores mapeados precisam ser validados em novas populacdes
antes de ser definitivamente incluidos ou excluidos do programa de

melhoramento.
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5. PERSPECTIVAS

A aplicacdo de marcadores moleculares no cacaueiro € um evento
relativamente recente, s6 em 1995 foi desenvolvido o primeiro mapa genético para a
espécie. Desde entdo, o conhecimento de sua biologia molecular tem aumentado
rapidamente, ja tendo sido alcangado feitos importantes como o projeto de
sequenciamento do Crinipellis perniciosa, fungo causador da vassoura-de-bruxa, a
mais importante doenca do cacaueiro, e cujas informacdes tem servido de ponto de
partida para importantes descobertas do processo de interagdo planta-patégeno.
Novos mapas genéticos mais saturados tém sido desenvolvidos e novos marcadores
incorporados a estes, culminando com a publicacdo em 2004 de um mapa bastante
saturado, baseado apenas em marcadores microssatélites, cujo potencial de
aplicagdo pode ser vislumbrado comparando-se o nivel de conhecimento
estabelecido para outros cultivos como o trigo e a batata.

Os desafios encontrados para o estabelecimento de novos paradigmas no
melhoramento genético das espécies cultivadas, sdo enormes. Considerando ser o
cacaueiro uma planta perene, albgama e com sementes recalcitrantes, estes
desafios se multiplicam. Entretanto, o avango a passos largos da biologia molecular
tem disponibilizado uma série impressionante de ferramentas que permitem
vislumbrar que o futuro do melhoramento genético, principalmente de espécies
perenes, cCOmo O cacaueiro, cujo ciclo de produ¢gdo demanda alguns anos e o tempo
necessario para o desenvolvimento de uma nova variedade avanga por mais de uma
década, tende a ser necessariamente o melhoramento molecular, no qual as
ferramentas disponiveis devem ser amplamente utilizadas visando o avanco dos

programas de forma rapida e consistente, para que se possa oferecer ao produtor,



materiais  genéticos com as caracteristicas exigidas e necessarias para a
manutencao da cultura nas regides produtoras do Brasil, como resisténcia duradoura
contra os patégenos e alta produtividade.

A Selegao Assistida por Marcadores Moleculares (SAMM) desponta como
uma estratégia que deve ser aplicada ao cacaueiro, visando a aplicacdo de
marcadores mapeados e associados a caracteristicas agronbmicas importantes
para a cultura, como a resisténcia a doengas como VB, podriddo-parda e monilia,
produtividade e qualidade superior. Em se tratando de SAMM, este trabalho é
apenas um passo inicial no sentido de se estabelecer um protocolo aplicavel,
visando a utilizagdo pratica de marcadores mapeados e que estejam associados a
caracteristicas importantes. Ja existe uma série de mapas nos quais foram
identificados marcadores associados a resisténcia a VB, a podridao-parda e para o
teor de manteiga nas améndoas. Entretanto uma série de trabalhos visando a
aplicagdo destes marcadores no programa de melhoramento deve ser
implementada, como o estabelecimento de delineamentos experimentais adequados
com o objetivo de determinar quais marcadores e qual numero deve ser utilizado
para a selecdo assistida de uma caracteristica. O desenvolvimento de um protocolo
aplicavel de selecao assistida por marcadores ndo é uma tarefa facil e rapida, se o
fosse todas as culturas anuais importantes como o trigo, a soja, a batata, o tomate,
entre outras, ja teriam seus protocolos desenvolvidos e aplicados com grande
intensidade, isto requer tempo e demanda muitos recursos fisicos, financeiros e de
pessoal habilitado para o manuseio das informagdes genéticas disponiveis, geradas
no processo de pesquisa.

A area da gendbmica desponta com grandes promessas para o rapido avango
do conhecimento da biologia molecular do cacaueiro e da interagdo cacau-crinipellis.
O sequenciamento do fungo causador da vassoura-de-bruxa € uma avenida pela
qual, muitas informagdes irdo transitar em grande velocidade e volume, gerando
novos conhecimentos dos mecanismos de desenvolvimento e resisténcia a doencga e
possibilitando a adocao de novas alternativas de controle. Muitos trabalhos recentes,
como o mapeamento de genes homologos de resisténcia a VB, a descobertas de
proteinas associadas a resisténcia ao fungo, a transformagéo genética do cacaueiro,
entre outras, permitem inferir que a adog&o de novas tecnologias, considerando-se
as ja existentes, como técnicas de microarray, SAGE (Serial Analysis of Gene

Expression) e o uso de marcadores mais especificos como CAPS (Cleaved



Amplified Polymorphic Sequence), SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region) ou SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), permitira acelerar os
programas de melhoramento e o desenvolvimento de novas variedades clonais ou

seminais.
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Tabela 1. Analise de variancia molecular(AMOVA) entre e dentro dos grupos,
baseada nos dados de RAPD

