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RESUMO

MOTA, Jay Wallace da Silva e, D.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2003. Anélise da diversidade genética de germoplasma de Theobroma
cacao L. da Amazbnia Brasileira por microssatélites. Orientador:
Maurilio Alves Moreira. Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Sérgio
Herminio Brommonschenkel

Uma amostra de 172 clones de cacau (Theobroma cacao L.), provenientes
de amostras coletadas em populag¢des espontaneas de 16 bacias hidrograficas da
Amazébnia Brasileira, foi caracterizada por meio de microssatélites visando
identificar gendtipos, estimar a diversidade genética e estruturas genéticas das
populagdes de origem. Foram detectados 187 alelos a partir de 30 locos
microssatélites, dos quais 29 apresentaram polimorofismo, seletivamente neutros
e independentes, permitindo identificar 169 (98,3%) gendtipos distintos e apenas
trés gendtipos repetidos (CAB 731, CAB 732 e CAB 734), oriundos da bacia do
Rio Uatum&-AM. Os genotipos agrupararam-se segundo suas origens geograficas,
com a dissimilaridade variando de 0,0 a 0,79 e média de 0,59. Foram identificados
68 alelos raros, dos quais 23 exclusivos, destacando-se as bacias do Acre e do
Alto Amazonas com maior numero de alelos privados, corroborando suas maiores
riquezas alélicas. Todas as subpopulagdes apresentaram boa diversidade
genética, exceto as de Ronddnia que mostraram menor variabilidade para todos
os indicadores utilizados. A diversidade genética total foi 0,658 contra uma
heterozigosidade observada de 0,295, observando-se défict de heterozigosidade
em todas as amostras, caracterizado por um coeficiente de endogamia de 0,408 e
taxa de fecundacdo cruzada de 42 %. As subpopulacdes apresentaram forte
estruturagdo, com significativa diferenciagdo (Gsr'= 0,292 e Fst = 0,290) e alto
coeficiente de parentesco (Rg. = 0,367) dos individuos dentro das subpopulacdes.
A analise das amostras agrupadas (Acre, Alto Amazonas, Rondbnia e Baixo
Amazonas) mostra 66,6% da variabilidade genética dentro das subpopulagdes,

14,9 % entre subpopulagbes dentro dos grupos e 18,5% entre os quatro grupos.



As populagdes do Alto Amazonas se destacaram em termos de contribuicdo
relativa a diversidade e riqueza alélica total. No acre, a despeito da alta
diversidade e riqueza alélica, apenas a bacia do Rio Tarauaca apresenta
contribuicao relativa positiva. As demais demonstram redundancia na composi¢cao
alélica, com contribuicbes relativas negativas. O dendrograma de distancia
genética D de Nei apresentou topologia mais robusta que du? e Dy (-In(1-Fsr),
confirmando o agrupamento das subpopulacbes do Acre e Alto Amazonas e
destacando a elevada divergéncia da bacia do Rio Jamari em relagdo as demais.
Os resultados realgam a importancia de novas coletas na bacias hidrograficas do
Amazonas e Acre (especialmente a do rio Tarauaca) e a necessiade de agregar o
maximo de novas bacias visando reunir o maximo de novos alelos, alelos raros
e/ou exclusivos, de modo a enriquecer as cole¢cdes de germoplasma e a minimizar

perdas por erosao genética.



ABSTRACT

MOTA, Jay Wallace da Silva e, D.S., Universidade Federal de Vigosa, May,
2003. Genetic diversity analysis of Theobroma cacao L. germplasm
from Brazilian Amazon with microsatellites. Adviser: Maurilio Alves
Moreira. Committee members: Everaldo Gongalves de Barros and Sérgio
Herminio Brommonschenkel

A sample of 172 clonal genotypes of the cacao tree (Theobroma cacao
L.) representing germplasm collections from natural subpopulations collected in
16 river basins of the Brazilian Amazon region was characterized using
microsatellites to identify genotypes, assess genetic diversity and population
structure. From 30 loci microsatellites analyzed 29 showed polymorphism
revealing 186 alleles selectively neutral and independent, which allowed to
identify 169 (98.3%) distinct genotypes and only three repeated ones (CAB 731,
CAB 732 and CAB 734) from Uatuma (AM) river basin. The genotypes were
clustered in accordance with their geographic origins, their dissimilarities
varying from 0.0 to 0.79 and mean 0.59. Sixty eight rare aleeles were identified
from which 23 privates ones, which places the basins from Acre and Upper
Amazon with higher number of private alleles according to their greater allelic
richness. All subpopulations showed relatively high genetic diversity except
those from Rondonia that presented low variability to all indicators used. The
Total diversity was 0.658 for an observed heterozigosity 0.295, a result of a
heterozigosity deficit in every sample, characterized by an endogamy coefficient
0.408 and an outcrossing rate 42%. The subpopulations showed a strong
structuring with a significant differentiation (Gst’= 0.293 and Fst= 0.290) and
relatedness (Rg .= 0.367) of the individuals within of the subpopulations.
Analyses of grouped samples (Acre, Upper Amazon, Rondonia and Low
Amazon) shoed 66.6% of the genetic variability within the subpopulations,
14.9% among subpopulations within the groups and 18.5% among the four
groups. Upper Amazon populations produced the most relative contributions to
the total diversity and allelic richness. In the Acre group, in spite of the high
diversity and allelic richness, only the Tarauaca river basin presented positive

relative contributions; the other Acre subpopulations showed redundant allelic



composition with negative relative contribution to total diversity and allelic
richness. The Nei-based distance tree (D) showed more robust topology than
Su? and Dy [-In(1-Fs7)] ratifying the clustering of the subpopulations from Acre
and from Upper Amazon, emphasizing the high divergence between Jamari
(RO) river basin and the others. The results highlight the importance of new
germplasm collects in the river basins from Amazonas and Acre States
(especially the Tarauaca river basin) and the need of aggregating the maximum
number of new basins to assemble the maximum number of new alleles, rare
and/or private alleles in order to increase the diversity of germplasm collections

and minimize the loss by genetic erosion.



1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.), espécie economicamente mais
explorada do género, € um dos mais importantes cultivos perenes dos
tropicos, sendo cultivado em todos os continentes, envolvendo mais de 2
milhdes de produtores em mais de 50 paises (Knight, 2000). Originado na
regidao norte da América do Sul, o cacaueiro vegeta espontaneamente no sub-
bosque das florestas tropicais umidas do hemisfério ocidental, na faixa de
latitudes 18° N — 15° S, que se estende do sul do México até a bacia
Amazébnica. Essa dispersao, supostamente separada pelo levantamento dos
Andes no inicio do Terciario, teria favorecido a especiacdo por meio do
isolamento geografico, dando origem a grupos raciais distintos denominados
Forasteiro (T. cacao var. spherocarpum) e Crioulo (T. cacao var. cacao)
(Cuatrecasas, 1964). Um terceiro grupo, Trinitario, surgiu da hibridagdo natural
entre os dois primeiros em plantagdes devastadas por doengcas em Trinidad
(Cheesman, 1944). Hipdteses alternativas (Cheesman, 1944; Dias, 2001b) para
os centros de origem e dispersdo tentam explicar a diferenciagdo e relativo
confinamento dos dois grupos separados pela Cordilheira dos Andes.
Populagcdes de Crioulo estdo confinadas entre a encosta ocidental da
cordilheira e a América Central, enquanto populagcdes de Forasteiro ocorrem
no Alto e no Baixo Amazonas, sendo encontrados ainda nas Guianas,

Suriname e Venezuela.

Populagdes do grupo Forasteiro sdo altamente diversificadas e sao
frequentemente usadas em programas de melhoramento devido ao seu vigor,
precocidade e resisténcia a doencas. Por essas caracteristicas o tipo
Forasteiro € atualmente o grupo mais extensivamente cultivado, respondendo
por mais de 80 % da produgdo mundial de cacau. Esse grupo subdivide-se em
Forasteiro Baixo Amazbnico e Forasteiro Alto Amazbnico. Esse ultimo
apresenta maior diversidade exibindo performance agronémica superior
(Bartley, 1969, Lockwood, 1976).

A diversidade genética do cacaueiro tem sido caracterizada através de
caracteristicas morfologicas (Engel, 1986; Bartley et al., 1988), quantitativas
(Dias, 2002; 2003a), marcadores isozimaticos (Lanaud, 1987; Sounigo et al.
1997; Lanaud, 1986), marcadores RAPD (Whitkus et al., 1998; Lerceteau et al.,



1997; Figueira et al. 1994; N'Goran et al., 1994; Laurent et al., 1994; Marita et
al., 2001); marcadores RFLP (Laurent et al.,1995; Lerceteau et al. 1997,
Motamayor et al.,2002) e microssatélites (Lanaud et al., 1999a, Motamayor et
al., 2002; Sereno, 2001). Todos esses estudos tém demonstrado que as
populagdes de cacau diferem fortemente em seus niveis de diversidade e
heterozigosidade. Forasteiros Alto Amazénicos apresentam altos niveis de
diversidade e niveis médios de heterozigosidade comparados aos das
populacdes de Forasteiros Baixo Amazbnicos e aos materiais nativos da
Guiana Francesa, ambos caracterizados por baixas diversidade e
heterozigosidade. A caracterizacdo de colecbes da CEPLAC (Bahia) com
RAPD, envolvendo 270 gendtipos, revela alto grau de variagéo entre tipos Alto
Amazobnicos e acessos coletados na Amazonia Brasileira. (Marita et al., 2001).
Esses estudos freqlientemente sugerem que efeitos fundadores e/ou areas de

refugio desempenham importante papel na evolugao da espécie.

Bem menos estudos tém se verificado sobre a estrutura genética de
populagdes naturais de cacau. Alguns tratam como populagdes amostras
reunindo representante dos grupos morfogeograficos ou regides de origem
como os de Lanaud, (1986, 1987), através de isoenzimas. Entretanto, Warren
(1994), utilizando apenas quatro sistemas isoenzimaticos, foi capaz de detectar
maior diversidade de populagcbes de Trinitarios, comparativamente a
populacdes do Equador, da Coldbmbia e do Peru, destacando a baixa
diversidade destas ultimas. Novamente comparando grupos morfogeograficos,
Lerceteau et al. (1997) detectou a baixa heterozigosidade de grupos
Forasteiros do Peru e Equador (18,8%), em relagdo aos grupos Crioulos
(0,301) e Trinitarios (0,383%), com uma diferenciagdo entre os grupos de Gsr =
0,161, ficando 82 % da variabilidade dentro dos grupos. Utilizando 27 sondas
RFLP, N'Goran et al. (2000) confirmou a maior heterozigosidade observada de
Crioulos (0,250) e Trinitarios (0,300), enquanto Forasteiros Alto Amazdnicos e
Baixo Amazédnicos apresentaram apenas 0,230 e 0,126, respectivamente. A
mesma tendéncia foi verificada por Motamayor et al. (2002), utilizando RFLP
(25 sondas) e microssatélites (16 locos), com os grupos apresentando as
seguintes  heterozigosidades para locos RFLP e microssatélites,

respectivamente: Crioulos (0,47 e 0,59), Trinitarios (0,43 e 0,68) e Forasteiros



(0,18 e 0,34). Recentemente, Sereno (2001) utilizando 11 microssatélites
caracterizou a estrutura de quatro populagdes (Alto Amazonas, Baixo
Amazonas, Ronddnia e Acre) constituidas por amostras agrupadas por critério
geografico, registrou heterozigosidade observada geral (Ho=0,347) compativel
com a observada em materiais do Alto Amazonas, mas encontrou uma
relativamente alta diversidade para as populagbes de Rondénia (Hs = 0,555) e
Baixo Amazonas (Hs = 0,553), tidas como muito uniformes. As populagdes

pouco divergiram concentrando 99,6% da variabilidade dentro das mesmas.

Maior area de ocorréncia natural da espécie, a Amazbnia Brasileira
concentra a maior reserva da variabilidade genética do cacau, caracterizada
por ampla variagdo de vigor, produtividade, resisténcia a doengas, tamanho e
coloracéao de frutos, folhas e sementes (Barriga et al. 1985; Almeida et al. 1987,
Bartley et., 1988; Almeida e Dias, 2001), componentes da produc¢ao (Dias et al.,
2002; 2003a), marcadores RAPD (Silva et al. 1998) e microssatélites (Sereno,
2001). Visando a assegurar que o maximo dessa diversidade genética seja
preservada e utilizada de forma racional, a Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira (CEPLAC) tem introduzido em suas colegbes de
germoplasma acessos provenientes de populagbes silvestres ou semi-
cultivadas, coletados em expedi¢gdes botanicas sistematicas desde 1965
(Almeida et al., 1995). Atualmente a Estacdo de Recursos Genéticos do Cacau
“‘José Haroldo” (Marituba-PA) reune cerca de 1800 acessos representantes de
36 bacias hidrograficas. Esse esfor¢o envolve custos consideraveis tanto para
a coleta quanto para manutengao das colegdes, cujas sementes recalcitrantes
nao se prestam ao armazenamento prolongado. O crescimento continuo das
colecbes e consequentes custos, associados a orcamentos escassos, tem
limitado consideravelmente novas prospecgdes e coletas aumentando os riscos
de erosao genética ante a crescente presséo antrépica na regido; apenas 20 %
das bacias mapeadas estdo representadas nas cole¢des de germoplasma da
CEPLAC. Por outro lado, a falta de melhor conhecimento acerca dos padrdes
de diversidade e diferenciagdo das populagdes naturais na regido dificulta a
adogao de estratégias racionais de manejo e coleta de recursos genéticos. A
identificacdo de areas prioritaria para coletas, a eliminagcdo de acessos

duplicados, a preservacao de alelos raros e/ou exclusivos, o estabelecimento



de coleg¢des nucleares, entre outros, sdo medidas cuja adog¢ao depende de
uma melhor caracterizacdo das cole¢des existentes, visando minimizar custos
€ maximizar o aproveitamento da diversidade disponivel mas pouco acessivel .
Segundo Brown (1989), a partir da identificacdo de alelos comuns (raros ou
dispersos), alelos raros (localizados ou dispersos) € possivel estruturar
colegdes nucleares que representem de 70 a 80% da variagdo genética das
colecgdes, utilizando-se apenas 10% de seus acessos.

O manejo racional dos recursos genéticos requer ainda conhecimentos
sobre os niveis de variagao existente dentro e entre as populacées bem como
a sua distribuicdo geografica e os fatores que a influenciam. Relatos sugerindo
a distribuicdo descontinua de pequenas concentragbes de cacau ao longo de
cursos d’agua parecem reforcar o papel desempenhado pelo rios na
divergéncia alopatrica das populagbées naturais de cacau na Amazdnia, como
sugerem Pound (1938), Almeida et al. (1987), Young (1994) e Dias et al. (2002;
2003a). O mesmo padrao de associagao entre diversidade e cursos d’agua tem
sido apontado para espécies amazénicas como Hevea brasiliensis (Seguin et
al., 1999) e Elaeis oleifera (Barcelos, 1998), ambos citados por Motamayor
(2002). A verificagao de tal padrdao pode fornecer subsidios muito importantes
para otimizar, em bases cientificas, o estabelecimento das colecbes e a

conservagao do germoplasma.

A utilizacdo de marcadores moleculares altamente polimérficos constitui
recurso dos mais adequados a caracterizagao da variabilidade existentes nas
colegdes, visando estabelecer inferéncias acerca do padrdo de estruturacéo
genética das populagbdes naturais de origem. A abundante informacéo gerada
por marcadores moleculares é de grande utilidade no manejo da diversidade
em bancos de germoplasma, facilitando o estabelecimento de colegdes
basicas, nucleares e de trabalho, garantindo a completa representagcdo da
diversidade e evitando a redundancia dos gendtipos duplicados. Além disso, as
informagdes geradas sao altamente valiosas para a identificagdo de
progenitores divergentes de modo a maximizar heterose, visando a produgao

de hibridos superiores.

Varios marcadores moleculares, como ja citados, tém sido

frequentemente utilizados na caracterizacdo molecular, diversidade e estrutura



de populacbes de cacau. Entretanto, recentemente, os marcadores
microssatélites tém sido largamente empregados, tornando-se o marcador de

escolha, em fungdo de suas vantagens em relagcéo a outros marcadores.

Microssatélites sdo curtos segmentos de DNA, nos quais um grupo
especifico de 1-6 bases é repetido usualmente até no maximo 60 ou mais
vezes. Eles s&o altamente polimérficos e podem ser amplificados por PCR com
primers especificos para as regides que flanqueiam as sequéncias repetidas
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Devido a sua excepcional variabilidade e
relativa facilidade de “escorear” sao considerados atualmente o mais poderoso
marcador genético (Goldstein & Schlétterer, 2000). E freqiiente observar-se
locos com mais de 10 alelos e heterozigosidades acima de 0,6, mesmo em
amostras pequenas (Deka et al., 1995; Bowcock et al. 1994), enquanto certos
locos podem ser consideravelmente mais variaveis. Além de altamente
polimorficos, os microssatélites sdo também densamente distribuidos por todo
0 genoma eucariotico, tornando-os marcadores preferidos para mapeamentos
de alta resolugdo (Goldstein & Schldterer, 2000). Além de mapeamento, os
microssatélites tem sido extensivamente usados para analises de ligagdo em
associacdo com genes de susceptibilidade a doengas (Yechezkel, &
Morris,1999). Sdo de uso quase exclusivo em testes de paternidade (Queller et
al., 1993) e na probabilidade de identificacdo em nivel individual (Edwards et
al.,, 1992) e em nivel de populacao (Paetkau et al. 1995). Comparagbes de
niveis de variagdo entre espécies e populagbes na avaliagdo da variagao
genética total (Paetkau & Strobeck, 1995), estimacdo do tamanho efetivo da
populacdo, avaliagdo do grau de estruturagcdo de populagdes e taxa de
migracdo entre subpopulagdes (Allen et al., 1995) e relagdes entre varias
subpopulagdes (Bowcock et al. 1994; Forbes et al. 1995), sdo algumas das
aplicagbes mais frequentes de microsatellites no estudo de genética de
populacdes. Primers especificos para cacau, recentemente desenvolvidos por
Lanaud et al. (1999a), tem mostrado bastante polimorfismo em pequenas
amostras permitindo a identificacdo de locos com até 13 alelos. Esses
microssatélites vem sendo usados com sucesso na distingdo de genodtipos
pertencentes a grupos morfogeograficos distintos (Motamyor, et al., 2002), na

construgcdo de mapas de ligacao de alta densidade (Risterucci et al., 2000) e na



analise de algumas populagcbes naturais de cacau da Amazénia (Sereno,

2001).

Desse modo, tendo por base o polimorfismo caracteristico dos locos

microssatélites, esse trabalho pretende cumprir os seguintes objetivos:

1.

Caraterizar individualmente e estabelecer a relagdo genética entre
172 acessos clonais coletados em diferentes bacias hidrograficas da

Amazobnia.

Identificar alelos raros e/ou de ocorréncia exclusiva das diferentes

amostras.

Estabelecer inferéncias sobre a estrutura genética e distribuicdo da
variabilidade dentro e entre subpopulagdes naturais de cacau, a
partir de amostras (acessos) coletadas em diferentes bacias

hidrograficas da Amazoénia.

Estimar a contribuigdo relativa de cada subpopulacdo estudada a

variabilidade total associada ao conjunto de todas as subpopulacdes.

Estimar o grau de endogamia e taxas de cruzamento dentro de cada

subpopulacgao.

Estimar as distancias genéticas entre as subpopulagdes e

caracterizar o padrado de agrupamento associado a essas medidas.

. Sugerir estratégias de conservagcdo e coletas com base na

distribuicao da variabilidade e diferenciacdo das subpopulagdes.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal utilizado

Todo o material vegetal analisado no presente estudo obtido das
colecdes de germoplasma silvestre da Estagcdo de Recursos Genéticos do
Cacau — “José Haroldo” (ERJOH), mantida pela CEPLAC no municipio de
Marituba-PA. Tais colegcbes constituem amostras de populagdes nativas da
Amazobnia, cujo critério de coleta e registro observa a dispersdo do cacau
associada a hidrografia da regido, a qual foi subdividida em 4 bacias

hidrograficas primarias, 61 secundarias e 121 terciarias (Almeida et al., 1987).

Foram utilizados 170 acessos genéticos (clones) representantes de
amostras de 16 subpopulagdes, coletadas em diferentes micro-regides
hidrograficas da Amazdnia Brasileira, conforme discriminam na Tabela 1 e
Figura 1, construidas de acordo com Almeida et al.(1995). Acrescentram-se,
ainda, os acessos alienigenas, o clone SCA-6, originario do Peru, e clone ICS-
1, proveniente de cruzamentos de material Trinitario. Esses materiais, além de
bastante utilizados no programa de produgdo de sementes da CEPLAC, sdo
muito usados como progenitores na obtencdo de progénies tolerantes a

vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa).

O termo acesso é aqui empregado com o sentido mais comumente
utilizado para qualificar amostras de germoplasma que representem a variagao
genética de uma populagdo ou de um individuo propagado vegetativamente
(clone). Esse termo é normalmente adotado para indicar que se trata de
amostras obtidas através de procedimentos de coleta, as quais reproduzem as
caracteristicas genéticas das populacbes de origem. (Vilela-Morales et al.,
1997).

Para efeito de analise considerou-se subpopulagao, a unidade amostral
representativa da respectiva bacia hidrografica, cuja agregagdo em escala
maior foi considerada como populagdo ou grupo representativo das
respectivas regides ou estados que a compreendem. Desse modo considerou-
se como populagdes a reunido das amostras das subpopulagdes do Acre,
Rondbnia, Amazonas e Baixo Amazonas. Esta ultima, assim denominada

pela incluséo de



Tabela 1. Acessos genéticos de cacau caracterizados agrupados de acordo
com a localizagao geografica das populagdes amostradas.

N° Acesso B?Sc;gg;?gégg‘;a (rl;]c;(;a;) Local de Coleta (poGpLLIJz[a)(?éo)
001 CAB 104 Rio Acre 34 Rio Acre (Ac) Acre
002 CAB 105 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
003 CAB 107 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
004 CAB 108 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
005 CAB 110 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
006 CAB 111 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
007 CAB 113 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
008 CAB 114 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
009 CAB 117 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
010 CAB 135 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
011 CAB 136 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
012 CAB 146 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
013 CAB 147 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
014 CAB 148 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
015 CAB 151 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
016 CAB 153 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
017 CAB 155 Rio Acre 34 Rio Acre (AC) Acre
018 CAB 160 Rio Acre 34 Rio Acre (AM) Acre
019 CAB 167 Rio Acre 34 Rio Acre (AM) Acre
020 CAB170 Rio Acre 34 Rio Acre (AM) Acre
021  CAB 171 Rio Acre 34 Rio Acre (AM) Acre
022 CAB 176 Rio Acre 34 Rio Acre (AM) Acre
023 CAB 120 Rio Chandless 37 Rio Chandless - AC Acre
024 CAB 121 Rio Chandless 37 Rio Chandless - AC Acre
025 CAB 119 Rio Chandless 37 Rio Chandless - AC Acre
026 CAB 066 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
027 CAB 082 Rio laco 36 Rio Macaua - AC Acre
028 CAB 063 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
029 CAB 064 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
030 CAB 067 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
031 CAB 068 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
032 CABO070 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
033 CAB 071 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
034 CABO072 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
035 CABO076 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
036 CABO077 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
037 CAB 079 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
038 CAB 080 Rio laco 36 Rio Caeté - AC Acre
039 CAB 081 Rio laco 36 Rio Macaua - AC Acre
040 CABO088 Rio laco 36 Rio laco - AC Acre
041 CAB 181 Rio Tarauaca 38 Rio Tarauaca - AC Acre
042  CAB 200 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
043 CAB 201 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
044  CAB 202 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
045 CAB 203 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
046 CAB 182 Rio Tarauaca 38 Rio Tarauaca - AC Acre
047 CAB 183 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
048 CAB 184 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
049 CAB 185 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
050 CAB 187 Rio Tarauaca 38 Rio Embira - AC Acre
051 CAB 102 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
052 CAB 191 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
053 CAB 094 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
054 CAB 095 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
055 CAB 096 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
056 CAB 098 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
057 CAB 101 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre
058 CAB 123 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
059 CAB 126 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
060 CAB 127 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
061 CAB 128 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
062 CAB 130 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
063 CAB 131 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre
064 CAB 132 Rio Purus 35 Rio Purus - AC Acre

065 CAB 206 Rio Purus 35 Rio Purus - AM Acre




Tabela 1. Acessos genéticos de cacau caracterizados agrupados de acordo
com a localizagao geografica das populagdes amostradas (continuagao).

N° Acesso B?Sc;gg;?gégg‘;a (rl;]c;(;a;) Local de Coleta (poGpLLIJz[a)(?éo)
066 CJ o3 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagéo Bx Amazonas
067 CJ 10 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagao Bx Amazonas
068 CJ 11 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Ant6nio, Marzagéo Bx Amazonas
069 CJ 02 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Ant6nio, Marzagéo Bx Amazonas
070 CJ 04 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagao Bx Amazonas
071 CJ 05 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagao Bx Amazonas
072 CJ 06 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Ant6nio, Marzagéo Bx Amazonas
073 cJ o7 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Ant6nio, Marzagéo Bx Amazonas
074 cJ 08 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagao Bx Amazonas
075 CJ 09 Rio Jari 8 Rio Jari/Cach Sto Anténio, Marzagao Bx Amazonas
076 CAB 478 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
077 CAB 484 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
078 CAB 486 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
079 CAB 487 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
080 CAB 493 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
081 CAB 497 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
082  CAB 499 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
083 CAB 481 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
084 CAB 509 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
085 CAB511 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
086 CAB 512 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
087 CAB513 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
088 CAB 492 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
089 CAB 500 Rio Japura 23 Alto e médio Japura - AM Amazonas
090 CAB 056 Rio Solimdes 17 Manaus - AM Amazonas
091 CAB 058 Rio Solimées 17 Manaus - AM Amazonas
092 CAB 271 Rio Solimées 21 Tefé -AM Amazonas
093 CAB 002 Rio Solimdes 21 llha de Tarara, Tefé - AM Amazonas
094 CAB 003 Rio Solimbes 21 llha de Tarara, Tefé - AM Amazonas
095 CAB 004 Rio Solimdes 21 llha de Tarara, Tefé - AM Amazonas
096 CAB 005 Rio Solimdes 21 llha de Tarara, Tefé - AM Amazonas
097 CAB 046 Rio Solimées 17 Manaus - AM Amazonas
098 CAB 270 Rio Solimdes 21 Tefé -AM Amazonas
099 CAB 327 Rio Solimdes 21 Tefé -AM Amazonas
100 CAB 279 Rio Solimées 21 Tefé -AM Amazonas
101 CAB 324 Rio Solimées 21 Tefé -AM Amazonas
102 CAB 325 Rio Solimdes 21 Tefé -AM Amazonas
103 CAB 326 Rio Solimdes 21 Tefé -AM Amazonas
104 CAB 330 Rio Solimées 21 Tefé -AM Amazonas
105 CAB 331 Rio Solimées 21 Tefé -AM Amazonas
106 CAB 001 Rio Solimbes 21 llha de Tarara, Tefé - AM Amazonas
107 CAB 337 Rio Solimdes 21 Tefé -AM Amazonas
108 CAB 275 Rio Solimdes 21 Médio Solimdes nas imediagbes de Tefé - AM Amazonas
109 CAB 316 Rio Solimdes-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea e Carapanatuba - AM Amazonas
110 CAB 282 Rio Solimbées-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
111 CAB 266 Rio Solimdes-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
112  CAB 280 Rio Solimdes-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
113  CAB 283 Rio Solimdes-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
114  CAB 302 Rio Solimdes-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
115 CAB 304 Rio Solimdées-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
116  CAB 306 Rio Solimées-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
117  CAB 308 Rio Solimdes-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
118 CAB 517 Rio Solimbées-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
119 CAB 313 Rio Solimdes-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
120 CAB 312 Rio Solimées-B. Japura 21 Parnas, Cubud, Capivara, Copea E Carapanatuba - AM Amazonas
121 CAB 514 Rio Solimdes-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
122 CAB 529 Rio Solimbées-B. Japura 22 Baixo Japura - AM Amazonas
123 CAB 730 Rio Uatama/Balbina 16 Arredores da hid. De Balbina - AM Amazonas
124 CAB 731 Rio Uataméa/Balbina 16 Arredores da hid. De Balbina - AM Amazonas
125 CAB 732 Rio Uataméa/Balbina 16 Arredores da hid. De Balbina - AM Amazonas
126 CAB 734 Rio Uatama/Balbina 16 Arredores da hid. De Balbina - AM Amazonas
127  CAB 006 Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Agu - PA Bx Amazonas
128 CAB 020 Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Acu - PA Bx Amazonas
129 CAB 036 Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Acu - PA Bx Amazonas
130 CAB 016 Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Acu - PA Bx Amazonas
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Tabela 1. Acessos genéticos de cacau caracterizados agrupados de acordo
com a localizagédo geografica das populagbes amostradas (continuagao).

N°  Acesso' Bacia Hidrografica Local® Local de Coleta Estado
(subpopulagao) (mapa) (populagéo)
131 CAB 020b Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Agu - PA Bx Amazonas
132 CAB 039 Rio Acara 5 Rio Acara, Tomé Acu - PA Bx Amazonas
133 CAB 017 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
134 CAB 018 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
135 CABO019 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
136 CAB 024 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
137  CAB 022 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
138 CAB 023 Rio Maicuru 10 Rod. Alenquer-Monte Alegre, M. Alegre - PA Bx Amazonas
139 CAB 035 Rio Maicuru 10 Stm 61/01 - PA Bx Amazonas
140 CAB 007 Rio Maicuru 10 Alenquer - PA Bx Amazonas
141 CAB 028 Rio Maicuru 10 Parana-Mirim, Alenquer - PA Bx Amazonas
142  CAB 029 Rio Maicuru 10 Parana-Mirim, Alenquer - PA Bx Amazonas
143  CAB 091 Rio Tocantins 6 Breu Branci, Tucurui - PA Bx Amazonas
144  CAB 092 Rio Tocantins 6 Breu Branci, Tucurui - PA Bx Amazonas
145 CAB 221 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondobnia
146  CAB 232 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondénia
147  CAB 233 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbénia
148  CAB 247 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbnia
149 CAB 410 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondobnia
150 CAB 253 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondénia
151 CAB 255 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbénia
152  CAB 258 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbnia
153  CAB 260 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondoénia
154  CAB 374 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondénia
155 CAB 388 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbénia
156  CAB 396 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondénia
157 CAB 398 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondoénia
158  CAB 406 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondonia
159 CAB 236 Rio Jamari 30 Ariquemes - RO Rondbénia
160 CAB 008 Rio Ji-Parana 29 Seringal Muqui, Pdte Médice - RO Rondénia
161 CAB 009 Rio Ji-Parana 29 Seringal Muqui, Pdte Médice - RO Rondénia
162 CAB 011 Rio Ji-Parana 29 Seringal Muqui, Pdte Médice - RO Ronddnia
163 CAB 012 Rio Ji-Parana 29 Seringal Muqui, Pdte Médice - RO Rondbénia
164 CAB 013 Rio Ji-Parana 29 Seringal Muqui, Pdte Médice - RO Rondbénia
165 CAB 177 Rio Ji-Parana 29 Ji-Parana, O Preto d'oeste e Mirante da Serra - RO Rondoénia
166 CAB 178 Rio Ji-Parana 29 Ji-Parana, O Preto d'oeste e Mirante da Serra - RO Rondonia
167 CAB 179 Rio Ji-Parana 29 Ji-Parana, O Preto d'oeste e Mirante da Serra - RO Rondé6nia
168 CAB 415 Rio Ji-Parana 29 Ji-Parana - RO Rondénia
169 CAB 014 Rio Xeriuni 18 Taiano - RR Roraima
170 CAB 015 Rio Xeriuni 18 Taiano - RR Roraima
171 SCA..6 Peru Peru
172 ICS..1 Trinidad Tobago Trinidad

1- CAB: Cacau da Amazoénia Brasileira.
2- Local de coletas dos acessos indicados na Figura 1, conforme Almeida et al.(1995).
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Figura 1. Localizacdo geografica das bacias hidrograficas de onde foram coletadas as
amostras das subpopulagdes analisadas. Os nimeros correspondentes aos locais de
coleta seguem codificacdo adotada por Almeida ef al. (1995),

subpopulagdes do Para e do Amapa. Desse modo considerou-se como
populacdes a reunidao das amostras das subpopulacdes do Acre, Rondénia,
Amazonas e Baixo Amazonas. Esta ultima, assim denominada pela inclusao

de subpopulacdes do Para e do Amapa.

O critério adotado para classificar como subpopulagdes as amostras de
cada bacia hidrografica orienta-se pelo conceito de populagédo de Mayr (1977):
“Comunidade de individuos potencialmente intercruzantes de uma localidade”.
Ha que se considerar porém, que o critério de registrar numa bacia
hidrografica, acessos coletados ao longo de grandes distancias (margens de
rios), frequentemente reine no mesmo agrupamento materiais sem quaisquer

chances de intercruzamento.
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2.2. Extragdo de DNA

O material para a extragdo de DNA foi coletado em campo a partir de
folhas jovens e sadias retiradas sempre de uma mesma planta de cada
clone (acesso). Destas folhas, depois de lavadas com agua corrente, agua
destilada e secas com papel absorvente, retirou-se discos foliares (® = 0,5 cm),
0s quais, acondicionados em tubos tipo Eppendorf de 1,5 ml, que foram
congelados em nitrogénio liquido e transportados em gelo seco para Vigosa.

