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Objetivou-se, neste trabalho, caracterizar a diversidade genética das atuais variedades clonais de Theobroma cacao L.,
recomendadas aos produtores pelo CEPEC/CEPLAC, utilizando marcadores moleculares RAPD, AFLP e microssatélites. DNA
gendmico das nove variedades clonais (TSH-516, TSH-565, TSH-1188, CEPEC-42, EET-397, TSA-654, TSA-656, TSA-792;
TSH-774) e do acesso Sca-6 (padrdo de resisténcia a vassoura-de-bruxa) foi extraido e amplificado para obten¢ao dos marcadores
moleculares. Foram utilizados 3, 11 e 18 primers ou pares de primers para obten¢do dos marcadores AFLP, microssatélites e
RAPD, respectivamente. Foram gerados um total de 604 marcadores (437 AFLP, 33 microssatélites e 134 RAPD). Distancias
genéticas e andlises de agrupamento das variedades clonais foram calculadas, assim como coeficientes de correlacdo entre as
distancias genéticas obtidas com base em cada tipo de marcador. As correlagdes entre as distancias calculadas foram de 29,1%
(RAPD-AFLP), 40,0% (AFLP-Microssatélites) e 68,3% (RAPD-Microssatélites). O clone CEPEC-42 apresentou maior distancia
genética em relacdo ao padrdo de resisténcia (Sca-6). As variedades EET-397 e das séries TSH e TSA formaram um grupo
principal. O interrelacionamento genético das variedades clonais recomendadas pelo CEPEC/CEPLAC evidencia a necessidade de
buscar novas e distintas fontes de resisténcia a vassoura-de-bruxa para ampliar a base genética do programa de melhoramento do
cacaueiro visando resisténcia.
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Characterization of clonal varieties of Theobroma cacao L. using RAPD, AFLP and

microsatellite markers. The objective of this work was to characterize the genetic diversity of the current clonal
varieties of Theobroma cacao L. recommended by CEPEC/CEPLAC, using RAPD, AFLP and microsatellite markers. Genomic
DNA of the nine clonal varieties (TSH-516, TSH-565, TSH-1188, CEPEC-42, EET-397, TSA-654, TSA-656, TSA-792; TSH-
774) and of the accession Sca-6 (standard of resistance to witches” broom) was extracted and amplified to obtain the molecular
markers. The number of primers or pairs of primers used to obtain the markers was 3, 11 and 18 for AFLP, microsatellites and
RAPD, respectively. A total of 604 markers (437 AFLP, 33 microsatellites and 134 RAPD) was obtained. Genetic distances and
grouping analyses of the cocoa varieties were made and correlation coefficients between genetic distances obtained with each type
of marker were calculated. Correlation coefficients between distances were 29.1% (RAPD-AFLP), 40.0% (AFLP-Microsatellite)
and 68.3% (RAPD-Microsatellite). CEPEC-42 was genetically the most distant from the resistance standard (Sca-6). EET-397
and those of the TSH and TSA series were placed in the same group. The close genetic relationship between the clonal varieties
recommended by CEPEC/CEPLAC indicates the need of finding new and distinct witches” broom resistance sources to widen the
genetic base of the cocoa breeding program aiming resistance to this disease.
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Introducao

O cacaueiro, Theobroma cacao L., € uma espécie
al6égama, perene, que assume grande importincia para
as regides produtoras do Brasil, onde cerca de 3 milhdes
de pessoas dependem direta ou indiretamente dessa
cultura. O cacau € importante fonte de receitas publicas,
renda e emprego, movimentando cerca de 1,5 bilhdo de
délares anuais em améndoas e derivados (ABC, CNPC,
Coopercacau, 2001). O sul da Bahia ¢ a principal regido
produtora de cacau do Brasil, onde praticamente 100
municipios t€ém suas economias baseadas no cacau, o
qual é cultivado em vinte e nove mil propriedades, em
area superior a 700 mil hectares (Souza e Dias, 2001).

