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“É interessante contemplar a margem luxuriante de um rio, forrada de 

numerosas plantas que pertencem a distintas espécies, abrigando pássaros que 

cantam entre os arbustos, insetos variados que zumbem aqui e ali, vermes que 

circulam pela terra úmida, se imaginarmos que estas formas tão admiravelmente 

construídas, tão diversamente formadas e dependentes uma das outras de uma 

maneira tão complexa, foram todas produzidas por leis que agem ao nosso redor. 

(...) Não haveria uma grandeza verdadeira nessa maneira de considerar a vida, 

com seus poderes diversos atribuídos primitivamente pelo Criador a um pequeno 

número de formas, ou até mesmo a uma só? Ora, enquanto nosso planeta, 

obediente à lei imutável da gravidade, continua a girar sobre sua órbita, uma 

quantidade infinita de belas e admiráveis formas, saídas de um início tão simples, 

não deixou de se desenvolver e se desenvolve ainda”. 

(A Origem das Espécies – Charles Darwin) 
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ESTRUTURA GENÉTICA DE POPULAÇÕES DE Crinipellis perniciosa E 

Moniliophthora roreri UTILIZANDO MARCADORES RAPD E SSR 

 
 

RESUMO - Vassoura-de-bruxa e 

podridão de Moniliophthora, causadas pelos fungos Crinipellis perniciosa e 

Moniliophthora roreri, respectivamente, são as doenças de maior impacto 

econômico da cultura do cacau e estão presentes na maioria dos países 

produtores do Continente Americano. Evidências biológicas e moleculares 

comprovam que estes fitopatógenos estão intimamente relacionados. O uso de 

resistência genética através de clones resistentes de cacaueiro, é a medida mais 

eficiente no controle destas doenças. O conhecimento sobre as populações destes 

fungos é importante na geração de informações para o programa de 

melhoramento genético do cacau visando resistência. Marcadores moleculares 

RAPD e SSR foram usados para analisar a estrutura genética de populações 

destes fitopatógenos. No geral, as populações do Brasil, Equador, Peru e Trinidad 

agruparam-se de acordo com o país de origem, apresentando maior variabilidade 

dentro e não entre países, com presença de subpopulações. A população do 

Brasil apresentou maior diversidade genotípica em comparação com as demais. A 

transferibilidade de pares de primers SSR de C. perniciosa para M. roreri foi 

satisfatório. Populações de M. roreri do Equador e Peru apresentaram alta 

diferenciação genética interpopulacional, sendo que a do Peru apresentou maior 

variabilidade.  

 

Palavras-Chave: vassoura-de-bruxa, podridão de Moniliophthora, 

marcadores moleculares, estrutura genética 
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GENETIC STRUCTURE OF  Crinipellis perniciosa AND Moniliophthora roreri 

POPULATIONS USING RAPD AND SSR MARKERS 

 

 

SUMMARY - Witches’ broom and 

frosty pod hot, caused by Crinipellis perniciosa and Moniliophthora roreri, are the 

most important disease of cacao in the American Continent. Biological and 

molecular data have shown that these pathogen are closely related. Resistance is 

the most efficient method to control these diseases. Therefore, information about 

the population structure of these cacao pathogen are important to support the 

breeding program. Molecular markers such as RAPD and SSR were used to 

analyzed the genetic structure of C. perniciosa and M. roreri from the American 

Continent. Populations of C. perniciosa clustered according to their country of 

origin, with more variability within than between countries, revealing the presence 

of subpopulations. C. perniciosa Brazilian populations presented higher genotypic 

diversity than C. perniciosa from other countries. The transferability of C. 

perniciosa-SSR to M. roreri was positive. On the contrary, high interpopulation 

variability was observed between Ecuador and Peru, being M. roreri from Peru 

much more diverse than Ecuador.   

Keywords: witches’ broom, frosty pod hot, molecular markers, genetic structure 
 



CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 
 
1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças do cacaueiro (Theobroma cacao L.) representam um importante fator 

na economia desta cultura face às perdas que elas causam na produção e aos 

elevados custos para o seu controle. A vassoura-de-bruxa causada pelo basidiomiceto 

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer e podridão de Moniliophthora causada por 

Moniliophthora roreri (Ciferri) Evans et al. são as principais doenças de maior impacto 

econômico desta cultura, presente nos países produtores de cacau da América do Sul, 

Central e Ilhas do Caribe (PURDY & SCHMIDT, 1996). 

Os efeitos devastadores destes fitopatógenos no cacaueiro têm sido de grandes 

proporções e documentados em diferentes países e épocas. Do mesmo modo que a 

vassoura-de-bruxa, podridão de Moniliophthora tem se disseminado ao longo das 

regiões costeiras do norte e sul do Pacífico da América do Sul, e também mais 

recentemente próximo a Amazônia, sendo um perigo eminente para as plantações de 

cacau do oeste do Brasil (GRIFFITH et al., 2003).  

Diversos métodos têm sido testados no controle a estas doenças, incluindo-se os 

controles cultural, biológico e químico. Entretanto, sua adoção por parte do agricultor 

tem sido limitada por sua baixa eficácia ou seu elevado custo. Uma alternativa para este 

quadro é a utilização de variedades resistentes, por ser um método eficiente, seguro, 

barato e acessível aos agricultores.  

Resistência genética a doenças é um dos principais componentes do sistema 

integrado de proteção de plantas (FLORIS & ALVAREZ, 1996) e em longo prazo é a 

medida de controle mais eficiente no combate a vassoura-de-bruxa e a podridão de 

Moniliophthora. Informações a respeito das populações destes fungos são importantes 

para melhor entender a dinâmica de epidemias e auxiliar no desenvolvimento de 

materiais resistentes a estas doenças. 
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Marcadores moleculares são ferramentas úteis na análise de variação genética 

em populações de fungos fitopatogênicos (McDERMOTT & McDONALD, 1993; 

MILGROOM & FRY, 1997). Desta maneira, o conhecimento da estrutura genética das 

populações de C. perniciosa e M. roreri nas principais regiões produtoras de cacau do 

Brasil e do exterior é importante na geração de informações para o programa de 

melhoramento genético do cacaueiro no desenvolvimento de variedades resistentes a 

estas doenças.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. O patossistema cacaueiro x Crinipellis e Moniliophthora 

 
As principais doenças do cacaueiro no Continente Americano são a vassoura-de-

bruxa e a podridão de Moniliophthora. Ambas têm causado danos de até 100% em 

muitas plantações. A vassoura-de-bruxa é endêmica da planície Amazônica. A doença 

foi registrada oficialmente por Went em 1940, que relata sua ocorrência, em 1895, no 

Suriname, causando sérios prejuízos no município de Saramacca (HOLLIDAY, 1952). A 

doença manteve continuidade com seu invasivo comportamento pelo Continente 

Americano, sendo no ano de 1989 detectada no sul da Bahia (PEREIRA et al., 1989). 

Desde então, a produção de cacau na região vem reduzindo, levando ao abandono de 

muitas das propriedades, resultando em uma crise econômica e social sem precedentes 

nesta região. Atualmente a produção de cacau no Brasil está em torno de 169.000 

toneladas de amêndoas, situando-se o país em quinto lugar na produção mundial (FAO, 

2005). Podridão de Moniliophthora é endêmica do noroeste da América Latina e foi 

registrada pela primeira vez no Equador em 1918 (RORER, 1918) e posteriormente 

disseminada para a maioria dos países da América Central (EVANS, 1981; EVANS et 

al., 2003; GRIFFITH et al., 2003).  

A vassoura-de-bruxa, juntamente com fatores estruturais e conjunturais (preço 

baixo no mercado interno, custo de produção elevado, defasagem do câmbio e falta de 

financiamento), reduziu a contribuição da produção de cacau brasileira no mercado 

mundial de 15% para 4,3%, entre os anos de 1989 e 1998 (PERES FILHO, 1998), 

tornando o Brasil, um país tipicamente exportador, em importador de cacau. Esta 

redução acentuada da produção nacional resultou no fechamento do quarto maior 

parque moageiro de sementes do Brasil, instalado no estado da Bahia (PERES FILHO, 

1998).  

A alta incidência e conseqüentemente perdas na produção provocadas pela 

podridão de Moniliophthora são alarmantes, a ponto de, em muitas áreas aonde a 
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mesma se faz presente, há o total desencorajamento e abandono das plantações de 

cacau pelos produtores (ENRIQUEZ et al., 1981). Enquanto o fungo causador da 

vassoura-de-bruxa infecta qualquer tecido em crescimento, o agente causal da podridão 

de Moniliophthora infecta somente frutos em qualquer estágio de desenvolvimento, não 

causando infecção na parte aérea do cacaueiro como acontece com a vassoura-de-

bruxa, além de não provocar frutos do tipo morango ou cenoura (RAM et al., 2004). 

O cacaueiro é uma planta alógama, diplóide (2n= 20), de pequeno genoma 

(genoma haplóide de 0,43 pg) (FIGUEIRA et al., 1992), nativa das florestas tropicais 

úmidas das Américas Central e do Sul, pertencente à família Sterculiacea e gênero 

Theobroma, sendo que, recentemente foi proposto a sua mudança para a ordem 

Malvales, família Malvaceae (ALVERSON et. al, 1999; APG II, 2003). Esta espécie é a 

mais importante economicamente dentre as 22 que compreendem o gênero (COPE, 

1976). Foi citado pela primeira vez em 1605 por Charles de L´Écluse que o denominou 

Cacao fructus. Em 1737, foi descrito por Carl Linnaeus como Theobroma fructus, sendo 

que essa classificação permaneceu até 1753, quando foi definitivamente designado 

como Theobroma cacao L.. 

Espécies selvagens do gênero Theobroma ocorrem do México ao Peru, com um 

centro de origem na Bacia Amazônica (URQUHART, 1961). Seu cultivo data desde os 

tempos pré-históricos pelos índios das Américas Central e do Sul (URQUHART, 1961; 

COPE, 1976).  

Tradicionalmente T. cacao é dividido em três grupos com particularidades morfo-

geográficas inerentes a cada um: Criollo, Trinitário e Forastero. Credita-se ao grupo 

Criollo o cacau original domesticado do México e América Central (CHEESMAN, 1944), 

que é constituído por árvores com frutos grandes, cuja casca é fina e rugosa, de 

coloração amarela ou alaranjada quando maduros. Possuem sementes grandes, 

densas, brancas ou róseas, com muita polpa, produzindo o chocolate de melhor 

qualidade (WHITLOCK & BAUM, 1999).  

O grupo Forastero (Alto e Baixo Amazônico) produz frutos que apresentam 

variação na forma, de cabeça a melão, possuindo sementes achatadas de cor violeta-

intensa, produzindo um cacau tipo básico. Junto aos materiais melhorados, este grupo 
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é responsável pela maior parte da produção mundial de cacau, predominando nas 

plantações da Bahia, Amazonas e países produtores da África (SORIA, 1966; MORA, 

1958). Nesse grupo encontram-se as mutações da variedade comum, o Catongo e o 

Almeida, e é considerado o grupo que apresenta maior diversidade genética e melhor 

desempenho agronômico (BARTLEY, 1967; MARITA, et al. 2001). 

A dispersão da espécie a partir da região do Alto Amazonas enfrentaria grandes 

barreiras ao Norte e Oeste: a Cordilheira dos Andes. Nestas direções contou, com 

certeza, com o auxílio do homem, visto ser o período de viabilidade das sementes 

reduzido e a possibilidade de transporte por animais incompatível com as distâncias 

(BERGMAN, 1969; CHEESMAN, 1944). 

Ao Norte, a introdução pode ter sido feita incluindo materiais de sementes 

brancas, ou ocorreram novas mutações dando inicio a constituição do tipo Criollo. Após 

a transposição da Cordilheira, o cacau deve ter continuado sua dispersão naturalmente 

e com algum auxílio humano (BERGMAN,1969).  

Uma segunda transposição dos Andes ocorreu no Equador, com material do tipo 

Amazônico. Da população formada foi gerada a variedade Nacional, que dominou 

completamente os cultivos comerciais no país até o início do século passado. No 

sentido Leste, a dispersão da espécie não encontrou barreiras naturais importantes e 

deve ter se servido de rios, animais e, também, do homem. 

Na Amazônia, a dispersão ocorreu incluindo apenas cacaueiros com frutos 

verdes e sementes intensamente pigmentadas, características que distinguem o tipo 

Forastero Amazônico. Na década de 1730, o cacau tornou-se o principal produto de 

exportação desta região (ALDEN, 1974) e foi empregado para a expansão do cultivo em 

diferentes regiões do mundo, nos séculos XVIII e XIX e sua utilização em programas de 

melhoramento genético somente tomou impulso após as expedições realizadas por 

POUND (1938).  

Na Bahia, o cacaueiro foi introduzido em 1746 pelo colono francês Luís Frederico 

Warneaux, que trouxe as sementes do Pará, doando-as a Antônio Dias Ribeiro. Estas 

sementes foram plantadas na fazenda Cubículo, situada à margem direita do Rio Pardo, 

no atual município de Canavieiras (GRAMACHO et al., 1992), sul da Bahia, com muito 
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sucesso. No final do século XIX, a Bahia já era um grande produtor mundial. A cultura 

expandiu-se e o cacaueiro passou a ser cultivado, também, em mais oito estados 

brasileiros. 

O Trinitário é outro grupo em que a espécie é dividida, sendo derivado entre os 

Criollos e Forasteros (CHEESMAN, 1944). As populações deste grupo não são 

encontradas no estado selvagem, mas estão presentes em cultivos no Caribe, 

Camarões e Papua Nova Guiné (WOOD & LASS, 1985). Os Trinitários foram 

considerados como de ampla variação, agrupando características e genes de Criollos e 

Forasteros Amazônicos.  

Trabalhos com marcadores moleculares e caracteres morfológicos também 

distinguem os tipos Criollos, Trinitários e Forasteros (RUSSELL et al., 1993; RONNING 

& SCHENELL, 1994; BEKELE & BEKELE, 1996; LEACERTEAN et al., 1997; MARITA, 

1998; MOTAMAYOR, 2000; N’GORAN et al., 2000; MARITA et al., 2001).  

 

 

2.1.1. Distribuição geográfica 
 
a) Vassoura-de-bruxa 
 
A vassoura-de-bruxa tem ampla distribuição geográfica nos países produtores de 

cacau da América do Sul e Central como o Brasil, Bolívia, Colômbia, Equador, Guiana, 

Peru, Venezuela, Panamá e nas Ilhas do Caribe, Trinidad, Tobago, Granada, Santa 

Lucia e São Vicente. Após o primeiro assinalamento da doença no Suriname, em 1895, 

ela foi reportada na Guiana Inglesa em 1906, na Colômbia, em 1917 e no Equador, em 

1918 (HOLLIDAY, 1952). Stahel, em 1920, detectou a enfermidade no rio Cutari nas 

fronteiras entre o Brasil, Guiana Inglesa e o Suriname. Na mesma expedição, Stahel 

identificou a doença na região do rio Tapajós, afluente do rio Amazonas, na Amazônia 

brasileira, sugerindo que os cacauais do Vale do Amazonas estavam na sua maioria 

infectados pela doença. Essa hipótese, segundo BAKER & HOLLIDAY (1957) foi 

confirmada por POUND (1938). Segundo este autor, a doença estaria espalhada por 
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todo o vale do Amazonas e seus inúmeros afluentes, indo desde o leste no estado do 

Pará até os planaltos aos pés da cordilheira dos Andes. Assim, as terras baixas do 

Amazonas, da Bolívia, do Peru e da Colômbia estavam dentro da zona de ocorrência da 

vassoura-de-bruxa. Em 1928, a doença foi encontrada em Trinidad (STELL, 1928) e 

também na Venezuela. Data de 1939, a primeira ocorrência da vassoura-de-bruxa em 

Tobago e de 1948, em Granada (DALE, 1946, 1949). No Panamá foi detectada em 

1978 (PEREIRA, 2000). 