A extracdo do DNA seguiu o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com
modificacdes. Os discos foliares de cada amostra foram macerados em
nitrogénio liquido e transferidos para tubos Eppendorf, adicionando-se aos
mesmos 800 uL de tampao de extracéo [Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, EDTA 20
mM, pH 8,0, NaCl 1,4 M, B-mecaptoetanol 0,2% (v/v) e CTAB (p/v)]. Depois de
40 minutos em banho-maria a 65 °C, os tubos foram centrifugados a 14.000
rom, por cinco minutos, e o sobrenadante transferido para novos tubos. Ao
sobrenadante foram adicionados 800 pL de cloroformio:alcool isoamilico (24:1),
promovendo-se a mistura por inversdes suaves e separando-se as fases por
centrifugacéo a 14.000 rpm, por cinco minutos. O sobrenadante, transferido
para novos tubos, recebeu isopropanol gelado, na propor¢édo 1:1
(isopropanol:sobrenadante), o qual apés suavemente misturado foi incubado
por 3 h a—-20 °C. Apds nova centrifugagao (14.000 rpm, 5 min), descartou-se o
sobrenadante, lavando-se o precipitado branco duas vezes com etanol 70 % e
uma vez com etanol 95 %, secando-se o precipitado a temperatura ambiente
por 15 minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em 300 yL de TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), contendo RNAse na concentragao final
de 40 pg/mL, e incubando em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos.
Procedeu-se a nova precipitagdo adicionando-se ao tubo NaCl 5M na
proporgao 1:10 (NaCIl:DNA ressuspenso) e 2/3 de isopropanol gelado, seguido
de centrifugagdo a 14.000 rpm por 10 minutos. Apds lavar duas vezes com
etanol 70 % e uma vez com etanol 95 %, o precipitado foi seco ao ar e
ressuspenso em 200 yL de TEp ¢ (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5).

A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8 % bem como
por espectrofotometra, considerando a razado Azso/Azso. A concentragao foi

estimada a partir da absorbancia a 260 nm conforme Sambrook et al. (1989),
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estocando-se as amostras (estoque) a -20 °C e as amostras de trabalho (6

ng/uL) mantidas em geladeira (5 °C).

2.3. Deteccéao de polimorfismo dos microssatélites
2.3.1. ReacOes de Microssatélites

As reacdes dos microssatélites foram realizadas em microtubos de 0,2
mL, sendo o volume total da reagdo de 13 uL, contendo tampao da PCR (Tris-
HClI 10 mM, pH 8, KCI 50 mM, MgCl, 1,0 mM), 100 pM de cada
desoxirribonucleotideos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,2 uM de cada primer
(forward e reverse) especifico para cada microssatélite, uma unidade da

enzima Taq polimerase e 30 ng de DNA molde.

As amplificagdes foram feitas em termocicladores Perkin Elmer
(GeneAmp PCR System 9600) usando dois diferentes programas touch down,
conforme a temperatura de anelamento de cada par de primer (Tabela 2). O
programa touch down [, para os primers que anelam a 51 °C, consistiu de um
ciclo de desnaturacao a 94 °C durante 4 min, uma etapa de anelamento a 65
°C por 40 s, seguidos por 10 ciclos touch down decrescendo 1 °C por ciclo até
55 °C, a partir da qual se seguiam 30 ciclos a 55 °C por 40 s cada. Cada ciclo
mantinha suas respectivas temperaturas de desnaturagdo (94 °C/40s) e
polimerizagao (72 °C/1 min.). O program touch down II, para os primers que
anelam a 46 °C, diferia apenas no que diz respeito a etapa touch down, cujos
primeiro e décimo ciclos apresentavam temperaturas de anelamento de 55 °C e

45 °C, respectivamente.

Os primers usados na fase de ajuste da metodologia foram cedidos pelo
Dr. Antbénio Figueira (USP/CENA), enquanto os primers utilizados na
caracterizacao definitiva dos acessos genéticos (Tabela 2) foram sintetizados
pela Life Technologies do Brasil, com base nas sequéncias disponibilizadas
pela Dra. Claire Lanaud do CIRAD-CP, Montpellier, Fran¢a (Lanaud et al.,
1999a). Foram testados 48 pares primers, entretanto somente 30 mostraram
produtos de facil deteccdo, dos quais, apenas os polimorficos (29) foram

utilizados na analise.



14

2.3.2. Deteccéo dos fragmentos amplificados

Como se observa na Tabela 2, grande parte dos primers utilizados na
caracterizacao amplificam microssatélites constituidos de repeticbes de
dinucleotideos, os quais, quando detectados em géis de poliacrilamida de alta
resolucdo (desnaturantes), costumam apresentar bandas “gaguejantes”
(shadow bands), o que dificulta ou impossibilita a genotipagem, especialmente
de individuos heterozigotos para alelos que diferem em comprimento de
apenas dois nucleotideos. Desse modo, visando minimizar ambiguidade
decorrente das bandas “gaguejantes”, decidiu-se por separar os fragmentos em
gel desnaturante de poliacrilamida a 7 %, contendo 32 % de formamida/5,6 M
de uréia, em TBE 1X, conforme protocolo proposto por Litt et al. (1993).

Foram utilizadas cubas verticais de eletroforese com placas de gel de
30 cm de altura com capacidade para 100 amostras em gel de 0,7 mm de
espessura. Antes da aplicagdo das amostras o gel era submetido a uma preé-
corrida de 30 minutos a uma poténcia constante, de modo a obter-se uma
temperatura de aproximadamente 40 °C na placa de vidro do gel. Para tanto,
mantinha-se a poténcia da fonte em 60 W ou 120 W, conforme se estivesse
correndo um ou dois géis simultaneamente com a mesma fonte. As amostras
a serem corridas eram misturadas com igual volume (4 pL) do tampéo
de carregamento (formamida 95%, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,09 %)
e, pouco antes do carregamento, as misturas eram desnaturada a 95 °C por 3-
5 min e depois mantidas a 70 °C durante a aplicacdo das mesmas, utilizando-
se bloco de aquecimento (Chilling-Heat Block) da Cole Parmer. Apés a
aplicacdo das amostras o gel era corrido a mesma poténcia da pré-corrida,
ficando a temperatura da placa em torno de 50-55 °C durante a corrida.
Padronizou-se paralisar a corrida quando a linha do corante (azul de
bromofenol) alcangava a distancia de aproximadamente 5 cm do nivel do
tampao inferior. Corria-se, entdo, metade das amostras em cada gel, repetindo-
se em ambos as amostras os materiais SCA-6 e ICS-1, utilizados como
padrbées para, juntamente com o padrdao de peso molecular, facilitar a

comparagao dos tamanhos dos fragmentos separados em géis diferentes.

Como a caracterizagdo com cada microssatélite envolvia 172 gendétipos,

eram necessarios dois géis para separar os fragmentos de cada reagéao.
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Tabela 2. Especificagdes dos primers usados na caracterizagdo dos genétipos

Nome do Sequence de bases (5-3') Ta Estrutura Alelo Clo- Cromos-
Marcador (°C) Repetida nado (bp) soma

mTcCIR1 f GCA GGG CAG GCT CAG TGA 51 (CT)1a 143 8
r TGG GCAACCAGAAAACGAT

mTcCIR2 f CAG GGAGCTGTGTTATTG 51 (GA):N5(AG),GG(AG), 254 5
r AGT TAT TGT CGG CAAGGAGGA T

mTcCIR4 f CGA CTA AAA CCC AAA CCA 51 (TCTCTG)(TC)s 259 ?
r AAT TAT TAG GCAACC CGAACTT

mTcCIR6 f TTC CCT CTAAACTACCCTA 46 (TG)(GA)13 231 6
r TAA AGC AAA GCAATC TAACATA

mTcCIR7 f ATG CGA ATG ACA ACT GGT 51 (GA)14 160 7
r GCTTTCAGTCCTTTGCTT

mTcCIR8 f CTAGTT TCC CAT TTACCA 46 (TC)sTT(TC)7TTT(CT)4 301 9
r TCCTCAGCATTTTCTTTC

mTcCIR9 f ACCATGCTT CCT CCTTCA 51 (CT)gN15(CT)sNg(TC)1o 274 6
r ACATTT ATA CCC CAA CCA

mTcCIR10 f ACA GAT GGC CTA CAC ACT 46 (TG)13 208 5
r CAA GCAAGC CTC ATACTC

mTcCIR11 f TTT GGT GAT TAT TAG CAG 46 (TC)1s 298 2
r GATTCGATT TGA TGT GAG

mTcCIR12 f TCT GAC CCC AAA CCT GTA 46 (CATA)N15(TG)s 188 4
r ATT CCA GTT AAA GCA CAT

mTcCIR13 f CAG TCT AAC AAA GGT GAG 46 (AG)13 258 ?
r TGC CCC ACT TGA CAA CTA

mTcCIR17 f AAG GAT GAA GGA TGT AAG 51 (GT)7N4(GA)12 271 4
r CCCATA CGA GCT GTG AGT

mTcCIR18 f GAT AGC TAA GGG GAT TGA 51 (GA)12 345 4
r GGT AAT TCAATC ATT TGA GGA TA

mTcCIR19 f CACAACCCGTGCTGATTA 46 (CT)zs 376 2
r GTT GTT GAG GTT GTT AGG AG

mTcCIR25 f CTT CGT AGT GAATGT AGG 46 (CT)24 153 6
r TTA GGT AGG TAG GGT TATCT

mTcCIR26 f GCATTCATC AATACATTC 46 (TC)9C(CT)4TT(CT )44 298 8
r GCA CTC AAA GTT CAT ACTAC

mTcCIR28 f GAT CAA TCA GAA GCA AAC ACA 46 (TC)s 336 ?
r TAA AGC AGC CTA CAA AGA AAAG

mTcCIR32 f GACTTACTC CCATCC TAC 46 (CA)1o 198 4
r TGATTGGCACACTTTT

mTcCIR33 f TGG GTT GAA GAT TTG GT 51 (TG)11 285 4
r CAA CAATGA AAATAG GCA

mTcCIR35 f TTT CCTTGTATT GAC CTA 46 (G 235 9
r ATA TAA ACA CAC TTC AGA GAT

mTcCIR40 f AATCCGACAGTCTTTAATC 51 (AC)1s 286 3
r CCT AGG CCA GAG AAT TGA

mTcCIR42 f TTGCTGAAGTATCTTTTGAC 46 (CA)2 232 5
r GCTCAACCCCTATTTG

mTcCIR43 f TCA TGA GAA TGC ATG TG 46 (TG)s(TA)GA)15 206 4
r CTG GACATG AAGAAGTTAT

mTcCIR44 f CCC ATC AAA AGT ATT AGA AG 51 (GT)1o 178 2
r ATC AAG CAATGG TCAAC

mTcCIR49 f GTA AAG CAC ATATAC TAAATGTCA 46 (TG)s 197 3
r TTT AAC CTT TGT AAG AAG TAT TCA

mTcCIR54 f AACCTCTTGTCACTGTA 46 (CA)5 165 1
r GAA GGC ATACTT ACT ACT GT

mTcCIR55 f GAT ATT GTC CAATAATTITG 46 (CA)s(GCACAC)s 234 7
r TTCCGCCTT GTT CTC

mTcCIR57 f TGTAGATGT GAT TTTATAGTT TG 46 (AC)13 253 4
r GGA GGG ATA AGA AGC AG

mTcCIR58 f TTTTTG GTG ATG GAACTAT 51 (GT)a0 266 9
r TGG TTA AGC AAC ACT AAACT

mTcCIR60 f CGC TAC TAA CAAACATCA AA 51 (CT)#(CA)z0 207 2
r AGA GCA ACC ATC ACT AAT CA

Ta: Temperatura de anelamento; f: forward; r: reverse
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Para determinar o comprimento dos fragmentos, utilizou-se o padrao de
peso molecular 70 bp DNA Ladder (Life Tchnologies, Cat. No. 10821-015), o
qual consiste de 33 fragmentos de dsDNA, variando de 10 a 330 bp em
multiplos de 10 bp. Para os microssatélites mTcCIR-18, mTcCIR-19,
mTcCIR-28 e mTcCIR-33, que apresentam alelos de comprimentos superiores
a 330 bp, utilizou-se o padrédo de peso molecular 25 bp DNA Ladder (Life
Technologies, Cat. No. 10597-011) que consiste de 18 fragmentos dedsDNA
variando de 25 a 500 bp em multiplos de 25 bp. Visando minimizar a
interferéncia devido a deformacdes no gel (sorrisos), os padrées de peso
molecular foram distribuidos a intervalos de 11 amostras, totalizando 8 trilhas

com padrdes em cada gel.

Os géis, ainda fixados em uma das placas foram mergulhados por 30
minutos em solugédo de Brometo de Etidio 0,5 ug/mL, lavados em seguida com
agua de torneira por 5 minutos e entao fotografados sob luz ultravioleta (Eagle
Eye Il). As fotografias foram armazenadas como arquivo do tipo TIF para
posterior analise do tamanho dos fragmentos com o programa ONE-Dscan
(ver. 1.0).

2.4. Andlises Estatisticas
2.4.1. Modelo de mutacdo de microssatélites

Classicamente, dois modelos extremos de mutacdo tem sido
considerados para locos microssatélites: o modelo de alelos infnitos (1AM,
Kimura & Crow, 1964) e o modelo de mutagcbes em etapas ou stepwise
mutation model (SMM, Kimura & Otha, 1978). O modelo SMM baseia-se na
mutacdo de allelos microssatélites pela perda ou ganho de uma de uma
unidade simples de repeticdo, implicando que a mutagdo pode produzir
estados alélicos ja presentes na populagdo. Sob o modelo IAM, uma mutagéo
envolve qualquer numero de unidades repetidas e sempre resulta em um
estado alélico novo na populagdo. A questdo sobre qual modelo aplicar
torna-se importante porqué a estimacgao de varios parametros populacionais
(diferenciagdo genética, migrantes por geracado, distancias genéticas, etc) &

dependente do modelo de mutacdo assumida para o marcador em estudo. No
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caso de microssatélites essa dependéncia pode se tornar critica, dado que a
sensibilidade do modelo de mutacdo aumenta com a taxa de mutacéo,
normalmente muito alta para microssatélites. Entretanto, ndo obstante os
crescentes esforcos no sentido de desenvolver estatisticas adequadas ao
estudo de microssatélites sob o modelo SMM, varios autores véem com
reservas a aplicagdo das mesmas. A menos que se esteja seguro de que o
sistema em estudo siga estritamente o modelo SMM e que a taxa de mutagéo
ndo possa ser negligenciada quando comparada a outras for¢as como
migragao e deriva genética (Balloux et al., 1999). Desse modo, salvo quando
devidamente explicitado, todas as analises desenvolvidas no presente estudo

foram fundamentadas no modelo de mutagéo de infinitos alelos (IAM).

2.4.2. Caracterizacao individual

Os diferentes alelos detectados por cada loco microssatélite foram
codificados com o respectivo numero de pares de base estimado a partir dos
géis com o programa ONE-Dscan (ver. 1.0). Com a matriz obtida com os
genotipos individuais de cada clone, utilizou-se o programa Popgene (ver. 1.32)

para estimar os seguintes parametros:

Frquéncia alélica: estima a frequéncia génica de cada loco a partir do

numero de cada alelo dividido pelo total de alelos encontrados no mesmo loco;

Numero de alelos: conta o nimero de alelos com freqiéncia maior que

Zero;

Heterozigosidade observada: Estima a proporgdo observada de

heterozigotos em um dado loco;

Ho = 1- 2P,
onde P; é a frequiéncia observada de gendtipos homozigotos para o i-ésimo

alelo.

Heterozigosidade esperada: Estima a proporcdo esperada de

heterozigotos em um dado loco sob equilibrio de Hardy-Weinberg.
He = 1-2p?)

onde p;é a frequéncia do i-ésimo alelo de dado loco.
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Heterozigosidade esperada n&o viesada: Estima a proporgao
esperada de heterozigotos em um dado loco sob equilibrio de Hardy-Weinberg,

corrigida para o tamanho das amostras, segundo Nei (1978);
Hp = 2m(1-p?)/(2m-1)

onde p; é a frequéncia do i-ésimo alelo de dado loco e m é o numero de

individuos da amosta.

Numero efetivo de alelos: Estima o reciproco da homozigosidade
esperada (Kimura & Crow, 1964);
ne = 1/(1-He)

indice de Fixagdo: Estima Fis como uma medida do déficit ou excesso
de heterozigosidade sgundo Wright (1978):
Fis = (He - Ho)/He

A partir das frequéncias de cada alelo calculou-se (manualmente) ainda
o poder de discriminagdo (PD) dos locos (Jones, 1972), a probabilidade de
identidade (Pl) (Paetkau et al. 1995) e o conteudo de informagao polimérfica

(PIC) (Weber, 1990), conforme as relagdes a seguir:

I=n-1 n

PD=1-5(Py?  PI=3p'+3 Y(2pp)’ PIC=1-(Spi)- 3. S2p pf

i=1 j=it

Onde Py representa a frequéncia de cada genotipo, pi e pj sdo as frequéncias

do i-ésimo e j-ésimo alelos em uma dada amostra.

2.4.3. Teste de Neutralidade Seletiva dos locos

A neutralidade seletivas dos locos microssatélites foi avaliada pelo
mesmo programa (Popgene, ver. 1.31) através do teste de Watterson-Ewens
(Hartl & Clark,1989), seguindo o algoritmo de Manly, 1985) para simular a
distribuicdo da estatistica F (homozigosidade esperada — Zp;?), apds comparar
esta estatistica com as de configuragbes genotipicas obtidas em 1000
hipotética para uma populacdo obdecendo o modelo de mutagao de infinito
alelos (IAM). Para cada amostra obtem uma valor de F, o qual € comparado ao

F calculado a partir das frequéncias observadas da amostra. Se este ultima cair
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dentro do intervalo de confianga gerado pelas simulacbes de F, aceita-se a

hipotese de neutralidade seletiva para o loco em estudo.

2.4.4. Desequilibrio genotipico

Utilizou-se teste exato de permutacdo (Guo & Thompson, 1992),
executado pelo Programa Fstat, ver. 2.9.3 (Goudet, 2001), para verificar a
significancia da associagéo entre gendtipos de cada par de locos. A estatistica
usada para testar as tabelas geradas a cada permutacdo € a razédo de
verossimilhanga (G= Z xii In(x;jx), onde X representa o numero de individuos
na amostra com gendtipo jj no primeiro locu e kI no segundo loco. O P-valor do
teste é obtido apds a associacao de dois locos ao acaso um numero aleatério
de vezes e a estatistica G calculada no conjunto de dados aleatorizados é
comparado com as associacdes observadas nos dados. O P-valor estima a
proporcao de vezes que a estatistica dos dados simulados é maior ou igual ao
observado. O teste foi aplicado na amostra total apés 10.000 permutacgdes,
aplicando-se a correcdo de Bonferroni ajustando-se o nivel nominal de
significancia (5%) ao numero de testes aplicados (406, combinagao de 29 locos

dois a dois).

2.4.5. Heterozigosidade Individual dos gendétipos

A heterozigosidade de cada clone foi avaliada considerando-se a
identidade dos alelos (heterozigosidade observada) e o tamanho dos alelos
pela medida d®>média, proposta por Coulson et al (1998), para estimar a
diversidade individual sob o modelo de mutacdo em etapas (SMM). Ela
representa a média do quadrado da diferenca entre os comprimento de dois
alelos de cada locos, do mesmo individuo, ponderada com todos os locos,

conforme a relagao abaixo:

d>média = (1/n)Z "(ia — ip)?

onde i; e ip sdo os comprimentos dos alelos em numero de repeticbes ou
pares de base dos alelos a cada loco i e n é o numero total de locos para os
quais os individuos foi genotipado. Essa medida estima na verdade a distancia

genética entre os gametas que formaram o individuo e matematicamente, é
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uma medida da variancia do comprimento meédio dos alelos dentro de um

individuo.

2.4.6. Relacdo Genética entre os clones

A relagao genética entre os gendtipos individuais foi avaliada através de
uma matriz de similaridade construida utilizando-se o indice de similaridade
para variaveis multicategéricas (S; = C/(C+D), através do program Genes
versdo Windows 2001 (Cruz, 2001). O referido indice estimou a similaridade
entre os gendtipos a partir dos escores 0, 1 e 2, para alelo ausente, em
heterozigose ou homozigose respectivamente. Com o complemento desse
indice construiu-se dendrograma circular baseado no método de agrupamento
hierarquico UPGMA usando o programa MEGA, ver 2,1 (Kumar et al, 2001).
Construiu-se ainda diagrama de disperséao bidimensional dos clones através do
program GENETIX, ver. 4.02, aplicando analise fatorial de correspondéncia a

partir da matriz de escores 0, 1 e 2 de cada genatipo.

2.5. Variabilidade genética das subpopulacdes

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), dentro de cada
populacdo e para a amostra interira foram testados através do teste exato de
permutacdo (Guo & Thompson, 1992), computado através do programa Fstat,
ver. 2.9.3 (Goudet, 2001), utilizando os coeficeintes de fixagdo Fis (f de Weir &
Cockerham, 1984) para o teste dentro das subpopulagcbes e o coeficiente de
fixagdo Fir (F de Weir & Cockerhan, 1984) para o teste global. Para o teste
dentro das amostras, os alelos foram permutados entre os individuos dentro
da propria amostra; para o teste global os alelos foram permutados entre
amostras. Para ambos os testes aplicou-se 10.000 permutacbes e o nivel

nominal ajustado (5 %) pela correcdo de Bonferroni foi de 0,00016.

2.5.1. Variabilidade genética dentro das subpopulacdes

A variabilidade de cada subpopulacdo foi caracterizada pelas
frequéncias alélicas, numero de alelos raros, numero de alelos privados,

percentagem de locos polimérficos, numero de alelos por loco, numero total de
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alelos, numero efetivo de alelos, riqueza alélica padronizada,
heterozigosidades observada e a diversidade n&o viesada ou heterozigosidade
espera no equilibrio de Hardy-Weinberg. Estimou-se ainda o coeficiente de
endogamia dentro de cada amostra, a partir do qual estimou-se a taxa de

cruzamento.

A frequéncia de cada loco foi obtida através do programa Popgene, ver.
1.32, pela divisdo do numero total de cada alelo em cada populagdo pelo
numero total de alelos detectados naquele loco. Alelos com freqiéncia menor
que 0,05 foi considerado raro. E privado ou exclusivo quando o alelo ocorria em
apenas uma populacédo, independente de sua frequéncia. Um loco foi
considerado polimérfico quando a frequéncia do alelo mais comum é menor ou
igual 0,95.

A riqueza alélica padronizada, introduzida por El-Mousadik & Petit
(1996), € uma medida do numero de alelos independente do tamanho da
amostra permitindo que a mesma possa ser comparada ente amostras de
tamanho diferentes. O principio de sua padronizacédo baseia-se na técnica de
rarefagdo introduzida por Hurlbert (1971) em estudos ecoldgicos. O perincipio
€ estimar o numero esperado de alelos em uma sub-AMostra de 2n, dado que
2N tenham sido amostrasdos (N=n). Normalmente o n é fixado como o menor
numero de individuos genotipados para um loco em uma amostra. A riqueza

alélica é entéo calculada pela seguinte combinacéo:

[2N—Nj

2

R@) =) |- =
[ZHJ

onde Ni € o numero de alelos do tipo i entre os 2N. O termo sob a soma
corresponde a probabilidade de amostrar o alelo i pelo menos uma vez em uma
amostra de 2n. Quando 2n>(2N-Ni) a razdo é indefinida, mas a probabilidade
da amostrar o alelo € considerada igual a 1. Esta estatistica foi computada pelo
programa Fstat, ver. 2.9.3 (Goudet, 2001).
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2.5.2. Variabilidade genética entre as subpopulagcfes

Em populagbes naturais, as frequéncias genotipicas em cada
subpopulagdo ndo necessariamente encontram-se nas proporgodes de Hardy-
Weinberg, em funcdo de forgas nao seletivas como a deriva genética e a
endogamia. Ambos os fatores agem reduzindo a quantidade de
heterozigosidade e aumentando a homozigosidade, efeitos que tendem a se
acentuar a medida que a populagdo se torne estruturada, quando os
cruzamentos e a dispersdo ocorrem somente nas vizinhancas de cada
individuo. Wright (1951, 1969) prop0s que os desvios das frequéncias
genotipicas em uma populagao subdividida podem ser medidos em termos de
trés parametros, Fis, Fir € Fst, denominados indices de fixagdo, assim

relacionados:
1- Fir = (1- Fis)(1- FsT)

Na definicdo de Wright Fis e Fir estimam a correlagdo da unido de
gametas em relacdo a subpopulagdo e em relagdo a populagdo total,
respectivamente, enquanto Fst é a correlagdo entre dois gametas retirados ao

acaso de cada subpopulacao.

A idéia basica na abordagem de Wright assume que as populagdes e
subpopulagdes analisadas derivaram de uma populagdo ancestral comum ao
mesmo tempo e que todas as poulagdes sao igualmente relacionadas, quer
haja ou ndo migracdo entre as populagdes. Ou seja, as populacbes sao
consideradas como uma amostra randémica de um conjunto de infitas
populagdes igualmente relacionadas. Nesse contexto, Weir & Cocherhan
(1984) desenvolveram um sistema baseado na analise de varidncias que
permite a um sé tempo estimar e testar o nivel de significancia dos diversos

indices de fixagao F.

Entretanto, considerando que a maioria das populacdes naturais
apresenta relagdes filogenéticas que n&o se adequam ao modelo proposto por
Wright, Nei (1977) redefiniu os indices de fixagdo sem usar o conceito de
correlagdo na unido de gametas. O autor mostrou que a relacdo entre os
diferentes indices F se mantém em qualquer situagao a despeito das relagdes

filogenéticas, padrdo de migragédo, numero de alelos, havendo ou néo selegao.
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Nessa abordagem, todos os indices de fixagdo podem ser definidos a partir das
heterozigosidades observada e esperada para a populagdo investigada, como

se vera a seguir.

No presente estudo adotou-se as duas abordagens (Wright, 1951 e Nei,
1977) para avaliar a diferenciagdo entre as subpopulagdes e grupos de
subpopulagdes. Para tanto empregou-se o program Fstat, ver.2.9.3 (Goudet,
2001), para calcular os indices de fixagdo de Wiright (1969), estimados pelas
estatisticas globais de Nei (1987) e Weir & Cockerhan (1984).

Estatisticas de Nei

Foram estimados para cada loco e para o conjunto das amostras as
estatisticas a seguir definidas:

Ho: proporcao observada de individuos heterozigotos
Ho=1-2% Pkii/np,

Onde Py é a frequéncia do gendtipo Aj/A; na amostra k e np € o niumero de

amostras.

Hs: € a heterozigosidade esperada (ndo viesada) dentro da amostra,

nesse contexto, freqientemente chamada de diversidade genética.

Hs = A[1- Z; pi > — Ho/2d]/(A-1)

onde pi?=Zp’/np, np é o nimero de amostras e fi € a média harmdnica
de nk

Ht: é a heterozigosidade total esperada, ou diversidade total do

conjunto.
Hr = 1- % p; * + Hs/2finp
onde Pi = Zxpki/Np,
Dst: estima a quantidade de diversidade entre as amostras.

Dst = Hr — Hs
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Dst’: diversidade entre as amostras independente d numero de

amostras.
. n
Dst =hp-1 Dst
Ht': diversidade total independente do tamanho da amostra

Hr'=Hs + Dst’

Gsr: coeficiente de diversidade relativa entre as populagdes — estimador

de Fst.
GST = (HT - Hs)/HT = DST/HT

Gst': Gst corrigido independente do numero de amostras.
Gs‘r, = (HT, - Hs)/HT, = DST,/HT’

Gis: € um esimador do indice de fixagao Fis.

Gis = (Hs — Ho)/Hs = 1- Ho/Hs

Estatiticas de Weir & Cockerhan:

Os estimadores F, 6 e f, correspondentes aos indices de fixacao de
Wright, foram calcaulados pelo programa Fstat, ver.2.9.3 (Goudet, 2001),
através da particdo da varidncia- total das frequéncias alélicas nos
componentes relativos a variancia entre as populacdes (0%), variancia entre os
individuos dentro da populacéo (0%) e variancia dentro dos individuos (0%g), as
quais sdo estimadas a partir dos respectivos quadrados médios observados
para populagdes (QMP), individuos (QMI) e alelos (MSG):

0’ = QMG 0% = %(QMI-QMG) o%p = (1/2n:)(QMP — QMI)

obtendo-se as medidas de diferenciagdo a partir das relagbes entre os

componentes da variancia:

o’p + o’ _ __o% F-0
F=—2—"T>"> 0= - > 2 f=
GP+GI+GG GP+GI+GG 1-0
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A probabilidade de estas estatisticas diferirem de zero foi determinada
apo6s 10.000 permutagdes e intervalos de confianca de 95%, associados a cada
indice foram gerados ap6s 10.000 bootstrap (Goudet, 2001). Para f (Fis) os
alelos sdo permutados entre individuos dentro das amostras; para F (Fir) os
alelos sao permutados entre amostras. Para 6 (Fst), permutam-se os alelos
entre amostras, quando Fis ndo difere de zero, ou permutam-se os gendtipos

quando F;s é significativo.

O programa calculou ainda o coeficiente de parentesco (Hamilton’s,
1971) - ReL = 208 /(1+F) - estimado segundo Queller & Goodnight, 1989). Essa
medida estima o parentesco médio dos individuos dentro das amostras em

relagao ao todo.

As estimativas de Fst (8) entre pares de amostras, bem como a particéo
da variagdo entre subpopulagdes, entre grupos de subpopulagbes e entre
subpopulagdes dentro dos grupos, foram determinadas pelo programa Arlequin
ver. 2000, através da analise de variancia hierarquizada de Weir & Cocherhan

(1984), conforme desscrito acima.

A contribuicdo relativa de cada amostra para a variabilidade total das
amostras em conjunto foi estimada para os indicadores de riqueza alélica
padronizada (R()) e diversidade genética (Hnb), conforme Petit et al. (1998). O
procedimento consiste em se estimar os indicadores de variabilidade para o
conjunto de todas as populagbes, exceto aquela que se quer avaliar a

contribuigcao relativa. Conforme as relagbes seguintes:

Crig = (X = Xen)/Xr,
onde :
Cr) - contribuigdo relativa da populagéo k;
Xt - representa a diversidade total ou a riqueza alélica total,
Xtk - representa a diversidade ou riqueza alélica total no conjunto de

todas as populacdes exceto a populacéo k;

Adotando o mesmo procedimento, essa contribuicdo pode  ser

particionada em dois componentes:

Csw) - contribuicdo da populacdo k a diversidade total, ou a riqueza

alélica total devido a sua propria diversidade;
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Csik) = Xk = Xsk)/n = (Xk = Xs)/(n-1),

onde:
Xk - diversidade ou riqueza alélica da populagao k;
Xs - diversidade ou riqueza alélica média de todas as
populacdes.