A doenca vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
Crinipellis perniciosa, tem causado, desde sua introducao
em 1989 (Pereira et al., 1989), um dramdtico impacto
econdmico, ecoldgico e social na regido cacaueira baiana.
Devido a alta severidade da doenga, no periodo 1991 a
2000, o Brasil teve sua produgdo anual reduzida de 375
mil toneladas para cerca de 120 mil, diminuindo sua
participacdo no mercado internacional de 14,8% para
4,5% e saindo da posicdo de 2° maior produtor mundial
de cacau para a 6° posicdo (ICCO, 1991; 2000). Plantacdes
comerciais chegam a perder 100% da produgao por causa
da doenca, provocando o abandono das mesmas, tendo
o produtor de cacau, como ultima fonte de renda, a
madeira oriunda das arvores outrora usadas para
sombrear o cacaueiro. Além disso, por ser um cultivo
arbdreo altamente dependente de mao-de-obra, as perdas
impostas pela vassoura-de-bruxa a cultura do cacau
levaram a um contingente de mais de 250 mil
desempregados no meio rural, aumentando a populacio
em areas urbanas circunvizinhas, com o conseqiiente
agravamento dos problemas sociais.

Para a solugdo desse grave problema, o Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC/CEPLAC) tem buscado
metodologias para o controle efetivo da doenga. Dentre
os métodos de controle, a resisténcia genética do
cacaueiro ao patégeno ¢ a mais promissora, eficiente,
barata e ecologicamente correta, com resultados praticos
e concretos para o inicio da recuperacdo da lavoura
cacaueira. Em 1994, foi recomendada a primeira variedade
clonal com resisténcia a vassoura-de-bruxa, chamada
‘Theobahia’ (Monteiro et al. 1995). A partir de 1995
(Pires e Luz, 1995; Pires et al., 1996a; 1996b), com base
na avaliagdo da resisténcia de varios acessos de cacaueiro
provenientes de diversos locais do mundo, o CEPEC
passou a recomendar clones selecionados de cruzamentos
envolvendo os acessos IMC 67, ICS 1 and SCA 6,
codificados como TSA, TSH, CEPEC e EET. Atualmente,
nove clones resistentes estdo sendo recomendados para
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produtores da regido cacaueira baiana, com significativo
incremento na producdo e conseqiiente aquecimento da
economia local.

Diferentes avaliacdes sobre resisténcia, produtividade
e autocompatibilidade t&€m sido realizadas com as atuais
variedades clonais recomendadas pelo CEPEC/CEPLAC
(Pinto e Pires, 1998). Tais variedades apresentam
excelente produtividade e t&ém como principal fonte de
resisténcia o clone Scavina-6. Apesar de ndo serem
imunes a doenga, apresentam, nas condi¢des ambientais
do sul da Bahia, elevada resisténcia (reduzido nimero de
vassouras), principalmente quando comparadas com as
variedades tradicionais.

Além da avalia¢do das caracteristicas agronOmicas
das variedades recomendadas e do acompanhamento das
mesmas ao longo do tempo, um estudo preciso da
diversidade genética dessas variedades é de extrema
importancia para avaliacdo do material e mesmo para tragar
novas estratégias de melhoramento genético.
Particularmente para culturas perenes, a recomendacgdo
de variedades resistentes com alta diversidade genética e
presenca de diferentes genes de resisténcia € essencial
para diminuir a pressao de indculo do patégeno e aumentar
a durabilidade da resisténcia (Zadoks, 1999).

Atualmente, diferentes tipos de marcadores
moleculares tém facilitado os estudos de caracterizacio
e diversidade genética de acessos de cacaueiro (Laurent
etal., 1993; 1994; Lerceteau et al., 1997; N’Goran et al.,
1994; Pires et al, 2000; Faleiro et al.; 2001a), porque
permitem, em um curto espago de tempo, analisar um
nimero praticamente ilimitado de marcas polimorficas
em nivel de DNA, sem influéncia do ambiente. Nesse
sentido, objetivou-se, neste trabalho, caracterizar a
diversidade genética das atuais variedades clonais
recomendadas pelo CEPEC/CEPLAC por meio de
marcadores moleculares RAPD, AFLP e microssatélites.