Desde a década de 1970, esforços foram empreendidos para impedir a 

introdução do patógeno nos cacauais  da Bahia, região responsável por 84,5% da 

produção nacional que era então segunda maior do mundo. Contudo, em maio de 1989, 

a doença foi detectada no sul da Bahia (PEREIRA et al., 1989) e apesar das medidas 

de erradicação executadas em 12 ha, no município de Uruçuca, novos focos foram 

descobertos no mesmo ano, no município de Camacan, distante a 120 Km ao sul de 

Uruçuca, afetando uma vasta área. O aparecimento da doença em dois locais distintos 

e distantes, ocorrida no centro da região de cacau, sugere que mais de uma introdução 

aconteceu (ROCHA et al., 1993; PEREIRA et al., 1996; ANDEBRHAN et al., 1999b). 

Desta forma, a doença instalou-se nos dois maiores agrossistemas cacaueiros do sul 

da Bahia – o do Almada, que abrange os municípios de Uruçuca, Ilhéus, Itabuna, 

Buerarema, São José da Vitória, Lomanto Júnior, Itajuípe, Coaraci, Almadina, Floresta 

Azul, Ibicaraí, Itapé e Jussari; e o de Camacã, com os municípios de Camacã, Pau 

Brasil, Mascote, Santa Luzia e Arataca. Conseqüentemente, a doença disseminou-se 

rapidamente para todas as regiões produtoras do estado. Doze anos após, em fevereiro 

de 2001, a doença foi constatada em duas fazendas no estado do Espírito Santo, no 

município de Linhares (SILVA et al., 2002).  

 

b) Podridão de Moniliophthora 
 
A doença foi primeiramente reportada pelo micologista J. B. Rorer, em 1914, nos 

arredores de Quevedo, província de Los Rios, no Equador (RORER, 1918). 

Posteriormente, a doença foi detectada na Colômbia, em 1930 (TORO, 1930), na região 
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de Zarzal Caldas, e NOLLA (1930) mencionou sua rápida disseminação no Vale de 

Cauca. Em 1941, a doença foi identificada na Venezuela, nos arredores do rio 

Catatumbo, Estado de Zulia, na região ocidental do país (MULLER, 1941). No Panamá, 

foi registrada em 1956, em Ailigandi e Paya, Província de Darién a 15 km da fronteira 

com a Colômbia (ORELLANA, 1956). Uma nova introdução de M. roreri aparentemente 

ocorrida na Costa Rica adentrou no lado ocidental do Panamá, na Província de Bocas 

del Toro em 1979 (ENRÍQUEZ & SORIA, 1981). Em 1978, podridão de Moniliophthora 

foi reportada em Cahuita, Província de Limón em 1978 (ENRÍQUEZ & SUÁREZ, 1978). 

A doença se dispersou muito rapidamente dentro da Costa Rica. Em dois anos, a 

mesma se tornou presente do litoral Atlântico ao Pacífico e da Fronteira Panamenha a 

Nicaragüense. Na Nicarágua, a doença surgiu em 1980 (LÓPEZ & ENRÍQUEZ, 1980). 

Em março de 1991 a doença foi detectada na região central do país na localidade de La 

Patriota (MINISTERIO DE AGRICULTURA Y GANADERÍA DE NICARAGUA, 1992). No 

Peru, vários autores (DESROSIERS & DÍAZ, 1957; AMPUERO, 1967; THOROLD, 

1975; GREGORY, 1978) têm mencionado a existência da doença neste país. 

Provavelmente muitos destes registros são baseados no trabalho de McLAUGHLIN 

(1950), no qual erroneamente registrou a doença em Jaén (Região de Cajamarca), 

Tingo Maria (Região de Huánuco) e Convención (Região de Cuzco). Estes registros 

permaneceram controversos até os trabalhos de Hernández e colaboradores 

(HERNÁNDEZ et al., 1988, 1990) os quais reportaram o surgimento do fungo em 1988, 

em Condorcanqui, na Região do Amazonas. Este é o primeiro registro considerado 

como válido sobre a origem da doença no Peru (EVANS et al., 1998). Entre abril e maio 

de 1997 a podridão de Moniliophthora foi detectada em Honduras, em Wampusirpi, 

acima do rio Patuca na Mosquita Hondurenha (região de Gracias a Dios) (PORRAS & 

ENRÍQUEZ, 1998). Alguns fazendeiros têm acreditado que esta doença se disseminou 

ao longo do rio Coco, através de viajantes, indo além das montanhas para outras 

regiões. Finalmente em 2002, podridão de Moniliophthora foi detectada na Guatemala, 

em plantações de cacau na região de Izabal, fronteira com Honduras (PHILLIPS-

MORA, 2003). 
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2.1.2. Os fungos Crinipellis perniciosa e Moniliophthora roreri 
 
2.1.2.1. Ciclo de vida  
 
a. Crinipellis perniciosa 
 

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é considerado um organismo hemibiotrófico, 

devido a que uma parte do seu ciclo de vida se realiza sobre o tecido morto do seu 

hospedeiro, constando de uma fase biotrófica (n) ou parasítica e uma saprofítica (n + n) 

(SUÁREZ & DELGADO, 1993).  

O fungo em sua fase biotrófica infecta unicamente tecido meristemático em 

crescimento ativo (brotos, botões florais, frutos), os basidiocarpos (estrutura sexual) 

liberam durante a noite os basidiósporos, os quais se dispersam através do vento e da 

chuva. Os basidiósporos germinam sobre a cutícula e base dos tricomas, emitindo 

tubos germinativos longos e vigorosos, não havendo formação de apressórios. Os tubos 

germinativos monocarióticos penetram nos tecidos meristemáticos de folhas e do 

tronco, atuando intercelularmente e causando inicialmente reações em forma de 

clorose, entumecimento a partir do ponto inoculado e, posteriormente, inchaços, 

provocando superbrotações e anomalias nos frutos e almofadas florais, processo que 

varia de 4 a 15 horas dependendo da temperatura e umidade relativa (PURDY & 

SCHMIDT, 1996). O micélio biotrófico do patógeno coloniza todo o tecido e cresce 

intercelularmente por aproximadamente três semanas. No broto atacado há também 

contínuo crescimento com aparência sadia; então o patógeno penetra o lúmen celular e, 

a partir da terceira até a décima quarta semanas, os sintomas são bem visíveis em 

forma de inchações, deformações e ramificações, que por sua aparência se denominam 

“vassouras-de-bruxa” (SUÁREZ, 1993; SUÁREZ & DELGADO, 1993). Posteriormente 

os tecidos atacados se necrosam; no caso das vassouras vegetativas, as necroses 

avançam progressivamente desde as folhas e talos, sendo este o início da fase 

saprofítica, após três a nove semanas inicia-se a dicariotização, surgindo hifas com 

grampos de conexão. Durante a transição de vassouras verdes a secas, está presente 
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tanto o micélio biotrófico como o saprofítico dentro do tecido atacado (PURDY & 

SCHMIDT, 1996). O tecido morto permanece na árvore de maneira indefinida, enquanto 

o fungo vive sua fase saprofítica (SUÁREZ, 1993). 

O micélio do fungo no interior da vassoura seca, forma massas sob condições de 

alta umidade relativa (menor que 80%), precipitação de 1000 a 2000 mm e 

temperaturas entre 22 a 28 0C desenvolvendo, desta maneira, os basidiocarpos 

(PURDY & SCHMIDT, 1996). Este é o estágio meiospórico do fungo. Os basidiocarpos 

são de cor púrpura intenso, cujo píleo apresenta um diâmetro de 5 a 30 mm com sucos 

radiais convexos e deprimidos no centro, a lamela é esbranquiçada com mais de 15 

lamínulas correspondentes aos sucos do píleo, o estipe é oco de cor branco cremoso e 

mede de 5 a 10 mm, sua base é engrossada de coloração parda. As basídias produzem 

quatro basidiósporos uninucleados e o resto do himênio é similar aos outros 

basidiomicetos (SINGER, 1942; BAKER & HOLLIDAY, 1957; HOLLIDAY, 1970). Desta 

maneira, os basidiocarpos provém de esporos para o início de novas infecções sobre a 

geração de brotos e gemas florais durante o ciclo de vida da planta.  

A liberação dos basidiósporos, processo reprodutivo do C. perniciosa, ocorre 

preferencialmente à noite, estando associada à queda de temperatura e ao aumento da 

umidade relativa do ar, sendo disseminados pela corrente dos ventos. Os basidiósporos 

são liberados através de um mecanismo explosivo. Os mesmos têm vida curta, de 

sensibilidade à luz e em condições naturais não sobrevivem mais que uma hora. A 

disseminação também pode ocorrer através da água e do transporte de material 

biológico contaminado (GARCES, 1947).  

 

b. Moniliophthora roreri 
 

Moniliophthora roreri (Ciferri) Evans et al. tem dois ciclos de vida, o ciclo primário 

e o secundário. Os esporos são os únicos propágulos infectivos do M. roreri, e os frutos 

dos hospedeiros suscetíveis são as únicas partes que o mesmo infecta (EVANS, 1981). 

Após um período de aproximadamente três meses, os frutos doentes tornam-se secos e 

mumificados e permanecem fixos ao tronco do hospedeiro por um longo período, sendo 
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a maior fonte de inóculo (AMPUERO, 1967; CASTAÑO, 1952). Os esporos são 

produzidos em grande quantidade nos frutos doentes, podendo alcançar uma 

densidade de 44 milhões de esporos por cm2 (CAMPUZANO, 1981). RAM (1989) 

determinou que 20 períodos de esporulação sucessiva ocorrem em quatro ciclos 

durante 80 dias. Até mesmo frutos velhos mumificados nas árvores ou caídos no chão 

foram capazes de terem períodos de 13 a 16 esporulações, produzindo inóculo de M. 

roreri até os mesmos se decomporem. De acordo com WOOD & LASS (1985), os 

esporos são produzidos em grande número em poucas semanas, diminuindo 

gradativamente a quantidade em cerca de 10 semanas da infecção, após o qual o 

número torna-se insignificante. EVANS (1981) reportou que esporos têm sido coletados 

na superfície de frutos doentes durante mais de um ano após a infecção inicial. Após a 

liberação, considerável número de esporos infectivos se distribuem sobre os troncos 

das árvores e almofadas florais (RAM, 1989). Variações no número de esporos têm sido 

identificadas em função do tempo, em dias, e das estações do ano (EVANS, 1981). 

Vários aspectos da dispersão da doença ainda não estão bem entendidos 

(WOOD & LASS, 1985). Os propágulos infectivos (esporos) de M. roreri são 

transportados pelo ar e principalmente têm grande facilidade de se dispersarem pelo 

vento (EVANS, 1981), embora a dispersão possa ocorrer também através da água, 

insetos e outros animais (NAUNDORF, 1954). Além do mais, estes são mais resistentes 

a luz e dissecação (EVANS, 1981) do que os de C. perniciosa (PURDY & SCHIMIDT, 

1996).  

 

 

2.1.2.2. Taxonomia 
 
a. Crinipellis perniciosa 

 

O agente causador da vassoura-de-bruxa do cacaueiro foi classificado 

inicialmente por Stahel em 1915 como Marasmius perniciosus. Em 1942, foi transferido 

para o gênero Crinipellis por Singer e, na revisão da sistemática do fungo, foi mantido o 
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binômio Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (SINGER, 1942). Este fungo pertence à 

divisão Eumycota, subdivisão Basidiomycotina, classe  Basidiomycetes, subclasse 

Homobasidiomycetidae, ordem Agaricales e a família Tricholomataceae. As espécies 

pertencentes a esta família caracterizam-se por possuírem basidiomas pileados, 

estipitados, lignícolas, basidiósporos de cor branca e são capazes de revivescerem 

após o secamento quando são umedecidos (ALEXOPOULOS et al., 1996; EVANS, 

1980). Reconhece-se três variedades do fitopatógeno com base na morfologia do 

basidioma: (i) C. perniciosa var. perniciosa, apresentando o píleo esbranquiçado nas 

margens e róseo-avermelhado no centro; (ii) var. citriniceps, com píleos amarelo-citrinos 

e (iii) var. ecuadoriensis possuindo píleos uniformemente vermelhos (PEGLER, 1978). 

 

b. Moniliophthora roreri 
 

 De acordo com RORER (1918), Ralph E. Smith da Universidade da Califórnia 

identificou o fungo causador da podridão de Moniliophthora em 1917 através de frutos 

enviados por Holbert. Smith observou que o fungo parecia pertencer ao Gênero Monília, 

similar a Monília fructigena, muito comum nos Estados Unidos e outros lugares, mas 

não com Phytophthora cactorum, como foi mencionado em alguns relatórios recebidos 

com as amostras. CIFERRI & PARODI (1933) confirmaram a identificação feita por 

Smith e nomeou o fungo como Monilia roreri Ciferri em homenagem a J. B. Rorer, o 

qual foi pioneiro nas investigações desta doença. Eles classificaram o fungo como: 

Classe: Deuteromycetes, Ordem: Hyphales, Gênero: Monília, Espécie: roreri. Com o 

trabalho de EVANS et al. (1978) o fitopatógeno foi então identificado como o estado 

assexual de um fungo Basidiomiceto não conhecido. Assim, um novo gênero foi 

descrito, passando a ser chamado Moniliophthora. 
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2.1.2.3. Sintomatologia 
 
a. Crinipellis perniciosa 
 
A sintomatologia da vassoura-de-bruxa é bastante variada e foi descrita 

detalhadamente por HOLLIDAY (1952), BAKER & HOLLIDAY (1957), THOROLD 

(1975), EVANS (1981b), RUDGARD (1989) e TOVAR (1991). Recentemente foi feita 

redescrição dos sintomas, principalmente em plântulas inoculadas em diferentes 

estádios de desenvolvimento e a comparação com mudas infectadas naturalmente, 

além de alguns sintomas em plântulas e plantas adultas com resistência a C. perniciosa 

(SILVA et al., 2002).  

Quando o fungo infecta ramos ou brotos vegetativos provoca inchaço da parte 

afetada, acompanhada da proliferação de pequenos brotamentos próximos um dos 

outros, onde se prendem as folhas grandes curvadas e retorcidas, que parecem 

vassoura-de-bruxa, advindo o nome da doença. Nas almofadas florais infectadas 

formam-se cachos de flores anormais, hipertrofiadas, com pedicelo grande e inchado, 

que podem não produzir frutos, ou que darão origem a frutos que morrem 

prematuramente, ou cujo crescimento são anormais. Nos frutos os sintomas variam em 

função da idade e o tamanho dos mesmos quando infectados e também quanto ao 

modo de infecção (SILVA et al., 2002). Quando a infecção se dá através do ponto de 

inserção da flor ou por infecção basidiospórica na inflorescência, surgem frutos 

partenocárpicos, deformados, de formato similar do morango e que morrem 

prematuramente, tornando-se negros, petrificados, com menos de 6 cm de diâmetro. Se 

a infecção ocorre em flores já polinizadas, resultam em frutos anormais, com aspecto 

de cenoura, os quais se tornam pretos e petrificados, com 15 cm de comprimento.
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Nos frutos jovens, com 8 semanas, com 2 a 5 cm de comprimento, resultam 

órgãos com maturidade precoce, sobre os quais aparece uma mancha negra, dura e 

irregular, que corresponde, internamente, a tecidos e amêndoas afetados ficando as 

sementes ligadas entre si e inaproveitáveis. Frutos infectados por basidiósporos, com 

idade de aproximadamente 11 semanas, apresentam podridão setorial externa e 

internamente (ORCHARD et al., 1994). As sementes quando infectadas podem ser 

aproveitadas de acordo com o estádio de desenvolvimento em que o fruto foi infectado 

(SILVA et al., 2002). O fungo coloniza primeiramente os tecidos internos dos frutos e 

quando surgem os sintomas externos, as sementes já estão imprestáveis para o 

consumo. 