Source of variation d.f. Sum of squares Variance Perce_nta_lge of
components variation
Among populations 1 26.867 0.91652Va 5.89***
Within populations 28 410.100 14.64643 94.11
Total 29 436.967 15.56295

Tabela 2. Diversidade média de marcadores RAPD entre os acessos
descendentes (DS), calculada de acordo com as frequéncias da presenga e da

auséncia dos marcadores

i Pi qi n; 2*pi*qgi*ni ni -1 A/B
1 0,18 0,813 1 0,303828 0 0,000
2 0,396 0,604 2 0,956406 1 0,956
3 0429 0,571 3 1,469388 2 0,735
4 0,330 0,670 4 1,767902 3 0,589
5 0,484 0,516 5 2,497283 4 0,624
6 0,341 0,659 6 2,695327 5 0,539
7 0,275 0,725 7 2,789518 6 0,465
8 0,440 0,560 8 3,941553 7 0,563
9 0,429 0,571 9 4,408163 8 0,551
10 0,176 0,824 10 2,898201 9 0,322
11 0,154 0,846 11 2,863905 10 0,286
12 0,264 0,736 12 4,660307 11 0,424
13 0,275 0,725 13 5,180534 12 0,432
14 0,242 0,758 14 5,132713 13 0,395
15 0,231 0,769 15 5,325444 14 0,380
16 0,176 0,824 16 4,637121 15 0,309
17 0,253 0,747 17 6,421447 16 0,401
18 0,198 0,802 18 5,712354 17 0,336
19 0,154 0,846 19  4,946746 18 0,275
20 0,231 0,769 20 7,100592 19 0,374
21 0,220 0,780 21 7,202029 20 0,360
22 0,187 0,813 22 6,684217 21 0,318
23 0,187 0,813 23 6,988045 22 0,318
24 0,242 0,758 24 8,798937 23 0,383
25 0,209 0,791 25 8,259872 24 0,344
26 0,198 0,802 26 8,251177 25 0,330
27 0,220 0,780 27 9,259751 26 0,356
28 0,154 0,846 28 7,289941 27 0,270
29 0,132 0,868 29 6,639778 28 0,237
30 0,791 0,209 30 9,911846 29 0,342

S 11,63579
Xm 0,127866




Tabela 3. Diversidade média de marcadores RAPD entre todos os acessos,

Aa arardn rnm ac freniidneriace da nrecanra o dAa alednria dAdne marradnrac

[ Pi qi n; 2*pi*gi*ni ni - 1 A/B
1 001 066 1 0,014491 0 0,000
2 002 073 2 0,06376 1 0,064
3 003 056 3 0,110856 2 0,055
4 0,04 057 4 0,200942 3 0,067
5 005 068 5 0,374351 4 0,094
6 007 069 6 0,54776 5 0,110
7 008 062 7 0,662722 6 0,110
8 009 047 8 0,664654 7 0,095
9 010 057 9 1,017268 8 0,127
10 0,11 0,54 10 1,183432 9 0,131
11 0,12 0,56 1M1 1,4904 10 0,149
12 0,13 0,51 12  1,599807 11 0,145
13 0,14 0,53 13  1,959184 12 0,163
14 0,15 0,45 14  1,940828 13 0,149
15 0,16 0,49 15  2,445357 14 0,175
16 0,18 0,60 16  3,400555 15 0,227
17 0,19 0,63 17  3,978505 16 0,249
18 0,20 0,58 18  4,147325 17 0,244
19 0,21 0,70 19  5,580002 18 0,310
20 0,22 0,64 20 5,603188 19 0,295
S 2,959295
Xm 0,03252

Tabela 4. Estatisticas descritivas dos heterozigotos (mTcCIR24)

N Range  Minimum Maximum  Mean D S.td'. Variance
eviation
VT 15 4,44 12 4,56 2,7093 1,3555 1,837
\AY, 15 2,99 ,10 3,09 1,7573 ,8476 , 718
VA 15 3,37 ,00 3,37 1,6313 1,0128 1,026
FV 15 50,87 15,53 66,40 42,8513 12,4050 153,885

Tabela 5. Estatisticas descritivas dos homozigotos (mTcCIR24)TOTAL

Std.