Material e Métodos

Material genético

Nove variedades clonais recomendadas pelo CEPEC/
CEPLAC (TSH-516, TSH-565, TSH-774, TSH-1188,
TSA-654, TSA-656, TSA-792, EET-397, CEPEC-42) e
a tradicional fonte de resisténcia a vassoura-de-bruxa
(Sca-6) foram utilizadas neste trabalho. As amostras
foram coletadas no banco ativo de germoplasma do
CEPEC.

Extracio do DNA

Amostras de folhas de cada variedade clonal e do
acesso Scavina-6 foram coletadas e armazenadas a -80
°C até o momento da extragdo do DNA. O DNA gendmico
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de cada material foi extraido utilizando-se o método do
CTAB (Doyle e Doyle, 1990) com algumas modificagdes
(Aragjo et al., 2000). Apds a extracdo, a concentragdo
do DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm
(Sambrook et al., 1989). Bandas de DNA gendmico total
separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% foram
utilizadas como indicadoras da integridade e da pureza
do DNA extraido. Apds a quantifica¢@o, as amostras de
DNA de boa qualidade foram diluidas para a concentragdo
de 10 ng/pL.

Obtencao dos marcadores RAPD e Microssatélites

As reacdes de amplificagdo para RAPD foram feitas
em um volume de 25 pl, contendo 10 mM Tris-HCI (pH
8,3), 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 100 uM de cada
desoxiribonucleotideo (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4
UM de primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA,
EUA), 1,0 U de Taq polimerase e 30 ng de DNA. As
amplificacdes foram efetuadas em termociclador MJ
Research PTC-100 programado para 40 ciclos, cada um
constituido pela seguinte seqiiéncia: 15sa 94 °C,30 s a
35°C e 90 s a72°C. Apos os 40 ciclos, foi feita uma
etapa de extensdo final de 7 min a 72 °C e finalmente, a
temperatura foi reduzida para 4 °C.

No caso dos microssatélites, as reacdes de
amplificacdo foram feitas em um volume de 15 pl,
contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 2.4
mM MgCl,, 150 uM de cada desoxiribonucleotideo
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 3 pM de cada primer (F e
R), 1,0 U de Taq polimerase e 30 ng de DNA. As
amplificacdes foram efetuadas em termociclador MJ
Research PTC-100, de acordo com o seguinte programa:
4 mina94 °C + 10 ciclos de 30 s a 94 °C, 60 s a 60 °C —
1 °C a cada ciclo e 90 s a 72 °C + 30 ciclos de 30 s a 94
°C,60sa48°Ce 90 sa72°C + 6 min a 72°C. Apds
amplificag@o, a temperatura das amostras foi reduzida
para 4°C. Foram utilizados 18 primers decameros para
obten¢do dos marcadores RAPD e 9 pares de primers
para microssatélites (Tabela 1).

Ap6s a amplificacdo, foram adicionados, a cada
amostra, 3 ul de uma mistura de azul de bromofenol
(0,25%), glicerol (60%) e dgua (39,75%). Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose 1,2 e 3% para
separacao dos fragmentos RAPD e microssatélites,
respectivamente. O gel foi submerso em tampao TBE
(90 mM Tris-Borato e 1 mM EDTA) e a separacdo
eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas. Ao
término da corrida, os géis foram corados com brometo
de etidio na concentracdo de 0,15 pg/mL e fotografados
sob luz ultravioleta.

Obtencao de marcadores AFLP

Aproximadamente 250 ng de DNA gendmico de cada
material genético foi digerido com 2 pL. das enzimas

EcoRI e Msel (1 U/uL) durante 2 h a 37 °C. Apds esse
periodo, as endonucleases foram inativadas incubando-
se a mistura por 15 min a 70 °C e colocando-se em seguida
em gelo.