 

b. Moniliophthora roreri 
 

Os frutos são as únicas partes do cacaueiro que são infectadas naturalmente por 

M. roreri. Os sintomas observados dependem da idade do fruto no momento da 

infecção. A maioria dos sintomas provocados por podridão de Moniliophthora nos frutos 

são parecidos com aos da vassoura-de-bruxa, no entanto a podridão de Moniliophthora 

não provoca frutos do tipo morango ou cenoura (RAM et al., 2004). Os frutos jovens até 

90 dias de idade são mais suscetíveis, decrescendo a suscetibilidade com a idade do 

fruto. Nesse caso, podem ocorrer pequenas lesões localizadas que se restringem 

apenas à casca, podendo-se aproveitar todas ou a parte das sementes. Frutos menores 

que 5 cm de comprimento, o fungo provoca peco fisiológico. Frutos entre 5 a 10 cm 

apresentam deformações e protuberâncias brilhantes, manchas marrons que se tornam 

amarelas, sinal de amadurecimento precoce. Frutos de maior idade apresentam pontos 

necróticos de aparência oleosa, que se transformam em manchas de coloração 

chocolate ou marrom escuro, rodeadas ou não por uma zona amarelada. Infecções em 

frutos desenvolvidos, as sementes também são afetadas e formam uma massa 

compacta, unidas umas às outras e cheias de uma
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substância aquosa, dificultando a remoção das sementes que ficam imprestáveis. 

Devido a este sintoma, a doença é conhecida como podridão aquosa do fruto do cacau 

(RAM et al., 2004). Podridão de Moniliophthora induz cerca de 10 tipos de sintomas nos 

frutos. Do ponto inicial de infecção, o fitopatógeno avança diretamente ao mesocarpo e 

endocarpo, colonizando e destruindo a parte interna do fruto. Posteriormente, os frutos 

apresentam os sintomas externos da doença e, nesse estágio, as sementes ficam total 

ou parcialmente comprometidas (RAM et al., 2004). A forma de infecção dos frutos por 

M. roreri é semelhante ao C. perniciosa, ou seja, externo para internamente. Na 

superfície da lesão necrosada apresentando bordadura irregular, em cerca de 5 a 7 dias 

surge uma massa micelial (pseudo-estroma) de cor branca, que tem cheiro de 

cogumelo. Entre 3 a 5 dias, este micélio se transforma em um pó de coloração cremosa 

ou cinzenta, contendo os esporos do fungo. Frutos doentes e cortados, esporulam 

rápida e abundantemente dentro de 3 a 4 dias em condições ambientais favoráveis. 

Frutos doentes que ficam na árvore, com o tempo se mumificam e endurecem devido a 

desidratação provocada pela produção de grande quantidade de esporos. Os frutos 

mumificados encolhem, apresentando um tamanho parecido com os dos bilros, 

podendo ficar pendurados e escondidos na copa do cacaueiro por um período de cerca 

de dois anos. Estes frutos mumificados endurecem a tal ponto que fica difícil quebrá-los 

com a mão. Posteriormente, sob a influência da chuva, esporulam novamente, 

propiciando um novo ciclo (RAM et al., 2004).   

 

 

2.1.2.4. Controle 
 
a. Crinipellis perniciosa 
 
Como parte do seu controle recomenda-se eliminar as vassouras secas a fim de 

reduzir a fonte produtiva de inóculo, combinada com uma poda anual de manutenção 

durante a estação seca (SUÁREZ, 1979). O controle biológico oferece alternativa 

através do fungo Trichoderma stromaticum que é a base do biofungicida Tricovab, 
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utilizado no controle de C. perniciosa, cuja conseqüência é a redução da esporulação 

do fungo (SAMUELS et al., 2000; GRIFFITH et al., 2003).  

A aplicação de fungicidas protetores e sistêmicos na lavoura é feita como um 

complemento a poda fitossanitária e a utilização de variedade resistentes, pois o uso 

dos mesmos isoladamente não mostra bom controle da vassoura-de-bruxa. Além disso, 

o patógeno ataca tecidos em crescimento, portanto, seu controle com fungicidas se 

torna difícil; situação que se complica devido a que o período de maior infecção 

coincide com a estação chuvosa (DESROSIERS et al., 1955) que podem facilmente 

lavar os fungicidas protetores e devido à baixa translocação dos produtos sistêmicos 

em um planta lenhosa (RESENDE et al., 2000).    

Em 1990, o Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), em Ilhéus, Bahia, iniciou 

um programa de melhoramento genético para resistência a vassoura-de-bruxa, dos 

quais dentre vários materiais genéticos, com excelente potencial de resistência (LUZ et 

al., 2003; SILVA et al., 2003). Para tal, desenvolveu-se um sistema semi-automatizado 

de inoculação artificial com apoio do American Cocoa Research Institute (ACRI), o qual 

vem permitindo a avaliação de um grande número de progênies de cacau sob 

condições controladas. Com a utilização deste sistema, um total de 341 progênies de 

cacau já foram avaliadas quanto à resistência à VB. Paralelamente, a CEPLAC lançou 

vinte clones e três variedades híbridas (Theobahia, Theobahia I, e Theobahia II) 

resistentes, os quais vêm sendo distribuídos e plantados em diferentes agrossistemas 

da região cacaueira da Bahia. Infelizmente, a maioria destes clones é descendente de 

SCA-6, cuja resistência, segundo BARTLEY (1986), tem sido considerada monogênica 

dominante. No entanto, para a situação emergencial da Bahia, face ao desespero dos 

produtores, estes genótipos desempenharam o seu papel, baixando o potencial de 

inóculo na região. 

 

b. Moniliophthora roreri  
 

Atualmente a CEPLAC dispõe de pessoal técnico capacitado e laboratórios 

modernos para detectar a presença de M. roreri no Brasil e ao mesmo tempo orientar 



 17

os produtores sobre as medidas de prevenção e de controle da doença (RAM et al., 

2004). O manejo integrado constituído de tratos culturais (roçagem, desbrota, podas, 

adubação dos cacaueiros, drenagem e raleamento de árvores de sombra); 

fitossanitários (remoção de frutos doentes, tratamento de casqueiros com anti-

esporulantes) e controle quimíco (aplicação de fungicidas a base de cobre) é eficiente 

no controle desta doença (RAM et al., 2004). No tocante a resistência genética, os 

clones descendentes de Scavina não apresentam resistência ao ataque de podridão de 

Moniliophthora. Contudo, alguns clones locais do Peru, Costa Rica (RAM et al., 2004), 

Colômbia (PHILLIPS-MORA, 2005) e Equador (SUÁREZ-CAPELLO, 1996) 

apresentaram certos níveis de resistência a doença. 

A utilização de variedades resistentes é a alternativa mais promissora em longo 

prazo para o controle da vassoura-de-bruxa e podridão de Moniliophthora (SUÁREZ & 

DELGADO, 1993). Dessa forma, os testes para seleção de materiais resistentes são 

cruciais para o melhoramento de cultivares, pois, além do ambiente, o fitopatógeno 

exerce pressão, discriminando as condições e efetividade das seleções devido a sua 

variabilidade genética e provável gama de biótipos. O melhoramento para obter 

cacaueiros resistentes requer um conhecimento da estrutura das populações dos 

fitopatógenos e deve assegurar que as gerações obtidas são expostas a uma ampla 

gama de genótipos da população dos fungos (MILGROOM & PEVER, 2003). 

O conhecimento das populações do patógeno e hospedeiro, faz-se necessário 

para entender os processos que dirigem as variações genéticas destas populações, e a 

partir do qual propor e desenvolver métodos adequados para o controle das 

enfermidades (McDONALD et al., 1989). 

Em cacau, a identificação de genótipos resistentes se vê incompleta devido a 

falta de um método de seleção uniforme. Um dos fatores que complica esta seleção de 

germoplasma é a ampla variabilidade dos fitopatógenos (ANDEBRHAN & FURTEK, 

1993). 
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2.1.2.5. Hospedeiros 
 
a. Crinipellis perniciosa 
 
Crinipellis perniciosa é parasita do cacau como também de outras espécies do 

gênero Theobroma, como grandiflorum (Spr.) K. Scum (cupuaçu), bicolor Humb & 

Bompl., calodesmis, glauca, obovatum Klotz ex Bern (cacau cabeça-de-urubu), 

microcarpa Mart, subincanum Mart. (cupuí), speciosum Willd. (cacauí) e do gênero 

Herrania, como albiflora Gudot, nítida (Poepp) Shultes, purpúrea (Pitter) e os gêneros 

Sterculia speciosa Schum e Entada gigas (L) Falc & Rendle (HOLLIDAY, 1980; TOVAR, 

1991; SUÁREZ & DELGADO, 1993). A espécie é subdividida em quatro biótipos de 

acordo com o hospedeiro que ataca: 1) biótipo-C que infecta predominantemente 

Theobroma spp., mais especificamente o cacaueiro e Herrania spp. (EVANS, 1978; 

BASTOS et al., 1988); 2) biótipo-S que infecta as espécies da família Solanaceae 

(BASTOS & EVANS, 1985; BASTOS et al., 1988); 3) biótipo-L que é 

predominantemente saprofítico e coloniza diversos substratos (EVANS, 1978; HEDGER 

et al., 1987) e 4) biótipo-B que infecta Bixa orellana (BASTOS & ANDERBRHAN, 1986). 

Também se tem reportado atacando espécies pertencentes às famílias 

Solanecea (jiló, jurubeba, berinjela, caiçara), Bixaceae (urucum), Bignoniaceae (alguns 

cipós) e Malpighiaceae (cipó silvestre) (BASTOS & EVANS, 1985; BASTOS & 

ANDEBRHAN, 1986; GRIFITH & HEDGER, 1994; RESENDE et al., 2000; GRIFITTH et 

al., 2003). 

 

b. Moniliophthora roreri 
 

Moniliophthora roreri tem sido reportado somente em espécies de Theobroma e 

Herrania. Frutos de T. bicolor Humb. & Bonpl. e H. balaensis Preuss foram atacados no 

Equador (RORER, 1918). Infecções em T. gileri Cuatr. pode ter contribuído para o 

ingresso da doença no lado ocidental da Colômbia, ao lado oriental do Panamá 

(BAKER et al., 1954). Em adição, EVANS (1981) reportou infecções de M. roreri em T. 
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mammosum Cuatr. & Leon, T. simiarum Donn. Smith, T. sylvestre Mart., T. 

angustifolium Mocino & Sesse, H. nitida (Poepp.) R. E. Schultes, H. pulcherrima 

Goudot. e quatro das cinco espécies identificadas de Herrania. Posteriormente, o 

fitopatógeno foi também identificado em T. grandiflora Wild. Ex Spreng.) Schum e H. 

purpurea (Pitt.) R. E. Schulttes (ENRIQUEZ & SORIA, 1981). 

 

 

2.1.2.6. Relação taxonômica entre Crinipellis perniciosa e Moniliophthora 
roreri 

 
Moniliophthora roreri sempre foi motivo de discussão entre fitopatologistas e 

micologistas devido a sua semelhança com o C. perniciosa. A proximidade taxonômica 

entre estes fitopatógenos tem sido demonstrada em estudos prévios. Baseado em 

similaridades na biologia e sintomatologia, EVANS (1981) sugeriu que M. roreri está 

intimamente relacionado com o C. perniciosa e que estes compartilham de um ancestral 

comum, possivelmente um fungo arbóreo. Moniliophthora roreri evoluiu das montanhas 

ocidentais dos Andes e infectando espécies do gênero Theobroma ou Herrania, 

enquanto que C. perniciosa adaptou-se ao cacau (T. cacao) em seu centro de origem, 

no lado Amazônico da Cordilheira dos Andes. EVANS et al. (2003), com base em 

evidências morfológica, citológica e molecular confirmaram que M. roreri faz parte do 

gênero Crinipellis (Basidiomicota) e que duas variedades podem ser reconhecidas, C. 

roreri var. roreri e C. roreri var. gileri.  GRIFFITH et al. (2003) produziram híbridos entre 

M. roreri e C. perniciosa, demonstrando razoável afinidade entre as espécies. Em 

trabalhos posteriores, PHILLIPS-MORA (2003) utilizou pares de primers de locus 

específicos amplificando dois segmentos de genes de RNA nuclear ribossomal. Os 

resultados geraram confirmação que M. roreri é um Basidiomiceto e sugere fortemente 

que o mesmo pertence à ordem Agaricales e possivelmente à família Tricholomataceae. 

Comparações de seqüências também indicaram que o fungo está intimamente 

relacionado com o C. perniciosa. AIME & PHILLIPS-MORA (2005) com base em 

análises filogenéticas de seqüências de DNA de cinco diferentes regiões nucleares do 



 20

gene (28S rDNA, 18s rDNA, ITS, RPB1 e EF1-α) confirmaram que C. perniciosa e M. 

roreri fazem parte do mesmo taxa, e propuseram um novo nome, Moniliophthora 

perniciosa Aime & Phillips-Mora comb. nov., ambos fazendo parte da família 

Marasmiaceae.  

Apesar do exposto, os dois fitopatógenos têm sido constantemente classificados 

como duas espécies, muito embora morfologicamente outros fitopatógenos com 

diferenças em especificidade do hospedeiro tenham sido reconhecidos como raças, ou 

forma specialis (f.sp.). A introdução de técnicas de biologia molecular ofereceu uma 

nova dimensão na área de sistemática (BRIDGE & ARORA, 1998). Talvez, com o uso 

dos marcadores moleculares, as divergências taxonômicas entre as espécies M. roreri e 

C. perniciosa poderão ser resolvidas, pois o número de características disponíveis para 

comparação é de maior magnitude do que qualquer análise morfológica ou fisiológica. 

Assim, como complemento às análises feitas anteriormente poder-se-á descrever a 

proximidade genética entre estas espécies, com maior acuidade, e posterior 

classificação taxonômica.  

 
 

2.1.2.7. Variabilidade fisiológica de Crinipellis perniciosa e Moniliophthora 
roreri 

 
a. Crinipellis perniciosa 
 
PEGLER (1978) examinou uma gama de basidiocarpos atribuídos a C. 

perniciosa coletados na América do Sul e designou três variedades com base na cor do 

píleo e tamanho dos basidiósporos denominados: var. perniciosa (píleo de coloração 

carmesim a roxo escuro), var. ecuadoriensis (Stahel) Pegler (píleo de cor roxo 

carmesim sem áreas esbranquiçadas) e var. citriniceps Pegler (píleo amarelo).  

WHEELER & MEPSTED (1988) inocularam em plântulas de cacao basidiósporos 

do patógeno coletados de basidiocarpos formados de vassouras secas importadas da 

Bolívia, Brasil, Colômbia, Equador, Trinidad e Venezuela. A diversidade entre cultivos 
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se determinou em função da indução de sintomas pela enfermidade, concluindo-se que 

poderiam existir dois grupos na população de C. perniciosa. O grupo A inclui os 

isolados do Equador, Bolívia e a maioria dos originários da Colômbia. O grupo B inclui 

isolados de Trinidad, Venezuela e da Amazônia brasileira. Variações dentro dos grupos 

também foram observadas.  