Cpk) - contribuicdo da populacdo k a diversidade total ou a riqueza
alélica total devido a sua divergéncia, obtido pela diferenca:

Co) = Criv - Cs

2.6. Distancias genéticas entre as subpopulagcbes

As distancias genéticas entre as subpopula¢des foram avaliadas pelos
estimadores de distancia D de Nei (1987), D, de Reynolds et al. (1983) e dp?

de Goldstein (1995), conforme as relagdes:

Distancia de Nei

D=Inl,
onde | é a estimativa da identidade genética entre as populagdes
I= ey ! (dx - Iy)"%,
em que
Jy = 2 x? probabilidade de identidade de dois alelos na populacao x
Jy=2 X2 probabilidade de identidade de dois alelos na populagao y
Jy =2 Xyi probabilidade de identidade de dois alelos nas duas

populacdes

Distancia de Reynolds

D|_ = -In(1 'FST)

Distancia de Goldstein

8u° = T (M — Kyk) /L,
onde
Mxk = ZXik - média de unidades repetidas no loco k da populacao x,

Myk = ZXjk - média de unidades repetidas no loco k da populagéo y.
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Todas as distancias foram calculadas usando o programa MICROSAT
(Goldstein, 1995), obtendo-se a matriz de consenso apds 100 re-AMostragens
bootstraps. As matrizes geradas para cada uma das distédncias estimadas
foram utilizadas para a construgdo de dendrogramas pelo método UPGMA.
Para avaliar a consisténcia da topologia dos dendrogramas, utilizou-se as
matrizes (100) de cada distancia, obtidas pela reamostragem dos locos
(bootstrap), através da rotinas NEIGHBOR e CONSENSE do pacote de
programas PHYLIP 3.5c de Felsenstein (1993) .
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Nivel de polimorfismo detectado na amostra total

A diversidade alélica medida nos 172 acessos, caracterizados com 0s
30 microssatélites, revelou um perfil de loco simples, com 29 locos polimérficos
e apenas um loco monomorfico (mTcCIR-28). O loco mTcCIR-28 corresponde
ao primer ACMC 526, utilizado por Sereno (2001), que também se mostrou
monomorfico na caracterizacdo de 94 clones CAB. Um exemplo do
polimorfismo alélico € mostrado na Figura 2 para o primer mTcCIR-12. Dentre
os locos polimérficos detectou-se um total de 186 alelos, variando de 2 alelos,
para o primer mTcCIR-02, a 11 alelos, para o primer mTcCIR-60, com uma
meédia de 6,4 alelos por loco, enquanto que o tamanho dos alelos variou de 129
bp (MTcCIR-01) a 454 bp (mTcCIR-18) (Tabela 3 e Figura 3). Esses resultados
sdo comparaveis aos observados por Lanaud et al. (1999a), no que diz respeito
ao tamanho dos alelos. Quanto ao numero médio de alelos, mostra-se superior
ao obtido por aqueles autores (5,6 alelos/loco), mas inferior ao detectado por
Motamayor et al. (2002) para cacaueiros do grupo Forastero (8,7 alelos/loco).
Ha que se considerar, porém, que os autores citados nao utilizaram os mesmos

primers, sendo que o estudo de Motamayor et al. (2002) envolveu uma area de
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Figura 2. Exemplo de polimorfismo detectado pelo primer mTcCIR-12, mostrando
diferentes acessos de trés subpopulacdes, em fotografia original (superior) e negativo
(inferior). As letras abaixo dos acessos codificam alelos detectados no gel. P5-P9
correspondem as trilhas com marcadores de peso molecular (10 pb).
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Tabela 3. Alelos identificados (bp) na amplificagdo de 30 microssatélites e suas
respectivas frequéncias (entre parénteses) observadas em 172 acessos de

cacauelros.
Alelo
LECOO C;‘;”n‘j‘;s Cl?g;)do Alelos Identificados Al’:;)s

MtCcir01 8 143 129 132 134 142 145 146 148 7
(0,006) (0,407) (0,012) (0,456) (0,020) (0,038) (0,061)

MiCcir02 5 254 238 252 2
(0,497) (0,503)

MtCcir 04  ? 259 250 262 270 3
(0,279) (0,151) (0,570)

MiCcir 06 6 231 196 198 202 205 210 214 6
(0,138) (0,600) (0,041) (0,103) (0,106) (0,012)

MtCcir 07 7 160 154 159 160 162 164 165 167 169 8
(0,006) (0,186) (0,172) (0,378) (0,206) (0,035) (0,009) (0,009)

MiCcir 08 9 301 277 282 285 289 302 5
(0,003) (0,110) (0,628) (0,160) (0,099)

MtCcir09 6 274 256 262 269 273 278 282 284 287 295 9
(0,003) (0,003) (0,008) (0,067) (0,328) (0,323) (0,250) (0,017) (0,003)

MiCcir 10 5 208 199 202 203 206 209 212 6
(0,020) (0,148) (0,302) (0,378) (0,140) (0,012)

MtCcir 11 2 298 285 287 200 296 304 306 311 7
(0,018) (0,023) (0,404) (0,213) (0,199) (0,035) (0,108)

MiCcir 12 4 188 186 200 203 209 211 214 220 224 252 9
(0,012) (0,292) (0,234) (0,096) (0,181) (0,091) (0,009) (0,012) (0,073)

MtCcir 13 ? 258 246 254 256 258 4
(0,196) (0,731) (0,041) (0,032)

MiCcir 17 4 271 265 266 268 277 4
(0,126) (0,567) (0,301) (0,008)

MtCcir 18 4 345 333 337 345 352 375 454 6
(0,161) (0,063) (0,759) (0,009) (0,003) (0,006)

MiCcir 19 2 376 379 384 387 400 407 5
(0,131) (0,192) (0,282) (0,317) (0,078)

MitCcir25 6 153 172 175 179 180 184 192 198 206 8
(0,024) (0,103) (0,144) (0,082) (0,012) (0,359) (0,188) (0,088)

MiCcir26 8 298 266 283 288 290 292 297 299 304 310 9
(0,003) (0,141) (0,012) (0,050) (0,285) (0,324) (0,174) (0,009) (0,003)

MtCcir 28 ? 336 336 1
(1,000)

MiCcir32 4 198 196 200 205 3
(0,018) (0,623) (0,358)

MtCcir 33 4 285 287 293 295 302 306 312 318 325 327 367 10
(0,139) (0,012) (0,172) (0,163) (0,139) (0,078) (0,036) (0,012) (0,151) (0,099)

MiCcir35 9 235 220 230 234 3
(0,317) (0,269) (0,414)

MtCcir40 3 286 250 266 274 277 281 283 297 298 8
(0,012) (0,191) (0,118) (0,374) (0,035) (0,144) (0,032) (0,094)

MiCcir42 5 232 202 212 216 218 223 228 231 235 8
(0,350) (0,018) (0,085) (0,047) (0,162) (0,106) (0,141) (0,091)

MtCcir43 4 206 191 197 199 201 203 209 211 213 8
(0,006) (0,186) (0,112) (0,249) (0,071) (0,163) (0,198) (0,015)

MiCcir44 2 178 170 172 181 182 183 193 6
(0,447) (0,009) (0,300) (0,100) (0,071) (0,074)

MtCcir49 3 197 198 204 205 206 209 215 6
(0,024) (0,018) (0,732) (0,140) (0,009) (0,077)

MiCcir 54 1 165 144 146 150 154 156 158 162 166 8
(0,071) (0,029) (0,170) (0,016) (0,647) (0,013) (0,016) (0,038)

MtCcir 55 7 234 223 227 233 3
(0,023) (0,361) (0,616)

MiCcir 57 4 253 242 247 252 254 256 262 6
(0,018) (0,008) (0,181) (0,678) (0,108) (0,009)

MtCcir58 9 266 232 238 242 252 257 264 267 309 8
(0,015) (0,076) (0,085) (0,021) (0,379) (0,321) (0,009) (0,094)

MiCcir 60 2 207 186 191 194 198 200 206 208 210 212 214 224 11
(0,349) (0,157) (0,047) (0,052) (0,003) (0,047) (0,003) (0,093) (0,172) (0,070) (0,009)
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dispersao muito maior do que a aqui considerada, incluindo acessos de
grupos morfogeograficos mais contrastantes, originarios de diversos paises.
Quando se compara apenas os locos comuns aos estudos de Lanaud et al.
(1999a) e Sereno (2001), obteve-se uma média de 5,8 alelos/loco, contra 6,4 e
4,2 alelos/loco dos respectivos autores. O resultado mais discrepante foi
observado no loco mTcCIR-07, onde foram detectados 8 alelos, contra apenas
3 alelos detectados por Sereno (2001). Considerando que muitas populag¢des
caracterizadas sdo comuns aos dois estudos, o0 menor numero de alelos por
loco relatado por Sereno (2001) provavelmente resulta da menor resolugéo dos
géis empregados pelo autor (poliacrilamida 6%, nativo) na separagéo das
bandas (alelos). Por outro lado, os resultados ratificam o elevado polimorfismo
de locos microssatélites comparativamente a outras técnicas de caracterizacao
molecular. Caracterizagdes com nove isoenzimas (Lanaud, 1987) e 31 sondas
de RFLP (Laurent et al., 1993) em populagdes maiores (300 e 180 gendtipos,
rspectivamente) revelaram 3,3 e 2,4 alelos por loco, com um maximo de 5 e 4
alelos em cada caso.

A Figura 3 mostra que a amplitude de variagdo no tamanho dos alelos

dos diferentes microssatélites analisados permite que se compatibilize a
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amplificacdo de conjuntos de varias combinagdes de primers em uma reacao
multipla de PCR (multiplex), que produzam alelos de tamanhos tais que n&o se
sobreponham, de modo que possam migrar em uma mesma canaleta do gel.
Tal possibilidade poderia ser maximizada com marcagao fluorescente em gel
automatizado, o que resultaria em consideravel economia de tempo e de
recursos na caracterizagdo de germoplasmas. A Figura 3 revela ainda que a
maioria dos locos analisados apresenta um numero potencialmente maior de
alelos que os detectados no presente estudo. Isto fica mais claro na Figura 4,
onde é mostrado que 4 dos locos mais polimérficos apresentam diferencas
irregulares no tamanho dos alelos detectados. Os modelos de mutacao
geralmente aceitos para a evolugdo de microssatélites (Eisen, 1999) sugerem
a possibilidade de que os pontos compreendidos nos intervalos irregulares
correspondam a potenciais alelos passiveis de deteccdo analisando-se um

numero maior de individuos dentro das mesmas populagdes.
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Figura 4. Exemplo da distribuicdo de alelos em quatro locos polimorficos, mostrando
diferencas irregulares no comprimento dos fragmentos (alelos) identificados em cada
um dos microssatélites. As letras nas abcissas codificam os alelos detectados em cada
loco.
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Os valores da diversidade (Hyp) variaram de 0,396 (mTcCIR-18) a 0,868
(mTcCIR-33), com uma diversidade média de 0,653 (Tabela 4). Observa-se
ainda que o grau de diversidade ndo guarda uma relagdo muito estreita com o
numero de alelos de cada loco (R? = 0,489), refletindo a grande variagdo de
frequéncia dos alelos dentro de cada loco, que, por sua vez determina os

valores de heterozigosidade de populagées em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 4. Caracterizagao da diversidade dos microssatélites identificados nos
172 acessos analisados.

Loco N° Alelos Ne He Hob Ho Fis
mTcCIR-01 7 2,64 0,6203 0,6221 0,2558 0,590
mTcCIR-02 2 2,00 0,5000 0,5016 0,5064 -0,010
mTcCIR-04 3 2,35 0,5746 0,5763 0,8140 -0,414
mTcCIR-06 6 2,48 0,5972 0,5990 0,2588 0,569
mTcCIR-07 8 3,99 0,7492 0,7513 0,2151 0,714
mTcCIR-08 5 2,26 0,5582 0,5598 0,1337 0,762
mTcCIR-09 9 3,58 0,7206 0,7227 0,2267 0,687
mTcCIR-10 6 3,62 0,7238 0,7259 0,1221 0,832
mTcCIR-11 7 3,82 0,7283 0,7405 0,2749 0,629
mTcCIR-12 9 5,10 0,8037 0,8061 0,4386 0,457
mTcCIR-13 4 1,74 0,4246 0,4258 0,1462 0,657
mTcCIR-17 4 2,34 0,5717 0,5734 0,0351 0,939
mTcCIR-18 6 1,65 0,3942 0,3963 0,2679 0,323
mTcCIR-19 5 4,16 0,7600 0,7622 0,4360 0,429
mTcCIR-25 8 4,74 0,7892 0,7915 0,4000 0,495
mTcCIR-26 9 4,18 0,7612 0,7634 0,2824 0,631
mTcCIR-32 3 1,94 0,4825 0,4839 0,2651 0,453
mTcCIR-33 10 7,40 0,8654 0,8680 0,4277 0,508
mTcCIR-35 3 2,90 0,6557 0,6577 0,3077 0,533
mTcCIR-40 8 4,50 0,7780 0,7803 0,1353 0,827
mTcCIR-42 8 5,05 0,8021 0,8044 0,1765 0,781
mTcCIR-43 8 5,55 0,8198 0,8222 0,3136 0,619
mTcCIR-44 6 3,22 0,6897 0,6917 0,3294 0,525
mTcCIR-49 6 1,78 0,4374 0,4388 0,1548 0,648
mTcCIR-54 8 2,20 0,5440 0,5458 0,1795 0,672
mTcCIR-55 3 1,96 0,4893 0,4909 0,2903 0,409
mTcCIR-57 6 1,98 0,4948 0,4963 0,1287 0,741
mTcCIR-58 8 3,71 0,7306 0,7327 0,1529 0,792
mTcCIR-60 11 5,08 0,8036 0,8059 0,2791 0,654

Média 6,41 3,38 0,6507 0,6530 0,2743 0,5673

s.d. 2,35 1,4309 0,1385 0,1391 0,1529 0,2644

Obs: ne - numero efetivo de alelos (Kimura & Crow, 1964)

He. - heterozigosidade esperada, calculada com viés
H.p.- heterozigosidade esperada sem viés (Nei, 1978)
H, - hetrozigosidade observada

Fis - indice de fixagdo de Wright
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Desse modo, a diversidade é melhor refletida pelo numero efetivo de alelos
(ne), que representa o numero de alelos igualmente freqientes em uma
populagdo ideal, requerido para produzir a mesma homozigosidade ou
hetrozigosidade (esperadas) na populagao real (Hartl & Clark, 1989), conforme
se observa na Figura 5.

A heterozigosidade observada foi relativamente baixa na maioria dos
locos analisados, variando de 0,035 (mTcCIR-17) a 0,814 (mTcCIR-04), com
um valor médio de 0,274. O coeficiente de fixagcdo Fis mostra que a excecgéao
dos locos mTcCIR-02 e mTcCIR-04, todos os demais apresentaram déficits de
heterozigose. Esse resultado reflete o fato de que os individuos caracterizados
pertencem a populagbes e subpopulacbes diferentes e geograficamente

distantes, o que concorre para o aumento de homozigose (efeito de Wahlund).

3.2. Neutralidade Seletiva e Independéncia dos locos analisados

A hipotese da neutralidade seletiva (Kimura, 1968; King & Jukes, 1969)
e a independéncia (equilibrio de ligagcao) dos locos microssatélites sao duas
premissas importantes a serem consideradas antes de quaisquer analises
baseadas em frequéncias alélicas. A frequéncia alélica de cada loco em uma
populacdo resulta da interacdo de forgas exercidas pelos processos de deriva
genética, mutagdes e/ou migragdo. Forte selegdo associada a um loco pode
superar estas forcas e estabilizar as frequéncias alélicas em todas as

subpopulagdes levando a uma subestimagao da distancia genética e da sub-
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estrutura da populagdo. Do mesmo modo, diferencas na pressao seletiva entre
regides poderiam levar a fixacdo de alelos alternativos em diferentes

subpopulagdes e levar a superestimativas daqueles parametros.

A grande maioria dos microssatélites € considerada neutra e, portanto, a
freqiéncia de seus alelos nado seria influenciada pela selegcao natural.
Entretanto, a ligagdo desses marcadores a locos sob pressao de selegdo é
bem conhecida, como tem revelado a literatura sobre doengas genéticas
humanas (Yechezkel & Morris, 1999). A localizacdo exata dos microssatélites
usados na analise dos gendtipos é desconhecida, dai a necessidade de

detectar possiveis efeitos da selegao antes de quaisquer analises.

Por outro lado, a analise de grande numero de locos incrementa o poder
de discriminagéo de gendtipos e de estruturagdo da populacgédo, visto que cada
loco contém uma histéria independente em funcéo da intensidade das forgas
de deriva genética, mutacdo e migracdo. Entretanto, se os locos séao
geneticamente ligados (ndo independentes), os resultados sdo viesados uma
vez que as informagdes associadas a grupos de ligacdo serdo super-

representadas no conjunto de dados combinados.

A Figura 6 representa o teste de homozigosidade para neutralidade de
Ewens-Watterson (Hartl & Clark, 1989) aplicado ao conjunto de todos os
genotipos (172) analisados. As curvas do grafico representam os limites do
intervalo de confianga de 95 % gerados a partir da simulagdo de amostras com
0 mesmo numero de alelos e individuos, segundo a distribuicdo de
amostragem de Ewens (1972) predita pelo modelo de alelos infinitos (IAM).
Observa-se que a excecdo dos locos mTcCIR-19, mTcCIR-33, mTcCIR-35 e
mTcCIR-43, a identidade genética (Fos) de todos os demais caiu dentro dos
limites da regido de confianga, sugerindo boa concordancia com a hipétese de
neutralidade ou mutagao neutra. A baixa homozigosidade dos quatro locos que
cairam abaixo do limite inferior do intervalo de confianga sugere que o
polimorfismo nos mesmos seja mantido por algum tipo de selegao
estabilizadora. Entretanto, ha que se ressaltar que a identidade genética (Fops),
calculada a partir do somatério do quadrado das frequéncias alélicas de cada
loco, reflete na verdade a homosigozidade esperada numa populagdo

panmitica (em equilibrio de Hardy-Weinberg). Justamente por isso a maioria
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Figura 6. Identidade genética, calculada pelo teste de Wateterson-Ewens para os
diferentes locos microssatélites numa amostra de 172 clones de cacau. As linhas solidas
representam os limites do intervalo de confianca a 95 % de probabilidade.

dos locos apresentaram-se mais proximos do limite inferior do intervalo de
confianga, sugerindo um excesso de heterozigosidade, o que certamente deve
ser levado em consideragao antes de rejeitar a hipétese de neutralidade para
0s quatro locos que extrapolaram a regido de aceitagcdo da mesma. Se
plotadas as homozigosidades realmente observadas em cada loco, todos se
manteriam dentro dos limites da regido de aceitagcdo da neutralidade. De
qualquer modo, observa-se que de maneira geral os locos utilizados se ajustam
bem ao modelo de mutagao neutra, nao se justificando descartar quaisquer dos
locos para as analises efetuadas no presente estudo. Deixou-se de testar a
neutralidade dos locos dentro de cada populagcdo separadamente devido ao
pequeno tamanho das amostras, em relagdo ao numero de alelos, o que
certamente introduziria estimativas viesadas do teste. Por outro lado, a
despeito da fraca for¢a do teste de homozigosidade de Watterson-Ewens para
populagdes em n&o equilibrio de Hardy-Weinberg, os resultados sugerem a
realizacdo de estudos mais acurados sobre o significado adaptativo do
polimorfismo genético associado aos locos que se mostraram mais afastados

da hipotese de neutralidade.

A independéncia dos microssatélites foi avaliada pelo teste de

associagao entre gendtipos de todos os pares de locos analisados na amostra
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total (Anexo, Tabela 1). A estatistica usada para testar as tabelas geradas a
cada combinacdo de gendtipos € a raz&o de verossimilhanga da estatistica G.
O P-valor estima a proporcdo da estatistica do conjunto de dados
randomizados que sdo maiores ou iguais ao observado. Observa-se que, de
um total de 406 combinagdes de pares de locos, apenas uma apresentou
associacgao significativa (mTcCIR-01 x mTcCIR-54). Tal associag¢ao, entretanto,
nao significa necessariamente que os locos estejam ligados, uma vez que os
mesmos estdo localizados em cromossomos diferentes (8 e 1,
respectivamente). Como o teste de neutralidade (Figura 11) praticamente
elimina a hipdtese de associagao dos alelos desses locos a algum gene sob
pressdo de selecdo (selecdo epistatica), o desequilibrio de ligagdo detectado
provavelmente resulta da deriva genética e Ilimitada migracdo nas
subpopulag¢des amostradas, como sugere Otha (1982). O resultado do teste de
desequilibrio genotipico mostra que de maneira geral os locos utilizados em
sua grande maioria segregam independentemente. Isso sugere que os diversos
locos se acham bem distribuidos pelo genoma do cacaueiro refletindo de
forma abrangente a variabilidade genética que se pretende caracterizar nas

colegdes de germoplasma de cacau.

3.3. Poder discriminante dos microssatélites

O perfil dos microssatélites para cada um dos clones caracterizados com
os 29 pares de primers (Anexo, Tabela 2) mostra que os locos utilizados foram
capazes de discriminar sem ambiglidade 169 dos 172 gendtipos
caracterizados (98,3 %). O trés genotipos indistinguiveis entre si foram os
clones CAB 731, CAB 732 e CAB 734, todos pertencentes a amostra coletada
nas imediacdes do lago da Hidrelétrica de Balbina, no Rio Uatuma (AM), o que

reforca a probabilidade de identidade dos mesmos.

O alto poder de discriminagao dos locos (Tabela 5) sugere que os 29 pares de
primers poderiam discriminar quaisquer dois acessos dentro das colecbes de
germoplasma de cacau, principalmente levando em consideragdo que a
amostra analisada é composta de sub-AMostras constituidas de gendtipos

aparentados, representativos das diversas bacias hidrograficas. O poder de
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discriminagao de cada loco individualmente variou de 0,394 para mTcCIR-18 a
0,865 para mTcCIR-33 e a probabilidade de identidade de quaisquer dois
gendtipos variou de 0,018 para o mTcCIR-33 a 0,367 para o loco mTcCIR-18.
O efeito combinado de todos os locos eleva para 1,000 o poder de
discriminagdo e reduz a probabilidade de identidade de dois gendtipos para

2,8x10%, assumindo que todos os locos sdo independentes (Tabela 5).

Tabela 5. N° Efetivo de alelos (ne), Conteudo de Informagéo Polimérfica (PIC),
Poder Discriminante (PD) e Probabilidade de Identidade (Pl), para 29
microssatélites baseados na frequéncia alélica detectada em 172 gendtipos de
cacaueiros.

LOCO N° Alelos Ne PIC PD PI
mTcCIR-01 7 2,64 0,54747 0,620670 0,14389
mTcCIR-02 2 2,00 0,37499 0,499982 0,25002
mTcCIR-04 3 2,35 0,50551 0,574458 0,18109
mTcCIR-06 6 2,48 0,56531 0,597286 0,16218
mTcCIR-07 8 3,99 0,71040 0,749077 0,06296
mTcCIR-08 5 2,26 0,51927 0,558106 0,19527
mTcCIR-09 9 3,58 0,66915 0,720746 0,07798
mTcCIR-10 6 3,62 0,67721 0,723864 0,07625
mTcCIR-11 7 3,82 0,69987 0,738072 0,06861
mTcCIR-12 9 5,10 0,77714 0,804024 0,03841
mTcCIR-13 4 1,74 0,38036 0,424518 0,33118
mTcCIR-17 4 2,34 0,50063 0,571998 0,18319
mTcCIR-18 6 1,65 0,35911 0,393903 0,36735
mTcCIR-19 5 4,16 0,72033 0,759878 0,05766
mTcCIR-25 8 4,74 0,76333 0,789242 0,04442
mTcCIR-26 9 4,18 0,72267 0,760899 0,05717
mTcCIR-32 3 1,94 0,38356 0,483383 0,26689
mTcCIR-33 10 7,40 0,84967 0,864935 0,01824
mTcCIR-35 3 2,90 0,58196 0,655754 0,11851
mTcCIR-40 8 4,50 0,74996 0,777754 0,04939
mTcCIR-42 8 5,05 0,77928 0,802100 0,03916
mTcCIR-43 8 5,55 0,79477 0,819784 0,03248
mTcCIR-44 6 3,22 0,64142 0,689593 0,09635
mTcCIR-49 6 1,78 0,40897 0,437666 0,31622
mTcCIR-54 8 2,20 0,51309 0,544484 0,20749
mTcCIR-55 3 1,96 0,39025 0,489694 0,26041
mTcCIR-57 6 1,98 0,45340 0,495450 0,25457
mTcCIR-58 8 3,71 0,68964 0,730734 0,07250
mTcCIR-60 11 5,08 0,78090 0,803196 0,03873

Probabilidade de dois gendtipos iguais 2,8335E-29

Poder Discriminante Combinado 1,000000
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Figura 7. Probabilidade de identidade de dois gendtipos em fun¢do do contetido de
informacao polimérfica (PIC) e do namero efetivo de alelos.

O poder de discriminagdo dos microssatélites analisados reflete o
elevado conteudo de informagao polimorfica (PIC) dos locos, variando de 0,850
para o mTcCIR-33 a 0,359 para o loco mTcCIR-18, com um valor médio de
0,604. Esse indice, tal como a heterozigosidade (chance de que um individuo
tomado ao acaso seja heterozigoto) mede quao informativo € um marcador. O
PIC reflete melhor o polimorfismo por eliminar do indice metade dos
individuos heterozigotos similares, portanto ndo informativa. Entretanto, o
numero efetivo de alelos (ne), por traduzir o polimorfismo de alelos com igual
freqiéncia, novamente mostra melhor associagcdo tanto com o poder de
discriminagdo (PD) dos marcadores, como com a probabilidade de identidade
de dois gendtipos (PI). A Figura 7 mostra que a relagao Pl = f(ne), por exemplo,
se estabelece por meio de uma funcdo quadratica perfeita a qual permite que
se obtenha facilmente a probabilidade de identidade de dois gendtipos, de um
marcador, a partir da equagao Pl = 1/(ne)2, muito mais simples, portanto, que a

férmula tradicionalmente empregada:

I=n-1 n

PI=3p" +3 ¥(2pp)’

i=1 j=i+

Considerando-se o0 elevado poder de discriminacdo dos locos mais
informativos € possivel reduzir bastante o numero de locos utilizado na

discriminacdo de gendtipos. A Figura 8 mostra que utilizando apenas seis
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Figura 8. Poder de discriminacdo (PD) e Probabilidade de identidade (PI) de dois
genoétipos considerando-se os locos mais informativos (em ordem decrescente) para os
172 clones caracterizados.

pares dos primers mais informativos atinge-se uma discriminagéo da ordem de
0,999952 e probabilidade de identidade de dois gendtipos de apenas 2,33x10™°.

3.4. Heterozigosidade individual dos cones analisados

Considerando as diferentes estratégias atualmente empregadas na
implantagdo de rogas de cacau na Amazoénia (hibridos) e na regido cacaueira
bahiana (clones), a caracterizagdo do nivel de heterozigosidade dos acessos
pode proporcionar informagdes importantes aos programas de melhoramento.
Progenitores com baixo nivel de heterozigosidade produzem progénies muito
homogéneas, caracteristica desejavel quando se pretende distribuir as
progénies como variedades. Por outro lado, progenitores altamente
heterozigotos tendem a produzir progénies muito heterogéneas, muito uteis

quando se deseja selecionar individuos para determinados atributos.

O parentesco entre progenitores de um individuo pode ser visto como
um continuo, ao longo do qual podem ocorrer variagdes na resposta adaptativa
da progénie (Hartl & Clark, 1989). Normalmente, progénies endogamicas sao
menos adaptadas (“depressao endogamica”), enquanto progénies cruzadas

sdo mais adaptadas (“heterose”). O processo responsavel por tais repostas
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provavelmente inclui aumento de homozigosidade para mutagdes recessivas
deletérias e sobredominancia, embora a importancia relativa de cada um
desses processos ainda nao esteja clara (Charlesworth & Charlesworth, 1987).
Assim, a analise da heterozigosidade individual média, a partir de marcadores
moleculares codominantes como microssatélites, pode ser uma ferramenta de
grande utilidade, considerando que a heterozigosidade seria inversamente

correlacionada com a endogamia.

Em cacau, estimativas da heterozigosidade tem sido obtidas utilizando
isoenzimas e RFLP (Laurent et al., 1995; Sounigo et al., 2001). Entretanto os
resultados sio limitados tanto pelo numero de locos estudados como pelo
baixo grau de polimorfismo em comparagdo com marcadores microssatélites.
Devido ao maior polimorfismo, a heterozigosidade individual medida por
microssatélites deve se mostrar mais bem associada com o grau de
endogamia. Por outro lado, o modelo de mutagao stepwise de microssatélites
(Eisen, 1999), permite que se acrescente ao estudo da heterozigosidade a
informacéo historica associada a diferenga no comprimento das unidades
repetidas entre os alelos de um mesmo loco, o que reflete o tempo médio de
coalescéncia para o microssatélite estudado (Goldstein et al., 1995; Slatkin,
1995). Observando esse modelo (SMM), a medida d? média, proposta por
Coulson et al (1998), estimada a partir dos alelos de cada loco, em cada
individuo, € uma medida da distancia genética entre os gametas que formaram
o individuo. Matematicamente representa a variancia no comprimento médio
dos alelos dentro de um individuo. Quando estimados a partir de uma mesma
amostra de microssatélites altamente polimoérficos, a heterozigosidade
individual (H) e a d?> média enfatizam diferentes extremidades do continuo
endogamia-exogamia. A heterozigosidade individual refletiria acasalamentos
recentes entre parentes, enquanto a d?> média, embora inclua a
heterozigosidade, sera fortemente influenciada pela variagdo no comprimento

dos alelos, evento mais profundo no pedigree (Pemberton et al. 1999).

A Tabela 6 apresenta a heterozigosidade individual presente em cada
material em fung&o da identidade do alelo (H) e em fungdo do tamanho do alelo
(d2 meédia), estimados a partir da caracterizacdo do perfil de bandas de

microssatélites de cada clone (Anexo, Tabela 2). Os valores de d° média
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Tabela 6. Heterozigosidade individual dos clones em funcao da identidade do
alelo (H) e do tamanho do alelo (d* média)

Clones H d*x10° Clones H d*x10° Clones H d*x10°
CAB 006 0,3448 101,0| CAB233  0,2069 27,3 | CAB 132 0,3929 34,8
CAB 020 0,3103 50,5| CAB236  0,4828 112,0 | CAB 191 0,2069 443
CAB 036 0,0690 44| CAB247  0,0741 16,1 | CAB 206 0,2414 32,2
CAB 016 0,0690 44| CAB410  0,1429 62,5 | CAB 002 0,4828 111,4
CAB 20B 0,1724 6,7| CAB253 0,724 30,0 | CAB 003 0,4483 52,2
CAB 039 0,0690 44| CAB255  0,0370 14,8 | CAB 004 0,5185 2238
CAB 104 0,1724 20,7| CAB258  0,0357 14,3 | CAB 005 0,4138 481
CAB 105 0,3103 37,0| CAB260  0,0345 13,8 | CAB 046 0,3448 228,0
CAB 107 0,2759 32,1| CAB374  0,0714 17,9 | CAB 056 0,2069 85,3
CAB 108 0,3448 67,1| CAB388  0,0690 21,6 | CAB 058 0,3448 191,7
CAB 110 0,3214 82,0 CAB 396 0,1379 44,3 CAB 270 0,3793 48,8
CAB 111 0,2857 415| CAB398  0,2069 61,6 | CAB 271 0,3793 191,6
CAB 113 0,3793 52,2| CAB406  0,0357 14,3 | CAB 275 0,1379 30,7
CAB 114 0,1786 231| CAB478  0,2759 443 | CAB 327 0,3448 60,8
CAB 117 0,3103 353| CAB484  0,2759 48,4 | CAB 279 0,3793 148,1
CAB 135 0,3448 54,3| CAB486  0,3214 446 | CAB 324 0,2143 63,4
CAB 136 0,2222 27,3| CAB487  0,2500 31,7 | CAB 325 0,2222 106,3
CAB 146 0,2069 28,8| CAB493  0,1034 53 | CAB 326 0,2069 414
CAB 147 0,3103 574| CAB497  0,3103 19,2 | CAB 330 0,4444 61,7
CAB 148 0,3448 450| CAB499  0,3077 18,8 | CAB 331 0,1923 32,0
CAB 151 0,2759 44,7 | CAB 481 0,1852 24,0 | CAB 001 0,4138 108,4
CAB 153 0,2414 481| CAB509  0,3103 30,3 | CAB 337 0,2500 27,6
CAB 155 0,3103 47,5 CAB 511 0,3103 51,4 CAB 266 0,3571 103,8
CAB 160 0,3448 483| CAB512  0,3103 29,0 | CAB 280 0,3704 28,4
CAB 167 0,1724 256| CAB513  0,3793 94,0 | CAB 283 0,4828 154,0
CAB170 0,4483 952 | CAB492  0,0714 46 | CAB 282 0,3793 43,1
CAB 171 0,1429 22,7| CAB500  0,2222 33,1 | CAB 302 0,3214 110,1
CAB 176 0,3103 90,7| CABO008  0,0690 17,2 | CAB 304 0,1667 78,9
cJ 10 0,2069 18,6 | CABO009  0,3571 129,5 | CAB 306 0,3462 188,8
CJ 11 0,3103 58,8 | CABO011 0,0690 19,6 | CAB 308 0,1481 135,8
CJ 02 0,3103 31,5 CAB 012 0,1034 25,0 CAB 517 0,2414 61,9
CcJ 03 0,5172 54,7| CABO013  0,0690 21,6 | CAB313 0,3214 108,8
CJ 04 0,3103 336| CAB177 02414 33,9 | CAB312 0,2963 68,2
CJ 05 0,3793 63,9| CAB178  0,3571 69,5 | CAB 316 0,4483 101,6
CJ 06 0,3571 181,4 CAB 179 0,2069 45,9 CAB 514 0,3448 113,0
cJ o7 0,4074 76,6 | CAB415  0,0690 16,0 | CAB 529 0,2963 80,3
CJ 08 0,3571 404| CABO17  0,2414 86,7 | CAB 181 0,5172 170,7
CJ 09 0,2759 36,9| CABO18  0,4286 456 | CAB 182 0,3571 57,2
CAB 119 0,2069 37,5 CAB 019 0,2759 281,7 CAB 183 0,3448 521,9
CAB 120 0,4643 76,6 | CAB022  0,3333 176,7 | CAB 184 0,1481 42,2
CAB 121 0,1154 9,7| CAB023  0,3103 22,0 | CAB 185 0,4828 4973
CAB 063 0,2000 16,2| CABO024  0,2500 384 | CAB 187 0,3793 189,3
CAB 064 0,2500 77,4 CAB 007 0,3929 201,1 CAB 200 0,1852 42,6
CAB 066 0,4138 57,8| CAB028  0,3793 182,6 | CAB 201 0,2500 68,4
CAB 067 0,4138 60,7| CABO029  0,4138 316,5 | CAB 202 0,3103 33,5
CAB 068 0,2500 56,3| CABO035 05357 76,0 | CAB 203 0,2069 18,1
CAB 070 0,2414 31,2 CAB 094 0,2069 31,6 CAB 091 0,1852 53,4
CAB 071 0,2414 27,0 CABO095  0,3448 32,2 | CAB 092 0,2069 219,2
CAB 072 0,3793 41,6| CABO096  0,2069 38,2 | CAB730 0,0345 2,2
CAB 076 0,4138 86,6 | CAB098  0,2759 27,1 | CAB 731 0,0690 7,2
CAB 077 0,3103 411 | CAB101 0,4138 458 | CAB 732 0,0690 7,2
CAB 079 0,3571 80,0| CAB102 05172 127,5 | CAB 734 0,0714 74
CAB 080 0,3448 53,3| CAB123  0,3103 61,3 | CAB 014 0,2759 206,7
CAB 081 0,2069 20,7| CAB126  0,1724 30,6 | CABO15 0,2759 41,7
CAB 082 0,0400 7,8 CAB 127 0,2857 57,6 SCA-6 0,2759 42,0
CAB 088 0,3448 31,3| CAB128  0,1724 21,3 | 1CS-1 0,3793 59,8
CAB 221 0,2500 39,8| CAB130  0,2759 29,5 | Média 0,2732 67,3
CAB 232 0,1429 259| CAB 131 0,3448 321 | DP 0,1201 73,8




42

acham-se multiplicados por 10° porque foram calculados a partir do tamanho
total dos alelos e ndo pelo numero de repeticdes, do que resulta valores
bastante elevados.

Observa-se que a heterozigosidade individual em fungdo da identidade
do alelo variou de 0,035 para os clones CAB 258, CAB 260, CAB 406 e CAB
730 a 0,536 para o clone CAB 035, com média igual a 0,273; a d* média variou
de 2,2x10°, para o clone CAB 730, a 521,9x10°, para o clone CAB 183, média
de 67,3x10°. Vé-se, portanto, que ndo ha uma correspondéncia direta entre as
duas medidas, o que fica mais claro na Figura 9 que ilustra a extensiva

variagdo em d? média dentro de cada classe de heterozigosidade individual (H).
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Figura 9. Relagio entre a heterozigosidade individual de d* média de 172 clones de
cacau, revelada por 29 locos microssatélites

Os graficos que compdéem a Figura 10 mostram que a distribuicao de
freqiéncias de d° média é bastante assimétrica em relacdo a da
heterozigosidade individual, o que reflete a utilizacdo de locos de diferentes

graus de polimorfismo dentro da amostra. Observa-se que a heterozigosidade
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individual assume uma distribuicdo quase normal com a maioria dos genotipos
se agrupando nas classes centrais da medida, enquanto d?> média é fortemente
deslocada para a esquerda demonstrando claramente a maior amplitude de
variagao dessa medida. Disso resulta uma elevada variancia, o que constitui
uma forte limitagdo na utilizagdo dessa medida em estudos de associagdo com
caracteristicas indicadoras de adaptacdo. Por outro lado, a simples
transformacao logaritmica de d? média permite a normalizagdo dos dados, com
reducao consideravel da variancia, conforme mostra a Figura 10c. Entretanto, a
utilizagao, tanto de dados transformados (Coltman et al., 1998), como de né&o
transformados (Coulson et al., 1998), mostram correlagao significativa com o
peso ao nascer e sobrevivéncia neonatal de cervo (Cervus elaphus) e foca
marinha (Phoca vitudina), respectivamente, quando nenhuma correlagao foi

observada com a heterozigosidade individual em qualquer dos estudos.