Para a ligacdo dos adaptadores, foi adicionado a cada
DNA digerido 24 uL de uma solucdo de ligacdo dos
adaptadores (Gibco - Life Technologies, Gaithersburg,
MD) e 1 uL. da DNA T4 ligase (1 U/uL). A mistura foi
misturada suavemente a temperatura ambiente, incubada
por 2 h a20°C %2 °C e em seguida colocada em gelo.

Para realizar a etapa de pré-amplificacdo,
primeiramente foi feita uma dilui¢do 1:10 da mistura de
ligacdo dos adaptadores em TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0 e EDTA 1 mM). Em um novo microtubo foram
adicionados 5 UL da mistura de ligacdo diluida, 40 pL. do
primer de pré-amplificagdo, 5 L do tampdo 10X de PCR
para AFLP (Gibco - Life Technologies, Gaithersburg,
MD) e 1 uL.da Tag DNA polimerase (1 U/uL). Em seguida,
os fragmentos foram pré-amplificados em termociclador
M]J Research PTC-100 programado para 20 ciclos de 30
sa90°C, 60 sa56°Ce 60 sa72°C. Apés a amplificacdo,
as amostras foram armazenadas a -20°C.

Os produtos da pré-amplificacdo de cada material
genético foram diluidos 1:50 em TE e entdo submetidos
a amplificacdes seletivas, utilizando-se trés combinacdes
de primers especificos (Gibco - Life Technologies,
Gaithersburg, MD) (Tabela 1) sendo os primers EcoRI
marcados com fluorescéncia. Para cada amplificacdo
seletiva, 5 uL. do produto da pré-amplificacdo de cada
material genético foram adicionados a respectiva combinag@o
de primers e os componentes para reagdo de PCR (Gibco
- Life Technologies, Gaithersburg, MD), realizada de
acordo com o seguinte programa: 13 ciclos de 30 s a 94
°C,30sa65°C—-1°Cacadacicloe 60sa72°C + 23
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 56°C e 60 s a 72°C.

Ap6s a PCR, em cada reagdo, foi adicionado um
volume de 5 uL de corante (formamida 98%, EDTA 10
mM e azul de bromofenol) adicionado ao marcador de
peso molecular ROX GS-500 (Applied Biosystems). Apds
este procedimento, as amostras foram aquecidas por 3
min a 90°C e, imediatamente, colocadas em gelo.

Um gel de poliacrilamida 6% (20:1 acrilamida:bis, 7,5
M uréia, tampao TBE 1X) foi preparado e submetido a
uma pré-eletroforese a uma poténcia constante de
aproximadamente 55 W por 20 min. Apds esse periodo,
foram aplicados no gel 2 UL de cada amostra os quais
foram submetidos a eletroforese a uma poténcia constante
de 50 W por quatro horas. A avalia¢do de cada marcador
gerado foi feita automaticamente com o auxilio do
Programa GeneScan (ABI PRISM, GeneScan Analysis
Software User’s Manual), obtendo-se informagdes sobre
o tamanho de cada marcador (pb) e sobre a altura e drea
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Tabela 1. Lista dos primers utilizados e os respectivos nimero de marcadores gerados e média de marcadores por primer.

Tipo de marcador Primers utilizados

Ne° de marcadores

Total Média por  N°de marcas
primer polimoérficas
mTcCIR3, mTcCIR4, mTcCIR8, mTcCIR11,
Microssatélites mTcCIR12, mTcCIR13, mTcCIR17, 33 3,7 31
mTcCIR18, mTcCIR19
OPA2, OPA3, OPA4, OPA7, OPAS, OPBI0,
RAPD OPCs5, OPCS8, OPCI13, OPD1,0PDS, OPDI10, 137 7,6 117
OPD13, OPD16, OPES, OPE14, OPE15, OPE16
AFLP (Msel CAA-EcoRI AA), (Msel CAA-EcoRI AT),
437 145,7 437*

(Msel CAA-EcoRI TC)

* No caso dos marcadores AFLP foram contabilizadas apenas as marcas polimorficas.

do pico de fluorescéncia. Tais informag¢des foram
utilizadas para a codifica¢io dos marcadores obtidos em
dados bindrios, com auxilio de um programa do sistema
SAS desenvolvido para tal objetivo. Foram considerados
como mesmo fragmento, marcadores que diferiam em
menos de um par de base.