McGEARY & WHEELER (1988) compararam 87 isolados do fungo oriundos de 

10 localidades da América do Sul e Caribe. Os isolados se agruparam em seis grupos 

somaticamente correspondentes a: (1) Equador (Pichilingue e Rio Palenque) e 

Colômbia (Chigorodo e Manizales), (2) Equador (Sucua), (3) Brasil ((Manaus), (4) Brasil 

(Ouro Preto), (5) Brasil (Castanhal) e (6) Trinidad e Tobago. 

 Estudos morfológicos em Trinidad, efetuados por LAKER (1989), assinalaram a 

diferença na taxa de crescimento in vitro de isolados cultivados em meio, classificando-

os em dois grupos. Contudo, comparações entre isolados de C. perniciosa provenientes 

da Colômbia, Brasil e Equador através de espectros proteínicos totais, alfa-esterase, 

crescimento micelial em meio PDA e sensibilidade ao triadimefon, não reportaram 

diferenças significativas que indicassem uma diversidade genética ampla do patógeno 

(TOVAR, 1991). 

A expressão de incompatibilidade somática, analisada por PEREZ et al. (1999), 

entre 14 isolados miceliais de C. perniciosa provenientes de diferentes hospedeiros de 

diversos estados brasileiros, mostrou uma grande diversidade e variabilidade entre os 

isolados amostrados, os quais, pela análise de agrupamento, foram divididos em quatro 

grupos: 1) grupo com isolado de Rondônia (cacau), altamente divergente dos demais, 

2) grupo com isolados de cacau, de Belém (PA) e Santo Amaro (Ba), oriundos de 

regiões distintas 3) e 4) grupos formados pelos demais isolados, bastante diversificado, 

onde o isolado de lobeira (Solanum grandiflorum) ficou entre isolados de cacau e 

cupuaçu, sem haver relação entre as regiões de origem. 

LOPES et al. (2001) procederam inoculação de plântulas entre seis e oito 

semanas empregando basidiósporos oriundos de vassouras secas e frutos infectados 

de T. cacao, T. grandiflorum, T. bicolor e Somanum paniculatum, determinando-se que 

T. cacao e T. bicolor foram suscetíveis ao inóculo dos quatro hospedeiros. S. 
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paniculatum foi suscetível ao seu próprio inóculo e ao de T. cacao. T. grandiflorum 

apresentou sintomas tanto ao seu inóculo como ao de T. cacao e T. bicolor. Finalmente, 

o inóculo de T. cacao foi o mais infeccioso em todos os hospedeiros. 

Com a finalidade de adquirir informações para os processos de seleção de fontes 

resistentes, através de estudos de variabilidade patogênica e genética do fungo, 

VIANA-JÚNIOR et al., (2001b) confrontaram estudos de patogenicidade de C. 

perniciosa de vários hospedeiros procedentes da Bahia (cacao e cupuaçu) e Minas 

Gerais (H. acutifolia e S. lycocarpum), inoculando-os em diferentes espécies como T. 

cacao (Catongo), T. bicolor, T. grandiflorum (Cupuaçu). As colônias isoladas de T. 

cacao e cupuaçu foram as únicas patogênicas a todas as espécies. S. lycocarpum foi 

patogênico a cupuaçu. H. acutifolia mostrou sintomas no Catongo e Cupuaçu. Contudo, 

ainda se torna necessário identificar cultivares diferenciadoras e a possível existência 

de raças fisiológicas do fungo. VIANA-JÚNIOR et al. (2001a) também indicaram a 

existência de grande diversidade genética entre isolados brasileiros da Amazônia e 

Bahia e de Minas Gerais, analisados através de estudos de compatibilidade. 

FERREIRA (2005) avaliou a diversidade genética de isolados de C. perniciosa 

provenientes de diferentes estados brasileiros e diferentes hospedeiros através de 

técnicas de compatibilidade somática, permitindo a classificação em 3 grupos: (i) 

isolados de Rondônia e Pará; (ii) isolados de Rondônia, Pará e Amazonas e, (iii) isolado 

de Mato Grosso. 

 

b. Moniliopthora roreri 
 

PHILLIPS-MORA (1996) avaliou cultivares de cacaueiro do banco ativo de 

germoplasma do CATIE (Tropical Agronomic Centre for Research and Education), na 

Costa Rica, em relação a resistência a podridão de Moniliophthora, utilizando sistema 

de inoculação artificial com isolados deste fitopatógeno. A maioria das cultivares foi 

suscetível a doença e apenas 2,6% apresentou um alto nível de resistência.  

SUÁREZ-CAPELLO (1996) avaliou clones de cacaueiro da série EET com 

relação a resistência a C. perniciosa  e M. roreri, no Equador. O clone EET-233 obteve 



 23

o melhor desempenho, principalmente quanto a resistência a M. roreri, sendo uma fonte 

promissora nos programas de melhoramento genético deste país. 

ARÉVALO et al. (1996) avaliaram resistência em cacaueiros das coleções de 

Huallaga e Ucayali, no Peru, contra C. perniciosa, M. roreri, Phytophthora palmivora e 

Ceratocystis fimbriata. Os clones da série Huallaga apresentaram grau de resistência 

satisfatório, principalmente em relação a M. roreri, sendo usados nos programas de 

melhoramento genético no Peru.   

Estudos de patogenicidade (PHILLIPS-MORA, 2005) usando 7 isolados de 

fitopatógenos provenientes da Colômbia, e que representam os 4 maiores grupamentos 

genético do patógeno em cacau, demonstrou, no geral, elevada patogenicidade na 

maioria dos genótipos de cacaueiro utilizados. Contudo, o clone ICS-95 apresentou 

níveis satisfatórios de resistência, sugerindo a sua introdução no programa de 

melhoramento visando resistência a esta doença.   

 

 

2.2. Estrutura genética de populações em fitopatógenos 
 
A análise de diversidade genética e relações entre e/ou dentro de “taxa” é uma 

tarefa de várias disciplinas da biologia. Historicamente, a filogenia, taxonomia e 

caracterização de fungos tem sido inferida por meio de várias características 

fenotípicas, tais como, morfologia, fisiologia, e/ou componentes químicos como os 

metabólitos secundários (MILLS et al., 1998). 

As ferramentas para a análise de fungos foram sendo incrementadas ao longo 

dos anos, e incluem o aprimoramento de microscopia ótica e eletrônica, o 

desenvolvimento de meios de cultura diferenciais, o desenvolvimento de técnicas 

imunológicas, entre outras. Estes métodos, no entanto, avaliam características que são 

uma expressão fenotípica, e que podem ser, muitas vezes, sujeitos a inconsistência 

devido a variações fisiológicas e/ou ambientais (LEAL-BERTIOLI, 1998). 

A introdução de técnicas de biologia molecular ofereceu uma nova dimensão na 

genética de populações de fungos filamentosos (BRIDGE & ARORA, 1998). 
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Marcadores moleculares estão sendo cada vez mais utilizados para caracterizar 

populações de fungos fitopatogênicos (BELABID et al., 2004; JAMES et al., 2004; 

HENSEN et al., 2005; DAVIS et al., 2005). Marcadores podem ser usados para avaliar 

níveis de diversidade genética e relações filogenéticas intra e inter específicas e 

identificar raças e patótipos (LEAL-BERTIOLI, 1998). Uma série de técnicas e 

marcadores genéticos têm sido desenvolvidos para estimar a estrutura genética de 

populações de fitopatógenos, porém nenhuma técnica é vista universalmente como 

ideal; cada uma exibe suas vantagens e desvantagens. Desta forma, a escolha da 

técnica depende das inferências biológicas inerentes a pesquisa em questão, assim 

como do recurso financeiro e pessoal técnico disponível (MUELLER & 

WOLFENBARGER, 1999). 
 
 

2.2.1. Análise da estrutura genética com marcadores moleculares 
 
A estrutura genética refere-se à distribuição heterogênea (não aleatória) dos 

alelos e genótipos, no espaço e no tempo, resultante da ação de forças evolutivas tais 

como: mutação, migração, seleção e deriva genética que atuam dentro do contexto de 

cada espécie e população (HAMRICK, 1982). 

O estudo da variação genética em populações de uma espécie envolve 

basicamente duas questões: (i) quantificar os níveis de variabilidade dentro das 

populações e (ii) caracterizar o nível de estruturação genética entre populações 

(HAMRICK, 1982). 

Os processos microevolutivos que promovem mudanças nas freqüências gênicas 

e genotípicas podem ser divididos em duas classes: os “sistemáticos” (mutação, 

seleção e migração), que tendem a mudar a freqüência gênica de uma maneira que 

pode ser predita, tanto em quantidade quanto em direção, e o “dispersivo” (deriva 

genética), que surge em pequenas populações pelos efeitos de amostragem, e pode 

ser predito em quantidade, mas não em direção (METTLER & GREGG, 1973; MAYR, 
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1977). Dentre estes fatores, a migração e a mutação aumentam a variabilidade genética 

dentro das populações.    

Os parâmetros genéticos mais utilizados para quantificar variabilidade genética 

em populações de fitopatógenos têm sido o número de alelos por loco, porcentagem de 

locus polimórficos, heterozigosidade esperada e observada e índice de fixação 

(HAMRICK, 1983, McDONALD, 2004). 

A estimativa da freqüência de um alelo particular em uma população, chamada 

freqüência gênica ou alélica, é considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a 

mudança genética de uma população pode ser avaliada pela mudança das suas 

freqüências gênicas (NEI, 1978). O número de alelos observados por loco aumenta em 

função do tamanho da amostra. Deste modo, amostras grandes possuem maior chance 

de detectar alelos raros.  

O conhecimento da freqüência dos heterozigotos apresenta importância na 

medida que cada heterozigoto carrega diferentes alelos, os quais demonstram a 

existência de variação genética na população (WEIR, 1996). 

Para analisar marcadores dominantes, EXCOFFIER et al. (1992) pela introdução 

da estatística φ, proporcionaram uma nova alternativa para esse tipo de marcadores. 

Informações sobre a divergência de DNA de dados provenientes de haplótipos foram 

incorporadas na forma de análise de variância, derivada da matriz de distâncias 

quadradas entre todos os pares de haplótipos. Esta análise de variância, denominada 

AMOVA, produz estimativas dos componentes de variância das análogas estatísticas F, 

que os autores chamaram de estatísticas φ, que refletem a correlação da diversidade 

dos haplótipos em diferentes níveis de subdivisão hierárquica. Segundo os autores, a 

AMOVA é facilmente aplicável em diferentes situações e constitui uma estrutura 

coerente e flexível para análise de dados moleculares. 

 A base da análise apresentada por EXCOFFIER et al. (1992) é que as somas de 

quadrados convencionais (SQ) podem ser escritas na forma de somas de quadrados de 

diferenças entre pares de observações. Desta forma, eles construíram uma análise de 

variância molecular hierárquica, partindo diretamente da matriz das distâncias 

quadradas de todos os pares de haplótipos. Os autores estudaram dez populações 
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humanas, para as quais amplos conjuntos de dados são disponíveis na literatura. Estas 

populações representam cinco grupos regionais, com duas populações cada. O 

polimorfismo do material amostrado foi analisado através de cinco enzimas de restrição.  

A caracterização da estrutura genética entre populações, a partir de dados de 

marcadores genéticos codominantes, pode ser abordada por três metodologias 

diferentes: (i) estatísticas F de Wright (WRIGHT, 1965, NEI, 1977); (ii) análise da 

diversidade gênica em populações subdivididas (NEI, 1973, 1977, 1987); e (iii) análise 

da variância de freqüências gênicas (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY, 1992; WEIR, 

1996). As três abordagens apresentam bases genéticas similares, porém, são 

complementares em relação ao significado biológico das estimativas obtidas. Desta 

forma, as estatísticas F permitem a caracterização da distribuição da variabilidade 

genética entre populações (FST), assim como dos níveis médios de endogamia ao nível 

populacional (FIS) e total (FIT). Os coeficientes de coancestralidade (θ) possibilitam a 

avaliação da divergência em diferentes níveis de hierarquia, além de possibilitar a 

obtenção de estimativas de endogamia, a partir de uma base não viesada. E a análise 

da divergência gênica em populações subdivididas permite a comparação dos níveis de 

heterozigosidade entre e dentro das populações, bem como a obtenção de uma 

estimativa de divergência, a partir de uma base diferente daquela que fundamenta as 

estimativas de FST e θ. 

As estatísticas F foram inicialmente desenvolvidas para o caso de um loco com 

dois alelos (WRIGHT, 1965). Posteriormente, NEI (1977) adaptou esta metodologia 

para locos multialélicos, contrastando um alelo p contra os outros alelos (1-p), através 

dos conceitos de heterosigosidade observada e esperada. Esta estatística admite que 

todos os desvios de panmixia sejam exclusivamente devidos aos efeitos da deriva 

genética e do sistema de reprodução.  

Assim, conforme WRIGHT (1965): 

1 – FIT  = (1 – FIS) (1 – FST) 

onde, 

FIT = índice de fixação ou coeficiente de endogamia para o conjunto das 

populações (devido ao sistema reprodutivo e subdivisão), 
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FIS = índice de fixação ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido ao 

sistema reprodutivo), 

FST = índice de fixação ou coeficiente de endogamia entre populações (devido à 

subdivisão). 

A análise de freqüências gênicas (COCKERHAM, 1969) foi desenvolvida 

baseada na pressuposição de que as populações em estudo são oriundas de uma 

mesma população ancestral, permitindo assim a estimativa do coeficiente de 

parentesco (coancestralidade) e endogamia. Nesta metodologia, todos os desvios de 

panmixia também são considerados devidos a deriva genética a ao sistema de 

reprodução. Também neste caso, a análise de freqüências gênicas fornece os níveis de 

fixação médios dentro das populações (f), do conjunto das populações (F) e a 

divergência genética entre populações ou o coeficiente de parentesco entre dois 

indivíduos dentro de populações (θP), parâmetros relacionados por: 

f = (F  - θP) / (1 - (θP) 

A análise da diversidade genética em populações subdivididas foi desenvolvida 

por NEI (1973), com o intuito de obter uma medida de estrutura de populações que 

acomodasse locos multialélicos. Tal medida pode ser utilizada em qualquer população, 

independente do número de alelos por loco, sistema de reprodução e da atuação de 

forças evolutivas (seleção, migração, deriva e mutação). O grau de diferenciação entre 

subpopulações é estimado, decompondo-se a heterozigosidade total (HT), referente ao 

conjunto das populações, em seus componentes: 

HT  = HS  + DST 

em que HS corresponde a média ponderada dos valores de H calculados para 

subpopulações e representa a parte atribuída à variabilidade genética dentro de 

populações. DST é o componente de variabilidade atribuível à diferenciação entre 

subpopulações e é calculado como DST = HT  – HS. A razão entre DST e HT expressa a 

proporção da variabilidade total explicada por diferenças genéticas entre as subdivisões 

da população:   

GST = DST / HT 
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Sob modelo aleatório, pode-se considerar que as populações amostradas 

representam a espécie tendo história evolutiva comum. Mesmo que as populações 

tenham se diferenciado com o decorrer do tempo, a análise é constituída sob a hipótese 

de que há uma única população de referência. A análise da diferenciação em modelos 

aleatórios é subordinada ao fato de que a amostragem genética faz com que os 

diferentes alelos na população sejam dependentes ou relacionados (WEIR, 1996). 