Quando se considera os valores médios de H e d? média, em funcao da
bacia de origem dos diferentes materiais (Figura 11), observa-se que os
materiais menos heterozigotos foram os provenientes das bacias dos Rios
Uatuma-AM, Jamari-RO, Ji-Parana-RO, Acara-PA e Tocantins-PA, os quais, a
excecdo dos oriundos do Rio Tocantins, apresentam valores de d?> média
igualmente baixos. Por outro, desconsiderando-se os valores médios relativos
as bacias do Tocantins-PA e Xeriuni-RR, sub-representadas (apenas dois
individuos), destacam-se, em ambos os aspectos (H e d?> média), as
subpopulagdes representativas das bacias dos rios Tarauaca-AC, Maicuru-PA,
Solimdes e Solimbes/Bx. Japura-AM, em relagcado as demais. Isso revela que os
materiais dessas regides além de mais diversos quanto a identidade de seus
alelos apresentam maior divergéncia entre si, como indicam os elevados
valores de d? média. Isso sugere, que nessas bacias, ocorra com mais
frequéncia cruzamentos entre individuos mais divergentes (ndo parentes),
provavelmente devido a um maior fluxo génico estabelecido por migrantes de
populacdes de bacias interligadas. E o que parece explicar os altos valores de
d?> média nas amostras oriundas das bacias do Rio Solim&es, Solimdes/Bx
Japura-AM e Maicuru-PA. As subpopulacdes representadas por essas
amostras encontram-se na confluéncia de bacias primarias com secundarias

como mostra o mapa de coletas (Figura 1). Desse modo, os alelos mais
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Figura 11. Valores médios da heterozigosidade individual, em func¢do da identidade do
alelo (H) e em funcdo do tamanho do alelo (d* média) de acordo com as bacias de
origem dos clones

divergentes detectados nessas subpopulagdes parecem refletir a contribuicéo
de populagdes divergentes situadas a montante das respectivas bacias que se
unem nas areas amostradas. As amostras do Solimbes e Solimdes/Bx Japura,
por exemplo, estdo a jusante de trés bacias (Figura 1) importantes em termos
de ocorréncia de cacau silvestre: i) a bacia do Japura, afluente da margem
esquerda do Solimdes, proveniente da Colédmbia, um dos provaveis centro de
origem da espécie (Cheesman, 1944; Dias, 2001b); ii) a bacia do Solimdes,
proveniente do Peru e; iii) a bacia do Rio Jurua, afluente da margem direita do
Solimdes, que interliga-se com a bacia do Rio Tarauaca no Acre, proveniente
do Peru. Por sua vez, a amostra relativa a bacia do Maicuru foi colhida as
proximidades de Alenquer, Monte Alegre e Obidos (Figura 1), em areas
semicultivadas (Almeida et al., 1985), certamente submetidas, pela agcado do
homem, a influéncia de populagdes do grupo forasteiro alto amazédnico, a
montante do Amazonas e de forasteiro baixo amazdnico, a montante do Rio

Maicuru. Este ultimo, afluente da margem esquerda do Rio Amazonas, nasce
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préoximo a fronteira com as Guianas, outra area de ocorréncia natural de cacau
silvestre, tida como um dos provaveis centros de origem da espécie por
Cuatrecasas (1964). Quanto a amostra relativa a bacia do Rio Tarauaca-AC,
cujos altos valores de d? média divergem das demais subpopulag¢des do Acre,
reune, na verdade, gendtipos de duas bacias adjacentes (Rio Tarauaca e Rio
Embira) e provavelmente sofre influéncia do fluxo génico de populagdes

naturais situadas a montante, no Peru.

De modo geral, os locos utilizados permitiram que se identificassem
materiais bastante heterozigotos, independentemente da medida utilizada para
caracteriza-los. Diversos materiais apresentaram-se mais heterogéneos que o
ICS-1 que € um clone trinitario, obtido da hibridagdo natural de materiais de
grupos bastante distintos (Crioulo x Forasteiros Amazdnicos). Considerando-se
a identidade dos alelos, 25 clones superam a heterozigosidade individual desse
clone, enquanto 59 apresentaram d? média maior que o mesmo. Quanto ao
material SCA-6, clone do grupo forasteiro alto amazbnico, auto-incompativel,
96 clones apresentaram heterozigosidades individuais superiores, enquanto 94

o superaram em termos de d? média.

A grande variagcdo na heterogeneidade dos clones analisados fica
melhor evidenciada na Tabela 7 onde os diferentes gendtipos encontram-se
agrupados segundo o numero absoluto de locos heterozigotos/individuo. N&o
se observou nenhum material totalmente homozigoto. Os mais homogéneos
apresentaram pelo menos um loco heterozigoto (H = 0,034), enquanto o mais
polimoérfico apresentou 16 dos 29 locos heterozigotos (H = 0,552), com a
mediana situada na classe de gendtipos com 8 locos heterozigotos (H = 0,276).
Portanto, a heterozigosidade dos materiais estudados apresenta amplitude de
variagdo adequada a qualquer das estratégias que se deseje adotar em
programas de melhoramento. A amostra reune desde materiais altamente
homogéneos (pobremente heterozigotos) até materiais altamente heterogéneos
(altamente heterozigotos), cuja utilizagdo vai depender dos atributos

agrondmicos superiores que cada um seja portador.
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CAB 388 CAB 114 CAB 096 CAB221 CAB478 CAB511 CAB 131 CAB 028 CJ o7
CAB 492 N=07 CAB167 CAB 191 CAB487 CAB484 CAB512 CABO046 CAB 132 CAB 066
N=06 CAB 008 CAB 171 CAB 253 CABO056 CAB177 CABO019 CAB023 CABO058 CAB270 CAB 067
CAB 082 CAB 011 CAB 232 CAB481 CAB324 CABO017 CABO098 CAB123 CAB327 CAB271 CABO076 N=05
CAB 255 CAB 013 CAB 410 CAB 126 CAB 325 CABO024 CAB 127 CAB302 CAB266 CAB279 CAB018 CAB170 N=04 N =04
CAB 258 CAB415 N=03 CAB396 CAB128 CAB326 CAB206 CAB 130 CAB313 CAB306 CAB280 CABO029 CAB 120 CAB236 CAB 102
CAB 260 CAB731 CAB121 CAB275 CAB304 CAB331 CAB337 CABO014 CAB312 CAB514 CAB282 CAB101 CABO003 CABO002 CAB 004
CAB 406 CAB732 CAB493 CAB308 CAB200 CAB203 CAB517 CABO015 CAB529 CAB 182 CAB 187 CABO005 CAB 330 CAB 283 CJ 03 N=01
CAB730 CAB734 CABO012 CAB184 CAB091 CAB092 CAB 201 SCA-6 CAB202 CAB 183 ICS-1 CAB 001 CAB 316 CAB 185 CAB 181 CAB 035
1 2 | 3 | 4 5 6 | 7 8 9 10 | 11 12 | 13 | 14 | 15 | 16

Numero de locos heterozigotos

Tabela 7. Numero de locos heterozigotos observados nos diferentes clones de cacau analisados com 29 marcadores microssatélites
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3.5.Relagcdo Genética entre os clones

A Figura 12 representa a dispersdo bi-dimensional obtida da analise
fatorial de correspondéncia a partir dos gendtipos individuais de cada clone
codificados para cada alelo nos diferentes locos, conforme estejam ausentes
(0), heterozigoto (1) ou homozigoto (2). Essa técnica, ainda relativamente
pouco utilizada, mostra-se particularmente util quando os objetos de analise
sao os vetores de frequéncia alélica; demonstrou-se que o trago da matriz dos
auto-valores (utilizada para obtengdo de combinagdes lineares ortogonais dos
vetores das variaveis originais) corresponde a uma estimativa do Fst (Long,
1986); os valores de inércia ao longo de cada eixo correspondem as
combinagdes lineares de valores de Fst para o loco correspondente (Guinand,
1996).

A despeito da distorcdo associada a representacdo plana do
hiperespaco gerado pelos 29 locos analisados, observa-se uma nitida
tendéncia dos genoétipos se agruparem segundo suas origens geograficas,
conforme ja propunham Pound (1938), Bartley (1963) e Dias et al. (2003a),
baseando-se em caracteristicas distintas associadas a bacias hidrograficas
especificas, e também constatado por Silva et al. (1998) usando marcadores
RAPD. A quase totalidade dos gendtipos representativos das bacias
hidrograficas do estado do Acre forma uma nuvem concentrada de pontos que
praticamente impede a distingdo entre as mesmas, distinguindo-se, porém,
completamente das demais pelos valores fortemente negativos de suas
ordenadas (dimensdo 2). Todas as demais amostras assumem ordenadas
(dimensao 2) positivas, distinguindo-se umas das outras principalmente pela

dispersao dos seus gendtipos ao longo da dimensao 1.

As amostras representativas das bacias de Rondbénia mostraram-se
bastante dissociadas das demais, formando dois grupos discretos sem
qualquer intersec¢ao entre os mesmos. A exceg¢ao de um gendtipo (CAB 236),
todos os demais de ambas as bacias situaram-se no terceiro quadrante do
grafico (ordenadas positivas, abscissas negativas), sendo que a discriminagao
entre as duas bacias se da preponderantemente ao longo da dimensédo 1. A
limitada dispersdo dessas amostras confirma a grande homogeneidade

fenotipica das subpopulagdes coletadas na regido da bacia do rio Jamari
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Figura 12. Dispersdao dos 172 genétipos de cacau obtida por andlise fatorial de
correspondéncia utilizando os 29 locos microssatélites. Auto-valores (Fator 1 = 0,2825,
perc = 6,94; Fator 2 = 0,2605, perc = 6,4).

(Ameida, 1982) e do Rio Ji-Parana (Almeida & Almeida, 1987). Entretanto, a
disjungdo observada entre as amostras rechagca a possibilidade de ambas
pertencerem ao mesmo complexo génico, hipdétese levantada por Almeida
(2001), face as semelhancas fenotipicas e auséncia de barreiras ao fluxo
génico entre as populagdes de terra firme, compreendidas entre os municipios

de Ariquemes e Cacoal, Rondénia.

As amostras representativas das bacias do Estado do Amazonas
concentraram-se predominantemente no primeiro quadrante, mostrando-se
mais dispersas ao longo da dimenséo 2. Dentro dessa nuvem observa-se que
as amostras das bacias do Rio Solimdes e as da confluéncia deste com o Rio
Japura (Solimbes/Baixo Japura) mostram-se mais dispersas e misturadas entre
si, enquanto os gendtipos das bacias do alto Japura e do Rio Uatuma mostram-
se mais concentradas dentro de uma area relativamente distinta das demais
amostras desse grupo. A grande dispersao dos pontos representativos da
bacia do Rio Solimdes reflete a grande area de coleta representada por essa
amostra, que inclui gendtipos coletados em diversas ilhas as proximidades de

Tefé-AM (local 21) até as proximidades de Manaus (local 17) (Figura 1). Por
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outro lado, a interpenetragcado dos pontos representativos dessa amostra com as
do Rio Solimdes/Bx. Japura reflete a relativa proximidade dos locais de coleta
21 e 22 de grande parte dos genoétipos que compdem, respectivamente, as

mesmas (Figura 1).

Finalmente, os pontos relativos as amostras representativas de bacias
do Para, Amapa e Roraima mostram-se relativamente dispersos, numa faixa
intermediaria da dimenséo 2, entre as nuvens representativas dos genotipos de
Ji-Parana-RO e as que concentram as amostras do Amazonas. Nessa nuvem
observa-se que a amostra mais dispersa é a que representa a bacia do Rio
Maicuru-PA, cujos pontos variam em ambas as dimensodes, misturando-se com
as amostras coletadas no Rio Acara-PA, Rio Jari-AP e Rio Xeriuni-RR. Essa
dispersao parece refletir os diferentes e dispersos locais de coleta dessa
amostra, que inclui gendtipos coletados em terra firme (Rod. Alenquer-Mte
Alegre e Rod. Alenquer-Obidos) e em faixa ribeirinha (Parana-Mirim, Alenquer).
Os materiais coletados no Rio Acara-PA mostram-se relativamente
concentrados e proximos dos genotipos coletados no Rio Tocantins, ambos
contiguos a nuvem correspondente as bacias do Amazonas. Entretanto, o
baixo numero de individuos nessas amostras, bem como na do Rio Xeriuni-RR,
dificulta uma melhor apreciagdo da tendéncia de dispersdo dos seus
gendtipos. A amostra do Rio Jari-AP, representada por gendtipos bastante
homogéneos, apresenta-se relativamente concentrada no terceiro quadrante, a
excecao do clone CJ-03 que se confunde com os gendtipos que compdem a
nuvem de pontos das bacias do Amazonas. E interessante notar que os
coletores dessa amostra ja apontavam a pouca variabilidade fenotipica dos
acessos, principalmente quanto a forma dos frutos, diferindo dos demais
apenas um material (CJ-08), cujos frutos destacavam-se pelo grande tamanho
com cerca de 25 cm (Vello & Silva, 1968). E possivel que se esteja diante de
um erro de identificacdo entre os cdédigos CJ-03 e CJ-08, o qual somente

podera ser dirimido com a comparacgao fenotipica de ambos os materiais.

Apesar da anadlise de correspondéncia facilitar a observagao do padrao
geral de dispersao das amostras, a representacédo plana apresenta distor¢des
consideraveis que podem dificultar a distingdo entre grupos de gendtipos cuja

diferenciagdo esteja associada a fatores (eixos) sub-representados na
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dispersao bi-dimensional. Tal distingdo pode ser melhor avaliada por meio de
medidas de similaridade entre os gendtipos de multiplos locos de cada dois
individuos. A Figura 13 mostra a arvore construida pelo agrupamento

hierarquico UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade, obtida a partir do

coeficiente de similaridade para marcadores multialélicos (Cruz, 2001).
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Figura 13. Dendrograma de dissimilaridade entre genotipos de cacau baseado no
coeficiente de coincidéncia simples de 29 microssatélites, método UPGMA.
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maneira geral, a topologia da arvore ratifica o agrupamento dos individuos
segundo a sua origem geografica, como ja fora observado na disperséo
fornecida pela analise de correspondéncia. Dos 172 clones examinados, um
total de 140 (81,4%) formou grupos relativamente discretos e coincidentes com
a bacia de origem das amostras. Quando se considera o estado de origem das
bacias os grupos observados incluem 156 (90,7%) individuos. A Tabela 8
relaciona o percentual de individuos que agruparam dentro do seu respectivo
grupo de origem, mostrando que a dissimilaridade detectada pelos 29 locos
microssatélites usados foi capaz de discriminar consideravelmente a origem da
grande maioria dos clones, mesmo entre bacias muito proximas, cuja distingao
mostrou-se pouco evidente na analise de correspondéncia. Observa-se,
entretanto, a baixa definicdo dos grupos correspondentes as bacias do Rio
Chandless (33,3%) e as do Amazonas, notadamente a do Rio Solimbes
(63,3%), ratificando a grande dispersdo observada na anadlise de
correspondéncia das mesmas. Considerando-se, porém, o0 agrupamento
formado pelos gendtipos componentes das bacias Rio Solimdes e Solimdes/Bx.
Japura em conjunto, observa-se que o mesmo reune 27 (93,1%) de um total
de 29 clones que representam as duas bacias. Isso sugere que o fluxo génico
entre as regides de coleta dessas amostras deve ser alto, certamente facilitada
pelo complexo formado por rios, paranas, furos e canais que interligam as
bacias hidrograficas do Médio Solimdes e Baixo Japura e provavelmente
intensificada pela agao antrépica. Segundo Almeida et al. (1995), 74% das

populagdes amostradas nessa regiao situavam-se em areas de sitios proximas

Tabela 8. Numero de clones que agruparam (Ng) dentro da respectiva bacia
hidrografica de origem em relacdo ao tamanho da amostra analisada (Na).

Bacia Na Ng % Bacia Na Ng %
Rio Acara-PA 06 06 100,0  Riolaco-AC 15 13 86,7
Rio Tocantins-PA 02 02 100,0 Rio Purus-AC/Am 15 12 80,0
Rio Maicuru-PA 10 09 90,0 Rio Tarauaca-AC 10 9 90,0
Rio Jari-AP 10 09 90,0 Rio Chandless-AC 03 1 33,3
Rio Xeriuni-RR 02 02 100,0  Rio Uatumi-AM 04 04 100,
Rio Ji-Parana-RO 09 09 100,0  Rio Japura-AM 14 11 78,6
Rio Jamari-RO 15 14 933 Rio Solimées-AM 15 08 533

Rio Acre-AC 22 18 81,8 Solimdes/Bx Japura-AM 14 10 714
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de moradores, em condicbes de semi-cultivo. Segundo estes autores a
disseminagdo do cacau nessa area, ao longo dos principais cursos d’agua,
provéem de plantios de sementes distribuidas por habitantes locais, sugerindo
pratica de selecao simples.

A analise de agrupamento ratifica que as amostras coletadas em
Rondénia (Rio Jamari e Rio Ji-Parana) constituem dois grupos discretos entre
si, mostrando-se bem divergentes em relagdo a todos as demais, refutando,
mais uma vez, a hipétese das mesmas constituirem um mesmo complexo
génico. A grande uniformidade dentro dessas bacias sugere a possibilidade de
que o clone CAB 236 da bacia do Jamari, agrupado junto com o material do Rio
Tarauaca-AC esteja erradamente codificado, considerando a forte
dissimilaridade observada entre as bacias do Jamari e do Rio Tarauaca.
Analogamente, a mesma consideragao pode ser feita com relagédo ao clone
CAB 023, registrado na bacia do rio Maicuru, mas agrupado junto com o,

relativamente distante, material de Ji-Parana-RO.

Os materiais representativos das populagdes do Para, Amapa, Roraima,
além da bacia do rio Uatuma, a despeito de formarem grupos homogéneos e
quase discretos, agregam-se para formar um grupo maior tal como a nuvem
observada na Figura 11. Confirma-se a relativa uniformidade da amostra do
Rio Jari, fortalecendo a suspeita de erro na identificagao (codificagéo) do clone
CJ-03, a qual pode ter sido trocada coma do clone CJ-08, este sim reportado

como divergente pelos coletores (Vello e Silva, 1968).

As comparagdes interclonais revelam que a dissimilaridade variou de
0,00 (entre os clones CAB 731, CAB 732 e CAB 734) a 0,79 entre os clones
CAB 730 e CAB 187, com uma média geral de 0,5872. Observa-se, portanto,
que a amostra total encerra gendtipos bastante divergentes, embora deva se
considerar que tal divergéncia é maximizada pela utilizagdo exclusiva de
primers polimérficos. De qualquer modo, a relativamente ampla divergéncia
entre os clones examinados aponta para a possibilidade de obtencdo de
combinagdes hibridas com maior efeito heterdtico e que ainda proporcionem
maior segregacao em recombinacdes. A obtencdo de hibridos superiores, a
partir de pais divergentes, resulta dos efeitos da dominancia, além de efeitos

epistaticos, que se manifestam na heterose (Falconer, 1981). Hibridos
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resultantes do cruzamento de progenitores geneticamente préoximos
apresentam pouca complementaridade e baixo vigor, em fungdo da baixa
heterozigosidade alélica dos mesmos. Contrariamente, hibridos de pais
divergentes tendem a diferir de forma crescente propiciando maior
manifestacdo da heterose (Ghaderi et al., 1984). No caso do cacau, sdo bem
conhecidos os incrementos de produtividade associados ao cultivo de hibridos
superiores (Dias, 2001a). A despeito da crescente utilizagdo de clones
resistentes em resposta ao avango da vassoura-de-bruxa na Bahia, ha um
consenso de que a hibridacdo ainda sera o principal método de melhoramento
do cacau nas proximas décadas, nas principais regides produtoras do mundo
(Gotsch, 1997). Ensaios de campo demonstram que cacaueiros hibridos
apresentam grande adaptabilidade e rendimento superior a cultivares locais
ndao melhorados (Dias et al., 1998). A associagdo entre a performance
heterotica de hibridos de cacau com a divergéncia entre seus progenitores ja
foi demonstrada a partir de dados fenotipicos (Dias & Kageyama, 1997) e
posteriormente confirmada com marcadores RAPD (Dias et al., 2003b). Desse
modo, a informacgao fornecida pela matriz de dissimilaridade dos materiais
estudados, associada a componentes da produtividade, pode proporcionar
maior eficiéncia na escolha de progenitores divergentes, reduzindo
consideravelmente o numero de avaliagdes de cruzamentos requeridos. Por
outro lado, os resultados sugerem que, embora os gendtipos de cacau tendam
a se agrupar segundo a sua origem geografica, a divergéncia genética nao
guarda relagao direta com a distancia geografica, conforme ja observara Dias
et al. (1997). Portanto, o empirismo baseado na distancia geogréfica,
frequentemente adotado na escolha aleatdria de progenitores, deve ser evitado
uma vez que nem sempre populagdes geograficamente distantes sdo mais

divergentes que populagdes mais proximas.

3.6.Caracterizacao das populacdes analisadas
3.6.1. Analise das freguéncias alélicas

As freqUéncias alélicas para cada loco dentro de cada subpopulagao
(Anexo, Tabela 3) mostram que a representacdo dos alelos presentes nas

diferentes subpopulag¢des permite distinguir todas as situagdes consideradas
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importantes por Brown (1989) no estabelecimento de colegbes nucleares.
Correspondendo a categoria de alelos comuns dispersos, oito alelos (de 186)
se fizeram presentes em todas as populagbées (mTcCIR04-270, mTcCIR06-198,
mTcCIR08-285, mTcCIR13-254, mTcCIR18-345, mTcCIR49-205, mTcCIR54-
156 e mTcCIR57-254), com uma frequéncia média de 0,70, sendo que o
mTcCIR04-270 foi o alelo mais comum em todas as amostras, com uma
frequéncia média de 0,57. Ainda nessa categoria merecem destaque alguns
alelos bastante comuns que se mostraram ausentes em apenas uma
subpopulagado: mTcCIR17-266 (Acara-Pa), mTcCIR02-252 e mTcCIR55-233
(Ji-Parana-RO) e mTcCIR25-192 e mTcCIR44-170 (Uatum&-AM). Na condi¢cao
de alelos raros, foram detectados 68 alelos com frequéncia inferior a 0,05,
identificando-se entre os mesmos desde alelos raros localizados, presentes em
poucas amostras, até alelos raros dispersos, presentes em até 7
subpopulagdes (Tabela 9). Dentre esses devem ser destacados os alelos
exclusivos de cada subpopulagcdo, uma vez que se constituem alelos restritos
as bacias de origem, onde podem ocorrer como alelos raros localizados (f;
<0,05), ou mesmo como alelos comuns localizados (fi >0,05), conforme mostra
a Tabela 10.

Tabela 9. Distribuicdo de alelos raros (fi <0,05) em fungcdo do numero de
populagbes em que 0s mesmos ocorrem.

1 sub-populagdo | 2 sub-populagdes | 3 sub-populagdes | 4 sub-populagdes | 5 sub-populagdes | 6 sub-populagdes | 7 sub-populagdes
Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo Locus _ |Alelo

mTcCIR-01 129

mTcCIR-08 277

mTcCIR-09 256

mTcCIR-09 262

mTcCIR-09 295

mTcCIR-10 212

mTcCIR-13 258 mTcCIR-01 134

mTcCIR-17 277 mTcCIR-07 154

mTcCIR-18 375 mTcCIR-07 167

mTcCIR-18 454 mTcCIR-07 169

mTcCIR-26 266 mTcCIR-09 269

mTcCIR-26 310 mTcCIR-10 199 mTcCIR-01 145

mTcCIR-40 259 mTcCIR-11 285 mTcCIR-06 214

mTcCIR-43 191 mTcCIR-12 186 mTcCIR-11 306 mTcCIR-07 165

mTcCIR-54 154 mTcCIR-12 224 mTcCIR-12 220 mTcCIR-09 287

mTcCIR-54 166 mTcCIR-25 172 mTcCIR-18 352 mTcCIR-11 287

mTcCIR-57 247 mTcCIR-26 288 mTcCIR-33 325 mTcCIR-25 184

mTcCIR-57 262 mTcCIR-26 304 mTcCIR-44 172 mTcCIR-33 318

mTcCIR-58 232 mTcCIR-32 196 mTcCIR-49 204 mTcCIR-40 297

mTcCIR-58 267 mTcCIR-33 293 mTcCIR-54 146 mTcCIR-42 212 mTcCIR-01 146
mTcCIR-60 200 mTcCIR-49 209 mTcCIR-54 158 mTcCIR-42 218 mTcCIR-06 202
mTcCIR-60 208 mTcCIR-54 162 mTcCIR-55 223 mTcCIR-43 213 mTcCIR-13 256
mTcCIR-60 224 mTcCIR-57 242 mTcCIR-58 252 mTcCIR-49 198 mTcCIR-60 194 mTcCIR-40 281 mTcCIR-60 206
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Tabela 10. Identificacdo de bacias detentoras de gendtipos portadores de
alelos exclusivos, com indicagédo do respectivo loco, tamanho do alelo (pb),
clone, gendtipo e estado genotipico (homozigoto ou heterozigoto) e frequéncias
alélicas em relagéo a populagao de origem (Fi/pop) e a amostra total (Fi/total).

Bacia de origem Loco Alelo Clones Genétipo | Estado | Fi/pop | Fi/total
mTcCIR-09 262 CAB 176 262::287 Hete 0,023 0,003
mTcCIR-43 191 CAB 167 191::191 Hom 0,046 0,006
Acre-AC CAB 135 257::267 Hete
mTcCIR-58 267 CAB 136 267-267 Hom 0,068 0,009
mTcCIR-60 208 CAB170 186::208 Hete 0,023 0,003
CAB 181 212::212 Hom
mTcCIR-10 212 CAB 187 512-212 Hom 0,200 0,012
CAB 183 258::258 Hom
CAB 184 258::258 Hom
CAB 185 254::258 Hete
mTcCIR-13 258 CAB 187 258::258 Hom 0,550 0,032
Tarauaca-AC CAB 200 254::258 Hete
CAB 201 258::258 Hom
CAB 202 254::258 Hete
CAB 183 345::454 Hete
mTcCIR-18 454 CAB 185 345.-454 Hete 0,100 0,006
CAB 184 154::154 Hom
mTcCIR-54 154 CAB 185 154::154 Hom 0,250 0,016
CAB 187 154::158 Hete
mTcCIR-09 256 CAB 102 256::284 Hete 0,033 0,003
Purus-AC/Am mTcCIR-17 277 CAB 102 268::277 Hete 0,033 0,003
mTcCIR-57 247 CAB 102 247::256 Hete 0,033 0,006
Chandles-AC mTCIR-40 259 CAB 120 259::259 Hom 0,333 0,012
Ji-PArana-RO mTcCIR-08 277 CAB 178 277::289 Hete 0,056 0,003
CAB 221 254::262 Hete
Jamari-RO mTcCIR-57 262 CAB 232 254::262 Hete 0,100 0,009
CAB 233 254::262 Hete
mTcCIR-09 295 CAB 500 273::295 Hete 0,036 0,003
mTcCIR-26 310 CAB 481 292::310 Hete 0,036 0,003
CAB 484 166::166 Hom
CAB 487 156::166 Hete
Japura-AM CAB 493 166::166 Hom
mTcCIR-54 166 CAB 499 166::166 Hom 0,462 0,038
CAB 513 156::166 Hete
CAB 492 166::166 Hom
CAB 500 166::166 Hom
mTcCIR-18 375 CAB 325 345::375 Hete 0,029 0,003
Solimoes-AM mTcCIR-26 266 gﬁ: 822 ;gg;g; :e’ie 0,028 0,003
g ete
mTcCIR-58 232 CAB 058 532232 Hom 0,079 0,015
CAB 731 212::224 Hete
Balbina-AM mTcCIR-60 224 CAB 732 212::224 Hete 0,375 0,009
CAB 734 212::224 Hete
mTcCIR-60 200 CAB 035 191::200 Hete 0,050 0,003
Maicuru-PA CAB 007 142::129 Hete
mTcCIR-01 129 CAB 028 142129 Hete 0,100 0,006

As populacdes que mais mostraram alelos exclusivos foram as do Acre

e as do Amazonas, destacando-se as bacias do Rio Acre e do Rio Tarauaca3,
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com quatro alelos privados cada, seguidas das bacias do Rio Purus, Rio
Japurd e Rio Solimdes, com trés alelos cada. E interessante observar que
embora a maioria dos alelos exclusivos apresente-se como raros, todos os
alelos exclusivos da bacia do Rio Tarauaca apresentam-se como alelos
comuns localizados (fi>0,05), com destaque para o alelo mTcCIR13-258 que
esta presente em sete gendtipos (fi= 0,55), tanto em estado homozigoto
como heterozigoto. Situacdo semelhante se observa na bacia do Rio Japura,
onde o alelo mTcCIR54-166 se apresenta em sete gendtipos (f=0,46). E
possivel que o numero de alelos raros e privados detectados guarde
relacdo com o tamanho das amostras, o que justificaria a auséncia ou baixo
numero de alelos exclusivos em amostras pouco representadas como
Tocantins (n=2), Xeriuni (n=2), Chnadless (n=3), Uatuma (n=4) e Acara (n=6).
A distribuicdo de todos os alelos raros (localizados ou dispersos) segundo a
bacia de origem (Tabela 11) reforca a limitacdo imposta pelo tamanho das
amostras. Porém, a ocorréncia de um alelo privado (mTcCIR60-224) em trés
dos quatro clones representantes do Rio Uatuma-AM e um alelo (mTcCIR40-
259) em um dos trés clones coletados no Rio Chandless-AC recomenda
ampliar a caracterizagdo dessas amostras e, se for o caso proceder a novas
prospecgdes nas referidas areas. Por outro lado, quando se leva em conta as
amostras mais bem representadas, observa-se que a maior ocorréncia de
alelos privados nas bacias do Alto Amazonas e do Acre sugerem uma maior
diversidade nas regides mais periféricas da Amazénia. Isso que parece reforgar
as hipdteses de que a diferenciagdo das populacdes resulta do isolamento
imposto por barreiras ribeirinhas (Patton et al., 1994) e/ou pelo suposto grande
Lago Amazénico (Klamer, 1984, citado por Dias, 2001b). Ambas as hipoteses,
baseadas em evidéncias geologicas e biologicas, explicariam a maior
diversidade da maioria das espécies na periferia (terras altas) do que na regido
central da Amazénia (Bush, 1994), sugerindo um fluxo génico centripeto, das

bordas para o interior da bacia amazénica (Marroig & Cerqueira, 1997).