Analises estatisticas

Os diferentes marcadores moleculares gerados foram
analisados separadamente, convertendo-os em matrizes
numéricas codificadas, a partir das quais foram calculadas
distincias genéticas entre os materiais genéticos e
realizadas andlises de agrupamento. A codificacdo dos
marcadores RAPD e AFLP foi 1 para presenca e 0 para
auséncia do marcador. No caso dos marcadores
microssatélites, a codificacdo foi 0 para auséncia do alelo,
1 para presenca de uma cépia do alelo e 2 para presenca
de duas copias do alelo.

As distancias genéticas (DG) calculadas a partir dos
marcadores RAPD e AFLP foram baseadas no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li
(1979):

DGij = 1- [2a/(2a + b +c)] sendo:

DGij = Distancia genética entre as variedades i e j;

a = nimero de encontros (1 1); b = nimero de
encontros (1 0) e ¢ = nimero de encontros (0 1) entre as
variedades i e j.

As distancias genéticas calculadas a partir dos
marcadores microssatélites foram baseadas na seguinte
férmula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo:

DGij = Distancia genética entre as variedades i e j;

NLC = Numero de Locos Coincidentes;

NTL = Namero Total de locos.

O NLC € o somatdrio das coincidéncias alélicas de
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cada loco analisado, sendo que cada coincidéncia pode
assumir o valor 1 para encontros (2 2); 0,5 para encontros
21),(12)e(l 1)e0paraencontros (0 1), (1 0) e (20).

As matrizes de distancias genéticas obtidas com base
em cada tipo de marcador molecular foram utilizadas para
realizar as andlises de agrupamento dos acessos. Foi
realizada a dispersao gréfica em espago bidimensional
baseada na minimizagdo das diferencas entre as distancias
genéticas originais e as distancias gréficas (Cruz e Viana,
1994). A formacdo de grupos foi baseada no método
UPGMA, estabelecendo-se a formacdo de dois e trés
grupos com base nas distncias genéticas geradas por
cada tipo de marcador.

Para comparar os resultados obtidos com base em
cada tipo de marcador molecular, foram calculados
coeficientes de correlagcdo de Pearson entre as distincias
genéticas, e analisada a coincidéncia de posicionamento
das variedades clonais nos agrupamentos obtidos com
base nas distancias genéticas geradas por cada grupo de
marcadores moleculares.

Resultados e Discussao

A utilizagdo de trés combinagdes de primers para
AFLP, 9 primers para microssatélites e 18 primers
decameros para RAPD geraram, respectivamente, 437,
33 e 134 marcadores moleculares, perfazendo um total
de 604, sendo 570 polimérficas (Tabela 1). A Figura 1
mostra produtos de amplificacdo de DNA das 10
variedades clonais gerados pelas técnicas de AFLP,
microssatélites e RAPD, utilizadas no presente trabalho.
Com base no nimero de marcas geradas, € visivel a
principal vantagem da técnica de AFLP que € o grande
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Figura 1. Produtos de amplificacdo de DNA gendmico de 10 acessos de cacaueiro (1.TSH-516, 2. TSH-565, 3.TSH-774, 4. TSH-1188,
5.TSA-654, 6.TSA-656, 7.TSA-792, 8.EET-397, 9.CEPEC-42 e 10. Sca-6) obtidos por tecnologias de obtencdo de marcadores
microssatélites, loco mTcCIR13 (A), RAPD utilizando o primer OPD-6 (B) e AFLP utilizando as combinag¢des de primers (Msel CAA-

EcoRI AA), (Msel CAA-EcoRI AT), (Msel CAA-EcoRI TC) (C).

ndmero de fragmentos gerados por primer (Vos et al.,
1995). A utilizacdo, neste trabalho, de combinagdes de
primers com trés e duas bases seletivas possibilitou a
obtencdo de elevado nimero de marcadores AFLP. No
caso dos marcadores microssatélites, foram obtidos em
média, somente trés marcadores por primer. Esta menor
média é compensada pelo alto contetido de informagao
genética por loco, uma vez que os marcadores
microssatélites, ao contrario dos AFLP e RAPD, sdo
codominantes (Litt e Luty, 1989).