Assim, quando o interesse está voltado ao quanto as populações se 

diferenciaram dentro de uma espécie, no decorrer do tempo, o modelo aleatório torna-

se o mais adequado, uma vez que essas populações possuem uma origem comum 

onde o processo de diferenciação ocorreu ao acaso. Neste caso, o emprego das 

abordagens das estatísticas F de Wright ou das medidas análogas de Cockerhan é 

bastante adequado na estimação dos parâmetros de diferenciação genética das 

populações (WEIR, 1996).   

No entanto, quando as populações sofrem algum tipo de perturbação, como no 

caso da ação antrópica, e que desta forma não possuem uma história evolutiva comum, 

as análises devem ser elaboradas sob modelo fixo. Neste caso, a abordagem da 

análise da diversidade em populações subdivididas de NEI (1973) torna-se a mais 

adequada, uma vez que essa abordagem independe das pressuposições das 

estatísticas de Wright e Cockerhan. Além disso, sob a abordagem de populações fixas, 

diferentes populações da mesma espécie são comparadas simplesmente pela 

comparação de freqüências ou médias (WEIR, 1996). 

 A análise de agrupamento ou análise de cluster é uma técnica multivariada que 

visa classificar n itens diversos (populações, clones, variedades, indivíduos, etc.), 

avaliados por um conjunto de p caracteres ou variáveis, a partir de uma medida de 

distância entre os itens (DIAS, 1998). A técnica compõe-se de duas etapas: 1) geração 

de uma matriz de distâncias a partir da amostra dos n itens, totalizando n (n-1)/2 pares 

de distância; 2) aplicação de um algoritmo de agrupamento sobre essa matriz, de modo 

a identificar e conectar grupos homogêneos. Tais grupos são representados 

graficamente em um diagrama de árvore denominado dendograma.  
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 A mais usual das medidas de dissimilaridade é a distância euclidiana e pode ser 

calculada a partir de dados de freqüências alélicas e de dados binários do tipo presença 

(1) ausência (0) de dado alelo (DIAS, 1998). Os coeficientes de dissimilaridade têm a 

função de representar a relação linear entre dois itens avaliados por um conjunto 

comum de p variáveis. Esses coeficientes em sua maioria, são calculados a partir de 

variáveis binárias representando presença e ausência, com valores de 1 e 0, 

respectivamente. Existem vários coeficientes de similaridade disponíveis (SOKAL & 

SNEATH, 1963; SNEATH & SOKAL, 1973; ROMESBURG, 1984; GOWER & 

LEGENDRE, 1986; BUSSAB et al., 1990; ALFENAS et al., 1991; EVERITT, 1993). 

 Em relação aos métodos de agrupamento, a literatura contém numerosos 

métodos para utilização nas mais diversas áreas da ciência (SNEATH & SOKAL, 1973; 

ROMESBURG, 1984; BUSSAB et al., 1990; EVERITT, 1993; CRUZ & REGAZZI, 1994). 

O princípio geral de todos os métodos tem sido o de maximizar a similaridade dentro de 

grupos e a dissimilaridade entre grupos.  

 A partir de um dendograma, derivado dos índices de similaridade entre os 

indivíduos, não é possível determinar os limites de confiança para os agrupamentos. 

Uma análise de bootstrap consiste em uma estatística não paramétrica dos limites de 

confiança. Várias matrizes são criadas em função das unidades operacionais 

taxonômicas x variáveis do estudo. Os dendogramas são construídos para cada uma 

dessas matrizes novas e a freqüência com que cada agrupamento novo se repete, em 

todos os dendogramas, permite avaliar o grau de confiança desses grupos (DIAS, 

1998).  

 A análise de componentes principais (principal components analysis – PCA) é 

uma técnica multivariada, proposta por Pearson em 1901 e desenvolvida por Hotelling 

em 1933, para aplicação, originalmente, em variáveis quantitativas (DIAS, 1998). O 

princípio desta análise está na rotação ortogonal dos eixos cartesianos, preservando a 

variância total contida nos dados originais.   

 A disponibilidade de softwares para processamento de análises 

multidimensionais é muito grande, e em relação a escolha do (s) programa (s) deve-se 



 30

considerar, sobretudo, a robustez, a simplicidade, a abrangência, o estabelecimento de 

conexões entre os procedimentos e a existência de manual.   

 

 

2.2.1.1. Marcadores dominantes 
 

A técnica do RAPD (Random amplified polymorphic DNA) consiste na 

amplificação in vitro de regiões de DNA flanqueadas por iniciadores (primers) arbitrários 

(WILLIAMS et al., 1990; WELSH & McCLELLAND, 1990; CAETANO-ANOLLÉS et al., 

1991). É um método baseado na reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) descrita 

por SAIKI et al., (1988), envolvendo três estágios: desnaturação do DNA alvo pela 

elevação da temperatura para 94 0C por 60 segundos, ligação do primer ao DNA alvo, 

ocorrendo a uma temperatura de 36 0C por 60 segundos, e extensão enzimática da fita 

de DNA recém amplificada, ou seja, neste passo, dNTPs são adicionados às bases 

complementares da fita de DNA alvo pela enzima Taq polimerase a uma temperatura 

de 72 0C por 60 segundos (LEAL-BERTIOLI, 1998). Este ciclo é repetido em torno de 

40 vezes, para que haja amplificação de um fragmento RAPD no genoma analisado. 

Os componentes da reação são: DNA alvo, primers, que são pequenos 

fragmentos de DNA de fita simples com normalmente 10 pares de bases de 

comprimento com 50% de conteúdo dos nucleotídeos guanina e citosina; Taq 

polimerase, que é a enzima isolada da bactéria termófila Thermus aquaticus (SAIKI et 

al., 1988), dNTPs, ou seja, os quatro deoxinucleotídeos e tampão de reação da enzima 

(LEAL-BERTIOLI, 1998). Os produtos desta reação são visualizados por meio de 

eletroforese, utilizando géis de agarose corados com brometo de etídeo e observados 

na luz ultravioleta e, dependem da complementaridade entre as seqüências dos 

oligonucleotídeos (primers) e do DNA em estudo, da distância entre os 

oligonucleotídeos e das condições de reação (WILLIAMS et al., 1990). 

Marcadores RAPD são dominantes, ou seja, não é possível distinguir se a 

presença de uma determinada banda é proveniente de um locus homozigoto (AA) ou 
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heterozigoto (Aa) (WILLIAMS et al., 1990), contudo esta característica pode ser prevista 

sem nenhuma influência sobre a eficácia do método para revelação de bandas. 

A análise de divergência de indivíduos baseia-se na presença ou ausência de 

bandas, que pode advir de inúmeros fatores, dentre eles pode-se citar: a inexistência do 

sítio de homologia para o iniciador ou a modificação deste por alguma mutação, não 

sendo mais reconhecido; a ocorrência de uma inserção entre os sítios, distanciando-os, 

o que leva a não amplificação, ou mesmo ocorrendo, o fragmento amplificado terá 

tamanho diferente aparecendo a banda em outra posição; a existência de um sítio 

alternativo, semelhante, porém não igual ao sítio real, mas que é reconhecido pelo 

iniciador levando à amplificação de fragmentos inteiramente diferentes (WILLIAMS et 

al., 1990). 

Marcadores RAPD possuem várias vantagens: um grande número de iniciadores 

pode ser utilizado; não há necessidade de trabalhos preliminares, tais como, o 

isolamento de sondas, a marcação e a digestão do DNA; cada marcador equivale a um 

sítio alvo da seqüência de DNA, simplificando a informação; é um método que pode ser 

automatizado, levando à obtenção mais rápida e eficiente de mapas genéticos; é uma 

técnica mais simples, barata e rápida do que os RFLPs (WILLIAMS et al., 1990; 

WELSH & McCLELLAND, 1990; CAETANO-ANOLLÉS et al., 1991). Além do mais, 

diversos trabalhos têm sido conduzidos, com sucesso, utilizando marcadores RAPD 

visando caracterizar diversidade genética em microrganismos (MA et al., 2001; WEEDS 

et al., 2003; BELABID et al., 2004; JAMES et al., 2004; HENSEN et al., 2005; DAVIS et 

al., 2005). 

 
 

2.2.1.2. Marcadores codominantes 
 
Os microssatélites também conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats) 

são poderosos marcadores moleculares com comportamento Mendeliano e consistem 

de trechos de DNA de unidades mono-, di-, tri-, tetra- ou penta-nucleotídica repetidas ao 

acaso, dispersas por todo o genoma eucarioto (HAMADA et al., 1982).  
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O polimorfismo de locos microssatélites é revelado pela amplificação via PCR do 

DNA total usando um par de primers, compostos de 18 a 24 nucleotídeos que 

flanqueiam e definem o loco microssatélite (LITT & LUTY, 1989; WEBER & MAY, 1989). 

O notável valor desta classe de marcadores resulta da sua natureza multialélica, 

transmissão codominante, fácil detecção por PCR, relativa abundância, extensiva 

cobertura do genoma e necessidade mínima de DNA para análise genética. Outra 

vantagem é a facilidade de troca de informações entre laboratórios, visto que as 

seqüências dos primers proporcionam uma linguagem comum e a identificação alélica 

em estudos populacionais é direta e objetiva, em contrapartida às dificuldades 

observadas com RFLP (POWELL et al., 1996; STEPHAN & CHO, 1994). A alta taxa de 

mutações encontrada nestas regiões ocorre devido à alta incidência de 

“escorregamento” na replicação e “crossing-over” desigual, como foi demonstrado in 

vitro por SCHLOTTERER & TAUTZ (1992), gerando locos multialélicos devido ao 

número variável de repetições. 

O conteúdo informático de um loco SSR é bastante alto justamente por se tratar 

de seqüências de alta taxa evolutiva. Quanto à acessibilidade apresentam limitações no 

que se refere ao custo final de obtenção de primers informativos, que serão utilizados 

na reação da PCR para amplificar alelos de cada loco. No entanto, uma vez obtidos os 

primers informativos para uma espécie, os custos e a demanda de mão–de-obra são 

reduzidos drasticamente, e os ensaios laboratoriais são rápidos, aumentando a 

acessibilidade da técnica (BUSO, 1998). 

Locos microssatélites têm sido descritos para uma grande variedade de 

fitopatógenos, como Russula brevipes (BERGEMANN & MILLER, 2002), Phytophthora 

infestans (KNAPOVA & GISI, 2002), Orobanche crenata (ROMÁN et al., 2002), 

Phialophora gregata (HARRINGTON et al., 2003), Sclerotinia sclerotiorum (ATALLAH et 

al., 2004) e Erysiphe necator (CORTESI et al., 2004). 
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2.3. Mecanismos de variabilidade genética em fungos 
 
As interações hospedeiro-patógeno podem ser visualizadas como uma luta entre 

dois organismos pela sobrevivência. De um lado o patógeno mobiliza suas armas 

químicas para atacar o hospedeiro em potencial, enquanto este último, através de 

mecanismos estruturais e/ou bioquímicos, procura defender-se do patógeno 

(PASCHOLATI et al., 1998). Estas interações são marcadas por íntimas relações 

geneticamente controladas denominadas de coevolução, onde modificações genéticas 

na população de um dos componentes são acompanhadas por modificações genéticas 

na população do outro (CAMARGO, 1995). 

A existência de uma relação gene-e-gene em sistemas hospedeiro-patógeno foi 

demonstrada por FLOR (1942) no patossistema Linum usitatissimum-Melampsora lini. 

Essa relação estabelece que para cada gene de resistência no hospedeiro existe um 

gene correspondente de virulência no patógeno. Alterações nas populações de 

patógenos, em resposta aos genes de resistência no hospedeiro, foram encontradas 

em interações de plantas com vírus, bactérias, nematóides e insetos (ROBINSON, 

1976). 

 
 

2.3.1. Mutação 
 
A mutação é o principal mecanismo gerador de novos genes (CAMARGO, 1995) 

sendo a mais importante fonte de variabilidade genética em fungos fitopatogênicos 

(CASELA & GUIMARÃES, 1996). A ocorrência de mutações é devida a erros na 

duplicação cromossômica tanto na meiose, mutação germinal presente em fungos de 

reprodução sexuada, como na mitose, mutação somática que ocorre em fungos e 

bactéria durante os processos de reprodução assexuada (CAMARGO, 1995). 

As mutações podem também ser classificadas em mutações gênicas ou 

cromossômicas. Existem, no entanto, várias causas que podem provocar tais mutações, 

porém, todas afetam a seqüência de bases nitrogenadas do DNA. As causas são: 
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substituição, deleção, adição de um ou mais nucleotídeos e inversão de um ou mais 

segmentos de DNA. As mutações cromossômicas correspondem a quebra de 

fragmentos cromossômicos e podem ser deleções de segmentos, inserções e 

duplicações, inversões e translocações, ocorrendo a troca de segmentos entre 

cromossomos não homólogos (CAMARGO, 1995). 

 
 
2.3.2. Recombinação meiótica ou reprodução sexuada 

 
A recombinação meiótica é um processo que atua ampliando a variabilidade 

genética em populações de fungos fitopatogênicos, pela quebra de combinações já 

existentes e pela formação de novas combinações genéticas (CASELA & GUIMARÃES, 

1996). Na reprodução de fungos existem dois sistemas de ciclo sexual: o sistema 

heterotálico, onde cruzamentos acontecem entre indivíduos de grupos diferentes e o 

sistema homotálico, onde os cruzamentos ocorrem entre quaisquer indivíduos 

(CAMARGO, 1995). 

 

 

2.3.3. Recombinação parassexual 
 
Este processo ocorre em fungos imperfeitos que não apresentam o ciclo 

sexuado, e consiste basicamente da formação de um núcleo diplóide pela fusão ao 

acaso de dois núcleos haplóides, seguido de crossing over mitótico (CASELA & 

GUIMARÃES, 1996). Ainda que sejam infreqüentes os recombinantes num ciclo 

parassexual, em comparação com o ciclo sexual, o processo pode ser significativo para 

a evolução dos fungos assexuados (DAVIS et al., 1973). 
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2.3.4. Herança citoplasmática 
 
A herança citoplasmática é importante como fonte de variabilidade em fungos 

fitopatogênicos, onde há presença de um sistema genético nas organelas do citoplasma 

(CAMARGO, 1995) e pela ocorrência de RNA de fita dupla com atividade genética 

(CASELA & GUIMARÃES, 1996). Na fusão de dois citoplasmas, fato que ocorre tanto 

no ciclo sexual como no parassexual, há novas combinações de núcleos e citoplasmas 

podendo resultar em combinações inéditas de genomas contendo genes determinantes 

de patogenicidade ou virulência. 

 
 
2.3.5. Heterocariose 

 
O processo consiste na coexistência de dois núcleos geneticamente distintos em 

uma única hifa (CAMARGO, 1995). Em fungos, este processo pode também ocorrer em 

virtude de anastomoses entre células vegetativas de linhagens geneticamente 

diferentes. A estabilidade da heterocariose varia conforme a classe de fungo, ocorrendo 

em ferrugens, carvões himenomicetos e deuteromicetos. Os basidiomicetos conservam 

sua condição heterocariótica, sendo que a capacidade de dissociação em componentes 

homocarióticos é bastante limitada. Os ascomicetos e deuteromicetos apresentam 

comumente a dissociação de heterocarios. 
 