3.6.2. Analise da variabilidade genética nas populacdes

Visando evitar inferéncias viesadas decorrentes da inclusdo de amostras

muito pequenas, a partir desse ponto todas as analises se referem apenas as



Tabela 11. Teste exato de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco dentro de cada amostra
(subpopulacdo), mostrando a proporgéo de permutagdes (P-valor) cujo valor de FIS (teste individual) ou FIT (teste
global) sdo maiores que as respectivas estatisticas observadas, baseada em 10.000 permutagdes. O nivel nominal
de probabilidade ajustado (5%) para uma tabela € 0,00016

Rio Acre Riolaco RioPurus Tarauaca RioJari  Maicuru Jamari  JiParand Japura Solimdes S/Bx Jap Teste

Locos

(AC) (AC) (AC) (AC) (AP) (PA) (RO) (RO) (AM) (AM) (AM) Global
mTcCIR-01 00259 00303 10000 00163 09610  1,0000 10000 NA 10000 00011 08367 | 0,00010
mTcCIR-02 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2155 0,6945 1,0000 NA 1,0000 0,4251 1,0000 0,78180
mTcCIR-04 1,0000 1,0000 1,0000 0,0091 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,99990
mTcCIR-06 NA 00006 0,006 10000 08005 09357 10000 00313 00003 00326 00002 | 0,00010
mTcCIR-07 0,0013 0,0003 0,0002 0,0091 0,0017 0,3251 0,0353 0,0594 0,1056 0,0006 0,1925 0,00010
mTcCIR-08 0,0003 0,0002 0,7428 0,0843 0,0039 0,0715 0,0017 0,0003 0,0006 0,0002 0,1135 0,00010
mTcCIR-09 0,0013 0,0401 0,1091 0,0005 0,0028 NA 0,0351 NA 0,0025 0,0182 0,1382 0,00010
mTcCIR-10 0,0002 0,0002 0,0002 0,0003 0,3837 0,0024 0,0002 0,0008 0,0017 0,0002 0,1113 0,00010
mTcCIR-11 0,0050 0,0260 1,0000 0,0014 0,0020 0,2226 0,0886 0,1169 0,0002 0,0165 0,0255 0,00010
mTcCIR-12 0,0056 0,2509 0,6393 0,4370 0,1702 0,0594 0,0339 0,1699 0,0596 0,5097 0,2541 0,00010
mTcCIR-13 03149 00334 00227 02229 04346 01810  1,0000 02429 00420  0,0552 NA 0,00010
mTcCIR-17 0,0005 0,0002 0,0013 0,0002 NA 0,0016 0,0549 0,0056 0,0009 0,0002 0,0002 0,00010
mTcCIR-18 1,0000 1,0000 NA 0,4795 1,0000 1,0000 1,0000 0,0638 0,1259 0,3732 0,2229 0,00010

mTcCIR-19 0,6962 0,4741 0,1381 0,1426 0,2188 0.,4735 0,0002 0,5781 0,0002 0,0105 0,3904 0,00010
mTcCIR-25 0,0025 0,2257 0,1165 0,0514 0,8530 0,0348 0,0002 0,0006 0,0027 0,0002 0,0014 0,00010
mTcCIR-26 0,0002 0,0125 0,0002 0,1063 0,0839 0,0030 0,0009 1,0000 0,6279 0,0031 1,0000 0,00010
mTcCIR-32 1,0000 1,0000 0,4549 0,5654 1,0000 0,1147 1,0000 NA 0,2928 1,0000 0,3699 0,00010
mTcCIR-33 0,0002 0,1075 0,0044 0,0034 0,0003 0,7403 0,0560 0,6219 0,1820 0,2176 0,7274 0,00010
mTcCIR-35 0,1740 0,4412 0,4050 0,4774 1,0000 0,3039 1,0000 0,5677 0,0194 0,5365 0,0008 0,00010

mTcCIR-40 0,0002 0,1245 0,0113 0,0009 0,0025 1,0000 0,0002 0,1831 0,0002 0,0002 0,0002 0,00010
mTcCIR-42 NA 0,0019 0,2052 0,3100 0,8034 0,3726 0,0002 0,0042 0,0002 0,0002 0,0002 0,00010
mTcCIR-43 0,0016 0,1752 0,0002 0,0371 0,0002 0,0050 0,0045 0,3328 0,0180 0,0915 0,0099 0,00010
mTcCIR-44 0,1281 0,1138 0,1658 0,2757 0,6509 1,0000 1,0000 NA 0,0020 0,0036 0,1038 0,00010
mTcCIR-49 0,4719 0,1187 0,0053 0,0279 0,0541 0,0006 0,0056 0,0614 NA 0,0003 0,2412 0,00010
mTcCIR-54 0,0003 0,1668 0,0038 0,0002 0,0487 NA 0,0038 0,0730 0,0003 0,0208 0,2166 0,00010
mTcCIR-55 0,1788 1,0000 1,0000 0,1160 0,1122 0,9914 1,0000 NA 1,0000 0,5212 1,0000 0,00010
mTcCIR-57 0,0002 0,0227 0,0003 0,1539 0,2064 0,0036 0,1434 0,0580 1,0000 0,0041 0,0025 0,00010
mTcCIR-58 0,1165 0,0166 0,0002 0,0092 0,0078 NA 0,0346 0,0600 0,0002 0,0002 0,0036 0,00010
mTcCIR-60 0,1248 0,1108 0,1978 1,0000 0,1386 0,2223 0,0342 1,0000 0,0002 0,0002 0,0003 0,00010

Geral 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,00010
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subpopulagdes representadas por amostras que reunam pelo menos nove
individuos. Essas amostras quando submetidas ao teste exato de permutacao
(Guo & Thompson, 1992) de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) mostram que
a despeito do pequeno tamanho das mesmas em relacdo ao numero de alelos
analisados, todos os locos aderiram satisfatoriamente as propor¢gées do modelo
de EHW, dentro de cada populagdo, como demonstra a Tabela 11. Por outro
lado, quando o0 mesmo modelo € submetido ao teste global das amostras
conjunto, apenas os locos mTcCIR02 e mTcCIR04 se mantém em equilibrio
de Hardy-Weinberg, (Tabela 11). Isso indica a estruturacdo da populagéo
analisada, sugerindo a agao de forgas evolucionarias como deriva genética ou
endogamia. Ha que se ressaltar, porém, que o teste aplicado €& bastante
conservador, em decorréncia da corre¢cao de Bonferroni para testes multiplos, a
qual consiste em dividir o nivel nominal de probabilidade do teste (5%) pelo
namero de testes (n° amostras x n° locos). Assim, o nivel nominal ajustado de
probabilidade assume valores muito baixos para a rejeicdo da hipdtese de
nulidade, a medida que aumenta o numero de testes. De qualquer modo, os
resultados do teste exato mostram-se mais confidveis que testes baseados em
X2 ou razao de verossimilhanga (G2-valor), quando a analise envolve amostras
pequenas e locos multialélicos, onde € muito comum a ocorréncia de classes

genotipicas de baixa frequéncia.

A Tabela 12 apresenta diversos indicadores de diversidade
caracterizados nas diferentes subpopulagées com os 29 locos microssatélites.
A percentagem de locos polimorficos foi relativamente alta, com a maioria das
amostras apresentando polimorfismo em mais de 90% dos locos. As excecgdes
foram as bacias do Rio Ji-Parana-RO e do Maicuru-PA que apresentaram
apenas 79,3% e 89,7% de locos polimorficos, respectivamente. As amostras
com maior numero de alelos foram as representantes das bacias do Amazonas
e do Acre, contrastando com a pobre diversidade alélica das bacias de
Rondbnia. A subpopulagao de composigéo alélica mais rica (Rio Solimdes, com
124 alelos) apresenta, excluidos os 29 alelos automaticamente presentes
devido aos 29 locos, 61,3% [(124-29)/(184-29)] da diversidade alélica total
(%DA) encontrada. Em contraste, a amostra da bacia do Rio Ji-Parana-RO,

com apenas 67 alelos, apresentou apenas 24,5% da diversidade alélica total.
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Essa tendéncia, logicamente € acompanhada pelo numero médio de alelos por
loco (na). Entretanto, quando se analisa o numero efetivo de alelos (ne),
destacam-se as amostras do Rio Tarauaca-AC, Rio Solimbdes e Solimbes/Bx.
Japura-AM (ne: 2,4 a 2,5) seguidas das demais subpopulagées do Acre, Rio
Japura-AM, Maicuru-PA e Jari-AP (ne: 2,0 a 2,2) e por ultimo as amostras de

Rondbnia (ne: 1,6).

Tabela 12. Estatisticas de diversidade obtidas de onze subpopulagdes de
cacaueiros pela analise de 29 locos microssatélites, mostrando o tamanho da
amostra (n), percentagem de locos polimérficos (Pgs), total de alelos (Na),
percentagem da diversidade alélica (%Da), numero de alelos por loco (na),
numero efetivo de alelos (ne), riqueza alélica (Rg)), heterozigosidades
observada (Ho), e esperada sem viés (Hnp) (Nei, 1978), coeficiente de
endogamia (f) e taxa de cruzamento (t).

Subpopulacio N Pesy' Na %Da?> n, ne Rug  Ho Hoo f t
Acre-AC 22 93,1 100 458 34 21 2,807 0,285 0,454 0,378* 0,451
laco-AC 15 100,0 100 45,8 34 2,0 2,967 0,298 0,459 0,359* 0,472

Purus-AC/Am 15 96,6 103 47,7 36 2,1 3,094 0,291 0,464 0,380* 0,449
Tarauaca-AC 10 100,0 104 484 36 2,5 3,415 0,325 0,580 0,453* 0,376

Jari-AP 10 966 85 36,1 29 2,1 2,828 0,341 0,499 0,329* 0,505
Maicuru-PA 10 89,7 86 368 30 22 2874 0,352 0,479 0,276* 0,567
Jamari-RO 15 1000 78 316 2,7 16 2313 0,140 0,312 0,559* 0,283
Ji-Parana-RO 09 793 67 245 23 16 2273 0,170 0,321 0,486* 0,346
Japura-AM 14 966 102 471 35 22 3,170 0,261 0,506 0,494* 0,339

Solimées-AM 19 1000 124 61,3 43 2,5 3,595 0,334 0,581 0,432* 0,397
S.B.Japura-AM 14 966 101 46,5 35 24 3,199 0,327 0,525 0,387* 0,442

Amostra Total 144 100 184 100,0 6,34 3,4 4,228 0,285 0,658 0,408* 0,420

1 Considerado polimérfico quando a freqléncia do alelo mais comum nao exceder 95%;

2 % de alelos que excede o numero automaticamente esperado pelo numero de locos (29);

3 Nivel de significancia para f >0 determinado apés 10 000 permutag¢des e intervalo de
confianga de 95% apds 10 000 bootstrap (Goudet, 2001).

A utilizacdo de todos esse indices, baseados no numero de alelos e
percentagem de locos polimérficos, é de grande importancia para propésitos de
conservagao. O grande problema desses indicadores de diversidade é que
dependem fortemente do tamanho das amostras analisadas e, portanto, nao
podem ser comparados com outros estudos. Dai a importancia da utilizacao
de medidas de riqueza alélicas padronizadas como a proposta por El Mousadik
& Petit (1996). Essa medida, baseada no método de rarefacdo de Hurlbert

(1971), é usada para estimar a riqueza alélica de um dado loco para um fixado
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tamanho de amostra. Sob esse método, a riqueza alélica R corresponde ao
numero de diferentes alelos encontrados quando g genes (tamanho
especificado da amostra) sdo amostrados no loco em questdo. No presente
estudo, a riqueza alélica R6) foi padronizada a partir de uma amostra de 16
genes, que corresponde ao numero (8) de individuos completamente
caracterizados na menor amostra (Ji-Parana-RO). Em cada populagdo a
probabilidade de amostrar cada um dos diferentes alelos de um dado loco é
computada como se apenas 16 genes (8 individuos) tivessem sido escoreados.
Ree), portanto, resulta da soma destas probabilidades que corresponde ao
nuamero esperado de diferentes alelos em uma amostra observada de 16
genes. Desse modo, para cada populagdo o numero médio de alelos por loco
para amostras de tamanho uniforme de 16 genes pode ser comparado com 0s
resultados observados nas amostras de tamanhos diferentes. Vé-se agora que
as subpopulagbes do amazonas, juntamente com a do Rio Tarauaca-AC se
destacaram mais em ralagdo as demais, ao mesmo tempo em que as amostras
do Baixo Amazonas (Jari e Maicuru) se equipararam as demais bacias do Acre,
ratificando-se a composicdo mais pobre das subpopulagdes de Rondbnia
(Jamari e Ji-Parana). Observa-se que esse resultado guarda estreita relacao
com o obtido com o nimero efetivo de alelos (R? = 0,93) e com a diversidade
(R* = 0,91) mostrando que a variagdo de tamanhos entre as amostras
analisadas ndo compromete as inferéncias baseadas nesses indices de
diversidade. A diversidade genética (H,) variou de 0,31 (Jamari-RO) a 0,58
(Solimées-AM) para uma diversidade global de 0,658. Novamente se destacam
as amostras do Amazonas (Hnp: 0,51-0,58), juntamente com a de Tarauaca-AC
(Hnp: 0,58), contrastando com as baixas diversidades genéticas das amostras
de Rondbnia (Hnp: 0,31-0,32). Nesse ponto merece destaque a realtivamente
alta diversidade apresentada pelas subpopulagbes do Baixo Amazonas
(Maicuru-PA: 0,48 e Jari-AP: 0,50), em comparagao as demais amostras do
Acre (Hnp: 0,45-0,46), geralmente tidas com mais polimérficas. Com respeito a
heterozigosidade observada (Ho), confirmam-se os baixos valores das
subpopulagdes de Jamari-RO (0,14) e Ji-Parana-RO (0,17), enquanto os
maiores valores estiveram associados as subpopulagcdes do baixo amazonas

(Maicuru, 0,35 e Jari, 0,34), mas ainda comparaveis as amostras do Rio
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Tarauaca-AC (0,32) e as amostras do Amazonas (0,33), a excegao da bacia do

Rio Japura-AM que apresentou valor mais baixo (0,261).

Praticamente todos os indicadores de diversidade apresentados na
Tabela 12 ratificam a grande homogeneidade morfolégica e baixa variabilidade
fenotipica das subpopulagdes de Rondénia, relatadas por Almeida & Almeida
(1987). De igual modo, os indicadores de diversidade das amostras
representativas de subpopulagbes do Acre mostram-se coerentes com a
grande diversidade fenotipica para caracteres morfolégicos, agronémicos e
moleculares reportados para acessos coletados nessa regiao (Almeida et al.,
1987; Barriga et al, 1985; Pires et al. 2000; Figueira et al. 2000). A alta
diversidade das amostras proveniente do baixo amazonas confirma semelhante
observacdo de Sereno (2001), embora seu estudo ndo inclua nenhuma
populacdo do Amapa. Esses resultados parecem conflitar com a suposta
grande homogeneidade de populag¢des tipicas do grupo Forasteiros Baixo
Amazobnicos (Cheesman, 1944), corroborada por caracterizagdes moleculares
(Lanaud, 1987; Lanaud et al. 1999b; N'Goran et al.2000). Entretanto, as
amostras relativas a bacia do Maicuru-PA, coletadas em plantios formados a
partir de sementes de cacaueiros silvestres, apresentam bom nivel de
variabilidade, quanto a producgao, forma e peso de frutos, tamanho e cor de
sementes (inclusive brancas) (Machado, 1977, citado por Almeida et al. 1995).
A variabilidade em frutos se traduz nas amplitudes de peso de sementes
umidas (100 a 200g), numero de sementes (26 a 52) e peso individual de
sementes umidas (2,61 a 4,25g) (Bartley, 1977, citado por Almeida et al.,
1995). A subpopulagcdo da regido do Rio Jari-AP, embora considerada
uniforme pelos coletores, apresentava consideravel variabilidade de frutos,
cujas formas apresentavam-se como cilindricas, arredondadas ou amelonadas,
com tipos semelhantes ao cacau “Comum”, Maranhao Liso” ou “Maranhao” da
Bahia, até tipos bem diferentes smelhantes ao Scavina; a casca dos frutos
variavam ainda quanto a rugosidade, coloragao e espessura e as sementes
apresentavam formas (achatadas, alongadas, arredondadas ou cilindricas) e
coloragdes (violeta claro ou violeta escuro) diversas (Vello e Silva, 1968). Além
dessas evidéncias, ndo se pode desconsiderar a provavel intensificacdo do

fluxo génico através da acdo antropica nessas regiées. Ja no inicio do século
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passado, suspeitava-se que todo o cacau existente entre o estuario amazbnico
e Obidos e Santarém, no Para, ndo era mais silvestre (Huber, 1901). Suspeita
semelhante foi levantada por Bartley et al. (1988), em relagcdo as populag¢des
existentes no municipio de Alenquer (Pa), na zona compreendida pela amostra

que representa a bacia do Maicuru-PA.

O coeficiente de endogamia ou de fixacdo (f ) apresentou valores
positivos e significativamente diferentes de zero em todas as amostras,
refletindo o déficit de heterozigotos observado nas mesmas e indicando
desvios de panmixia provavelmente resultantes de endogamia ou deriva
genética. Os altos e significativos valores do coeficiente de endogamia
demonstram o quao conservador foi o resultado do teste de aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 11), o qual ndo foi capaz de detectar
desvios de panmixia em quaisquer dos locos examinados. A taxa estimada de
fecundagdo cruzada para o conjunto das onze subpopulagbes foi de 42%,
variando de 28,3% (Jamari-RO) a 56,7% (Maicuru-PA). Esse valores sugerem
predominio de auto-fecundacao e, portanto, de materiais auto-compativeis, o
que parece estranho para uma espécie considerada predominantemente de
fecundacdo cruzada devido a sua morfologia floral e a ocorréncia de um
sistema de auto-incompatibilidade (Cope, 1976). A sub-estimagao das taxas de
fecundacdo cruzada ndo deve ser descartada, uma vez que sao estimadas a
partir do coeficiente de endogamia, cuja estimativa pode envolver erros de
amostragem, como ainda ser superestimada em decorréncia da homoplasia
que nao permite distingdo de alelos idénticos por descendéncia dos idénticos
por estado (Slatkin, 1995). Além disso, néo se pode descartar a possibildade
de a homozigosidade estar superestimada em decorréncia presencga de alelos
nulos. Entretanto, déficts de heterozigotos, associados a altos valores de Fis,
em populagdes do alto e do baixo amazonas, tém sido detectados por RFLP
(N’'Goran et al.,2000). Por outro lado, Lanaud et al. (1987) tém reportado taxas
de autofecundacédo de até 96 % em clones tidos como auto-incompativeis.
Além disso, a limitada distdncia de véo (menos de 60 m) da mosquinha
(Forcipomya sp), principal agente polinizador do cacaueiro (Posnette, 1950),
restringe o fluxo de pdlen a arvores vizinhas, favorecendo a formagao de

grupos de familias. Esse fluxo restrito, segundo Dias et al. (2003a),
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intensificaria o efeito da vizinhanga, aumentando a endogamia devido ao

cruzamento entre parentes.

3.6.3. Anadlise da variabilidade dentro e entre as populacdes

A analise a seguir fundamenta-se nos coeficientes de fixagdo de Wright
(1951), estimados segundo os modelos propostos por Nei (1973, 1987) (Tabela
13) e por Weir & Cockerhan (1984) (Tabela 14). Independentemente da
abordagem adotada, verifica-se que embora as populagbes se mostrem
fortemente diferenciadas, a variabilidade genética predomina dentro das
populagdes. De acordo com as estatisticas de Nei, no conjunto das onze
subpopulagdes, para uma diversidade total independente do numero de
amostras (Hy') de 0,676, a diversidade dentro das amostras foi Hs = 0,479,
enquanto a diferenciacdo relativa entre as subpopulagdes foi Gst' = 0,292
(Tabela 13). Portanto, segundo esses estimadores, a variabilidade dentro das
subpopulagdes responde por 70,8% da varaibilidade total, enquanto a
divergéncia entre as mesmas representa apenas 29,2%. A divergéncia
estimada por Fsr = 0,290 (Tabela 14), significativamente diferente de zero,
ratifica a distribuicdo da variabilidade, ao mesmo tempo em que mostra uma
alta e significativa divergéncia entre as subpopulagdes das bacias hidrograficas

analisadas.

Os valores de Gis = 0,407 (Tabela 13) de Fis = 0,408 (Tabela 14)
mostram-se concordantes e elevados, ratificando o alto déficit de heterozigose
(Ho = 0,284 x Hs = 0,479), conforme ja havia sido caracterizado no item
anterior. A comparacao dos indices de fixagdo dentro das subpopulacdes (Fis
= 0,408) e para toda a amostra (Fir = 0,580) sugere que o alto nivel de
endogamia reflete mais o sistema de reproducdo que o efeito da deriva
genética. Isso, entretanto, deve ser considerado com reservas, ante a
possibilidade de superestimagao dos coeficientes de endogamia, conforme ja
discutido anteriormente. Por outro lado, esse resultado é reforcado pelo alto
valor assumido pelo coeficiente de parentesco Rg = 0,367 (Tabela 14). Esse
coeficiente proposto por Hamilton (1971), calculado pela relagcdo Rg. =
2Fst/(1+F7), € uma medida do parentesco dos individuos dentro das amostras

quando comparados com o conjunto das subpopulagdes.



65

Tabela 13. Indicadores de diversidade de Nei, estimados para o conjunto das
onze subpopulagdes, a partir de 29 locos microssatélites.

Locos Ho Hs HT HT' GST GST, G|s

mTcCIR-01 0,284 0,364 0,646 0,674 0,437 0,461 0,218
mTcCIR-02 0,508 0,389 0,499 0,510 0,220 0,237 -0,305
mTcCIR-04 0,804 0,513 0,581 0,588 0,118 0,128 -0,568
mTcCIR-06 0,288 0,470 0,621 0,636 0,243 0,261 0,388
mTcCIR-07 0,219 0,518 0,754 0,778 0,313 0,334 0,577
mTcCIR-08 0,147 0,450 0,624 0,642 0,280 0,299 0,673
mTcCIR-09 0,203 0,430 0,710 0,738 0,394 0,417 0,529
mTcCIR-10 0,138 0,595 0,732 0,746 0,188 0,203 0,768
mTcCIR-11 0,313 0,569 0,739 0,756 0,230 0,247 0,450
mTcCIR-12 0,472 0,606 0,805 0,825 0,247 0,265 0,221
mTcCIR-13 0,187 0,304 0,502 0,521 0,394 0,417 0,386
mTcCIR-17 0,026 0,438 0,558 0,570 0,215 0,232 0,940
mTcCIR-18 0,232 0,275 0,380 0,390 0,275 0,295 0,158
mTcCIR-19 0,418 0,592 0,750 0,766 0,211 0,227 0,294
mTcCIR-25 0,386 0,677 0,782 0,793 0,134 0,146 0,429
mTcCIR-26 0,293 0,529 0,780 0,805 0,321 0,342 0,447
mTcCIR-32 0,285 0,317 0,477 0,493 0,334 0,356 0,104
mTcCIR-33 0,470 0,689 0,868 0,886 0,206 0,222 0,318
mTcCIR-35 0,323 0,446 0,659 0,680 0,323 0,345 0,275
mTcCIR-40 0,147 0,570 0,785 0,806 0,273 0,292 0,743
mTcCIR-42 0,226 0,492 0,804 0,835 0,389 0,412 0,540
mTcCIR-43 0,315 0,627 0,822 0,841 0,237 0,255 0,497
mTcCIR-44 0,357 0,483 0,693 0,714 0,303 0,324 0,261
mTcCIR-49 0,132 0,356 0,443 0,451 0,195 0,211 0,630
mTcCIR-54 0,173 0,465 0,562 0,572 0,173 0,188 0,628
mTcCIR-55 0,308 0,335 0,525 0,544 0,362 0,384 0,081
mTcCIR-57 0,136 0,409 0,477 0,484 0,142 0,154 0,667
mTcCIR-58 0,141 0,473 0,720 0,745 0,343 0,365 0,702
mTcCIR-60 0,308 0,507 0,791 0,820 0,359 0,381 0,392
Geral 0,284 0,479 0,658 0,676 0,272 0,292 0,407

Ho: Hetrozigosidade observada; Hs: Diversidade genética dentro das subpopulagbes; Hr:
Diversidade genética total; Hy': Diversidade genética total independente do numero de
amostras; Ggr: Coeficiente de diferenciagao relativa entre as amostras; Gst': Coeficiente de
diferenciagao relativa independente do nimero de amostras.
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Tabela 14. Estimativas dos coeficientes de fixacao de Wright, segundo Weir &
Cockerhan (1984) e coeficiente de parentesco segundo Queller & Goodnight
(1989).

Locos oA Os ow Fir Fsr Fis ReL
mTcCIR-01 0,292 0,093 0,275 0,584 0,443 0,253 0,560
mTcCIR-02 0,113 -0,144 0,540 -0,059 0,222 -0,362 0,473
mTcCIR-04 0,071 -0,303 0,810 -0,402 0,123 -0,599 0,411
mTcCIR-06 0,189 0,187 0,265 0,586 0,294 0,414 0,371
mTcCIR-07 0,244 0,304 0,222 0,712 0,317 0,578 0,371
mTcCIR-08 0,194 0,289 0,131 0,787 0,316 0,689 0,353
mTcCIR-09 0,293 0,227 0,235 0,688 0,388 0,491 0,459
mTcCIR-10 0,149 0,456 0,131 0,822 0,203 0,777 0,222
mTcCIR-11 0,201 0,240 0,303 0,593 0,270 0,443 0,339
mTcCIR-12 0,216 0,133 0,467 0,428 0,265 0,222 0,371
mTcCIR-13 0,204 0,108 0,164 0,655 0,427 0,397 0,516
mTcCIR-17 0,125 0,408 0,033 0,942 0,221 0,925 0,227
mTcCIR-18 0,127 0,032 0,253 0,386 0,308 0,113 0,444
mTcCIR-19 0,174 0,174 0,431 0,446 0,223 0,287 0,308
mTcCIR-25 0,112 0,299 0,397 0,508 0,138 0,429 0,183
mTcCIR-26 0,263 0,247 0,285 0,642 0,331 0,465 0,403
mTcCIR-32 0,197 0,025 0,264 0,457 0,405 0,087 0,556
mTcCIR-33 0,198 0,231 0,453 0,487 0,225 0,338 0,302
mTcCIR-35 0,237 0,125 0,327 0,526 0,344 0,277 0,451
mTcCIR-40 0,220 0,449 0,152 0,814 0,268 0,747 0,295
mTcCIR-42 0,353 0,273 0,199 0,759 0,428 0,579 0,487
mTcCIR-43 0,211 0,302 0,333 0,606 0,249 0,475 0,310
mTcCIR-44 0,228 0,140 0,364 0,503 0,312 0,277 0,415
mTcCIR-49 0,106 0,214 0,160 0,667 0,221 0,572 0,265
mTcCIR-54 0,093 0,305 0,187 0,680 0,159 0,620 0,189
mTcCIR-55 0,197 0,027 0,299 0,427 0,376 0,082 0,527
mTcCIR-57 0,100 0,285 0,132 0,745 0,193 0,684 0,222
mTcCIR-58 0,266 0,346 0,152 0,801 0,348 0,694 0,387
mTcCIR-60 0,315 0,218 0,288 0,650 0,384 0,431 0,465

0,580+ 0,290+ 0,408+ 0,367+

2
Geral 0,091 0031 0122 0,038

1-Fir (F): Defict global de heterozigotos (indice de fixagcdo global); Fsr (8): defict de
heterozigotos entre populagdes (coeficiente de diferenciagao); Fr (f): defict de heterozigotos
dentro das populacdes (indice de fixagdo dentro das populagdes); Rg.: coeficiente de
parentesco dos individuos dentro das populagdes; 0 A, 0 g € 0  : componentes da variancia
entre amostras, entre individuos dentro das amostras e entre individuos.

2- Intervalo de confianga de 95% apds 10.000 bootstrap
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Os elevados coeficientes de divergéncia obtidos (G’st = 0,292 e Fgsr =
0,290), de acordo com classificagao proposta por Wright (1965), citado por Nei
(1972), sugerem uma diferenciagdo genética muito elevada entre as
subpopulagdes analisadas e, consideravelmente superior a encontrada (Fst =
0,042 e Gsr = 0,080) por Sereno (2001) para populagbes de cacau da
Amazobnia, por meio de microssatélites. Entretanto, Alves (2003), utilizando os
mesmos marcadores, encontrou um coeficiente de divergéncia Fst = 0,307,
entre populag¢des naturais de cupuacu (7. grandiflorum) da Amazénia, espécie
caracterizada pelo autor como perfeitamente alégama (taxa de fertilizagcéo

cruzada = 1).

A inclusdo de subpopulagdes do alto Japura (Am), mais proximas ao
provavel centro de origem da espécie (Cheesman, 1944; Dias, 2001b), bem
como a maior representatividade de subpopulacbes mais uniformes de
Rondbénia (Jamari e Ji-Parana) e do Baixo Amazonas (Jari-AP), provavelmente
contribuiu para a maior diferenciagdo genética observada no presente estudo
em relacdo ao de Sereno (2001). Concorre ainda para a discrepancia
observada, a comparacgao, pela autora, de populagdes formadas por grupos de
subpopulagdes pouco representadas, agregando-se ainda o fato de que a
populacdo denominada Alta Amazonas incluia a subpopulacédo da bacia do Rio
Purus. Os gendtipos representantes dessa bacia hidrografica foram colhidos
predominantemente na regido fronteirica do Acre com o Amazonas, muito
préximo das bacias do Rio Acre e do Rio laco, que, alias, s&o tributarios do Rio
Purus (Figura 1). A grande similaridade dos gendtipos provenientes da bacia do
rio Purus com os procedentes das demais bacias do Acre ficou evidenciado
tanto na analise de correspondéncia (Figura 12), como na analise de
agrupamento a partir da matriz de dissimilaridade entre os gendtipos (Figura
13).

Observando-se o critério da proximidade geografica, reforgado pelos
resultados das analises de correspondéncia (Figura 12 ) e agrupamento (Figura
13) procedeu-se a anadlise comparativa das populagbes formadas a partir da
reunido das diversas subpopulagdes em quatro grupos distintos: i) Alto
Amazonas (Rio Solimdes-AM, Rio Solimdes/Bx. Japura-AM e Rio Japura-AM);
i) Baixo Amazonas (Rio Maicuru-PA e Rio Jari-AP); iii) Acre (Rio Acre-AC, Rio
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laco-AC, Rio Purus-AC/Am e Rio Tarauaca-AC), e iv) Rondbnia (Rio Jamari-
RO e Rio Ji-Parana-RO).

Os indicadores de diversidade para os referidos grupos (Tabela 15) confirmam
a maior diversidade genética dentro do grupo Alto Amazonas (Hs = 0,551),
seguida dos grupos do Baixo Amazonas (Ho = 0,498) e do Acre (Hs = 0,483).
Mais uma vez se constata que a maior heterozigosidade observada no Baixo
Amazonas (Ho = 0,348) n&o se traduz em maior riqueza alélica (r(g) = 2,851),
conforme se observa nos grupos do Alto Amazonas (r(g) = 3,321) e do Acre
(r(g) = 3,071). O grupo de Rondébnia ratifica sua baixa divesidade sob
quaisquer dos indicadores analisados, contrastando com os elevados valores e
diversidade reportados por Sereno (2001) para o mesmo grupo (Hs = 0,5096).
Se por um lado é pouco diverso, o grupo de Rondbnia é o que apresenta
populagdes mais divergentes (Fst = 0,349), o que se reflete no maior
parentesco entre os individuos que compdem suas subpopulagdes (Rg. =
0,412). Deve-se destacar, porém que o ambos os indicadores (Fst e RgL) n&o
se mostraram diferentes de zero pelo P-valor obtido no teste exato com
10.000 permutacdes. De qualquer forma, considerando os valores de Fst
nos demais grupos, observa-se que a elevada divergéncia entre as duas
subpopulagdes de Rondénia (Fst = 0,349) contribuiu fortemente para o alto
coeficiente de diferenciacdo obtido quando da analise das subpopulagdes
isoladamente (Fst = 0,290).

Tabela 15. Estatisticas de diversidade obtidas grupos de populagbes de
cacaueiros pela analise de 29 locos microssatélites, mostrando o tamanho da
amostra (n), riqueza alélica (Rpe)), heterozigosidades observada (Ho), e
diversidade intragrupo (Hs), coeficiente de endogamia (Fs), Coeficiente de
divergéncia (Fst) e Coeficiente de parentesco (Rgy).

Grupo n R6) Ho Hs Fis Fst ReL
Baixo Amazonas 20 2,851 0,348 0,498 0,301 0,122 0,177
Rondbnia 23 2,293 0,151 0,322 0,530 0,349 0412
Acre 62 3,071 0,296 0,483 0,388 0,148 0,201
Alto Amazonas 47 3,321 0,310 0,551 0,437 0,135 0,179
P-valor 0,0089 0,0007 0,0156 0,0001 0,2168 0,2502

" P-valor para teste bi-caudal obtido apés 10.000 permutagées.
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A analise hierarquica dos quatro grupos de populagbes através da
analise de variancia (Tabela 16) fornece valores significativos para os
coeficientes de diferenciagdo entre os grupos (Fcr = 0,1852), entre as
subpopulagdes dentro dos grupos (Fsc = 0,1824) e entre as subpopulag¢des
(Fst = 0,3338). Esses valores confirmam a maior variabilidade dentro das
subpopulagdes (66,6%), seguida da variabilidade entre grupos (18,5%), ficando

a variagao entre subpopulag¢des dentro dos grupos com 14,9%.

Tabela 16. Andlise de variancia para os grupos de subpopulagdes segundo
Weir & Cockerhan (1984), seguindo Excoffier et al.(1992)

o)
Fonte de Variagao GL Soma de Compongntgs A’ de~
quadrados da variancia variacao
Entre grupos 3 494,303 170549 Va 18,52
(populagdes)
Entre subpopulagoes 4 309,891 1,36828 Vb 14,86
dentro dos grupos
Dentro de 295  1809,470 6,13380 Vc 66,62
Subpopulagdes
Total 305 2.613,663 9,20756
Indices de Fixacao

Fst: 0,3338 (P-valor p/ 10023 permutacgdes = 0,0000)

Fsc: 0,1824 (P-valor p/ 10023 permutagdes = 0,0000)

Fct: 0,1852 (P-valor p/ 10023 permutagdes = 0,0000)

A elevada divergéncia entre as populagbes estudadas é confirmada
quando se comparam os valores de Fst entre pares de subpopulagdes (Tabela
17). As comparagdes duas a duas, todas significativamente diferentes de zero,
mostram-se coerentes com o0s resultados obtidos na analise de
correspondéncia dos gendtipos individualmente (Figura 11), confirmando a
menor divergéncia entre as bacias de cada grupo. Este resultado reforga a
hipétese de que a diferenciacdo das populagdes naturais de cacau da
Amazénia guarda relacdo com suas bacias hidrograficas. Por outro lado, a
despeito da significativa diferenciacdo entre as subpopulagbes, de maneira

geral a particdo da variabilidade genética € nitidamente maior dentro do que
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entre as amostras analisadas, como ja observado em outros estudos com
cacau, envolvendo microssatélites (Sereno, 2001), RAPD e RFLP (Russel, et
al. 1993; Lerceteau et al., 1997), isozimas (Ronning & Schnell, 1994; Sounigo
et a, 1997) e descritores morfolégicos/quantitativos (Dias et al., 2002; 2003a).
Esses resultados sugerem que o acervo genético das colegdes ex situ pode ser
enriquecido com novas coletas que enfatizem a maior representatividade
dentro das subpopulagdes com maior riqueza alélica (Alto Amazonas e Acre),
agregando-se, porém o maximo de novas bacias visando tirar proveito da

relativa divergéncia observada entre os grupos e entre as subpopulagdes.

Tabela 17. Coeficiente de diferenciacdo (Fst) entre pares de subpopulagdes
significativamente (5%) diferentes de zero.

Subpopulagdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1-Rio Acre-AC 0,000

2-Rio Jari-AP 0,339 0,000

3-Rio laco-AC 0,141 0,318 0,000

4-Jamari-RO 0,459 0,395 0,461 0,000

5-Japura-AM 0,352 0,262 0,313 0,445 0,000

6-Ji-Parana-RO 0,403 0,256 0,366 0,383 0,400 0,000

7-Maicuru-PA 0,363 0,148 0,342 0,415 0,281 0,222 0,000

8-Rio Purus-AC 0,148 0,306 0,150 0,465 0,346 0,376 0,287 0,000
9-Solimdes-AM 0,277 0,221 0,259 0,422 0,214 0,341 0,181 0,238 0,000
10-SBJapua-AM 0,316 0,266 0,308 0,483 0,213 0,397 0,244 0,301 0,037 0,000
11-Tarauaca-AC 0,206 0,282 0,176 0,437 0,292 0,359 0,268 0,161 0,211 0,255 0,000

3.6.4. Contribuicdo de cada subpopulacado a diversidade

Para efeito de conservagdo genética, tdo importante quanto a
distribuicao da diversidade € a contribuicdo de cada populagdo a diversidade
total, conforme enfatizam Petit et al. (1998). Esses autores demonstram que a
contribuicdo de uma dada populagéo a diversidade total (diversidade de Nei,
riqueza alélica, etc.) pode ser medida como a diferenga entre a diversidade
conjunta de todas as populagdes menos a diversidade de todas excluindo a
populacdo em questdo. Esta contribuicdo pode ser dividida em dois

componentes; um relacionado a diversidade da populagao e outro devido a sua
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divergéncia em relagdo as demais. Adotando o mesmo procedimento, a
decomposicédo da diversidade total e da riqueza alélica (padronizada para 16
genes), mostra que as contribuigcbes relativas de algumas populagdes se
alteram dependendo do parametro avaliado (Figura 14). Sob a o6tica da
diversidade genética, a subpopulagdo de Jamari-RO equipara-se com as
populacdes do Amazonas e a de Tarauaca-AC. Quando se analisa a riqueza
alélica total, a contribuicdo relativa é bem reduzida em relagdo as outras
quatro, que continuam se destacando das demais. Observa-se que algumas
subpopulagdes contribuem negativamente para a diversidade da populagao
total. Isso decorre, ou porque a diversidade da subpopulagdo € menor que a
diversidade média, ou porque a populagdo é muito divergente. No geral,
observa-se que trés subpopula¢cdes do Acre (Acre, laco e Purus) e a de Ji-
Parana-RO apresentam contribuicdes relativas negtivas para ambos os
indicadores de diversidade total. Apenas Tarauaca-AC e as trés subpopulagcdes
do Alto Amazonas apresentam contribuicdes positivas devido as suas préprias
diversidades e riquezas alélicas, mas apenas a do Japura apresenta essa
contribuicdo maior que a dada pela diferenciacdo. E interessante notar que,
embora apresentem riqueza alélica e diversidade elevadas, as populagdes do
Acre (exceto Tarauaca), juntamente com a de Maicuru-PA, apresentam baixas
contribuigdes a variabilidade total. Isso parece resultar da redundancia dos
alelos presentes nessas subpopulacdes, em relacdo ao pool de alelos da

amostra total, como sugere a contribuicdo negativa de suas divergéncias.
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Figura 14. Contribui¢do  relativa (CTR %), dos componentes diversidade e
diferenciagdo a diversidade total (A) ou a riqueza alélica total, de cada sub-populacao.
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Considerando que para fins de conservacao, a preservacao de alelos é
mais importante que a manutengcdo de frequéncias alélicas (EI Mousadik &
Petit, 1996), os resultados recomendam novas coletas dentro das
subpopulagdes que apresentaram maiores contribuicbes positivas a riqueza
alélica total , devido as suas proprias riquezas alélicas (Csr) - Tarauaca-AC,
Japura, Solimdes e Solimdes/Bx Japura (Am). Entretanto, a forte contribuigdo
de varias subpopulagbes devido suas diferenciagées (Cdr) recomenda que
novas bacias sejam prospectadas visando incrementar a riqueza alélica das

colecdes de germoplasma.

3.7. Distancias genéticas entre as populacdes

Embora sem a pretensdo de definir o modelo que melhor se adeque ao
estudo de microssatélites em cacau, avaliou-se a distédncia genética entre as
subpopulagdes utilizando estimadores D (distancia padrao de Nei, 1978),
baseado no modelo IAM e (3u)> de Goldstein et al. (1995), baseado no
modelo SMM (Tabela 18). E, tendo em vista a forte diferenciagdo entre as
subpopulagdes revelada pelo Fst, computou-se também a distancia D_. de

Reynolds et al. (1983), uma linearizagao de Fst (-In(1-Fst) (Tabela 19).

De maneira geral verifica-se boa concordancia entre os trés estimadores
de distancia genética, embora apresentam ligeiras discordéncias quando se
analisa valores extremos de divergéncia entre os pares de subpopulacdes. As
populacdes mais proximas foram Solimdes-AM e Solimbes/Bx Japura-AM, com
D = 0,045, 6p2 = 2,2 e D, = 0,052. No outro extremo, enquanto D (1,0) e D,
(0,687) apontam como mais divergentes as amostras do Rio Jamari-RO e as
do Solimdes/Bx Japura-AM, du? (176,9) mostra maior distancia entre Jamari-
RO e Japura-AM. De certo modo coerente com estreita distdncia apresentada
pelas populagbes do Solimbes e Solimdes/Bx Japura-AM. No geral, os
indicadores de distancia mostram a subpopulagdo do Rio Jamari-RO como a
que mais divergiu das demais e confirmam a menor disténcia entre as bacias
agrupadas pelo critério geografico, como ja se havia percebido nas analises de
correspondéncia (Figura 12) e de dissimilaridade individual dos clones (Figura

13). Esse resultado mostra-se coerente com grande divergéncia, detectada por
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Dias et al. (2002; 2003a), entre populacdo de Rondénia (Ji-Parana) e

populacdes dos rios Amazonas e Japura.

Tabela 18. Distancias D (Nei, 1978), abaixo da diagonal e du? (Goldstein et al.,
1995) , acima da diagonal, para 29 locos microssatélites de 11 subpopulacdes
naturais de cacaueiros.

Subpopulagées 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1-Rio Acre-AC 644 46 918 625 338 528 83 360 543 225
2-Rio Jari-AP 0,555 59,7 109,2 299 725 144 742 299 26,6 611
3-Rio laco-AC 0,130 0,504 111,4 47,2 345 464 4,7 32,6 500 153
4-Jamari-RO 0,734 0,475 0,730 176,9 75,5 123,2 122,6 123,9 128,7 137,2
5-Japura-AM 0,633 0,456 0,514 0,832 70,4 22,4 58,7 17,2 181 524
6-Ji-Parana-RO 0,637 0,264 0,527 0,296 0,782 415 326 37,2 582 397
7-Maicuru-PA 0,623 0,160 0,553 0,545 0,485 0,216 48,1 157 17,6 311
8-Rio Purus-AC 0,141 0,491 0,148 0,795 0,633 0,600 0,430 31,3 516 104
9-Solimées-AM 0,466 0,391 0,434 0,878 0,369 0,664 0,289 0,381 22 314
10-SBJapua-AM 0,518 0,462 0,501 1,082 0,313 0,791 0,383 0,480 0,045 48,5

11-Tarauaca-AC 0,315 0,601 0,273 0,786 0,662 0,652 0,545 0,261 0,450 0,530

Tabela 19. Distancias D, = -In(1-Fst) (Reynolds et al., 1983) para 29 locos
microssatélites de 11 subpopulag¢des naturais de cacaueiros.

Subpopulagbes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1-Rio Acre-AC

2-Rio Jari-AP 0,408

3-Rio laco-AC 0,150 0,379

4-Jamari-RO 0,611 0,496 0,625

5-Japura-AM 0,432 0,333 0,373 0,631

6-Ji-Parana-RO 0,548 0,324 0,501 0,464 0,580

7-Maicuru-PA 0,449 0,171 0,412 0,549 0,355 0,288

8-Rio Purus-AC 0,160 0,374 0,164 0,649 0,423 0,537 0,354
9-Solimées-AM 0,318 0,260 0,293 0,558 0,245 0,457 0,218 0,271
10-SBJapua-AM 0,375 0,325 0,358 0,687 0,245 0,569 0,297 0,350 0,052
11-Tarauaca-AC 0,263 0,354 0,232 0,583 0,369 0,497 0,346 0,225 0,253 0,317

Os dendrogramas correspondentes as matrizes de distancia (Figura 15),
embora apresentem diferengas topoldgicas, confirmam a tendéncia de as
subpopulagdes de bacias geograficamente mais proximas formarem grupos
discretos. Embora o pequeno numero de bootstraps (100) ndo sustente

inferéncias seguras sobre as topologias obtidas, verifica-se uma certa
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Distancia de Nei (1987)
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obtidas com 29 locos microssatélites. O nimero em cada nd representa o valor do
bootstrap para 100 repeti¢des, para os grupos a direita.
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concordancia na identificagcdo dos grupos formados pelas subpopulagbées do
Acre e do Alto Amazonas. As maiores discordancias aparecem quanto ao
agrupamento das subpopula¢gdes de Rondbnia, embora todos destaquem a

grande divergéncia da subpopulagdo do Jamari em relagao as demais.

Segundo Felsenstein (1985), somente agrupamentos com valores de
bootstraps maiores ou iguais a 95% podem ser considerados significativos. Por
esse critério, sem esquecer as limitagcdes estatisticas (pequeno numero de
bootstraps), o estimador de distancia genética D (Nei, 1978) foi o que
proporcionou topologia mais robusta. O dendrograma associado a D,
bastante coerente com a dispersao bidimensional observada na Figura 12,
permitiu identificar pelo menos trés agrupamento significativamente distintos: i)
Rio Acre, laco e Purus, com 95%; ii) Tarauaca (singular), com 95 % e , iii)
Solimdes e Solimdes/Bx Japura, com 100%. A disténcia D, (Reynolds et al.,
1983), embora apresente topologia bastante coerente com as anadlises de
correspondéncia (Figura 12) e com a grande divergéncia apresentada pela
subpopulagdes de Rondbnia, somente permitiu confirmar dois grupos com
seguranga estatistica: i) Solimdes e Solimdes/Bx Japura, 100% e, ii) Jari e
Maicuru, 100%. O estimador 5u? (Goldstein et al., 1995), de topologia menos
robusta, somente ratificou o grupo formado pelas subpopulagdes do Solimdes e
do Solimbes/Bx Japura (98%). Esse resultado parece confirmar as limitagdes
frequentemente associadas ao uso de estimadores baseados em SMM para
estudos de distancia genética por microssatélites. A elevada variancia de
52, associada a irregularidade no padrao mutacional dos
microssatélites sdo apontados como grande limitagdes ao uso desse estimador
distancia (Nei & Kumar, 2000).

O padrao de agrupamento observado, tanto de individuos (Figuras 12 e
13), como das subpopulagdes (Figura 15), associado a distribuicdo da
diversidade dentro e entre as subpopulagdes e populagdes agrupadas, enfatiza
o papel desempenhado pelos rios na divergéncia alopatrica das populagdes
naturais de cacau da Amazoénia, ja reconhecido por diversos autores (Pound,
1938; Almeida et al., 1987; Young, 1994; Dias et al., 2003a; Sereno, 2001).
Semelhante associagao entre diversidade e cursos d’agua tem sido reportado

para outras espécies amazdnicas como Hevea brasiliensis (Seguin et al., 1999)
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e Elaeis oleifera (Barcelos, 1998) (ambos citado por Motamayor et al., 2002).
Esse padrao de diferenciagao tem sido freqientemente associado a teoria do
refugio (Haffer, 1969; Simpson & Haffer, 1978). Essa teoria propde que fortes
alteragdes climaticas impostas pela glaciagao no Pleistoceno provocaram ciclos
de fragmentacdo e coalescéncia de areas da floresta, constituindo refugios
isolados onde as espécies associadas evoluiam alopatricamente sob selecao
natural e deriva genética. Desse modo, populagdes isoladas de cacaueiros em
tais refugios, provavelmente constituindo florestas de galeria ao longo de
cursos d’agua dispersos, podem ter atravessado periodos climaticos adversos,
durante o Quaternario, evoluindo alopatricamente antes da subseqlente
expansao da floresta, conforme sugerem Lanaud (1987) e Young (1994). A
mesma teoria tem sido arglida por Lachenaud (1997) para a evolugcdo de

populacdes de cacau nativo na Guiana Francesa.

A forte divergéncia revelada pelo coeficiente de diferenciagcao (Tabela
17), mesmo entre amostras coletadas em bacias adjacentes, parece reforgar o
papel dos refugios na evolugao das populagdes nativas de cacau na Amazénia.
Entretanto, a alta divergéncia entre as populagdes de Rondbnia (Jamari e Ji-
Parana) parece resultar de eventos mais recentes. As amostras coletadas
naquelas areas, além de muito préximas, sdo em sua maioria provenientes de
florestas de terra firme, constituindo vastas comunidade sem qualquer barreira
geografica aparente, levando Almeida (1982) a sugerir tratar-se de um sé
complexo génico. Entretanto, a julgar pela alta uniformidade interna dessas
subpopulagdes, é provavel que a sua divergéncia resulte da intervencéo
humana através de cultivos e selecdo. Concentragdes espontdneas de cacau
em areas de até 10 ha na regido de Mirante da Serra, incluida na amostra de
Ji-Parana-RO, sao indicios da participacdo humana através de cultivos
(Almeida, 2001). Por outro lado, vestigios de ocupagdo humana na forma de
fragmentos de ceramica e ferramentas etc., tém sido registrados as
proximidades de algumas populagdes silvestres amostradas na bacia do
Jamari-RO, sugerindo intervencdo de comunidades indigenas primitivas na
disperséo e estabelecimento de populagdes de cacau nessa regido (Almeida,
1982).
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4. CONCLUSOES

A utilizagao de locos polimérficos de microssatélites mostrou-se bastante
informativa para a identificagdo molecular individual de gendtipos de cacau
(Theobroma cacao L.), bem como na caracterizagdo da variabilidade genética

de populacdes naturais de cacau.

Dos 30 locos avaliados, 29 apresentaram-se suficientemente
polimorficos (6,4 alelos/loco), seletivamente neutros e independentes,
permitindo identificar gendtipos com elevado poder discriminagéo (PD = 1) e
baixissima probabilidade de identidade (Pl = 2,8.10%°). Tal informatividade
permitiu identificar como distintos 169 (98,3%) dos 172 clones amostrados em
populagdes espontdneas de 16 bacias hidrograficas da Amazonia Brasileira.
Apenas os clones CAB 731, CAB 732 e CAB 734, oriundos da bacia do rio
Uatuma-AM, mostraram-se indistintos, sugerindo tratar-se de gendtipos
repetidos. Assim caracterizados, o genoétipos agrupararam-se segundo suas
origens geograficas, com a dissimilaridade variando de 0,0 a 0,79 e média de
0,59.

Foram identificados 68 alelos raros, dos quais 23 exclusivos,
destacando-se as bacias do Acre e do Alto Amazonas com maior numero de
alelos privados, corroborando suas maiores riquezas alélicas. Todas as
subpopulagdes apresentaram boa diversidade genética, exceto as de Rondbnia
que mostraram menor variabilidade para todos os indicadores utilizados. A
diversidade genética total foi 0,658 contra uma heterozigosidade observada de
0,295, observando-se défict de heterozigosidade em todas as amostras,
caracterizado por um coeficiente de endogamia de 0,408 e taxa de fecundagéao
cruzada de 42 %. As subpopulacdes apresentaram forte estruturacdo, com
significativa diferenciagdo (Gst'= 0,292 e Fst = 0,290) e alto coeficiente de
parentesco (Rg. = 0,367) dos individuos dentro das subpopulagdes. A analise
das amostras agrupadas (Acre, Alto Amazonas, Rondbdnia e Baixo Amazonas)
mostra 66,6% da variabilidade genética dentro das subpopulagdes, 14,9 %
entre subpopulagdes dentro dos grupos e 18,5% entre os quatro grupos. As
populacdes do Alto Amazonas se destacaram em termos de contribuicao

relativa a diversidade e riqueza alélica total. No acre, a despeito da alta
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diversidade e riqueza alélica, apenas a bacia do Rio Tarauaca apresenta
contribuicdo relativa positiva. As demais demonstram redundancia na
composicao alélica, com contribui¢ces relativas negativas. O dendrograma de
distancia genética D de Nei apresentou topologia mais robusta que du? e D, (-
In(1-Fst), confirmando o agrupamento das subpopulagdes do Acre e Alto
Amazonas, destacando a elevada divergéncia da bacia do Rio Jamari em
relagdo as demais.

A grande variabilidade e riqueza alélica dentro das subpopulagdes, bem
como a grande ocorréncia de alelos raros e exclusivos (raros ou dispersos),
associado a consideravel divergéncia entre as amostras estudadas, permitira
nortear estratégias de novas coletas visando incrementar a variabilidade
genética das colegbes de germoplasma a disposicdo de melhoristas. Os
resultados realgam a importdncia de novas coletas visando aumentar a
representatividade das subpopulagdes com maior riqueza alélica e, ao mesmo
tempo agregar o maximo de novas bacias visando recolher o maximo alelos
raros e/ou exclusivos, antes que a agao antrépica destrutiva os alcancem. Por
outro lado, o padrao de diversidade associado as bacias e a grande ocorréncia
de alelos comuns (frequiéncia > 0,05) abre perspectivas para a constituicdo de
colegdes nucleares maximizando a utilizagdo dos recursos genéticos e

minimizando os custos de manuteng¢do dos bancos de germoplasma.
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Tabela 1. P-valor para o desequilibrio genotipico baseado em 8120 permutagdes. P-
valor para o nivel nominal de 5 % = 0,000123.

Locos

P-valor

Locos

P-valor

Locos

P-valor

Locos

P-valor

mTc-01 X mTc-02
mTc-01 X mTc-04
mTc-01 X mTc-06
mTc-01 X mTc-07
mTc-01 X mTc-08
mTc-01 X mTc-09
mTc-01 X mTc-10
mTc-01 X mTe-11
mTc-01 X mTc-12
mTc-01 X mTc-13
mTc-01 X mTc-17
mTc-01 X mTc-18
mTc-01 X mTc-19
mTc-01 X mTc-25
mTc-01 X mTc-26
mTc-01 X mTc-32
mTc-01 X mTc-33
mTc-01 X mTc-35
mTc-01 X mTc-40
mTc-01 X mTc-42
mTc-01 X mTc-43
mTc-01 X mTc-44
mTc-01 X mTc-49
mTc-01 X mTc-54
mTc-01 X mTc-55
mTc-01 X mTc-57
mTc-01 X mTc-58
mTc-01 X mTc-60
mTc-02 X mTc-04
mTc-02 X mTc-06
mTc-02 X mTc-07
mTc-02 X mTc-08
mTc-02 X mTc-09
mTc-02 X mTc-10
mTc-02 X mTe-11
mTc-02 X mTc-12
mTc-02 X mTc-13
mTc-02 X mTc-17
mTc-02 X mTc-18
mTc-02 X mTc-19
mTc-02 X mTc-25
mTc-02 X mTc-26
mTc-02 X mTc-32
mTc-02 X mTc-33
mTc-02 X mTc-35
mTc-02 X mTc-40
mTc-02 X mTc-42
mTc-02 X mTc-43
mTc-02 X mTc-44
mTc-02 X mTc-49
mTc-02 X mTc-54

0,1919
0,1964
0,0467
0,0372
0,4740
0,1852
0,0479
0,0094
0,0751
0,2516
0,6005
0,0174
0,1531
0,1919
0,1203
0,7336
0,6817
0,0557
0,0748
0,0004
0,0730
0,0414
0,0218
0,0001
0,3299
0,1647
0,2523
0,0220
0,9483
0,8436
0,0301
0,8011
0,1339
0,8350
0,1546
0,9909
0,1203
0,3809
0,4990
0,1363
0,8370
0,0355
0,7573
0,0791
0,7840
0,8052
0,0140
0,1193
0,0506
0,8044
0,5530

mTc-02 X mTc-55
mTc-02 X mTc-57
mTc-02 X mTc-58
mTc-02 X mTc-60
mTc-04 X mTc-06
mTc-04 X mTc-07
mTc-04 X mTc-08
mTc-04 X mTc-09
mTc-04 X mTc-10
mTc-04 X mTc-11
mTc-04 X mTc-12
mTc-04 X mTc-13
mTc-04 X mTc-17
mTc-04 X mTc-18
mTc-04 X mTc-19
mTc-04 X mTc-25
mTc-04 X mTc-26
mTc-04 X mTc-32
mTc-04 X mTc-33
mTc-04 X mTc-35
mTc-04 X mTc-40
mTc-04 X mTc-42
mTc-04 X mTc-43
mTc-04 X mTc-44
mTc-04 X mTc-49
mTc-04 X mTc-54
mTc-04 X mTc-55
mTc-04 X mTc-57
mTc-04 X mTc-58
mTc-04 X mTc-60
mTc-06 X mTc-07
mTc-06 X mTc-08
mTc-06 X mTc-09
mTc-06 X mTc-10
mTc-06 X mTc-11
mTc-06 X mTc-12
mTc-06 X mTc-13
mTc-06 X mTc-17
mTc-06 X mTc-18
mTc-06 X mTc-19
mTc-06 X mTc-25
mTc-06 X mTc-26
mTc-06 X mTc-32
mTc-06 X mTc-33
mTc-06 X mTc-35
mTc-06 X mTc-40
mTc-06 X mTc-42
mTc-06 X mTc-43
mTc-06 X mTc-44
mTc-06 X mTc-49
mTc-06 X mTc-54

0,1320
0,7142
0,2536
0,1574
0,1301
0,0720
0,5693
0,0438
0,0642
0,1344
0,0406
0,6900
0,0842
0,6994
0,2181
0,0647
0,1552
0,3362
0,4197
0,6543
0,1208
0,6867
0,1452
0,1051
0,0278
0,0340
0,0749
0,6278
0,0824
0,0590
0,1659
0,1275
0,0849
0,0117
0,0160
0,0052
0,0190
0,6132
0,2814
0,1886
0,0006
0,5257
0,2583
0,0225
0,6762
0,1921
0,0767
0,0371
0,0814
0,7016
0,1964

mTc-06 X mTc-55
mTc-06 X mTc-57
mTc-06 X mTc-58
mTc-06 X mTc-60
mTc-07 X mTc-08
mTc-07 X mTc-09
mTc-07 X mTc-10
mTc-07 X mTe-11
mTc-07 X mTc-12
mTc-07 X mTc-13
mTc-07 X mTc-17
mTc-07 X mTc-18
mTc-07 X mTc-19
mTc-07 X mTc-25
mTc-07 X mTc-26
mTc-07 X mTc-32
mTc-07 X mTc-33
mTc-07 X mTc-35
mTc-07 X mTc-40
mTc-07 X mTc-42
mTc-07 X mTc-43
mTc-07 X mTc-44
mTc-07 X mTc-49
mTc-07 X mTc-54
mTc-07 X mTc-55
mTc-07 X mTc-57
mTc-07 X mTc-58
mTc-07 X mTc-60
mTc-08 X mTc-09
mTc-08 X mTc-10
mTc-08 X mTc-11
mTc-08 X mTc-12
mTc-08 X mTc-13
mTc-08 X mTc-17
mTc-08 X mTc-18
mTc-08 X mTc-19
mTc-08 X mTc-25
mTc-08 X mTc-26
mTc-08 X mTc-32
mTc-08 X mTc-33
mTc-08 X mTc-35
mTc-08 X mTc-40
mTc-08 X mTc-42
mTc-08 X mTc-43
mTc-08 X mTc-44
mTc-08 X mTc-49
mTc-08 X mTc-54
mTc-08 X mTc-55
mTc-08 X mTc-57
mTc-08 X mTc-58
mTc-08 X mTc-60

0,0865
0,3547
0,0048
0,0053
0,0032
0,0281
0,0430
0,0325
0,1089
0,2353
0,0511
0,2232
0,0861
0,0025
0,0191
0,2867
0,0218
0,2128
0,3945
0,1799
0,0133
0,0152
0,6356
0,1659
0,0043
0,2341
0,0626
0,0805
0,0248
0,1058
0,2999
0,0744
0,2982
0,6786
0,2440
0,0712
0,3716
0,0087
0,5083
0,5865
0,1414
0,4617
0,0665
0,0925
0,4112
0,3395
0,0027
0,3652
0,2738
0,7595
0,4801

mTc-09 X mTc-10
mTc-09 X mTc-11
mTc-09 X mTc-12
mTc-09 X mTc-13
mTc-09 X mTc-17
mTc-09 X mTc-18
mTc-09 X mTc-19
mTc-09 X mTc-25
mTc-09 X mTc-26
mTc-09 X mTc-32
mTc-09 X mTc-33
mTc-09 X mTc-35
mTc-09 X mTc-40
mTc-09 X mTc-42
mTc-09 X mTc-43
mTc-09 X mTc-44
mTc-09 X mTc-49
mTc-09 X mTc-54
mTc-09 X mTc-55
mTc-09 X mTc-57
mTc-09 X mTc-58
mTc-09 X mTc-60
mTc-10 X mTe-11
mTc-10 X mTc-12
mTc-10 X mTe-13
mTc-10 X mTc-17
mTc-10 X mTc-18
mTc-10 X mTc-19
mTc-10 X mTc-25
mTc-10 X mTc-26
mTc-10 X mTc-32
mTc-10 X mTc-33
mTc-10 X mTc-35
mTc-10 X mTc-40
mTc-10 X mTc-42
mTc-10 X mTc-43
mTc-10 X mTc-44
mTc-10 X mTc-49
mTc-10 X mTc-54
mTc-10 X mTc-55
mTc-10 X mTc-57
mTc-10 X mTc-58
mTc-10 X mTc-60
mTc-11 X mTe-12
mTc-11 X mTc-13
mTc-11 X mTc-17
mTc-11 X mTc-18
mTc-11 X mTc-19
mTc-11 X mTc-25
mTc-11 X mTc-26
mTc-11 X mTc-32

0,5500
0,1069
0,0092
0,8120
0,1972
0,0009
0,0015
0,0188
0,1496
0,0888
0,0165
0,3370
0,1847
0,3734
0,0791
0,3888
0,0809
0,1132
0,0888
0,1833
0,0436
0,0438
0,1521
0,0594
0,9127
0,5368
0,3315
0,1560
0,0163
0,5932
0,0175
0,2966
0,0732
0,0254
0,8936
0,3664
0,0147
0,0911
0,6374
0,1739
0,1457
0,0287
0,0044
0,2680
0,0004
0,0038
0,1147
0,0643
0,0010
0,0347
0,0111
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Tabela 1. P-valor para o desequilibrio genotipico baseado em 8120 permutagdes. P-valor
para o nivel nominal de 5 % = 0,000123 (continuacao).

Locos P-valor Locos P-valor Locos P-valor Locos P-valor
mTc-11 X mTc-33  0,1254 mTc-17 X mTc-25 0,5493 mTc-25 X mTc-42 00,4463 mTc-35 X mTe-55 0,0804
mTc-11 X mTc-35 0,3881 mTc-17 XmTc-26 0,2394 mTc-25 XmTc-43 0,1282 mTc-35 X mTe-57 0,7132
mTc-11 X mTc-40 0,0014 mTc-17 XmTc-32 0,4773 mTc-25 X mTc-44 0,2035 mTc-35 X mTc-58 0,8062
mTc-11 X mTc-42 0,3951 mTc-17 XmTc-33 0,3759 mTc-25 X mTc-49 0,3782 mTc-35 X mTc-60 0,1037
mTc-11 X mTc-43  0,0003 mTc-17 XmTc-35 0,5230 mTc-25 X mTe-54 0,2905 mTc-40 X mTc-42 0,4778
mTc-11 X mTc-44 00,1233 mTc-17 XmTc-40 0,4458 mTc-25 X mTc-55 0,0129 mTc-40 X mTc-43 0,3886
mTc-11 X mTc-49 0,5462 mTc-17 XmTc42 0,6796 mTc-25 X mTe-57 0,0415 mTc-40 X mTc-44 0,1802
mTc-11 X mTc-54 0,4429 mTc-17 X mTc-43 0,5850 mTc-25 X mTe-58 00,2421 mTc-40 X mTc-49 0,1601
mTc-11 X mTec-55 00,0624 mTc-17 XmTc-44 0,0911 mTc-25 X mTc-60 0,1044 mTc40 X mTec-54 0,7472
mTc-11 X mTc-57 00,0404 mTc-17 XmTc-49 0,0071 mTc-26 X mTc-32 0,4293 mTc-40 X mTc-55 0,4690
mTc-11 X mTce-58 0,0722 mTc-17 XmTc-54 0,1516 mTc-26 X mTc-33  0,0020 mTc-40 X mTc-57 0,0436
mTc-11 X mTc-60 00,1219 mTc-17 X mTc-55 0,2009 mTc-26 X mTc-35 0,1207 mTc-40 X mTc-58 0,1154
mTc-12 X mTc-13  0,0954 mTc-17 XmTc-57 0,1357 mTc-26 X mTc-40 00,2840 mTc-40 X mTc-60 0,0041
mTc-12 X mTc-17  0,1220 mTc-17 X mTc-58 0,4601 mTc-26 X mTc-42 0,3633 mTc-42 X mTc-43 0,0120
mTc-12 X mTc-18  0,0698 mTc-17 X mTc-60 0,0555 mTc-26 X mTc-43 0,0286 mTc-42 X mTc-44 0,0120
mTc-12 X mTc-19  0,5650 mTc-18 XmTc-19 0,0617 mTc-26 XmTc-44 0,1096 mTc42 X mTc-49 0,0610
mTc-12 X mTc-25 0,2395 mTc-18 XmTc-25 0,0201 mTc-26 X mTc-49 0,0390 mTc-42 X mTc-54 0,0122
mTc-12 X mTc-26 0,3197 mTc-18 X mTc-26 0,0558 mTc-26 X mTe-54 00,1312 mTc-42 X mTe-55 0,0134
mTc-12 X mTc-32 0,0197 mTc-18 X mTc-32 0,3463 mTc-26 X mTe-55 0,4007 mTc-42 X mTe-57 0,1523
mTc-12 X mTc-33  0,2532 mTc-18 XmTc-33 0,3408 mTc-26 X mTc-57 0,1232 mTc-42 X mTc-58 0,3445
mTc-12 X mTc-35 0,2879 mTc-18 XmTc-35 0,2209 mTc-26 X mTc-58 00,2659 mTc-42 X mTc-60 0,1344
mTc-12 X mTc-40 0,0319 mTc-18 XmTc-40 0,1136 mTc-26 X mTc-60 00,3611 mTc-43 X mTc-44 0,0055
mTc-12 X mTc-42 0,4315 mTc-18 XmTc42 0,0367 mTc-32XmTc-33 0,7900 mTc-43 X mTc-49 0,2250
mTc-12 X mTc-43  0,0092 mTc-18 XmTc-43 0,0014 mTc-32 X mTc-35 0,0004 mTc-43 XmTc-54 0,5712
mTc-12 X mTc-44 0,0283 mTc-18 X mTc-44 0,1934 mTc-32 X mTc-40 0,6216 mTc-43 X mTc-55 0,2847
mTc-12 X mTc-49 00,1096 mTc-18 XmTc-49 0,3038 mTc-32 XmTc-42 0,0087 mTc43 X mTc-57 0,0503
mTc-12 X mTc-54 00,0438 mTc-18 XmTc-54 0,7158 mTc-32 X mTc-43 00,0437 mTc-43 X mTc-58 0,0169
mTc-12 X mTe-55 0,0132 mTc-18 X mTc-55 0,7706 mTc-32 X mTc-44 0,0134 mTc-43 X mTc-60 0,0967
mTc-12 X mTe-57 0,5229 mTc-18 XmTc-57 0,0400 mTc-32 XmTc-49 0,2637 mTc44 X mTc-49 0,0866
mTc-12 X mTc-58 0,0897 mTc-18 XmTc-58 0,2602 mTc-32 X mTc-54 00,7920 mTc-44 X mTc-54 0,0620
mTc-12 X mTc-60 0,0177 mTc-18 XmTc-60 0,0078 mTc-32 X mTc-55 0,1342 mTc-44 X mTc-55 0,1156
mTc-13 X mTc-17  0,2866 mTc-19 X mTc-25 0,0209 mTc-32 X mTe-57 0,3182 mTc-44 X mTe-57 0,5260
mTc-13 X mTc-18  0,0520 mTc-19 X mTc-26 00,5202 mTc-32 X mTe-58 0,0406 mTc-44 X mTe-58 0,1025
mTc-13 X mTc-19  0,1326 mTc-19 X mTc-32 0,3230 mTc-32 X mTc-60 0,0213 mTc-44 X mTc-60 0,0039
mTc-13 X mTc-25 0,1100 mTc-19 X mTc-33  0,2565 mTc-33 XmTc-35 0,5670 mTc-49 X mTe-54 0,1137
mTc-13 X mTc-26  0,00038 mTc-19 X mTe-35 0,1591 mTc-33 X mTc40 0,3220 mTc-49 X mTe-55 0,3314
mTc-13 X mTc-32 0,6410 mTc-19 X mTc40 0,2019 mTc-33 XmTc-42 0,4968 mTc-49 X mTc-57 0,1062
mTc-13 X mTc-33  0,4298 mTc-19 X mTc42 0,1224 mTc-33 XmTc-43 00,0318 mTc-49 X mTc-58 0,3337
mTc-13 X mTc-35 0,3282 mTc-19 XmTc-43 0,1744 mTc-33 XmTc-44 0,5153 mTc49 X mTc-60 0,8365
mTc-13 X mTc-40 0,8402 mTc-19 X mTc44 0,0744 mTc-33 XmTc-49 0,1799 mTc-54 X mTc-55 0,9341
mTc-13 X mTc-42 0,7281 mTc-19 X mTc49 0,6825 mTc-33 XmTc-54 0,0096 mTc-54 X mTe-57 0,3437
mTc-13 X mTc-43 0,0169 mTc-19 X mTe-54 0,1823 mTc-33 XmTe-55 0,5581 mTc-54 X mTc-58  0,3890
mTc-13 X mTc-44  0,0623 mTc-19 X mTe-55 0,0053 mTc-33 X mTe-57 0,5621 mTc-54 X mTe-60 0,1159
mTc-13 X mTc-49 0,6746 mTc-19 X mTc-57 0,5270 mTc-33 X mTc-58 00,0794 mTc-55 X mTe-57 0,3079
mTc-13 X mTe-54 0,9751 mTc-19 X mTc-58 0,1729 mTc-33 X mTc-60 00,3658 mTc-55 X mTe-58 0,4411
mTc-13 X mTe-55 0,1898 mTc-19 X mTc-60 0,0123 mTc-35 X mTc-40 0,4727 mTc-55 X mTec-60 0,0535
mTc-13 X mTc-57 0,4237 mTc-25 XmTc-26 0,001 mTc-35 XmTc-42 00,2504 mTc-57 X mTc-58 0,5750
mTc-13 X mTc-58 00,5647 mTc-25 XmTc-32 0,2636 mTc-35XmTc-43 0,0571 mTc-57 X mTc-60 0,5786
mTc-13 X mTc-60 00,1879 mTc-25 X mTc-33  0,4509 mTc-35 XmTc-44 0,0022 mTc-58 X mTe-60 0,0541
mTc-17 X mTc-18  0,0059 mTc-25 X mTe-35 0,6990 mTc-35 X mTc-49 0,4147
mTc-17 X mTc-19 00,0977 mTc-25 XmTc-40 0,3836 mTc-35 X mTc-54 0,6402