As andlises de agrupamento realizadas com base nas
distancias genéticas calculadas a partir de cada grupo de
marcadores moleculares mostraram uma distribui¢do
semelhante das variedades clonais (Figura 2). De modo
geral, a variedade clonal CEPEC-42 (9) foi a que
apresentou maiores distancias genéticas em relagcdo as
demais variedades, possivelmente pelo envolvimento de
um material comum (SIC-19) em seu pedigree genético
(Bartley et al 1983). Yamada et al. (2001) mostraram,
com base em marcadores RAPD e isoenzimaticos, que o
acesso SIC-19 apresenta altas distdncias genéticas em
relacdo a outros genitores das variedades recomendadas

como o Sca-6 e 0 ICS-1. A andlise de agrupamento com
base em marcadores RAPD (Figura 2A) mostra que,
considerando-se trés grupos, as variedades clonais EET-
397 e das séries TSH e TSA ficariam localizadas em um
grupo principal separadas do clone Sca-6 e do CEPEC-
42. Considerando-se dois grupos, o clone Sca-6 faria
parte do grupo principal. Este interrelacionamento de oito
das nove variedades clonais recomendadas pelo CEPEC
¢ explicado pelo envolvimento do acesso Sca-6 nos
cruzamentos que originaram tais variedades. A andlise
de agrupamento com base em marcadores microssatélites
(Figura 2B) ¢ idéntica aquela com base em marcadores
RAPD quando se considera a formag¢ao de dois grupos.
A andlise de agrupamento com base em marcadores AFLP
(Figura 2C) ndo mostra uma distin¢cdo muito evidente da
variedade clonal CEPEC-42 em relag¢do as demais. O
envolvimento do Sca-6 no pedigree genético da CEPEC-
42 e das demais variedades clonais pode explicar tal
resultado.

A maior similaridade das andlises de agrupamento
obtidas com base em marcadores RAPD e microssatélites
¢é explicada pela maior correlacdo entre as distancias

Agrotrépica 13(2). 2001
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Figura 2. Dispersdo de 10 variedades clonais de cacaueiro
(1.TSH-516, 2.TSH-565, 3.TSH-774, 4. TSH-1188, 5.TSA-654,
6.TSA-656, 7.TSA-792, 8. EET-397, 9.CEPEC-42 ¢ 10. Sca-6)
baseada nas distancias genéticas calculadas utilizando-se
marcadores moleculares RAPD (A), Microssatélites (B) e
AFLP(C). A anélise de agrupamento foi realizada com base no
método UPGMA, considerando-se 2 (linha pontilhada) e 3 (linha
continua) grupos.
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genéticas calculadas com base nesses marcadores
(Figura 3). As correlagdes entre as distancias genéticas
calculadas com base nos marcadores moleculares
utilizados neste trabalho foram de 68,3% (RAPD-
Microssatélites), 29,1% (RAPD-AFLP) e 40,0% (AFLP-
Microssatélites) (Figura 3).
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Figura 3. Dispersdo das distancias genéticas entre pares de
variedades clonais de cacaueiro calculadas com base em marcadores
microssatélites e RAPD (A), microssatélites e AFLP (B) e RAPD
e AFLP (C). Correlagdes de Pearson entre as distancias também
sdo apresentadas.
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Virios trabalhos tém sido realizados para comparar
as informacdes geradas por diferentes marcadores
moleculares, utilizando-se diferentes critérios
comparativos (N’Goran et al., 1994; Arnau et al., 2001;
Briard et al, 2001; Grzebelus et al., 2001), sendo a
correlacdo linear entre as distancias genéticas um dos
mais utilizados. Diferentes fatores afetam a correlagdo
entre as distancias genéticas calculadas com base em
diferentes marcadores moleculares, sendo o nimero
e a reproducibilidade das marcas moleculares
analisadas de grande importancia. O nimero de marcas
moleculares necessdrio para a diferenciacdo de
materiais genéticos depende do nimero e da
similaridade genética dos materiais, sendo que quanto
maior o nimero e a similaridade dos materiais, maior
serd o nimero de marcas moleculares necessdrias para
a diferenciacdo dos mesmos. No presente estudo, foram
analisados materiais interrelacionados geneticamente o
que requer maior nimero de marcas moleculares para
a diferenciacdo dos mesmos. A baixa reproducibilidade
das marcas foi mencionada por Arnau et al. (2001)
como um problema dos marcadores AFLP, o que pode
explicar as correlacdes obtidas nesse trabalho. Por outro
lado, correlagdes acima de 70,0% foram obtidas entre
distancias genéticas calculadas com base em marcadores
AFLP e RAPD para estudo da diversidade genética em
cenoura (Grzebelus et al., 2001). Este dltimo autor fez
um estudo de reproducibilidade das marcas, utilizando
em seu estudo apenas as marcas consistentes. No caso
do cacaueiro, estudos comparativos da utilizacdo de
marcadores RAPD e RFLP no estudo da diversidade
genética mostraram que ambos os tipos de marcadores
foram eficientes para a classificacdo de acessos nos
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grupos Criolo, Alto Amazdnicos, Baixo Amazonicos e
Trinitarios (N’Goran et al., 1994).