N Range  Minimum Maximum  Mean o Variance
Deviation
VT 11 4,39 ,53 4,92 3,2073 1,3796 1,903
A% 11 2,52 ,46 2,98 2,1236 ,7950 ,632
VA 11 4,06 11 4,17 2,0491 1,2472 1,555

FV 11 37,06 18,86 55,92 40,2327 10,6678 113,801




Tabela 6. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (M1M1-186pb)

mTcCIR 24
- . Std. .
N Range Minimum Maximum Mean Deviati Variance
eviation

VT 4 1,81 2,92 4,73 3,5450 ,8238 ,679
\YAY 4 ,86 2,09 2,95 2,5275 ,3823 ,(146
VA 4 2,25 1,29 3,54 2,0600 1,0289 1,059
FV 4 14,00 34,04 48,04 40,0400 5,8311 34,002

Tabela 7. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (m1m1-194pb)

mTcCIR 24
- . Std. .
N Range Minimum Maximum Mean Deviati Variance
eviation

VT 7 4,39 ,53 4,92 3,0143 1,6472 2,713
vV 7 2,52 ,46 2,98 1,8929 ,8997 ,809
VA 7 4,06 11 417 2,0429 1,4363 2,063
FV 7 37,06 18,86 55,92 40,3429 13,1388 172,629

Tabela 8. Estatisticas descritivas dos heterozigotos (mTcCIR30)

N Range Minimum Maximum Mean Std. Variance

Deviation
VT 7 4,20 .53 4,73 3,2600 1,3981 1,955
A% 7 2,35 ,46 2,81 2,0429 ,7885 ,622
VA 7 3,43 11 3,54 1,9986 1,1758 1,383
FV 7 35,58 18,86 54,44 42,5557 11,8679 140,848

Tabela 9. Estatisticas descritivas dos homozigotos (mTcCIR30) TOTAL

Std.

N Range  Minimum Maximum  Mean Deviati Variance
eviation
VT 15 4,03 49 4,52 2,7260 1,3494 1,821
vV 15 2,60 ,38 2,98 1,7520 ,8333 ,694
VA 15 3,11 ,26 3,37 1,7753 1,0594 1,122
FV 15 42,86 23,54 66,40 42,5073 11,1694 124,756

Tabela 10. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (M2M2-234pb)

mTcCIR 30
. . Std. .
N Range Minimum Maximum  Mean g Variance
Deviation

VT 5 3,78 49 4,27 2,1960 1,3735 1,886
\A% 5 2,46 41 2,87 1,5520 ,9012 ,812
VA 5 2,53 ,26 2,79 1,3160 ,9657 ,933
FV 5 27,03 23,54 50,57 38,5180 12,6191 159,242




Tabela 11. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (m2m2-240pb)

mTcCIR 30
- . Std. .
N Range Minimum Maximum Mean Deviati Variance
eviation

VT 8 3,09 1,43 4,52 3,1000 1,1151 1,244
\YAY 8 2,25 73 2,98 1,9600 ,7115 ,506
VA 8 2,49 ,88 3,37 2,0213 ,9487 ,900
FV 8 32,89 33,51 66,40 45,3713 10,8887 118,563

Tabela 12. Estatisticas descritivas dos heterozigotos (mTcCIR35)

N Range Minimum Maximum  Mean D S.td'. Variance
eviation
VT 4 4,43 ,49 4,92 2,3600 1,8708 3,500
\AY 4 1,76 ,41 217 1,3925 , 7838 ,614
VA 4 3,91 ,26 4,17 1,5400 1,7784 3,163
FV 4 27,94 23,54 51,48 39,3600 11,6064 134,709

Tabela 13. Estatisticas descritivas dos homozigotos (mTcCIR35) TOTAL

N Range Minimum Maximum  Mean D S.td'. Variance
eviation
VT 12 3,09 1,43 4,52 2,8833 ,8677 , 753
\AY 12 2,25 73 2,98 1,9367 5792 ,336
VA 12 2,14 ,88 3,02 1,7733 , 7225 522
FV 12 39,26 27,14 66,40 43,1067 10,8122 116,903

Tabela 14. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (M3M3-174)

mTcCIR 35
- . Std. .
N Range  Minimum Maximum Mean Deviati Variance
eviation

VT 7 3,09 1,43 4,52 2,6543 ,9893 ,979
\YAY 7 2,25 73 2,98 1,8371 ,71237 ,524
VA 7 2,14 ,88 3,02 1,5500 7734 ,598
FV 7 28,78 27,14 55,92 40,5714 9,5993 92,146

Tabela 15. Estatisticas descritivas dos acessos homozigotos (m3ma3 -184)

mTcCIR 35
- . Std. .
N Range Minimum Maximum Mean Deviati Variance
eviation

VT 6 1,54 2,23 3,77 3,2183 ,5541 ,307
\YAY 6 ,81 1,79 2,60 2,1633 ,3494 ,122
VA 6 1,43 1,08 2,51 2,0317 ,5298 ,281
FV 6 32,89 33,51 66,40 453750 11,6129 134,860
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