Tabela 2: Perfil de

microssatélites, em pares, de base de 29 loci

em 172 clones de

cacau.
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CAG oD | 142 238 250 196 159 265 273 206 311 200 254 265 333 379 192 297 200 327 234 277 231 201 170 205 150 227 254 238 210
142 252 270 198 164 285 278 206 311 200 254 265 345 400 198 297 205 367 234 277 231 201 170 205 156 233 254 238 210
CAB 20 142 238 250 198 159 285 278 203 311 214 254 265 337 379 175 297 200 367 234 277 235 203 170 205 156 227 254 257 210
142 252 270 198 162 285 276 203 311 214 254 765 345 400 192 299 205 367 234 277 235 203 170 205 156 733 254 257 210
CAG0ag | 140 232 202 205 159 285 278 206 311 252 254 265 337 387 192 299 200 327 234 277 231 201 170 205 150 233 252 257 210
146 252 270 205 159 285 278 206 311 252 254 265 345 387 192 299 200 327 234 277 231 201 170 205 156 233 252 257 210
CABO16 142 252 262 198 159 285 278 203 311 214 254 265 337 400 192 297 205 367 234 277 235 201 170 205 156 233 254 257 210
142 252 270 198 159 285 276 203 311 214 254 765 345 400 192 207 205 367 234 277 235 201 170 205 156 233 254 257 210
g a0, | 142 232 262 196 162 285 276 203 311 214 254 265 337 387 192 297 200 367 234 277 231 201 170 205 156 227 254 257 210
142 252 270 198 162 285 278 203 311 214 254 265 345 387 192 299 205 367 234 277 231 201 170 205 156 233 254 257 210
CAB 039 142 252 262 198 159 285 278 203 311 252 246 265 337 379 192 297 200 327 234 277 212 201 170 205 156 233 252 257 210
142 252 270 198 159 285 276 203 311 252 246 765 345 379 192 207 200 327 234 277 212 201 170 205 156 233 252 257 210
CAg10a | 132 233 250 198 164 289 264 202 290 203 248 260 337 379 192 299 200 306 230 274 202 199 181 215 150 233 254 264 10
132 238 270 198 164 289 284 202 290 203 254 266 345 379 198 299 200 306 230 274 202 199 181 215 162 233 254 264 186
CAB 105 142 238 250 198 184 285 284 202 290 203 246 266 337 379 179 299 200 287 220 266 202 199 170 205 150 233 256 264 136
132 233 270 198 164 285 284 202 700 203 254 766 345 334 179 209 200 287 230 266 202 209 181 215 150 233 256 264 186
AR 107 | 132 233 250 198 164 285 278 203 290 203 248 260 337 354 179 297 200 906 234 298 202 209 181 205 150 227 256 264 10
132 252 270 198 164 285 278 203 290 203 254 266 345 387 192 299 205 306 234 298 202 209 181 205 156 227 256 264 186
CAG 108|132 233 250 195 162 285 284 203 290 200 24D 266 337 334 179 297 200 302 230 274 202 20§ 170 205 150 233 256 264 180
132 233 270 198 162 235 234 203 311 200 254 266 345 337 192 209 200 302 230 207 202 209 181 215 156 233 256 264 186
cAR 110|132 . 2500198 162 285 262 203 296 200 248 268 345 479 175 283 200 237 220 266 202 199 170 205 150 227 254 264 a6
132 270 198 164 285 284 203 296 200 246 268 345 384 175 299 200 306 230 298 202 199 181 205 156 227 254 264 186
CAG 1111747 233 250 195 164 285 282 202 290 200 254 266 345 379 179 297 200 302 230 206 202 199 181 205 233 254 257 180
132 252 270 198 164 285 284 202 200 200 254 266 345 334 179 207 200 302 230 283 202 199 181 215 . 233 254 264 186
AR 115|132 238 250 198 164 285 278 202 200 203 254 260 345 384 102 292 200 306 220 266 202 199 170 205 150 233 254 257 a0
132 238 270 198 164 285 278 202 3171 209 254 266 345 387 198 292 200 306 230 266 202 209 182 215 156 233 254 264 196
CAG 114|132 233 250 195 164 285 279 203 290 203 054 206 345 334 195 297 200 302 230 298 202 209 181 205 . 233 256 064 180
132 233 270 198 164 285 278 203 304 203 254 266 345 337 198 207 200 306 230 205 202 209 181 205 . 233 256 264 186
CAB 11T 132 238 250 198 162 285 278 206 200 200 254 265 337 384 192 297 200 306 230 274 202 189 170 205 156 233 256 264 186
132 252 270 198 162 285 278 209 290 200 254 266 345 387 192 297 200 306 230 274 202 209 182 205 156 233 256 264 196
G 125 | 132 238 250 198 162 285 254 199 290 211 254 366 337 384 180 292 200 287 230 283 202 211 181 205 150 233 252 257 180
132 252 270 198 164 285 284 199 200 224 254 266 345 400 192 292 200 287 230 295 202 211 181 205 156 233 256 267 186
CAB 126 132 250 198 162 285 284 202 287 200 254 266 345 384 192 292 200 230 283 202 211 181 205 156 227 256 267 186
132, 270 198 164 285 284 202 287 200 254 368 345 400 198 292 200 230 283 202 211 181 205 156 233 256 267 186
CAG 145 | 132 238 250 198 164 285 252 203 290 203 254 365 345 384 192 297 200 302 220 283 202 199 181 205 150 233 254 264 196
132 252 270 198 164 285 284 203 200 209 254 265 345 384 192 297 200 302 230 283 202 209 181 205 150 233 254 264 196
CAB 147 132 238 270 198 162 285 282 203 200 200 254 266 337 384 198 292 200 302 220 266 202 211 170 205 156 233 254 264 186
132 257 270 198 162 985 284 206 700 200 254 766 345 334 198 707 200 302 720 295 202 211 187 215 156 733 254 264 196
CAG 1ag | 132 238 250 198 164 285 278 203 290 203 254 268 337 379 192 297 200 302 220 277 202 199 170 205 150 227 256 257 196
148 252 270 198 164 285 278 203 290 203 254 268 345 384 198 297 200 302 220 277 202 209 182 205 156 233 256 264 196
CAR 151 132 238 250 198 162 285 278 203 290 203 254 266 345 384 184 292 200 295 220 266 202 199 181 205 156 233 254 264 186
132 257 270 198 162 985 276 203 700 209 254 766 345 400 192 797 00 295 330 266 202 211 181 215 156 233 254 264 186
CAm1s5 | 132 238 270 198 164 285 252 203 290 200 254 266 345 279 180 292 200 300 230 206 202 209 181 215 150 227 256 264 10
132 252 270 198 164 285 284 203 200 203 254 266 345 384 180 292 200 306 230 208 202 209 181 215 156 233 256 264 196
CAB 155 142 238 250 198 162 285 278 203 290 200 254 266 337 384 198 292 200 306 220 274 202 199 181 205 150 233 256 264 186
142 257 270 198 162 985 276 206 700 203 254 766 345 334 198 707 00 306 730 274 202 209 181 215 150 733 256 264 206
CAG oo | 134 238 250 196 162 285 278 203 290 203 254 260 337 364 19 292 200 300 220 298 202 199 181 215 150 233 256 257 fad
145 252 270 198 162 285 278 203 290 209 254 266 345 387 198 297 200 306 230 205 202 199 181 215 150 233 256 264 206
CAB 167 132 238 250 198 162 289 282 203 290 209 254 266 345 400 179 297 200 295 230 274 202 191 181 205 150 227 256 264 186
132 252 270 198 165 289 282 203 200 209 254 766 345 400 179 207 200 295 730 274 202 191 181 205 150 233 256 264 195
Cagi7o | 132 238 250 195 164 265 262 203 290 203 254 265 345 334 192 297 200 302 230 206 202 198 170 205 150 233 256 204 180
132 252 270 198 164 285 284 203 311 209 254 265 345 400 198 297 200 325 230 266 202 209 182 215 156 233 256 264 208
CAB 171 132 238 250 198 164 285 282 203 200 203 254 266 345 400 192 297 200 306 230 208 209 181 205 150 233 256 264 186
132 267 270 198 164 285 234 203 700 203 254 766 345 400 198 207 200 306 730 295 209 181 205 150 333 256 264 186
g 17g | 132 233 250 198 162 289 262 202 290 203 254 260 345 387 19 297 200 306 220 266 202 211 181 205 150 227 256 242 19
132 252 270 198 162 289 287 202 290 220 254 266 345 407 198 297 200 306 230 266 202 211 181 215 150 233 256 264 196
cl10 145 252 262 198 159 282 278 199 296 214 254 266 345 400 175 299 200 312 234 277 223 201 170 205 156 227 254 257 212
146 252 270 198 159 282 276 203 706 214 254 766 345 400 192 209 205 312 234 277 236 201 170 205 156 227 254 257 212
o171 |145 233 262 198 160 285 278 199 206 214 240 206 345 379 175 297 200 312 220 277 223 201 170 205 156 227 254 257 212
146 238 270 198 160 285 278 203 296 214 246 266 345 400 192 297 205 312 234 277 235 201 193 205 156 227 254 257 212
cl02 145 238 262 196 160 285 282 199 206 209 246 266 345 379 192 297 200 312 234 277 223 201 183 205 156 233 242 309 194
146 233 270 198 160 285 282 203 706 214 254 766 345 379 206 207 200 312 734 277 273 201 183 205 156 733 254 300 214
cooa |192 252 262 196 159 255 252 199 304 214 254 Zob 333 367 179 292 200 327 220 277 212 203 170 205 144 233 252 257 210
132 252 270 198 162 285 282 203 304 214 254 266 345 400 192 292 205 327 234 277 231 209 182 205 156 233 252 257 212
clod 145 238 262 196 159 285 282 199 206 200 246 266 345 407 192 297 200 302 234 277 223 201 170 205 156 227 242 257 191
146 233 270 198 159 985 232 203 706 200 246 766 345 407 192 207 200 312 334 77 273 201 170 205 156 233 254 257 214
Cogs |192 238 262 198 159 285 252 206 206 200 240 206 345 79 175 297 200 367 234 277 223 197 170 205 150 227 254 257 212
146 252 270 198 159 285 282 206 296 209 254 266 345 400 192 299 205 367 234 277 235 197 193 205 156 227 254 257 212
cJ06 142 238 262 196 160 285 282 203 200 200 246 266 345 379 192 297 200 312 234 298 223 197 170 205 156 242 257 194
146 252 270 196 160 285 282 203 290 211 246 266 345 400 192 297 200 367 234 298 235 197 193 205 156 254 257 214
cior 142 262 196 160 289 282 203 206 200 246 266 345 379 175 237 200 306 205 225 201 170 215 150 233 242 257 104
142 270 198 160 289 282 206 206 211 254 266 345 400 192 299 200 306 . 295 223 201 193 215 150 233 254 257 214
cJ08 142 262 196 159 285 278 206 206 209 246 266 345 379 175 297 200 367 234 281 223 197 170 205 156 227 242 257 191
146 270 198 159 285 278 208 296 211 254 266 345 379 175 297 205 367 234 298 223 197 193 205 156 233 252 257 191
coog | 195 238 262 198 159 285 278 206 206 211 254 266 333 400 175 297 200 367 234 208 223 203 170 205 150 227 252 309 194
146 233 270 198 159 285 278 206 296 211 254 266 345 400 192 299 205 367 234 205 235 203 170 205 156 227 252 309 214
AR 119|132 238 270 205 162 285 284 203 290 200 254 266 345 387 179 304 200 318 220 281 225 197 170 205 144 233 254 257 10
132 238 270 205 162 285 284 206 290 220 254 266 345 400 192 304 200 318 220 2871 228 211 170 205 156 233 254 257 186
CAG 10| 142 238 250 198 162 285 232 202 211 200 254 268 345 384 175 283 295 230 259 202 197 172 205 156 227 252 242 191
132 252 270 198 162 285 284 203 311 211 254 268 345 337 160 209 . 312 234 259 202 209 182 205 156 227 252 264 191
AR 121 | 132 238 270 198 162 285 284 202 290 200 254 268 345 384 179 297 200 287 220 286 202 197 181 . 252 264 186
132 238 270 198 162 285 284 202 290 200 254 268 345 387 179 297 200 287 230 266 202 209 181 252 284 186
CAG g3 | 146 238 270 198 167 285 234 206 230 200 254 268 345 384 179 297 307 220 286 226 200 181 754 264 186
143 252 270 198 167 285 234 206 200 214 254 268 345 387 179 207 . 302 220 266 236 209 182 . . 254 264 186
AR OGa | 132 238 270 198 162 285 264 203 290 200 254 268 379 192 297 200 302 220 266 202 211 181 205 156 223 254 257 186
148 252 270 198 162 285 284 203 200 200 254 268 400 192 297 200 312 220 298 202 211 181 205 156 233 254 264 186
CAB 066 142 238 250 205 162 285 278 206 304 211 254 3686 333 387 179 292 200 306 220 281 202 201 170 215 150 233 252 252 191
142 252 270 205 162 285 276 206 304 230 254 766 345 337 164 207 200 306 230 281 202 203 182 215 150 233 254 257 214
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Tabela 2: Perfil de microssatélites, em pares, de base de 29 loci em 172 clones de

cacau (continuagio).

Clones

mTeCIR 04

CAB 067

& B|mTeCIR 02
DE

= B|mTeCir 06
P3G

> o|mTclCR 07
s

% B|mTcCR 09
PN

= B|mTelCR 10
=&

B B | mTdCR 11
o O

2 B \mTdCR 12
o O

% B mTelCR 13
PN

3 B|mTdCr 17
o

& &|mTelCR 19
— I

© ©|mTeCR 25
o ra

B 5| mTclCR 26
o0

% B|mTelCr 32
o o

& B|mTclCR 33
r =

% B|mTeCR 40
23

= B|mTelCR 42
SR

™ @ mTcCR 43
= =

@ § mTclCR 44

2 B2 mTelCR 49
oo

o o |mTelCR 54
oo

12 B3| mTelCR 55
W

o B mTelCR 57
PN )

5 5| mTcICR 58
=

CAB 068

E B|m Z|mTeCR 01
o Na|® =

198
198

164
164

B B|% B|mTdCr 08
LRSI S ]

284
284

202
202

290
290

200
200

254
254

263
268

ER|E B|mTdCR 18
o an

384
387

179
192

299
299

200
200

302
318

8B B mTeCR 35
o oo o

266
283

202
202

197
211

181
181

205
205

156
156

233
233

252
252

257
257

= 2|2 ®|mTdCcr 60
O | &

CAB 070

132
132

238
252

198
198

164
164

285
285

284
284

203
203

290
290

200
209

254
254

268
268

345
345

384
387

192
192

299
299

200
200

285
312

220
220

268
283

202
202

209
209

181
181

205
205

156
156

227
233

252
254

264
264

186
186

CAB O

132
132

238
252

202
202

162
162

285
285

284
284

203
209

296
296

200
209

254
254

266
266

345
345

387
387

179
198

299
299

200
200

306
312

230
230

266
266

202
202

209
209

181
181

205
205

150
156

227
233

254
254

257
257

186
186

CAB 072

132
132

238
252

202
210

162
162

285
285

284
284

202
206

285
290

200
200

254
254

266
266

345
345

384
387

179
192

297
299

200
200

306
318

220
220

266
268

02
202

197
209

181
181

205
205

150
156

233
233

254
254

257
257

186
186

CAB 076

132
132

238
252

202
202

162
162

285
285

284
284

209
209

290
296

200
209

254
254

268
263

345
345

384
387

179
198

299
299

200
205

302
302

220
230

266
298

202
202

197
197

170
182

205
205

156
156

227
233

252
252

242
252

186
186

CAB 077

132
132

238
252

198
198

162
162

285
285

254
284

209
209

290
296

200
200

254
254

268
268

345
345

384
384

179
179

297
299

200
205

302
302

220
230

266
268

202
202

197
209

170
182

205
205

156
156

233
233

252
252

252
264

186
186

CAB 079

132
132

238
252

198
202

162
162

285
285

284
284

203
203

290
296

200
209

254
254

268
268

345
345

387
387

178
198

299
299

200
208

302
318

220
230

268
2938

202
202

197
209

181
181

205
205

156
156

252
252

257
257

186
186

CAB 080

132
148

238
252

198
202

164
164

285
285

284
284

206
209

290
290

200
200

254
254

266
266

345
345

387
387

192
192

299
299

200
205

302
318

220
230

266
266

202
202

197
209

170
182

205
205

156
156

233
233

254
254

257
257

186
186

CAB 081

132
148

238
238

198
198

164
165

285
285

284
284

203
203

290
290

200
200

254
254

266
266

337
345

387
387

192
192

299
299

200
200

302
302

220
230

268
268

223
223

197
209

181
181

205
205

150
156

233
233

254
254

257
257

186
186

CAB 082

148
148

238
252

198
198

164
164

302
302

284
284

203
203

296
296

203
203

248
245

266
266

345
345

387
387

192
192

283
283

200
200

245
295

266
266

202
202

211
211

181
181

254
254

257
257

186
186

CAB 088

132
132

238
252

198
198

164
164

282
282

284
284

202
202

287
290

200
214

254
254

266
266

345
345

387
387

179
192

299
304

200
200

302
312

230
20

283
283

202
202

209
213

170
182

205
208

156
156

227
233

252
256

264
264

186
186

CAB 221

142
132

238
238

196
198

160
160

285
285

278
273

203
203

290
3

203
203

248
256

266
263

345
345

384
384

198
198

283
283

200
200

287
287

234
234

297
297

223
223

197
197

170
170

206
206

227
227

254
262

309
309

191
19

CAB 232

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
278

206
206

290
296

203
203

245
246

268
268

345
345

387
387

175
175

299
299

200
200

287
302

234
234

228
228

197
197

170
170

206
206

156
156

227
227

254
262

309
209

19
o

CAB 233

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
278

206
206

290
296

209
209

248
248

266
268

337
345

387
387

192
192

299
299

200
200

287
302

234
234

283
283

228
228

197
197

170
170

206
206

156
156

227
227

254
262

309
309

191
191

CAB 236

142
132

238
252

198
198

164
164

285
285

282
284

209
209

290
290

203
203

246
246

263
268

345
345

387
387

192
192

297
297

200
205

302
325

220
234

274
277

202
218

197
213

170
192

205
205

150

227
233

254
254

242
242

186
212

CAB 247

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
278

203
203

290
296

203
203

246
248

268
268

345
345

387
387

192
192

283
283

200
200

287
287

234
234

298
298

228
228

197
197

170
170

208
206

156

254
254

209
309

Iy
191

CAB 410

142
142

238
238

198
198

160
160

285
302

278
273

206
206

290
296

203
203

248
245

268
268

345
345

387
387

283
283

200
200

302
302

234
234

266
293

223
223

197
197

170
170

206
206

150
150

227
227

252
252

309
309

191
9

CAB 253

142
142

238
238

198
198

160
160

285
302

278
278

206
206

290
290

203
203

246
246

266
266

345
345

387
387

175
175

283
283

200
200

302
302

234
234

297
297

216
228

197
197

170
170

205
208

150
150

227
233

254
254

209
309

191
JEN

CAB 255

142
142

238
238

198
198

160
160

282
282

278
273

206
206

296
296

203
203

248
246

263
268

345
345

384
384

175
175

233
283

200
200

287
287

234
234

283
283

202
202

170
170

206
206

227
227

254
254

309
209

191
191

CAB 258

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
278

206
206

296
296

203
203

245
246

268
268

345
345

387
387

283
283

200
200

302
302

234
234

283
283

228
228

199
199

170
170

206
206

156
156

227
227

254
254

309
209

19
o

CAB 260

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
278

206
206

296
296

203
203

248
248

268
268

345
345

387
387

175
175

283
283

200
200

287
287

234
234

283
283

223
223

197
197

170
170

206
206

150
150

227
227

254
254

309
309

191
191

CAB 374

142
142

198
198

160
160

302
302

273
278

206
206

290
290

203
203

246
256

263
268

345
345

384
384

175
175

283
283

200
200

287
287

234
234

297
297

223
223

197
197

170
170

206
206

156
156

227
227

254
254

309
209

191
191

CAB 388

142
142

25;8
238

198
198

160
160

285
285

278
278

203
203

290
290

203
203

246
246

268
268

345
345

387
387

192
192

283
283

200
200

287
302

224
234

297
297

223
223

197
197

170
170

206
206

156
156

227
227

254
254

308
308

1891
191

CAB 306

142
142

238
252

198
198

160
160

302
302

278
273

203
203

290
290

203
203

248
254

266
266

345
345

384
354

175
175

283
283

200
200

287
312

234
234

298
293

223
223

197
197

170
170

206
206

156
156

227
227

254
254

309
309

191
9

CAB 308

142
132

238
238

196
198

160
160

302
302

278
278

203
203

290
290

203
203

246
254

268
268

345
345

387
387

175
206

283
299

200
200

287
287

234
234

298
298

223
223

197
197

170
170

205
205

150
150

227
227

254
254

209
309

191
JEN

CAB 406

142
142

238
238

198
198

160
160

302
302

278
273

206
206

296
296

203
203

248
246

263
268

345
345

384
384

175
175

233
283

200
200

287
287

234
234

223
223

199
199

170
170

205
205

156
156

227
227

254
254

309
209

191
191

CAB 478

142
142

252
252

198
198

159
162

285
285

278
278

202
206

204
204

203
211

254
254

268
268

345
345

379
379

192
198

297
297

205
205

327
327

220
234

277
277

231
23

201
201

170
193

205
205

156
156

227
233

254
254

257
257

194
194

CAB 484

142
142

252
252

210
210

159
164

285
285

273
273

202
202

296
296

211
214

254
254

268
268

345
345

384
384

198
206

297
297

200
208

302
327

234
224

268
266

216
216

201
209

183
183

205
205

166
166

233
233

254
254

238
238

191
214

CAB 486

142
142

238
252

205
210

159
162

285
285

273
282

203
203

296
296

211
214

254
254

268
268

345
345

384
384

206
206

297
297

200
205

327
327

230
230

266
266

216
216

201
209

172
193

205
205

156
156

254
254

238
238

191
191

CAB 487

142
142

252
252

210
210

159
159

252
282

273
282

206
206

296
296

214
214

268
268

345
345

384
384

206
206

292
297

200
205

327
327

230
230

266
266

216
216

201
209

183
182

205
205

156
166

233
233

254
254

238
238

19
214

CAB 403

142
142

252
252

210
210

159
159

282
282

282
282

203
203

287
290

203
203

254
254

266
266

345
345

384
384

206
206

297
297

200
200

32
327

230
230

274
283

231
231

201
201

183
183

205
205

166
166

233
233

254
254

238
238

214
214

CAB 497

142
132

238
252

198
198

162
162

282
282

273
278

206
206

290
290

200
200

248
248

268
268

3a7
345

379
387

175
175

292
297

200
200

327
327

230
234

266
266

231
231

211
211

181
188

205
205

156
156

233
233

254
254

238
238

212
212

CAB 409

142
142

210
210

159
164

252
252

282
252

206
206

296
296

211
211

254
254

263
268

337
345

384
384

184
198

297
297

200
205

327
327

230
234

266
266

223
231

205
205

166

227
233

254
254

264
264

212
212

CAB 481

142
142

210
210

162
162

282
282

273
273

203
203

296
296

211
214

254
254

266
266

345
345

387
387

206
206

292
210

200
205

312
327

230
230

266
268

231
23

01
201

183
183

205
205

166

233
233

254
254

238
238

214
214

CAB 509

142
148

252
252

205
208

164
164

282
282

282
282

202
203

31
31

211
211

254
254

268
268

333
333

384
384

192
206

292
297

205
208

327
327

234
234

277
277

235
235

203
209

181
181

205
205

156
156

227
2323

242
254

238
257

212
212

CABSNT

142
142

238
252

205
205

159
169

282
282

273
287

206
206

296
296

211
214

254
254

266
266

333
345

387
387

172
172

292
297

205
205

293
302

230
230

266
266

231
231

203
203

183
183

205
205

162
162

233
233

254
254

238
264

212
212

CAB 512

142
142

238
252

205
210

159
169

282
282

273
287

206
206

296
296

211
214

254
254

268
268

333
345

387
387

172
172

292
297

205
205

293
302

230
230

266
266

231
231

203
203

183
183

205
205

162
162

233
233

254
254

264
264

212
212

CAB 513

142
132

252
252

202
205

159
162

282
282

278
278

203
208

204
304

21
252

254
254

268
268

333
333

384
387

180
198

297
297

205
205

32
327

234
234

274
281

216
216

201
201

170
170

205
205

156
166

227
233

254
254

257
257

210
210

CAB 402

142
142

210
210

159
159

282
282

284
284

203
203

296
304

203
203

254
254

266
266

345
345

387
387

206
206

297
297

200
200

327
327

230
230

266
266

231
231

201
201

183
188

205
205

166
166

233
233

254
254

238
238

214
214

CAB 500

142
142

238
252

205
205

162
162

252
282

273
295

206
206

304
204

211
211

254
254

263
268

345
352

387
387

172
180

297
297

205
205

327
327

277
27

218
218

203
209

183
182

205
205

166
166

254
254

264
264

191
191

CAB 008

142
142

238
238

198
198

160
160

285
285

282
282

202
202

296
296

200
200

246
246

266
266

345
345

387
387

192
192

283
283

200
200

302
302

220
230

298
298

223
223

197
197

170
170

205
205

156
156

227
227

254
254

257
257

186
186

CAB 009

142
142

238
238

196
214

160
160

302
302

282
282

202
203

211
252

246
254

265
265

333
333

387
400

198
206

283
299

200
200

287
302

234
234

277
2938

223
223

199
199

170
170

204
204

156
156

227
227

254
254

257
257

186
186

CABON

142
142

238
238

198
198

162
162

285
285

252
282

203
203

296
296

200
200

248
246

266
266

345
345

387
400

192
192

283
283

200
200

287
287

234
234

277
277

223
223

197
197

170
170

205
205

156
156

227
227

254
254

257
257

186
186

91



Tabela 2: Perfil de microssatélites, em pares, de base de 29 loci em 172 clones de

cacau (continuagio).

92

Clones

mTcICR 49

CAB 012

© ©|mTcCIR 06
x ®

B B|mTcICR 08
%5

5 B{mTelcr 10
R kg

12 B mTcIcr 11
(S as)

£ B|mTcICR 18
o oan

© ©|mTclCR 25
[SE)

& B|mTcICR 26
Lo L

2 M mTelCR 40
— =

= Si|mTclCR 44
oo

& B mTcICR 57
EOGNN

CABO013

E|E =|mTcCIR 01
[SIeys]

142

B2[B2 B2 [mTeCIR 02
Q0|00 O

238

[ 5 [mTeCIR 04
=2

270

198
198

>|@ o |mTelCR 07
oo o

160

282
252

2|8 & |mTeICR 09
(o] [T Y

282

202
202

296
296

28 B|mTecR 12
==

200

E|E & |mTacr 13
|

245

3|8 & |mTaCr 17
L83 [soRras)

266

345
345

8|8 &|mTeICR 19
B

387

192
192

283
283

S8 B |mTecR 32
=] i=p=]

200

5|8 8|mTeCR 33
] [ )