 

2.3.6. Transposons 
 

Transposons são fragmentos de DNA que podem mover-se de um sítio a outro 

em uma molécula de DNA ou cromossomo, podendo ocorrer no mesmo cromossomo 

ou em cromossomos diferentes (CASELA & GUIMARÃES, 1996).  
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2.3.2. Variabilidade genética de Crinipellis perniciosa e Moniliophthora 
roreri 

 
a. Crinipellis perniciosa 
 
ANDEBRHAN & FURTEK (1994) usando 177 locos de marcadores RAPD, dos 

quais 56 foram polimórficos, mostraram que a variabilidade genética foi maior entre oito 

isolados de C. perniciosa, coletados a partir de vassouras secas em diferentes origens 

geográficas, na Amazônia do que entre isolados de diferentes espécies hospedeiras 

(Sterculiaceae, Solanaceae e Bixaceae). Os resultados indicaram que a proximidade 

geográfica para a determinação da relação genética entre isolados foi mais importante 

que as espécies das plantas hospedeiras. Esses autores também detectaram que 

padrões de bandas de RAPD entre basidiomas na mesma vassoura foram similares, 

entretanto, foram detectadas diferenças entre padrões de bandas de culturas 

monospóricas do mesmo basidioma. 

YAMADA et al. (1998) determinaram as relações por análise RAPD entre duas 

classes de isolados de C. perniciosa obtidos de quatro espécies de solanáceas 

(Athenaea aff pogogena, Solanum gilo, S. paniculatum, S. rugosum) crescendo junto ao 

cacaueiro, comparando-se com isolados de T. cação. Nesse estudo foram distinguidos 

três grupos provenientes das solanáceas: 1) S. rugosum de Manaus, 2) S. paniculatum  

de Camacâ e 3) Resto de cepas coletados na Bahia. Os isolados de cacao da Bahia 

foram distintos das solanáceas, exceto um de S. paniculatum que se agrupou com os 

de cacao. 

ANDEBRHAN et al. (1999b) analisaram 46 isolados de C. perniciosa, com 20 

primers RAPD, obtendo 258 loci, dos quais 108 foram polimórficos. Análises de 

agrupamento originaram quatro grupos de similaridade genética: 1) grupo contendo 

isolados de Ariquemes (RO); 2) grupo contendo isolados de Ouro Preto (RO); 3) grupo 

contendo isolados da região sul da Bahia e 4) grupo com isolados da região norte da 

Bahia. Pelo fato do grupo de isolados do sul da Bahia ter sido mais similar aos isolados 
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da Amazônia, do que aos isolados no norte da Bahia, os autores sugeriram que pode 

ter ocorrido dois pontos focais independentes de introdução do patógeno na Bahia. 

GOMES et al. (2000) analisaram a diversidade genética de C. perniciosa 

proveniente de 20 municípios da Bahia, com 13 primers decâmeros, gerando 100 

marcadores RAPD. Pelas análises de agrupamento e dispersão foram definidos três 

grupos: isolados do sul, isolados do norte e isolados com características intermediárias, 

evidenciando a variabilidade genética do patógeno e uma tendência de regionalização 

dos isolados obtidos na região cacaueira baiana. 

A variabilidade genética entre 10 isolados monospóricos de C. perniciosa, sendo 

cada isolado monospórico proveniente de diferentes estados brasileiros (BA, MG, AM, 

MT, PA e RO) e de diferentes hospedeiros (Theobroma cacao, Solanum lycocarpum e 

Heteropterys acutifolia), por marcadores RAPD, também foi objeto de estudo de NIELLA 

et al. (2000). Esses autores evidenciaram a formação de um grupo principal com três 

isolados da Bahia e um do Pará, os demais isolados foram distintos dos isolados do 

grupo principal, sendo que os isolados de Mato Grosso (T. cacao) e Minas Gerais (S. 

lycocarpum e H. acutifólia) foram os mais divergentes.  

GRAMACHO et al. (2002a) usando marcadores moleculares RAPD, detectaram 

quatro populações de C. perniciosa em T. cacao, a partir de 25 isolados coletados em 

almofadas florais, flores, ovários, gemas apicais e frutos de uma mesma árvore. Em 

outro trabalho, esses autores caracterizaram por análise molecular (RAPD e rDNA) e 

por teste de patogenicidade, isolados de C. perniciosa a partir de diversos hospedeiros. 

Isolados provenientes de Stigmaphyllon blanchetii C. E. Anderson (Malpighiaceae) e 

Solanum rugosum foram separados dos isolados de C. perniciosa de T. cacao, sendo 

sugerido por eles, que esses isolados possuem um genótipo diferente daqueles de T. 

cacao, na Bahia. Nos testes de patogenicidade entre isolados de C. perniciosa de T. 

cacao e de S. blanchetii não ocorreu infecção nas inoculações cruzadas (GRAMACHO 

et al., 2002b). 

ARRUDA et al. (2003a) analisando 120 isolados de C. perniciosa procedentes da 

Bahia, Minas Gerais, Distrito Federal e região Amazônica, infectando T. cacao, H. 

acutifolia e  S. lycocarpum, analisaram variações genéticas através de análises de DNA 
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ribossomal das regiões ITS, IGS e mitocondrial (SSUrDNA). Os produtos da PCR foram 

digeridos com três enzimas de restrição e se detectou polimorfismo nas análises das 

regiões IGS e rDNA permitindo separação em dois grupos: 1) Cacao e Solanum e 2) H. 

acutifolia. A caracterização molecular de 50 isolados de C. perniciosa originados de T. 

cacao, H. acutifoliae S. lycocarpum, através de ERIC-PCR revelou através das análises 

dos padrões de bandas uma separação de isolados em função do hospedeiro de 

origem. Considerável variabilidade intraespecífica foi observada dentro de isolados 

provenientes de T. cacao, com grupos distintos, observando correlação com origem 

geográfica (ARRUDA et al., 2003b). 

GRAMACHO et al. (2003), usando marcadores do tipo RAPD, determinaram a 

estrutura genética de populações de C. pernicosa da Bahia, coletadas de plantações de 

cacao infectadas naturalmente e localizadas em três zonas agroecológicas em uma 

mesma época. Reportaram que a população de C. pernicosa infectando plantações 

apresentou diferenças na sua estrutura populacional, havendo regionalização de grupos 

de isolados.  

Mapeamento molecular de cromossomos de C. perniciosa foi desenvolvido por 

RINCONES et al. (2003). Esses autores relatam pela primeira vez o número de 

cromossomos, o tamanho do genoma e o polimorfismo cromossomal para o biotipo C, 

cacau de C. perniciosa, pela técnica de eletroforese por pulse-field (PFGE). Os autores 

relataram que isolados analisados de C. perniciosa apresentaram um genoma de 

aproximadamente 30 Mb, contendo 6 a 8 cromossomos. Nos experimentos de 

hibridização, a partir de seqüências de telômeros, foi mostrado que dos quatro isolados 

de C. perniciosa de T. cacao da Bahia, três apresentaram seis bandas cromossomais 

com repetições de rDNA hibridizados no cromossomo 2, enquanto no único isolado de 

C. perniciosa, com oito bandas cromossomais, essa região do rDNA hibridizou no 

cromossomo 1. 

IGNACCHITI et al. (2003), com base em seqüências disponibilizadas do genoma 

do C. perniciosa desenharam oligonucleotídeos para amplificar possíveis seqüências 

pertencentes a transposons da Classe II. Duas dessas seqüências apresentaram 

homologia a dois diferentes elementos pertencentes a família Ac e foram denominados 
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Ac1 e Ac2. Com a hibridização de enzimas de restrição com o fragmento Ac1 da 

maioria dos isolados de C. perniciosa testados, foi observada variação no número e 

tamanho das bandas encontradas, estando de acordo com a presença de elementos 

ativos, capazes de mudar de posição. 

PEREIRA et al. (2003) detectaram e analisaram seqüências putativas de 

transcriptase reversa no banco de dados do genoma do C. perniciosa. DNAs de 

diferentes isolados deste fitopatógeno foram amplificados por PCR e foi observada a 

presença da putativa seqüência de transcriptase reversa. Muitas bandas foram 

constituídas de mais de um tipo de seqüência, sugerindo a ocorrência de sub-famílias 

do possível elemento em C. perniciosa.  

LANA (2004), utilizando marcadores RAPD avaliou 37 isolados de C. perniciosa 

provenientes de diversos hospedeiros e regiões do Brasil. A análise de agrupamento 

separou os isolados em 8 grupos e constatou que isolados obtidos de uma mesma 

planta não se agruparam, reforçando a hipótese de que isolados geneticamente 

diferentes podem ocupar a mesma planta hospedeira. 

SOLIS (2005), utilizando marcadores RAPD, analisou a diversidade genética de 

isolados de C. perniciosa provenientes de regiões produtoras de cacau do Equador e 

comparou a proximidade genética desses isolados com isolados da Bahia, Brasil. Os 

isolados do Equador, formaram cinco grupos distintos correspondentes a diferentes 

áreas: Costa Norte, Costa, Costa Central, Sierra e Oriente. Através da análise de 

componentes principais 3 isolados da Bahia se relacionaram com isolados do grupo da 

Costa Central.  

PLOETZ et al. (2005) analisaram a variação genética de 40 isolados de C. 

perniciosa com base em marcadores AFLP. Os isolados foram agrupados em dois 

grupos distintos: isolados do biótipo C (patogênico ao cacau) provenientes da Bolívia, 

Brasil, Equador e Trinidad e isolados do biótipo S (patogênico a hospedeiros de 

solanáceas) e M. subcuneiformis. Os resultados corroboram com a hipótese de que C. 

perniciosa foi provavelmente introduzido na Bahia através de isolados da base do 

Amazonas. 
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b. Moniliophthora roreri 
 

Estudos sobre diversidade genética em M. roreri ainda são muito incipientes. 

Diversidade genética foi estudada através de marcadores moleculares em isolados 

coletados da América Central, centro do Equador e Peru (PHILLIPS-MORA, 2003). 

Análises das seqüências de AFLP, ISSR e ITS revelaram que o fitopatógeno tem uma 

considerável variação genética. Uma alta variabilidade foi observada na região norte-

oriental da Colômbia indicando que esta região representa o centro de diversidade do 

fitopatógeno. Isolados do Equador mostraram níveis de diversidade genética 

intermediários, e os da América Central exibiram baixos níveis de diversidade genética. 

Foram identificados cinco grupos específicos: (i) Colômbia Central, (ii) Colômbia (El 

Carmen Chucuriu), (iii) T. gileri (Equador), (iv) Equador Central, e (v) Colômbia, 

Santander, areas periféricas do Equador, Peru e Venezuela. 

 

 

3. OBJETIVOS DA PESQUISA 
 

3.1. Objetivo geral 
 
Estudar a estrutura genética de populações de C. perniciosa e M. roreri oriundas 

do Continente Americano advindas de cacaueiros com diversas origens de cruzamentos 

(híbridos) por meio de marcadores moleculares RAPD e microssatélites. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 
 

(i) Comparar as metodologias de caracterização genética populacional de C. 

perniciosa e M. roreri por marcadores dominantes (RAPD) e por marcadores 

codominantes (microssatélites); 
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(ii) Selecionar primers de marcadores microssatélites para M. roreri a partir de 

primers desenvolvidos para C. perniciosa. 
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CAPÍTULO 2 - ANÁLISE DA ESTRUTURA GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE 
Crinipellis perniciosa DO CONTINENTE AMERICANO COM BASE EM 
MARCADORES MICROSSATÉLITES 
 

 

RESUMO - O fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é o agente causal da 

vassoura-de-bruxa do cacaueiro. A doença se constitui num dos maiores entraves para 

o desenvolvimento desta cultura, sendo um fator limitante à produção de cacau em 

regiões produtoras nas Ilhas do Caribe e Continente Americano. Basicamente, os 

estudos descritos envolvendo genética populacional até agora examinaram a 

diversidade genética em isolados de C. perniciosa em populações regionais, não 

havendo especificadamente análise genética da estrutura de populações deste 

patógeno em diferentes níveis. Além do mais, a maioria destes trabalhos tem focado o 

estudo de isolados em diferentes biótipos e o entendimento da origem do fungo na 

Bahia. A estrutura genética de populações de Crinipellis perniciosa oriunda do Brasil, 

Equador, Peru e Trinidad foi avaliada usando marcadores microssatélites ou SSR. Sete 

loci SSR distribuídos por todo o genoma do C. perniciosa foram genotipados utilizando 

gel de prata e os dados obtidos foram utilizados para o cálculo da estrutura genética 

entre as populações. A análise de variância molecular (AMOVA) dos dados genotípicos 

revelou que, do total da variabilidade, 80,02% foi encontrada dentro de países. As 

estimativas da estatística F de Weir & Cockerham (1994) e Nei (1973) revelaram 

moderados níveis de diferenciação genética dentro de populações do Brasil (φST= 0,15; 

p<0,0001) e Peru (φST= 0,11; p<0,0001), e baixos níveis, dentro de populações do 

Equador (φST= -0,09; p>1,000). O mesmo padrão foi observado ao nível de populações 

individualmente. Análise genética intrapopulacional revelou baixo a alto nível de 

diferenciação genética (GST= -0,22 a 0,48) entre regiões, assim como dentro de regiões, 

com diversidade alélica (HS) variando de 0,28 a 0,61. Maior diversidade genética foi 

encontrada nas populações do Brasil (H’= 0,62). Por outro lado, a diversidade alélica 

(HS) foi alta variando de 0,28 a 0,61. Estes resultados reforçam as conclusões de 

estudos anteriores com base em dados patogênicos e confirmam que as populações de 
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C. perniciosa  estão estruturadas a nível regional, e que a dispersão do fitopatógeno a 

longa distância não ocorre com alta freqüência. A presença de populações de C. 

perniciosa tem implicações práticas importantes, principalmente no manejo da doença 

nas diferentes áreas aonde a mesma se encontra, devendo-se enfatizar medidas 

quarentenárias e aos trabalhos de resistência à doença. 

 
 
Palavras-Chave: seqüência simples repetida, diferenciação genética, marcadores 

moleculares, cacau, vassoura-de-bruxa, basidiomiceto 
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GENETIC STRUCTURE OF CRINIPELLIS PERNICIOSA POPULATIONS FROM THE 
AMERICAN CONTINENT BASED ON SSR 

 

 

SUMMARY – Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, the causal agent of witches’ 

broom disease of cacao is a destructive pathogen in the cacao plantations of the 

Caribbean Islands and American Continent. While much research has been conducted 

on population structure of fungal plant pathogens knowledge on the population structure 

of C. perniciosa  is still sparse and most work has been focused primarily to study 

isolates of the different biotypes and to understand the origin of the fungus in Bahia. The 

population structure of C. perniciosa from Brazil, Ecuador, Peru and Trinidad was 

investigated using seven microsatellite data. Analysis of molecular variance (AMOVA) 

revealed that overall variability 80,02% was found within region indicating clusterization 

at the country level. The same pattern was observed at the population level. Estimative 

of Weir & Cockerham and Nei (1973) showed moderated level of differentiation within 

Brazilian (φST= 0,15; p<0,0001) and Peruvian (φST= 0,11; p<0,0001) populations, 

whereas Ecuadorian populations presented low levels of genetic differentiation (φST= -

0,09; p>1,000). Genetic subdivision analysis revealed a low to high level of genetic 

differentiation (GST= -0,22 to 0,48) among regions, as well as within regions. On the 

other hand, within population diversity (HS) was very high with values ranging from 0,28 

to 0,61. However, overall genetic diversity was very similar. These results support 

conclusions from previous pathogenicity studies and confirms that the population 

structure of C. perniciosa is at the regional level, indicating that long-distance dispersal 

by natural factors does not occur at high frequencies. The disponibility of genetic 

material has important practical implications, as available host resistance genes are 

likely to be effective in controlling the disease in diverse geographical areas. 

