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O presente trabalho objetivou determinar a paternidade dentre os quatro possiveis pais, baseado em 20 plantas de uma populagdo
desconhecida. Foram usados os quatros possiveis pais mais sete clones como controle. O estudo foi realizado usando trés primers de
microssatélites no total de dez alelos. Os dados foram codificados pelo tamanho de fragmento e a andlise utilizada foi de exclusdo dos
possiveis pais. Com esse método foi identificado o possivel pai que originou a populagéo.
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Paternity analysis by exclusion in Theobroma cacao L.based on microsatellites markers.
The objective of this work was to determine paternity within four possible parents, based on 20 plants of the populations. Four
accessions were used with seven clones used as control. Three microsatellite primers were used in the total of ten alleles. The data
were coded based on size of fragments and the method used was the exclusion of possible parents. It was possible to identify the

possible parent that originated the population.
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Introducao

A anidlise de paternidade vem se tornando de grande
importancia no programa de melhoramento genético do
cacaueiro do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) desde
que se iniciaram as selecdes de cacaueiros resistentes a
vasssoura-de-bruxa (VB) em fazendas. Os estudos de
diversidade e distdncias genéticas nem sempre estio
relacionados com a origem dos clones. Para estudar com
precisdo a origem genética de um acesso ou de uma
populacio, a andlise de paternidade € essencial (Yamada e
Lopes, 1999). Além disso, a andlise de paternidade ou
origem genética, é importante para a confirmagio da
autenticidade do cruzamento ou identificag@o de progénies
contaminantes resultantes de polinizagdes.

O presente trabalho objetivou determinar a paternidade
dentre quatro provdveis genitores, baseado em 20 plantas
de uma populacio de origem desconhecida.

Materiais e Métodos

Material genético:
Para identificar a ancestralidade de uma dada populag¢ao

de cacaueiros constituida por 20 plantas derivadas do
cruzamento entre TSA 644 (?7) X CCN 51, foram utilizados
os seguintes clones:

® TSA644, SIC 864, ICS 1, SCA 6,P18, SCA 12,ICS
95 (usados como controle); e

® Duas plantas selecionadas dentro da progénie de
TSA 644 auto (Planta 1, repeti¢do 4 (R4-P1); e Planta 9,
repeticdo 4 (R4-P9) e outras duas selecionadas na progénie
de TSA 644 x Cepec 11 (Planta 11, repeti¢do 3 (R3-P11);
e planta 10, repeti¢ao3 (R3P10), todas consideradas como
genitores candidatos.

Existia a suspeita de que as 20 plantas da referida
populacdo nio descendessem diretamente do TSA 644, mas
sim de um dos quatro genitores candidatos acima indicados.

Obtencao de marcadores microssatélites:

Folhas de cada acesso de 7. cacao foram coletadas e
armazenadas a -80 °C, até o momento da extracdo do DNA. O
DNA gendmico de cada acesso foi extraido utilizando o método
do CTAB (Doyle e Doyle, 1990) com algumas modificacdes.

As reagdes de amplifica¢do para microssatélites foram
feitas em um volume total de 15 pl, contendo Tris-HCI 10
mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 2,4 mM, 150 uM de
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cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 3 pM de cada um dos dois “primers” (F e R), uma
unidade da enzima Tag-polimerase e, aproximadamente,
30 ng de DNA. As amplificagdes foram efetuadas em
termociclador, de acordo com o seguinte programa: 4
minutos a 94 °C + 10 ciclos (30 segundos a 94 °C + 60
segundos a 60 °C -1 °C a cada ciclo + 90 segundos a 72 °C)
+ 30 ciclos (30 segundos a 94 °C + 60 segundos a 48 °C +
90 segundos a 72 °C) + 6 minutos a 72°C. Ap6s amplificagdo
a temperatura das amostras foi reduzida a 4°C.

Os primers de microsatélites utilizados foram os
desenvolvidos em CIRAD na Francga (CIRAD 24, CIRAD
30 e CIRAD 35).