302

3|83 13 [mTeICR 35
o o

234

277
277

3[R 13 [mTeICR 42
] s

228

<|o ©|mTclCR 42
===

197

170
170

ol @ |mTelCR 54
& >

156

3[R B3 [mTecRr 55
== =

227

254
254

|8 B [mTeICR 53
L iy

257

% @ w|mTCICR 80
5 3| &

CAB177

142
142

238
238

250
270

198
205

160
160

302
302

282
282

203
203

296
304

200
200

246
256

265
265

345
345

387
400

192
192

283
283

200
200

287
287

220
234

277
277

212
212

197
199

170
170

156
156

227
227

254
254

264
264

186
186

CAB 178

142
142

233
238

250
270

205
205

160
160

277
289

282
282

208
208

290
304

200
209

248
256

266
266

345
345

387
400

175
175

283
299

200
200

287
287

220
234

277
277

223
223

197
199

170
170

227
227

254
254

257
257

186
206

CAB 179

142
142

238
238

250
270

198
198

160
160

302
302

282
282

203
203

290
304

200
200

254
254

265
265

345
345

400
400

192
192

283
299

200
200

287
295

230
234

277
277

223
223

197
197

170
170

156
156

227
227

254
254

257
257

186
206

CAB 415

142
142

233
238

250
270

198
198

160
160

302
302

282
282

206
208

290
290

200
200

245
245

266
266

345
345

400
400

175
175

283
283

200
200

287
295

234
234

277
277

223
223

197
197

170
170

150
150

227
227

252
252

257
257

186
186

CAB 017

142
142

238
252

250
270

198
208

158
162

289
289

282
282

208
209

296
296

21
252

254
254

266
266

345
345

400
400

192
192

288
288

205
205

367
267

220
220

277
277

223
235

201
201

170
170

156
156

227
233

252
252

257
257

191
191

CAB 018

142
142

233
252

250
270

196
198

159
162

285
289

282
282

209
209

290
290

200
200

245
254

266
266

345
345

400
400

192
192

290
290

295
206

230
234

277
277

223
231

197
209

170
170

156
156

223
233

252
252

257
257

194
206

CABO19

142
142

252
252

250
270

198
205

160
160

289
289

282
283

206
208

296
<xh|

21
252

254
254

266
266

345
345

400
400

175
192

290
290

205
205

295
267

220
234

277
277

223
235

201
201

170
170

156
156

227
227

254
254

257
257

191
191

CAB 022

142
142

233
238

250
270

196
196

160
160

282
282

282
282

206
206

3
3

245
256

266
266

345
345

400
400

192
192

290
290

200
205

306
267

220
234

277
277

223
231

201
203

170
170

156
156

227
233

254
254

19
206

CAB 023

142
142

238
252

262
270

198
198

160
164

282
282

282
283

208
208

304
<xh|

252
252

248
256

265
265

345
345

400
400

208
208

283
290

200
200

287
295

234
234

277
277

223
231

97
197

170
170

156
156

227
233

254
254

257
257

194
194

CAB 024

142
142

252
252

250
270

196
198

159
159

285
289

282
282

209
209

296
3

21
21

254
254

265
265

345
345

400
400

192
192

200
200

295
295

234
234

277
277

235
235

201
201

170
183

156
156

227
233

252
252

257
257

191
206

CAB 084

132
132

238
252

250
270

210
210

164
164

285
289

284
284

208
208

290
290

203
203

254
254

266
266

345
345

ag7
400

179
179

288
288

200
200

308
306

220
230

277
277

202
202

213
213

181
181

150
156

233
233

254
254

242
242

186
186

CAB 095

134
132

238
252

270
270

198
202

164
164

285
289

282
284

206
206

290
290

203
209

254
254

266
266

345
345

387
400

179
192

290
290

200
200

287
202

220
220

266
266

228
228

211
211

181
181

156
156

233
233

252
252

257
257

186
196

CAB 096

132
132

238
252

270
270

198
198

164
164

285
289

284
284

208
208

290
304

203
203

256
256

266
266

345
345

400
400

179
192

290
290

200
200

287
306

220
220

277
277

202
202

209
209

170
183

156
156

233
233

256
256

238
238

186
186

CAB 098

134
132

238
252

270
270

205
205

164
164

285
289

284
284

209
208

290
304

203
214

256
254

266
266

345
345

400
400

179
179

290
298

200
200

295
295

230
230

277
277

202
202

209
208

170
183

156
156

233
233

256
256

242
242

186
186

CAB 101

132
132

233
252

270
270

198
198

164
164

285
289

282
2384

208
209

290
290

203
209

254
254

266
266

345
345

379
400

179
192

290
290

200
205

293
302

220
230

277
277

202
202

211
211

170
183

156
156

233
233

256
256

257
257

186
186

CAB 102

132
132

238
252

250
270

198
214

160
164

285
285

256
284

206
206

290
296

186
203

256
256

268
277

345
345

387
407

198
198

292
292

200
200

287
318

230
230

274
274

202
202

201
203

172
183

156
156

227
233

247
256

257
257

186
186

CAB123

132
132

233
252

270
270

198
205

162
162

289
289

284
2384

203
203

290
304

203
209

254
254

266
266

345
345

400
400

179
179

297
297

200
200

295
312

220
220

277
277

202
228

199
211

170
162

150
150

233
233

254
254

257
264

186
186

CAB 126

132
132

238
252

250
270

198
198

162
162

289
289

284
284

202
202

290
290

209
209

254
254

266
266

345
345

400
400

192
192

297
297

200
205

295
295

220
220

266
277

202
202

211
211

170
182

144
144

233
233

254
254

242
242

196
196

CAB127

132
132

233
252

250
270

198
198

162
162

285
289

284
234

203
203

2490
290

203
214

254
254

266
266

345
345

400
400

192
192

297
299

200
200

302
312

220
230

277
277

202
228

197
197

156
156

233
233

254
254

257
257

186
186

CAB 128

132
132

238
252

270
270

198
198

162
162

285
289

284
284

209
209

290
290

203
203

254
254

266
266

345
345

400
400

192
198

299
294

200
200

293
312

220
220

274
277

202
202

21
211

T8
181

156
156

233
233

254
254

264
264

186
186

CAB 120

132
132

233
252

270
270

198
198

164
164

285
289

284
284

203
203

2490
290

200
209

254
254

266
266

345
345

400
400

179
192

292
299

205
205

312
312

220
220

277
277

202
202

197
211

170
162

156
156

233
233

254
254

264
264

186
186

CAB 131

132
132

238
252

270
270

198
198

162
162

285
302

273
284

203
203

290
290

203
203

254
254

265
265

345
345

400
400

192
198

297
294

200
205

312
312

220
230

277
277

202
202

21
211

170
181

150
156

233
233

254
254

264
264

186
186

CAB 132

134
132

233
252

270
270

164
167

285
285

284
284

202
203

290
290

203
214

254
254

266
266

345
345

379
400

192
198

297
297

200
205

295
295

220
230

277
277

202
202

211
211

181
181

156
156

227
233

252
254

264
264

186
186

CAB 191

132
145

238
252

250
270

19.8
198

162
162

289
289

278
278

206
206

290
290

203
209

254
254

266
266

345
345

379
379

192
192

297
297

200
200

287
287

230
230

277
277

202
202

211
211

181
181

150
150

233
233

254
254

242
264

186
186

CAB 206

132
132

233
252

270
270

210
210

162
162

289
289

2384
284

209
209

290
304

203
203

254
254

266
266

345
345

400
400

179
179

292
297

200
200

295
206

220
230

277
277

202
202

197
211

181
181

156
156

233
233

254
254

257
257

186
196

CAB 002

132
132

252
252

250
270

210
210

162
162

285
285

273
278

206
206

304
304

203
21

254
254

265
265

323
345

379
407

172
179

292
292

200
205

295
212

220
234

277
277

216
235

201
211

183
183

150
156

233
233

252
252

257
257

186
212

CAB 003

132
132

233
252

250
270

196
210

164
164

285
285

282
282

209
209

304
304

200
200

254
254

265
265

333

407
407

198
208

297
299

200
205

295
295

220
234

283
283

216
218

201
211

170
182

156
156

227
233

252
252

264
264

210
212

CAB 004

142
132

252
252

250
270

196
210

162
162

285
285

273
287

208
209

290
304

200
252

254
254

268
268

345

384
407

172
198

292
292

295
295

220
234

283
283

218
235

201
211

182
183

146
150

233
233

252
252

264
264

194
212

CAB 005

132
132

233
252

250
270

196
205

164
164

285
285

282
282

209
209

304
304

200
200

254
254

265
265

333
345

407
407

198
206

297
299

200
205

295
295

220
234

274
274

218
218

201
211

170
162

156
156

227
233

254
254

264
264

210
212

CAB 007

142
129

238
238

250
270

196
198

159
162

285
289

282
282

209
209

290
3

200
200

254
254

266
266

345
345

384
400

192
192

283
294

200
200

206
367

234
234

277
277

216
216

199
199

170
170

227
233

254
254

257
257

194
212

CAB 028

142
129

233
233

262
270

196
198

159
162

285
289

282
282

209
209

2490
3

200
200

254
254

266
266

345
345

334
400

192
192

283
299

200
200

306
267

234
234

277
277

216
216

199
199

170
170

156
156

227
233

254
254

257
257

194
212

CAB 029

142
142

238
252

250
270

198
205

159
162

285
285

282
282

209
209

290
290

21
252

246
256

266
266

345
345

384
407

179
192

292
292

205
205

295
367

234
234

277
297

216
235

201
201

170
170

156
156

223
233

254
254

257
257

191
191

CAB 035

142
142

233
252

250
270

196
198

159
159

285
285

282
282

208
206

296
304

200
214

254
254

265
265

333
345

400
407

179
198

292
292

200
205

287
306

234
234

277
277

223
231

199
201

170
162

156
156

227
233

254
254

191
200

CAB 046

142
142

238
238

250
270

198
205

160
164

285
285

278
278

209
208

304
3

200
200

254
254

266
266

345
345

384
400

179
179

292
292

200
205

295
367

220
234

281
281

228
228

203
203

170
170

146
146

227
233

254
254

232
252

206
206

CAB 056

142
142

252
252

262
270

196
202

162
162

285
285

282
282

202
202

290
290

21
21

254
254

266
266

333
345

379
379

180
180

292
292

205
205

295
327

234
234

277
277

216
216

201
201

170
183

158
158

227
227

254
254

238
238

186
212

CAB 058

142
142

238
238

250
270

198
202

159
169

289
289

278
278

206
206

290
290

200
200

246
256

266
266

345
345

407
407

175
175

266
297

200
205

206
267

220
234

277
277

231
231

199
201

170
170

156
156

227
233

254
254

232
232

191
19

CAB 270

142
146

238
252

250
270

210
210

162
165

285
285

278
282

208
208

290
304

200
21

248
256

266
266

345
345

79
379

180
180

292
292

205
205

295
312

220
220

281
281

235
235

201
201

181
181

150
156

227
233

254
254

257
257

194
194

CAB 271

142
142

252
252

262
270

198
198

159
164

282
282

268
282

206
206

290
3

214
252

254
254

266
266

333
345

378
407

192
192

292
292

205
205

327
267

234
234

277
277

212
228

203
203

170
183

146
156

233
233

254
254

257
257

212
212

CAB 327

142
132

238
252

262
270

196
196

154
162

285
285

278
278

208
208

304
<xh|

200
21

254
254

266
266

333
345

379
400

179
179

292
292

205
205

308
327

220
220

283
283

216
216

201
201

181
181

144
156

233
233

254
254

264
264

210
210

CAB 279

142
142

233
252

250
270

196
210

162
162

285
285

273
278

206
206

304
304

200
252

254
254

268
268

333

378
400

180
180

292
292

200
205

295
295

234
234

283
283

235
235

201
211

170
182

146
150

233
233

254
254

264
264

210
210

CAB 324

132
132

252
252

250
270

210
210

162
162

289
289

273
273

206
206

304
304

200
21

254
254

268
268

333

379
400

172
198

292
292

205
205

295
295

220
220

274
274

218
218

201
211

181
181

150
156

233
233

254
254

257
257

210
210

CAB 325

132
132

252
252

250
270

210
210

162
162

289
289

278
287

206
206

304
304

200
200

254
254

266
266

345
375

379
400

198
198

200
205

295
327

234
234

274
274

211
211

181
181

150
150

233
233

254
254

257
257

210
210




Tabela 2: Perfil de microssatélites, em pares, de base de 29 loci em 172 clones de

cacau (continuagio).

93

Clones

mTecCIR 01

CAB 226

132
132

B 5 |mTeCIR 02
[

B mTeCIR 04
o O

o ©|mTcCIR 06
(S5 e

> o|mTolCR 07
E R

% B3 |rmTeICR 08
o

% =|mTelcr 09
[RSRe s

= B |mTelCR 10
ox O

S 8|mTelcr 1
FES

2 B |mTelCR 12
[

5 B |mTelCR 13
HENNEN

5 5 |mTelCR 17
oo 00

& & |mTelcr 18
[ES N

& &|mTcCr 19
[

o o|mTalCR 25
[ 3]

B B |mTelCR 32
h

B 13 |mTelCR 35
o

22 2 TelCR 42
[=> e

2 BimTelcr 43

3 o|mTelCR 44

B o|mTelCR 49
h 00

o o mTelCR 54
@ >

3 B |mTelCR 55
[ES N

5 5|mTclCR 58
FEEN

22 2 TelCR 60
LRS- ]

CAB 330

132
132

238

262
270

196
210

162
162

285
285

282
284

208
208

304
304

200
211

254
254

268
266

333
333

384
400

180
182

%2 B |mTeCR 26
LESH 1T )

297

205
205

BIS S mTack 33
~1|~1 &

220
234

%~ X mTecR 40
S| —d ~d

283

218
218

201
213

170
182

215
215

U |En B mTelCR 57
[ )

257
257

212
212

CAB 331

142
142

252

250
270

196
196

162
162

285
285

278
282

208
208

290
304

200
211

254
254

266
266

333
333

400
400

188
188

290
290

205
205

327

234
234

283
283

235
235

209
209

181
181

205
215

46
148

233
233

254

242
242

212
212

CAB 001

132
132

252

250
270

196
214

162
162

285
285

282
282

208
206

304
304

211
252

254
254

266
266

333
333

400
400

198
206

292
299

205
205

295
308

220
234

277
277

231
235

201
211

182
193

205
205

150
156

227
233

254
254

242
242

212
212

CAB 337

132
132

252

250
270

196
196

162
162

285
285

278
278

208
208

304
304

200
211

254
254

266
266

333
345

400
400

188
206

292
292

205
205

295
295

220
220

277
277

216
218

201
201

181
181

205
205

196
156

227
233

252
254

242
242

214
214

CAB 266

142
132

755
250

250
270

198
210

162
165

285
285

282
282

203
208

304
304

200
21

254
254

268
268

333
333

387
400

179
179

292
292

205
205

295
327

220
220

274
274

231
231

201
201

170
193

205
205

156
156

254
254

264
264

194
214

CAB 275

132
132

252
252

250
270

196
205

162
162

285
285

282
282

203
208

306
306

200
200

254
254

268
268

333
333

284
284

179
179

292
292

205
205

295
295

220
220

233
283

216
216

211
211

181
181

205
205

156
156

227
227

254
254

257
257

194
214

CAB 280

132
132

262
270

205
205

154
162

285
284

273
282

208
208

304
304

21
21

254
254

266
268

345
345

379
387

180
198

292
299

205
205

287
295

220
220

283
283

218
218

181
181

205
205

150
156

233
233

252
254

264
264

212
212

CAB 283

132
132

238
252

250
270

196
196

162
165

284
283

273
282

208
208

296
306

200
252

254
254

268
266

333
345

379
384

198
188

292
292

200
200

306
327

234
234

274
274

216
216

201
211

170
182

205
205

150
156

227
233

254
254

257
264

210
210

CAB 282

142
132

238
252

262
270

210
210

162
162

285
285

273
282

208
208

296
304

21
21

254
254

265
265

333
345

384
400

182
206

290
292

200
205

327
327

230
230

266
266

231
231

211
211

182
193

205
205

196
156

233
233

254
254

238
238

214
214

CAB 302

142
132

250
270

196
205

162
162

285
285

273
282

208
208

304
304

200
200

254
254

268

333
333

379
287

180
198

292
292

205
205

287

230
230

283
283

218
235

211
211

193
193

205
205

146

233
233

254
254

257
257

212
212

CAB 304

142
132

262
270

196
196

162
162

285
285

282
282

208
208

304
304

21
252

254
254

268

333
333

407
407

180
180

292
292

205
205

327

220
220

274
274

235
235

211
211

181
181

198
205

158

254
254

264
264

212
212

CAB 306

132
132

738
259

250
270

196
196

162
162

285
285

282
282

208
208

290
306

200
252

254
254

68
268

333
333

379
400

180
198

292
292

200
205

306
327

230
230

283
283

216
216

201
201

182
193

254
254

264
264

212
212

CAB 308

142
142

252
252

250
270

196
196

165
165

285
285

282
282

208
208

304
304

200
252

254
254

268
268

333
333

400
400

180
180

292
292

205
205

306
327

234
234

283
283

231
231

211
211

182
193

205
205

254
254

264
264

214
214

CAB 517

142
142

238
252

262
270

196
196

162
162

285
285

282
282

208
208

306
306

21
21

254
254

268
268

333
333

379
407

188
198

292
292

205
205

295
306

220
234

20
277

218
235

211
211

170
182

198
198

744
144

233
233

252
252

264
264

210
210

CAB 313

142
132

252
252

250
270

205
205

159
162

285
285

282
282

202
203

2480
304

21
252

254
254

266
266

333
333

400
400

180
182

292
292

200
205

308
327

220
220

274
274

23
231

21
211

181
181

205
205

156
156

252
252

257
284

212
212

CAB 212

142
132

252
252

250
270

205
205

165
165

285
285

282
282

208
208

296
306

200
200

254
254

266
268

333
345

379
400

179
179

292
292

306
325

220
234

283
283

231
231

201
211

193
193

205
205

196
156

252
252

264
264

212
212

CAB 316

142
142

252
252

262
270

198
198

159
162

285
285

289
284

208
208

304
311

203
211

254
254

266
266

337
345

400
400

192
192

292
292

205
205

325
367

234
234

277
277

228
231

203
203

170
182

198
205

144
156

227
233

252
252

257
257

196
214

CAB 514

142
132

238
252

262
270

210
210

159
165

285
285

273
278

208
208

306
306

21
252

254
254

266
266

333
333

384
400

188
198

292
292

205
205

295
295

220
220

281
281

231
231

201
211

193
193

205
205

144
156

233
233

254
254

238
264

210
210

CAB 529

142
132

252
252

250
270

159
165

285
285

278
273

208
208

306
306

21
211

254
254

268
268

333
352

384
407

180
180

292
292

205
205

220
234

274
274

231
231

201
201

170
193

205
205

156
156

233
233

254
254

257
257

210
214

CAB 181

132
148

238
252

250
270

198
205

162
162

285
285

282
282

212
212

304
3N

203
252

254
254

266
266

333
345

387
407

182
188

292
292

205
205

302
306

220
220

283
283

223
228

209
209

170
182

198
209

150
150

227
233

252
252

252
252

186
212

CAB 182

148
148

250
270

198
198

162
162

284
284

278
278

208
208

296
296

203
208

254
254

268
268

345
345

400
400

192
198

297
297

200
205

302
302

220
230

274
274

202
228

197
209

170
182

206
206

144
144

223
227

254
254

252
257

186
186

CAB 183

148
148

238
252

262
282

198
198

162
162

285
288

278
278

208
208

287
287

186
224

258
258

265
265

345
454

287
407

192
182

292
297

200
200

318
318

230
230

274
283

202
228

208
208

181
181

205
205

144
144

227
227

254
254

238
242

186
208

CAB 184

148
148

238
252

262
262

198
198

162
162

283
284

282
282

208
208

285
285

208
208

258
258

266
268

345
345

387
407

188
198

297
297

220
220

274
274

202
202

198
211

170
170

205
205

194
154

227
227

254
254

242
242

186
208

CAB 185

148
148

238
252

262
262

198
198

162
162

285
302

278
278

208
208

287
306

208
224

254
258

268
266

345
454

387
407

192
182

297
299

196
200

295
302

220
230

274
274

202
202

199
198

170
170

205
206

154
194

227
227

254
254

242
264

186
208

CAB 187

148
148

252
252

262
262

198
198

162
162

283
284

278
282

212
212

285
285

186
252

258
258

265
265

337
352

400
400

184
198

297
297

186
200

302
302

220
230

274
274

202
202

209
209

170
182

205
205

194
158

223
227

252
254

242
242

186
208

CAB 200

132
132

270
270

198
198

164
164

289
288

284
284

209
208

2480
230

209
214

254
258

268
268

345
345

400
400

180
182

297
293

205
205

295
295

220
220

268
297

202
202

21
211

181
181

205
205

144
144

254
254

264
284

186
186

CAB 201

132
132

738
259

270
270

198
198

162
162

289
284

284
284

208
208

290
290

200
224

258
258

268
268

345
345

400
400

180
180

292
292

186
200

318
318

220
220

283
283

202
202

199
211

170
170

205
205

146
156

254
254

242
264

186
208

CAB 202

132
132

252
252

270
270

198
198

162
162

285
284

273
287

202
202

285
290

208
214

254
258

268
268

345
345

400
400

188
188

297
299

186
200

295
318

220
220

266
266

202
202

209
209

170
182

205
205

144
144

223
223

254
254

264
264

186
186

CAB 203

132
132

238
252

270
270

198
202

164
164

285
285

284
284

202
202

287
280

214
214

254
254

268
268

345
345

400
400

192
192

292
292

196
200

312
312

220
220

268
268

202
202

199
211

170
182

205
205

144

233
233

254
254

257
257

186
186

CAB 091

142
142

252
252

250
270

198
198

159
159

285
285

278
278

202
202

3an
3N

203
21

254
254

266
268

379
407

180
192

292
292

205
205

367
367

234
234

277
277

231
231

201
201

170
170

198
205

144

233
233

254
254

257
257

212
212

CAB 092

142
142

252
252

262
270

198
198

159
159

285
285

278
278

203
203

M
311

21
211

254
254

268
268

333
345

378
407

192
198

292
292

205
205

295
367

234
234

277
277

231
231

203
203

170
170

205
205

144
156

233
233

254
254

257
257

212
212

CAB 730

142
142

252
252

262
270

198
198

159
159

285
285

278
273

202
202

304
304

21
211

254
254

268
268

345
345

387
387

206
206

292
292

205
205

327
327

234
234

207
277

228
228

201
201

181
181

205
205

156
156

233
233

254
254

264
264

212
212

CAB 731

142
142

252
252

262
270

198
198

159
159

285
285

278
278

202
202

304
304

21
211

254
254

266
266

345
345

387
387

206
206

297
297

205
205

327
327

234
234

277
20

228
228

201
201

181
181

205
205

196
156

233
233

254
254

264
264

212
224

CAB 732

142
142

252
252

262
270

198
198

159
159

285
285

278
278

202
202

304
304

211
211

254
254

266
266

345
345

287
287

206
206

297
297

205
205

327

234
234

277
277

228
228

201
201

181
181

205
205

156
156

233
233

254
254

2684
284

212
224

CAB 724

142
142

252
252

262
270

198
198

159
159

285
285

278
278

202
202

304
304

21
21

254
254

266
268

345
345

387
387

206
206

297
297

205
205

327

234
234

277
277

228
228

201
201

181
181

205
205

196
156

233
233

254
254

264
264

212
224

CAB 014

142
142

238
252

262
270

196
198

159
159

285
288

278
278

203
203

280
230

203
203

254
254

266
266

345
345

400
400

192
182

297
297

196
205

295
367

234
234

277
277

223
223

199
199

170
170

205
205

156
156

233
233

254
254

242
257

9
208

CAB 015

142
142

252
252

250
270

196
198

159
162

285
285

278
273

202
202

290
2490

252
252

254
254

268
268

345
345

387
400

179
192

297
297

205
205

367
367

220
234

277
277

228
228

201
201

170
170

205
205

144
144

227
233

254
254

242
257

191
191

SCAG

132
132

238
252

270
270

196
198

162
162

285
302

278
284

203
203

290
290

208
208

254
254

268
268

345
345

387
400

180
188

283
297

200
200

295
295

230
230

259
259

202
202

209
209

170
170

205
205

196
156

227
227

252
254

242
242

196
196

IC5-1

142
132

252
252

262
270

198
214

159
159

285
302

282
282

208
208

296
3N

186
211

254
254

268
277

345
345

407
407

192
182

297
299

200
205

367
367

234
234

277
277

235
235

203
203

170
170

205
209

156
156

233
233

247
254

232
232

212
212




Tabela 3. Freqiiéncias alélicas nas amostras (N) representativas de dezeseis sub-populagdes de cacaueiros de diferentes bacias
hidrograficas, estimadas a partir de 29 locos polimoérficos de microssatélites (Continuagao).

Locus Acara Rio Acre Rio Jari  Chandless Rio laco Jamari Japura  Ji-Parana Maicuru Rio Purus Solimées Sol/Bx-Jap Tarauaca Tocantins Uatuma Xeriuni
Alelos (Pa) (Ac) (Ap) (Ac) (Ac) (Ro) (Am) (Ro) (Pa) (Ac/Am) (Am) (Am) (Ac) (Pa) (Am) (Rr)
mTc-25
(N) 6 22 10 3 15 13 14 9 10 15 19 14 10 2 4 2
172 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1786 0,0000 0,0000 0,0000 0,0789 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
175 0,0833 0,0455 0,3500 0,1667 0,0000 0,5769 0,0714 0,2222 0,0500 0,0000 0,0526 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
179 0,0000 0,1818 0,0500 0,5000 0,3667 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,4000 0,1842 0,1429 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500
180 0,0000 0,0682 0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000 0,0000 0,1842 0,3571 0,1500 0,2500 0,0000 0,0000
184 0,0000 0,0227 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
192 0,8333 0,3182 0,5500 0,1667 0,4667 0,3077 0,0714 0,6667 0,7000 0,4333 0,0789 0,1429 0,4500 0,5000 0,0000 0,7500
198 0,0833 0,3636 0,0000 0,0000 0,1333 0,0769 0,1429 0,0556 0,0500 0,1667 0,3158 0,3214 0,3500 0,2500 0,0000 0,0000
206 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0385 0,4286 0,0556 0,1000 0,0000 0,1053 0,0357 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
mTc-26
(N) 6 22 10 3 15 15 14 9 9 15 18 14 10 2 4 2
266 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0278 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
283 0,0000 0,0227 0,0000 0,1667 0,1000 0,7667 0,0000 0,8333 0,1667 0,0000 0,0278 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
288 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1111 0,0667 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
290 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,3889 0,2333 0,0556 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
292 0,0000 0,3636 0,1000 0,0000 0,0333 0,0000 0,2143 0,0000 0,2222 0,1333 0,6944 0,9286 0,3500 1,0000 0,2500 0,0000
297 0,6667 0,4545 0,6500 0,3333 0,2333 0,0667 0,7500 0,0000 0,0000 0,3667 0,111 0,0000 0,5000 0,0000 0,7500 1,0000
299 0,3333 0,1591 0,2500 0,1667 0,6000 0,1667 0,0000 0,1667 0,1111 0,2000 0,0833 0,0357 0,1500 0,0000 0,0000 0,0000
304 0,0000 0,0000 0,0000 0,3333 0,0333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
310 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-32
(N) 6 22 10 2 14 15 14 9 9 15 18 13 9 2 4 2
196 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2778 0,0000 0,0000 0,2500
200 0,5833 0,9773 0,7000 1,0000 0,8571 0,9667 0,3929 1,0000 0,5556 0,8000 0,1944 0,1923 0,4444 0,0000 0,0000 0,0000
205 0,4167 0,0227 0,3000 0,0000 0,1429 0,0333 0,6071 0,0000 0,4444 0,2000 0,8056 0,8077 0,2778 1,0000 1,0000 0,7500
mTc-33
(N) 6 21 10 3 15 15 14 9 10 15 18 12 9 2 3 2
287 0,0000 0,1190 0,0000 0,3333 0,0333 0,6000 0,0000 0,6111 0,1000 0,1667 0,0000 0,0833 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
293 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000 0,0667 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
295 0,0000 0,0952 0,0000 0,1667 0,1000 0,0000 0,0000 0,111 0,3000 0,2667 0,5556 0,2083 0,2222 0,2500 0,0000 0,2500
302 0,0000 0,2857 0,0500 0,0000 0,4667 0,3333 0,1071 0,2778 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,3333 0,0000 0,0000 0,0000
306 0,0000 0,4762 0,1000 0,0000 0,1333 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500 0,1333 0,111 0,2500 0,0556 0,0000 0,0000 0,0000
312 0,0000 0,0000 0,4000 0,1667 0,1333 0,0333 0,0357 0,0000 0,0000 0,2333 0,0556 0,0000 0,111 0,0000 0,0000 0,0000
318 0,0000 0,0000 0,0000 0,3333 0,1333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,2778 0,0000 0,0000 0,0000
325 0,0000 0,0238 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
327 0,4167 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,7857 0,0000 0,0000 0,0000 0,1944 0,3333 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000

367 0,5833 0,0000 0,3500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,3500 0,0000 0,0833 0,0417 0,0000 0,7500 0,0000 0,7500




Tabela 3. Freqiiéncias alélicas nas amostras (N) representativas de dezeseis sub-populacdes de cacaueiros de diferentes bacias

hidrograficas, estimadas a partir de 29 locos polimodrficos de microssatélites (Continuacdo).

Locus Acara Rio Acre Rio Jari  Chandless Rio laco Jamari Japura  Ji-Parana Maicuru Rio Purus Solimdes Sol/Bx-Jap Tarauaca Tocantins Uatuma Xeriuni
Alelos (Pa) (Ac) (Ap) (Ac) (Ac) (Ro) (Am) (Ro) (Pa) (Ac/Am) (Am) (Am) (Ac) (Pa) (Am) (Rr)
mTc-35
(N) 6 22 9 3 14 15 13 9 10 15 19 14 10 2 4 2
220 0,0000 0,2727 0,1111 0,5000 0,5000 0,0333 0,0385 0,2222 0,2000 0,6000 0,5000 0,4643 0,7500 0,0000 0,0000 0,2500
230 0,0000 0,6818 0,0000 0,3333 0,5000 0,0000 0,6154 0,1667 0,0500 0,4000 0,0000 0,2143 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
234 1,0000 0,0455 0,8889 0,1667 0,0000 0,9667 0,3462 0,6111 0,7500 0,0000 0,5000 0,3214 0,0000 1,0000 1,0000 0,7500
mTc-40
(N) 6 22 10 3 15 13 14 9 10 15 19 14 10 2 4 2
259 0,0000 0,0000 0,0000 0,3333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
266 0,0000 0,3182 0,0000 0,3333 0,6667 0,0385 0,6429 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0714 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
274 0,0000 0,2045 0,0000 0,0000 0,0000 0,0385 0,0714 0,0000 0,0000 0,1000 0,1579 0,3571 0,4500 0,0000 0,0000 0,0000
277 1,0000 0,0455 0,6000 0,0000 0,0000 0,0385 0,2143 0,8333 0,9500 0,8000 0,3684 0,1429 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
281 0,0000 0,0000 0,0500 0,3333 0,0667 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,1053 0,0714 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
283 0,0000 0,1364 0,0000 0,0000 0,1667 0,3077 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,3684 0,3571 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
297 0,0000 0,0227 0,0000 0,0000 0,0000 0,3077 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
298 0,0000 0,2727 0,3500 0,0000 0,1000 0,2692 0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-42
(N) 6 21 10 3 15 15 14 9 10 15 18 14 10 2 4 2
202 0,0000 1,0000 0,0000 0,6667 0,8667 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,8667 0,0000 0,0000 0,8000 0,0000 0,0000 0,0000
212 0,1667 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,111 0,0000 0,0000 0,0278 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
216 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,2857 0,0000 0,2500 0,0000 0,3056 0,1429 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
218 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0714 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500 0,1429 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
223 0,0000 0,0000 0,6500 0,0000 0,0667 0,5333 0,0357 0,7778 0,3000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,5000
228 0,0000 0,0000 0,0000 0,3333 0,0667 0,3000 0,0000 0,111 0,0000 0,1333 0,0833 0,0357 0,1500 0,0000 1,0000 0,5000
231 0,5000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,5357 0,0000 0,2000 0,0000 0,0833 0,5357 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
235 0,3333 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,2500 0,0000 0,2500 0,1429 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-43
(N) 6 22 10 3 15 14 13 9 10 15 19 13 10 2 4 2
191 0,0000 0,0455 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
197 0,0000 0,0000 0,3000 0,5000 0,3000 0,8214 0,0000 0,7778 0,1500 0,1333 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
199 0,0000 0,3636 0,0000 0,0000 0,0000 0,1429 0,0000 0,2222 0,2500 0,0333 0,0263 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,5000
201 0,8333 0,0000 0,5000 0,0000 0,0333 0,0000 0,5000 0,0000 0,5000 0,0333 0,4737 0,3462 0,0000 0,5000 1,0000 0,5000
203 0,1667 0,0000 0,1500 0,0000 0,0333 0,0000 0,2308 0,0000 0,0500 0,0333 0,1053 0,0769 0,0000 0,5000 0,0000 0,0000
209 0,0000 0,3864 0,0500 0,3333 0,4000 0,0000 0,1923 0,0000 0,0500 0,1333 0,0526 0,0000 0,4500 0,0000 0,0000 0,0000
211 0,0000 0,2045 0,0000 0,1667 0,2000 0,0000 0,0769 0,0000 0,0000 0,5667 0,3158 0,5769 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
213 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0667 0,0263 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
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Tabela 3. Freqiiéncias alélicas nas amostras (N) representativas de dezeseis sub-populacdes de cacaueiros de diferentes bacias
hidrograficas, estimadas a partir de 29 locos polimoérficos de microssatélites (Continuagao).

Locus Acara Rio Acre Rio Jari  Chandless  Rio laco Jamari Japura  Ji-Parand Maicuru Rio Purus Solimdes Sol/Bx-Jap Tarauacd Tocantins Uatuma Xeriuni
Alelos (Pa) (Ac) (Ap) (Ac) (Ac) (Ro) (Am) (Ro) (Pa) (Ac/Am) (Am) (Am) (Ac) (Pa) (Am) (Rr)
mTc-44
(N) 6 22 10 3 15 15 13 9 10 14 19 14 10 2 4 2
170 1,0000 0,1818 0,6000 0,3333 0,1667 0,9667 0,1154 1,0000 0,9000 0,2500 0,2632 0,1786 0,5500 1,0000 0,0000 1,0000
172 0,0000 0,0000 0,0000 0,1667 0,0000 0,0000 0,0385 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
181 0,0000 0,7045 0,0000 0,3333 0,6333 0,0000 0,154 0,0000 0,0000 0,4643 0,4211 0,2143 0,2000 0,0000 1,0000 0,0000
182 0,0000 0,1136 0,0500 0,1667 0,2000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,1071 0,1579 0,2143 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
183 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,6538 0,0000 0,0500 0,1429 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
193 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0333 0,0769 0,0000 0,0000 0,0000 0,1579 0,3929 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-49
(N) 6 22 10 2 13 15 14 9 10 15 19 13 10 2 4 2
198 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0526 0,1538 0,0500 0,2500 0,0000 0,0000
204 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,111 0,1000 0,0667 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
205 1,0000 0,6591 0,9000 1,0000 0,8846 0,2333 1,0000 0,8889 0,7000 0,5000 0,6579 0,8462 0,7500 0,7500 1,0000 1,0000
206 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,7667 0,0000 0,0000 0,2000 0,3333 0,1842 0,0000 0,1500 0,0000 0,0000 0,0000
209 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
215 0,0000 0,3409 0,1000 0,0000 0,1154 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0667 0,1053 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-54
(N) 6 20 10 2 13 12 13 8 9 15 18 11 10 1 4 2
144 0,0000 0,0000 0,0500 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0667 0,0278 0,1818 0,5000 0,5000 0,0000 0,5000
146 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1944 0,0455 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
150 0,0000 0,3750 0,1000 0,0000 0,2692 0,3750 0,0000 0,1250 0,0000 0,2000 0,2222 0,0909 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000
154 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
156 1,0000 0,6000 0,8500 0,7500 0,7308 0,6250 0,3846 0,8750 1,0000 0,7333 0,5000 0,6364 0,0500 0,5000 1,0000 0,5000
158 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0556 0,0455 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
162 0,0000 0,0250 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1538 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
166 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4615 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-55
(N) 6 22 9 2 12 14 12 9 10 15 18 8 8 2 4 2
223 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0417 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000
227 0,2500 0,2045 0,5556 0,5000 0,1667 0,9286 0,1667 1,0000 0,4500 0,0667 0,3056 0,1250 0,5625 0,0000 0,0000 0,2500
233 0,7500 0,7955 0,4444 0,5000 0,7917 0,0714 0,8333 0,0000 0,4500 0,9333 0,6944 0,8750 0,1875 1,0000 1,0000 0,7500
mTc-57
(N) 6 22 10 3 15 15 14 9 10 15 18 14 10 2 4 2
242 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
247 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
252 0,3333 0,0227 0,2500 0,6667 0,4000 0,0667 0,0000 0,111 0,3000 0,1000 0,2778 0,3214 0,1500 0,0000 0,0000 0,0000
254 0,6667 0,3182 0,5000 0,3333 0,5667 0,8333 0,9643 0,8889 0,7000 0,6333 0,7222 0,6786 0,8500 1,0000 1,0000 1,0000
256 0,0000 0,6591 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

262 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000




Tabela 3. Freqiiéncias alélicas nas amostras (N) representativas de dezeseis sub-populacdes de cacaueiros de diferentes bacias
hidrograficas, estimadas a partir de 29 locos polimoérficos de microssatélites (Continuagao).

Locus Acara Rio Acre Rio Jari  Chandless  Rio laco Jamari Japurd  Ji-Parand Maicuru Rio Purus Solimdes Sol/Bx-Jap Tarauacd Tocantins Uatuma Xeriuni
Alelos (Pa) (Ac) (Ap) (Ac) (Ac) (Ro) (Am) (Ro) (Pa) (Ac/Am) (Am) (Am) (Ac) (Pa) (Am) (Rr)
mTc-58
(N) 6 22 10 3 15 15 14 9 8 15 19 14 10 2 4 2
232 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0789 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
238 0,1667 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,5714 0,0000 0,0000 0,0667 0,0526 0,1071 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000
242 0,0000 0,0227 0,0000 0,1667 0,0333 0,0667 0,0000 0,0000 0,0000 0,2333 0,1579 0,0000 0,3500 0,0000 0,0000 0,5000
252 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0263 0,0000 0,1500 0,0000 0,0000 0,0000
257 0,8333 0,1136 0,8000 0,3333 0,5667 0,0000 0,1786 0,8889 1,0000 0,3667 0,3684 0,2857 0,1500 1,0000 0,0000 0,5000
264 0,0000 0,7955 0,0000 0,5000 0,3000 0,0000 0,2500 0,1111 0,0000 0,3333 0,3158 0,6071 0,3000 0,0000 1,0000 0,0000
267 0,0000 0,0682 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
309 0,0000 0,0000 0,2000 0,0000 0,0000 0,9333 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
mTc-60
(N) 6 22 10 3 15 15 14 9 10 15 19 14 10 2 4 2
186 0,0000 0,6818 0,0000 0,6667 0,9000 0,0333 0,0000 0,8889 0,0000 0,8667 0,0526 0,0000 0,7000 0,0000 0,0000 0,0000
191 0,0000 0,0000 0,1500 0,3333 0,0333 0,9333 0,2143 0,0000 0,4500 0,0000 0,0526 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,7500
194 0,0000 0,0000 0,2000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,2500 0,0000 0,1053 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
196 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1333 0,0000 0,0357 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
200 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
206 0,0000 0,0455 0,0000 0,0000 0,0333 0,0000 0,0000 0,1111 0,1500 0,0000 0,0526 0,0000 0,2500 0,0000 0,0000 0,2500
208 0,0000 0,0227 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
210 1,0000 0,0000 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0714 0,0000 0,0000 0,0000 0,2632 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
212 0,0000 0,0000 0,3500 0,0000 0,0000 0,0333 0,3571 0,0000 0,1000 0,0000 0,3947 0,4286 0,0500 1,0000 0,6250 0,0000
214 0,0000 0,0000 0,2500 0,0000 0,0333 0,0000 0,2857 0,0000 0,0000 0,0000 0,0789 0,2500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

224 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,3750 0,0000