 

 

Keywords: simple sequence repeats, genetic differentiaton, molecular markers, cacao, 

witches’ broom, basidiomycete 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é o agente causador da vassoura-de-bruxa 

do cacaueiro (Theobroma cacao L.). Esta se constitui numa das principais doenças 

desta cultura, sendo um fator limitante na produção de cacau em regiões produtoras 

das Américas do Sul e Central e nas Ilhas do Caribe (PURDY & SCHMIDT, 1996). No 

sul da Bahia a vassoura-de-bruxa é a principal responsável pela limitação da produção 

de cacau desde o fim dos anos 80 (PEREIRA et al., 1989), constituindo-se em sérios 

prejuízos econômicos, sociais e ecológicos para a cacauicultura sul baiana (PEREIRA, 

1996a,b). Atualmente a produção de cacau no Brasil está em torno de 169.000 

toneladas de amêndoas, situando-se o país em quinto lugar na produção mundial (FAO, 

2005).  

O centro de origem do C. perniciosa é a planície Amazônica. Este fungo foi 

encontrado pela primeira vez no Suriname, em 1895 (STAHEL, 1919), havendo rápida 

disseminação para o Equador, em 1921 e em 1928 para Trinidad (BAKER & 

HOLLIDAY, 1957) e Colômbia (ARANZAZU & BURITICÁ, 1993). Na década de 70, 

coincidentemente com o extensivo desflorestamento e exploração de óleo na Amazônia 

Equatoriana, a doença se espalhou através dos Andes, provavelmente via migração de 

fazendeiros (GRIFFITH et al., 2003), sendo que no ano de 1951 a doença foi 

constatada no Peru (BAZÃN DE SEGURA, 1952). Acontecimentos similares no Brasil 

levaram ao estabelecimento de plantações de cacau nos estados de Rondônia e Acre e 

a inevitável ocorrência da doença nestas regiões (RUDGARD, 1986), chegando, 

finalmente, na Bahia em 1989 (PEREIRA et al., 1989).  

Resistência genética a doenças é um dos principais componentes do sistema 

integrado de proteção de plantas (FLORIS & ALVAREZ, 1996), e a longo prazo é a 

medida de controle mais eficiente no combate a vassoura-de-bruxa. Informações a 

respeito das populações deste fungo são importantes para melhor entender a dinâmica 

de epidemias e auxiliar no desenvolvimento de materiais resistentes a doença. 
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Diversos caracteres têm sido usados para descrever a estrutura populacional do 

fungo C. perniciosa. GRIFFITH & HEDGER (1994) reconheceram quatro biótipos de C. 

perniciosa baseado no hospedeiro que ataca. O biótipo-C que infecta 

predominantemente Theobroma spp. e Herrania spp.; o biótipo-S que infecta as 

espécies da família Solanaceae; o biótipo-L que é predominantemente saprofítico e 

coloniza diversos substratos e o biótipo-B que infecta Bixa orellana. Vários caracteres 

genéticos e fenotípicos têm sido utilizados no estudo de isolados em diferentes biótipos 

(McGEARY & WHEELER, 1988; WHEELER & MEPSTED, 1988; LAKER, 1989; 

ANDEBRHAN & FURTEK, 1994; YAMADA et al., 1998; ANDEBRHAN et al., 1999; 

ARRUDA et al., 2003a,b; RINCONES et al., 2003; FERREIRA, 2005). 

Não obstante, a importância de C. perniciosa, pouco se conhece sobre a 

genética deste patógeno e, só recentemente, pesquisas envolvendo técnicas 

moleculares indicaram diversidade genética entre isolados do fungo. ANDEBRHAN et 

al. (1999), estudando a similaridade genética dos isolados de C. perniciosa 

provenientes da Bahia e da Amazônia, identificaram quatro grupos distintos. Dois 

grupos continham isolados provenientes de Ariquemes e de Ouro Preto - Rondônia, e 

os outros dois grupos, isolados provenientes da região norte e sul da Bahia. Com base 

na distribuição geográfica dos isolados da Bahia foi sugerido que duas introduções 

ocorreram na região. GOMES et al. (2000) analisaram a diversidade genética de C. 

perniciosa proveniente de 20 municípios da Bahia.  Pelas análises de agrupamento e 

dispersão foram definidos três grupos: isolados do sul, isolados do norte e isolados com 

características intermediárias, evidenciando a variabilidade genética do patógeno e uma 

tendência de regionalização dos isolados obtidos na região cacaueira baiana. Fato 

reportado, também por MELO (2000) e NIELLA et al. (2000). ARRUDA et al. (2003a), 

utilizando 120 isolados de C. perniciosa procedentes da Bahia, Minas Gerais, Distrito 

Federal e região Amazônica, infectando T. cacao, H. acutifolia e S. lycocarpum, 

analisaram variações genéticas através de análises de DNA ribossomal das regiões 

ITS, IGS e mitocondrial (SSUrDNA), detectando polimorfismo, permitindo separação em 

dois grupos: 1) Cacao e Solanum e  2) H. acutifolia. Contudo, estes estudos focalizaram 

basicamente a origem da doença na Bahia e não foram direcionados a estudar a 
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dinâmica populacional do fitopatógeno. Assim, estudos para se determinar se as 

populações estão ou não subestruturadas não foram conduzidos.  

LANA (2004), utilizando marcadores RAPD, analisou 37 isolados de C. 

perniciosa provenientes de diversos hospedeiros e regiões do Brasil. Mediante análise 

de agrupamento separou os isolados em 8 grupos e constatou que isolados obtidos de 

uma mesma planta não se agruparam, reforçando a hipótese de que isolados 

geneticamente diferentes podem ocupar a mesma planta hospedeira. SOLIS (2005), 

utilizando marcadores RAPD, analisou a diversidade genética de isolados de C. 

perniciosa provenientes de regiões produtoras de cacau do Equador e comparou a 

proximidade genética de isolados entre este país e os do Brasil. Os isolados se 

agruparam em cinco diferentes grupos correspondentes a diferentes áreas: Costa 

Norte, Costa, Costa Central, Sierra e Oriente. Através da análise de componentes 

principais 3 isolados da Bahia se relacionaram com isolados do grupo da Costa Central. 

Recentemente, PLOETZ et al. (2005), com base em marcadores AFLP, analisaram a 

variação genética de 40 isolados de C. perniciosa. Os isolados foram agrupados em 

dois grupos distintos: isolados do biótipo C (patogênico ao cacau) provenientes da 

Bolívia, Brasil, Equador e Trinidad e isolados do biótipo S (patogênico a hospedeiros de 

solanáceas) e M. subcuneiformis. Os resultados também corroboram com a hipótese de 

que C. perniciosa foi provavelmente introduzido na Bahia através de isolados da base 

do Amazonas.  

O entendimento da estrutura populacional deste fungo e os processos que 

afetam sua mudança são importantes para desenvolver estratégias satisfatórias no 

controle desta doença e no desenvolvimento de cultivares resistentes. Marcadores 

moleculares são ferramentas úteis na análise de variação genética em populações de 

fungos fitopatogênicos. O uso de marcadores de DNA, na análise da dinâmica de 

patógenos de plantas, provém de níveis de precisão nunca imaginados e está 

revolucionando a análise de biologia de populações de fitopatógenos (McDERMOTT & 

McDONALD, 1993; MILGROOM & FRY, 1997). Seqüência simples repetida (SSR) ou 

microssatélites são seqüências relativamente abundantes em microrganismos (FIELD & 

WILLS, 1996) e estão distribuídas por todo o genoma do fitopatógeno (WEISING et al., 
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1995). As diferenças e similaridades entre isolados podem ser avaliadas em regiões 

satélites do cromossomo e os dados podem ser usados para monitorar a epidemia da 

doença, a dinâmica populacional e a composição de raças das populações do 

patógeno. O polimorfismo de loci microssatélites é revelado pela amplificação via PCR 

do DNA total usando um par de primers que flanqueiam e definem o locus 

microssatélite (LITT & LUTY, 1989). O valor notável desta classe de marcadores resulta 

da sua natureza multialélica, transmissão codominante, fácil detecção por PCR, relativa 

abundância, extensiva cobertura do genoma e necessidade mínima de DNA para 

análise genética (JOHANSSON et al., 1992). Eles podem ser usados para mapeamento 

genômico, estudos evolucionários e de populações, assim como análises de 

fingerprinting e pedigree (ZANE et al., 2002).  

Basicamente, os estudos descritos até agora examinaram a diversidade genética 

em isolados de C. perniciosa em populações regionais, não havendo especificadamente 

análise genética da estrutura de populações deste patógeno em diferentes níveis. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar a estrutura genética de populações de C. perniciosa 

provenientes dos principais países produtores de cacau do Continente Americano, com 

base em marcadores microssatélites. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Isolados utilizados 
 

Um total de 71 isolados foi usado nesse estudo (Tabela 1). Os isolados foram 

obtidos de cacaueiros comuns (híbridos) de diversas regiões dos principais países 

produtores de cacau do Continente Americano: Brasil, Equador, Peru, Trinidad e 

Colômbia. Os isolados oriundos do Norte do Brasil e dos demais países foram 

adquiridos através de intercâmbio de DNA, cedidos pelos pesquisadores Paulo 

Albuquerque(CEPLAC, Brasil),  
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Karina Solis (INIAP, Equador), Enrique Arévalo (UNAS, Peru) e Jean Philippe 

(Universidade da Pensilvânia, Estados Unidos). 

 

 

2.2. Extração de DNA 
 

Para extração do DNA genômico os isolados oriundos da Bahia, Brasil, foram 

cultivados por no máximo 10 dias em meio líquido Malte 3% (30 g de Malte, 10 g de 

dextrose) em B. O. D. à temperatura de 23 0C + 2 0C, filtrado em papel de filtro e lavado 

com água gelada estéril. Após este período, a massa micelial de cada isolado foi 

coletada e colocada em tubos de 1,5 mL, liofilizadas e estocadas a –20 0C para uso 

posterior. O DNA foi extraído de acordo com o método de ZOLAN & PUKILLA (1986) 

com algumas modificações no tampão de extração (10mM Tris-HCl; 1mM EDTA, pH 

8.0). A massa micelial de cada isolado foi macerada em nitrogênio líquido, o qual foi 

transferida para tubos de polipropileno onde foram adicionados 800 µL de clorofórmio-

isoamílico (24:1) para desproteinização. A fase aquosa obtida após centrifugação a 

14000 rpm por 10 minutos foi removida e transferida para tubos de 1,5 mL e adicionado 

isopropanol gelado numa quantidade equivalente ao volume do sobrenadante, para 

precipitação do DNA, sendo as amostras incubadas a –20 0C por 2 horas. O DNA foi 

peletizado através de centrifugação por 10 minutos a 14000 rpm e lavado com 95% de 

etanol gelado, após o qual o pellet foi secado em ambiente e ressuspendido com 100 

µL de água Milli-Q esterelizada e destilada contendo 10 µg/mL de RNAse. 

 

 
2.3. Reação de microssatélite 

 
O volume utilizado para reação foi de 20 µL, contendo 5 ng de DNA, 0,2 mM de 

cada primer, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP (Ludwig Biotecnologia Ltda.), 1X 

de tampão e 1 unidade de Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda.) 

(GRAMACHO et al., 2003). Os produtos de PCR foram primeiramente checados através 
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de gel de agarose a 3% corado com brometo de etídeo. As amplificações foram 

conduzidas em um Eppendorf Mastercycler Gradient, com “Touch Down” PCR. Na 

reação, a temperatura de anelamento dos primers variou de acordo com os mesmos, 

havendo 10 ciclos para denaturação a 94 0C por 4 min, anelamento do primer a 60-48 
0C para os primers 14, 15, 19, 22, 23, 64 e 61-54 0C para o primer 45, usando 1,0 0C de 

decréscimo, e extensão a 72 0C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos a 94 
0C por 30 segundos, 48 0C por 1 minuto, e 72 0C por 1 minuto e 30 segundos, e uma 

extensão final de 4 minutos a 72 0C. Os fragmentos obtidos após amplificação foram 

separados por eletroforese em gel de acrilamida a 6%, tendo como tampão de corrida 

TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM de ácido bórico e 2 mM EDTA). O gel de poliacrilamida foi 

corado com nitrato de prata de acordo com CRESTE et al. (2001) e GRAMACHO et al. 

(2003). Utilizou-se como marcador de peso molecular o ladder 10 pb. Os primers 

utilizados neste trabalho foram previamente otimizados e definidos com base no 

trabalho de GRAMACHO et al. (2003) e estão descritos na Tabela 2. A genotipagem foi 

baseada no comprimento dos alelos amplificados em cada loco, registrados em géis de 

poliacrilamida escaneados, tomando por base os pesos moleculares do ladder 10 pb 

colocados nas laterais de cada gel. 

 

Tabela 2. Estimativa das estatísticas de Nei nos locos amplificados em isolados de 
Crinipellis perniciosa. 

adiversidade esperada 
bdiversidade genética total 
 

Locos Motivos Tamanho 
(pb)

Amplitude 
alélica

Número de 
alelos por 

locos

Poder 
discriminativo He

a HT
b

msCEPEC-Cp14 (AGAT)5 213 209-217 4 0,28 0,11 0,28
msCEPEC-Cp15 (GAA)6 197 188-203 5 0,63 0,29 0,63
msCEPEC-Cp19 (GAT)8 200 197-206 4 0,31 0,15 0,31
msCEPEC-Cp22 (CTT)6 201 198-204 3 0,53 0,32 0,54
msCEPEC-Cp23 (TCAG)10 206 202-210 3 0,43 0,13 0,45
msCEPEC-Cp45 (AGAT)5 262 238-262 6 0,92 0,40 0,73
msCEPEC-Cp64 (TGG)6 311 311-314 2 0,14 0,01 0,14

3,86 0,46 0,20 0,44
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2.4. Análise de dados 
 

A partir da leitura dos dados nos géis o polimorfismo genético de cada locos foi 

medido através da amplitude alélica em pares de bases (pb), número de alelos (A), 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) (NEI, 1978), usando o programa 

Genetix (Ver. 4.05.2; BELKHIR et al., 1999).  

A estrutura genética das populações de C. perniciosa foi analisada utilizando a 

análise de variância molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) dos dados 

genotípicos em níveis hierárquicos (entre e dentro de países, entre estados dentro de 

países, entre municípios dentro de estados e dentro de municípios). Os parâmetros 

estatísticos, que se seguem, foram calculados (WEIR & COCKERHAM, 1984) para 

estimar diferenciação genética das populações de acordo com o nível hierárquico 

estabelecido: o índice de fixação FST para entre países e entre estados em cada país, o 

índice de fixação FIS para entre municípios dentro de estados e o FIT para dentro de 

municípios. O nível de significância, valor “p”, do teste foi testado como a proporção de 

permutações que proporcionam um FST maior ou igual ao observado. 

As estimativas da estrutura genética de cada população de C. perniciosa foram 

estudadas através da análise do número de amostras (n), número de haplótipos (g), 

índice de Shannon (H’) (LEWONTIN, 1972), porcentagem de locos polimórficos (r), 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) (NEI, 1978), índice de fixação (f) 

(WEIR & COCKERHAM, 1984), número médio de alelos (na), freqüência alélica, 

diversidade alélica (HS), diversidade genética total (HT) e diversidade genética da 

subpopulação com relação ao total da população (GST) (NEI, 1973). O índice de 

Shannon foi calculado através do programa Popgene 1.31 (YEH et al., 1997). As 

demais estimativas foram obtidas pelo programa Genetix (Ver. 4.05.2; BELKHIR et al., 

1999). Coeficientes de correlação foram determinados com o programa SAS (The SAS 

System for Windows, Ver. 7.0., 1999). 