Os produtos da amplifica¢do foram separados em gel
de poliacrilamida no seqiienciador ABI 377 utilizando
primers marcados e analisados com os programas genescan
e genotyper.

Os dados registrados por tamanho de fragmentos foram
convertidos em informagdes alélicas, de modo que cada
acesso apresentasse dois nimeros iguais (homozigotos)
ou diferentes (heterozigotos).

Resultados e Discussao

A andlise de paternidade neste trabalho foi baseada na
segregacdo das plantas da populag@o, semelhante a técnica usada
em rabanete (Ellstrand, 1984). Foram observados 3,3 e quatro
alelos para CIRAD 30, 24 e 35, respectivamente (total de dez
alelos). No caso do CIRAD 30 (Tabela 1 e Figura 1) sendo as
20 plantas todas homozigotas tendo o alelo 3, os pais s6 podem
estar portando o alelo 3. Nesse caso foi excluido o TSA 644
(R4-P9) possuindo os alelos 1.1. Considerando o CIRAD 35,
excluiu-se o TSA 644 (R3-P10) , porque o fragmento 1 ndo
aparece nas progénies. No caso do CIRAD 24, o R4-P1 foi
excluido porque ndo aparece o alelo 2 nas progénies. Entdo o
unico progenitor poderia ser o TSA 644 (R3-P11), dentre os
quatro que foram testados. O TSA 644 foi excluido porque
observando o CIRAD 30 ndo apareceu nas progénies plantas
com alelo 1 e no CIRAD 24 plantas com alelo 2.

Seriam necessdrios mais primers microsatélites em
casos que a determinacdo é baseada em um tinico genétipo
em vez de muitas plantas. No caso de se desconhecer o
ancestral paterno e materno, como no de selecdes de
cacaueiros resistentes a vassoura-de-bruxa realizadas nas
fazendas, a dificuldade é maior. O estudo de paternidade em
humanos € facilitado porque, normalmente o ancestral materno
€ conhecido. A determinacdo de paternidade em selecdo nas
fazendas € dificultada porque existe probabilidade de grande
nimero de possiveis pais. No presente estudo, a dificuldade
foi pequena porque, a divida existia entre os quatro possiveis
pais, e mesmo nao sabendo o ancestral materno ou paterno,
o tipo de segregacdo, facilitou a determinagao.

Agrotrépica 20. 2008

Tabela 1. Dados codificados de 3 primers microsatélites em 12 clones,
sendo 8 controles e 4 possiveis pais e mais 20 plantas da populagao.

Clone e plantas CIRAD 35 CIRAD 24  CIRAD 30
TSA 644 1.3 1.2 1.3
SIC 864 4.4 1.1 3.3
ICS 1 4.4 1.1 3.3
SCA6 3.3 1.2 1.1
P18 3.4 1.3 1.3
SCA 12 4.4 1.1 3.3
ICS 95 2.4 3.3 2.3
TSA 644 (R4-P1) 3.4 1.2 3.3
TSA 644 (R4-P9) 3.4 1.2 1.1
TSA 644 (R3-P11) 3.4 1.1 3.3
TSA 644 (R3-P10) 1.4 1.1 3.3
Pl 4.4

P2 3.4 1.1 3.3
P3 3.4 1.1 3.3
P4 3.4 1.1 3.3
P5 3.4 1.1 3.3
P6 4.4 1.1 3.3
P7 3.4 1.1 3.3
PS8 4.4 1.1 3.3
P9 4.4 1.1 3.3
P10 3.4 1.1 3.3
P11 4.4 1.1 3.3
P12 4.4 1.1 3.3
P13 4.4 1.1 3.3
Pl4 4.4 3.3
P15 3.4 1.1 3.3
P16 4.4 1.1 3.3
P17 3.4 1.1 3.3
P18 3.4 1.1 3.3
P19 3.4 1.1 3.3
P20 4.4 1.1 3.3

Figura 1. Imagem do gel de microsatélites CIRAD 24, CIRAD 30
e CIRAD 35 de 11 clones e 20 plantas da populacdo.
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