As distancias genéticas médias entre cada variedade
clonal sdo apresentadas na Tabela 2. De um modo geral,
a variedade clonal CEPEC-42 foi a que apresentou maior
distdncia genética em relacdo ao padrdo (Sca-6).
Maiores distancias genéticas também foram observadas
entre a variedade CEPEC-42 e as demais. A menor
distancia genética (0,127) foi verificada entre as variedades
clonais TSA-654 e TSA-656, o que seria esperado
considerando-se que sdo irmas completas, oriundas do
cruzamento entre IMC-67 e Sca-6 (Pinto e Pires, 1998).

Neste trabalho foi verificado um alto
interrelacionamento genético das variedades clonais
recomendadas pelo CEPEC/CEPLAC, o que evidencia a
necessidade de buscar novas e distintas fontes de
resisténcia a vassoura-de-bruxa para ampliar a base
genética do programa de melhoramento do cacaueiro
visando resisténcia. Para isso, novas fontes de resisténcia
geneticamente distintas do Sca-6 tém sido identificadas
no banco de germoplasma do CEPEC/CEPLAC (Pires et
al., 2001) e também em planta¢des comerciais da regido
cacaueira baiana (Faleiro et al., 2001b). A amplia¢do da
base genética serd essencial para o aumento da eficiéncia
e durabilidade da resisténcia a vassoura-de-bruxa.
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Tabela 2. Matriz de distancias genéticas médias entre nove variedades clonais recomendadas pelo CEPEC/CEPLAC e o clone Sca 6,

calculadas com base em marcadores RAPD, microssatélites e AFLP.

TSH TSH TSH TSH TSA TSA TSA EET CEPEC Sca 6
516 565 774 1188 654 656 792 397 42
TSH 516 0,000
TSH 565 0,215 0,000
TSH 774 0,210 0,206 0,000
TSH 1188 0,235 0,293 0,286 0,000
TSA 654 0,250 0,180 0,208 0,259 0,000
TSA 656 0,320 0,188 0,236 0,270 0,127 0,000
TSA 792 0,325 0,223 0,225 0,218 0,229 0,187 0,000
EET 397 0,350 0,265 0,282 0,253 0,239 0,193 0,136 0,000
CEPEC 42 0,525 0,443 0,435 0,371 0,442 0,421 0,386 0,399 0,000
Sca 6 0,271 0,314 0,316 0,261 0,323 0,290 0,259 0,240 0,395 0,000
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