A estruturação da variabilidade das populações foi visualizada através do 

dendograma construído no programa Darwin (Ver. 5.0) (PERRIER et al., 2003) com 

base nas freqüências fenotípicas de cada população dada pelo programa Arlequin e 



 55

pelo critério de agrupamento UPGMA (SNEATH & SOAKAL, 1973). A estabilidade dos 

agrupamentos também foi testada por intermédio do procedimento de reamostragem 

por 1000 bootstrap. 

PCA (principal component analysis) foi usada para investigar as distribuições das 

populações em relação ao total da variabilidade representada em cada eixo principal do 

diagrama com base nas freqüências alélicas dos indivíduos em cada população. 

Utilizou-se o programa Genetix (Ver. 4.05.2; BELKHIR et al., 1999). 

 

 

3. RESULTADOS 
 

3.1. Estatística descritiva do total de locos amplificados 
 
Todos os primers apresentaram perfis polimórficos (Figura 1). Sete locos 

polimórficos foram identificados, apresentando uma média de 2 a 6 alelos por locos. Os 

alelos foram designados pelo tamanho do fragmento (s), em pares de bases, 

identificados em cada locos (Tabela 2).  

Entre os 71 isolados analisados obteve-se um valor médio de 3,86 alelos por 

locos e tamanhos que variaram de 188 pb até 314 pb (Tabela 2). No total, 37 diferentes 

fenótipos foram encontrados, sendo 20 no Brasil, 9 no Equador, 6 no Peru, 1 em 

Trinidad e 1 na Colômbia (Tabela 1). 

O poder discriminativo por locos variou de 0,14 no locos 64 a 0,92 no locos 45, 

Dentre os 7 pares de primers utilizados neste trabalho, os mais polimórficos foram 45, 

amplificando 6 alelos, o 15, amplificando 5 alelos, o 14 e 19, amplificando 4 alelos, 

enquanto os primers 22 e 23 amplificaram 3 alelos, e o 64 apenas 2 alelos (Tabela 2). 
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Figura 1 - Perfil de um gel de microssatélite utilizando o primer msCEPEC-Cp22 em 
isolados de Crinipellis perniciosa provenientes do Continente Americano; à 
esquerda está o padrão de peso molecular de um ladder de 10 pb. 

 

 

A média da diversidade genética total (HT) para todas as populações foi de 0,44, e a 

média da diversidade esperada (He) de 0,20 (Tabela 2).  

A freqüência de alelos em todos os loci variou grandemente. Nas populações 

oriundas do Brasil, só o isolado do Espírito Santo apresentou alelos raros, não tendo 

nenhuma similaridade com outra população estudada (Tabela 3). Em relação às 

populações do Equador e Peru, os locos 19 e 45 permitiram a diferenciação entre estas 

populações (dados não mostrados).  

 

 

3.2. Diferenciação de populações 
 

Com base nos resultados da AMOVA e dos índices de fixação (FST) verifica-se 

diferenciação significativa entre as populações estudadas, as quais 

M Isolados
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foram agrupadas de acordo com o país de origem (Tabela 4). Infelizmente retirou-se os 

isolados de Trinidad e Colômbia por não constituírem populações. Ainda assim pode-se 

verificar variabilidade genética entre os isolados de Trinidad (Tabela 5). Considerando 

todas as populações observou-se que 19,98% da variabilidade genética está entre as 

populações entre países de modo que 80,02% concentrou-se dentro de países (Tabela 

4). O mesmo padrão foi observado ao nível de populações individualmente. No caso do 

Brasil, verificou-se a presença de subpopulações ao nível de estado e municípios, e no 

Peru apenas em nível de estado.  

 

Tabela 4. Análise de variância molecular de fenótipos de microssatélites em três 
populações de Crinipellis perniciosa. 

 

 

3.3. Diversidade genética e diferenciação 
 
A porcentagem de locos polimórfico está correlacionada com o número de 

haplotipos, quanto maior este número maior a 

Fonte de Componentes de % de Variância φ 
Variação variância total Estatística
Entre países 2 0,99 19,98 0,20 < 0,001
Dentro de países 131 0,39 80,02 < 0,001
   Brasil
     Entre estados 4 0,06 14,65 0,15 < 0,001
     Entre municípios (dentro de estados) 28 0,22 52,64 0,62 < 0,001
     Dentro de municípios 33 0,14 32,71 0,67 < 0,001
   Equador
     Entre estados 3 -0,03 -9,03 -0,09 >1,000
     Entre municípios (dentro de estados) 8 0,10 30,92 0,28 =0,052
     Dentro de municípios 12 0,25 78,11 0,22 <0,130
   Peru
     Entre estados 3 0,05 11,40 0,11 >0,457
     Entre municípios (dentro de estados) 18 0,38 88,60 1,00 < 0,001
     Dentro de municípios 22 0,00 0,00 0,00 < 0,001

GL p-valor
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porcentagem de polimorfismo nos loci, sendo o total de 0,85%, variando de 0,43% 

(Trinidad e Peru) a 0,86% (Brasil) (Tabela 5).  

Com base no índice de Shannon (S) a diversidade genotípica variou entre 

populações (Tabela 5), de 0,27 (Trinidad) a 0,62 (Brasil). Uma significativa 

associação (P≤ 0,01) foi encontrada entre este índice e a porcentagem de locos 

polimórficos. Quanto maior o índice de Shannon maior a porcentagem de 

polimorfismo nos locos. 

A heterozigosidade observada (Ho), no conjunto das quatro populações 

variou de 0,00 (Peru) a 0,39 (Brasil) com um total de 0,03 enquanto a estimativa 

da heterozigosidade esperada (He) foi mais elevada, sendo o menor valor da 

população do Peru (0,17) e o maior da população do Brasil (0,32). Em razão da 

heterozigosidade média observada (Ho) ter sido inferior a heterozigosidade 

esperada em todas as populações, ficou caracterizado a presença de excesso de 

homozigotos.  

O índice de fixação médio (f) das populações que compõem isolados de C. 

perniciosa confirmou um nível relativamente alto de endogamia. Dentre as 

populações a do Peru apresentou maior índice de fixação (1,00), sendo o menor 

índice (0,52) apresentado pela população de Trinidad. 

A diversidade alélica (HS) variou entre as populações, de 0,28 (população 

do Brasil) a 0,41 (população do Peru), assim como a diversidade genética total 

(HT), variando de 0,42 (populações do Equador e Peru) a 0,61 (população de 

Trinidad) e a diversidade genética da subpopulação (GST), sendo de -0,22 

(população do Equador) a 0,48 (população do Brasil) (Tabela 5). 

A análise de agrupamento efetuada com isolados das populações de C. 

perniciosa com base nas freqüências fenotípicas permitiu visualizar a proximidade 

das populações do Brasil e Equador e o distanciamento das populações do Peru 

(Figura 2).  

A Figura 3 mostra os resultados do PCA. A distribuição das populações de 

C. perniciosa utilizada neste estudo encontra-se nos planos (eixos) fatoriais, com 

as respectivas porcentagens da variação genética. 
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Os valores de FST entre pares de populações foram significativamente diferentes 

de zero (P<0,10) exceto entre as populações do Brasil e Trinidad e Equador e Trinidad 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6. Matriz de distância interpopulacional FST das populações de Crinipellis 
perniciosa. 

                                      

                                      NSnão significativo 
                                      ***p<0,10 
 

 

4. DISCUSSÃO 
 

O conhecimento e a distribuição da variabilidade genética entre e dentro de 

populações de C. perniciosa é essencial para adoção de estratégia de controle da 

doença e manutenção de uma resistência durável. Marcadores moleculares têm sido 

muito utilizados para estudos de populações em fitopatógenos (MA et al., 2001; CHEN 

et al., 2002; KUBISIAK et al., 2004). O uso de marcadores microssatélites é agora uma 

rotina em genética de populações de plantas e animais (GOLDSTEIN & 

SCHLÖTTERER, 1999). Em C. perniciosa, a utilização deste marcador foi 

recentemente introduzida, e conseqüentemente se dispõem de poucos estudos para 

este fitopatógeno (GRAMACHO et al., 2003). 

Através de sete loci microssatélites investigou-se a estrutura de populações 

deste basidiomiceto, e foram tomadas conclusões em relação aos prováveis eventos 

evolucionários acontecidos em várias escalas regionais. Os níveis de diferenciação 

genética das quatro populações de C. perniciosa provenientes do Brasil, Trinidad, 

Equador e Peru revelaram diferenciação entre as populações estudadas e elevados 

Populações CpBrasil CpEquador CpPeru CpTrinidad
CpBrasil ... 0.25*** 0.39*** 0.19NS

CpEquador ... 0.24*** 0.28NS

CpPeru ... 0.37***
CpTrinidad ...
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níveis de variação genética dentro de populações, com presença de subpopulações 

dentro de país 

Os loci de microssatélites utilizados foram suficientes para detectar 37 diferentes 

genótipos multilocus entre os isolados de C. perniciosa analisados. Desta maneira, se 

confirmou o poder de resolução deste tipo de marcador para determinar a diversidade 

genotípica em Crinipellis e seu subseqüente uso na análise da estrutura genética deste 

fitopatógeno.  

Este estudo confirma os resultados obtidos por PLOETZ et al. (2005) em que 

existem populações geneticamente distintas do fitopatógeno agrupadas de acordo com 

o país de origem. Entretanto, ao contrário do apontado por estes autores, observou-se 

que a estruturação genética ocorre não somente entre, mas dentro de países, entre e 

dentro de estado e entre municípios, indicando a existência de subpopulações. Talvez 

este resultado deve-se ao uso de marcadores microssatélites, pois estes são altamente 

informativos, mais sensíveis, dispersos por todo o genoma eucarioto (MORGANTE & 

OLIVIERI, 1993; TARAMINO & TINGEY, 1996) e são codominantes (JOHANSSON et 

al., 1992). Alia-se a isso a estratégia de amostragem usada, a qual se considerou os 

eventos geográficos, o meio ambiente e o histórico da doença. 

 A diferenciação genética entre populações (Tabela 6) pode ser atribuída às 

barreiras topográficas, de vegetação, às diferenças climáticas existentes entre países, 

às barreiras genéticas seguidas de eventos de colonização do fungo, ou a combinação 

destes fatores, influenciando no fluxo gênico. Os produtos da meiose dos grupos 

sexuais, os basidiósporos haplóides, são responsáveis por iniciar o ciclo da doença. Os 

mesmos são transportados pelo vento e pelo ar (PURDY & SCHIMIDT, 1996), mas são 

vulneráveis à luz e dissecação limitando a gama de dispersão (freqüentemente a 

poucos quilômetros de distância), exceto sob condições meteorológicas não usuais, o 

que neste nível hierárquico ocorre diminuição do fluxo gênico, pois são muito sensíveis 

às condições ambientais, além das irregularidades topográficas em cada país, atuando 

como barreiras genéticas (genetic drift). Por outro lado, não foi encontrada 

diferenciação genética entre as populações de Trinidad com os demais países, 

provavelmente devido ao baixo número de isolados.  
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Com base na AMOVA (Tabela 4), a maior parte da variação total foi detectada 

dentro de populações de C. perniciosa, divergindo dos dados obtidos por PLOETZ et al. 

(2005) os quais encontraram praticamente a mesma variabilidade dentro e entre 

populações. Pode-se atribuir esta diferença de resultados ao fato de que as populações 

estudadas eram diferentes e também ao maior número de isolados usados no presente 

trabalho. Resultados similares a este estudo foram observados para Mycosphaerella 

graminicola com marcador do tipo RFLP (LINDE et al., 2002).   

Baseado em estudos prévios de estrutura genética de populações de fungos, 

valores médios de FST de 0 a 0,5 expressam baixo a moderado níveis de diferenciação 

genética dentro de populações (WRIGHT, 1951). Paralelamente ao FST, valores de GST 

têm sido usados em fitopatógenos para inferir variabilidade dentro de populações 

(LEUNG & WILLIAMS, 1986; BOEGER et al., 1993; GOODWIN et al., 1993). Níveis de 

diferenciação genética intrapopulacional de fitopatógenos têm sido usados para fazer 

inferências acerca da sua biologia. Por exemplo, níveis moderados de diferenciação 

genética foram detectados entre populações de Phytophthora infestans e 

Rhynchosporium secalis sendo atribuído a provável introdução destas populações uma 

fonte comum estabelecendo um fluxo gênico entre as mesmas (GOODWIN et al., 1992; 

1993). Altos níveis de diferenciação genética (GST= 0,51) entre populações de 

Peridermium harknessii foram imputadas a seleção de populações do patógeno em 

diferentes hospedeiros (TUSKAN et al., 1990), enquanto que, entre populações de 

Pyrenophora teres da América do Norte e Alemanha (GST= 0,46) foram conferidas a 

barreiras genéticas combinadas com a migração restrita entre subpopulações (PEEVER 

& MILGROOM, 1994).  

No caso do Crinipellis, foram encontrados moderados níveis de diferenciação 

genética dentro de populações do Brasil (GST= 0,48; φST= 0,15; p<0,0001), baixos níveis 

dentro de populações do Peru (GST= 0,03; φST= 0,11; p<0,0001), e ausência de 

subestruturação nas populações do Equador (GST= -0,22; p<0,0001), fato demonstrado, 

também, na AMOVA, (φST= -0,09; p>1,0000). Talvez, uma provável explicação para o 

ocorrido possa estar na estratégia de amostragem da população deste país, que não foi 

muito eficiente, ou que de fato não exista tanta diferenciação, uma vez que os isolados 
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coletados basicamente pertencem ao lado ocidental do país, não detectando variação. 

O mesmo padrão foi encontrado por SOLIS (2005) analisando a diversidade genética 

de isolados de C. perniciosa do Equador com base em marcadores RAPD, atribuindo à 

distribuição uniforme da população observada em seus estudos, à origem comum dos 

isolados utilizados, concentrados na região da Costa Norte deste país. Concluí-se, 

portanto que, no geral, através dos dados da AMOVA e análise de diversidade genética, 

observa-se a presença de subpopulações de C. perniciosa geograficamente 

heterogêneas. Além do mais, estes resultados são também reforçados pela diversidade 

genética total (HT variou de 0,42 a 0,61) e o índice de Shannon (H’ variou de 0,27 a 

0,62) observados (Tabela 5), cuja maior variabilidade foi verificada dentro de isolados 

do Brasil. 

A evolução de uma população envolve processos concomitantes de 

diversificação, diferenciação e partição da variação genética. Variação pode ser 

introduzida dentro de uma população por mutação, recombinação (sexual ou 

parasexual) e migração. Existindo variação, atuam-se os processos de seleção e 

barreira genética. O alto nível de variação (HT= 0,43) encontrada em C. perniciosa 

sugere a influência da reprodução sexual em populações deste fungo. Por exemplo, 

para Cronartium ribicola, um patógeno basidiomiceto de reprodução sexual, o valor de 

HT encontrado foi de 0,39 em média, em populações do leste do Canadá (ET-TOUIL et 

al., 1999).  

Parasitas obrigatórios podem adaptar-se a hospedeiros “locais” a nível de 

indivíduo, população ou região, dependendo das propriedades e dinâmica dos sistema 

analisados (KALTZ & SHYKOFF, 1998). Em relação ao C. perniciosa, o fitopatógeno é 

hemibiotrófico, homotálico (autofértil), com duas fases distintas, a biotrófica ou 

parasítica (n), onde o patógeno é intercelular, e a saprofítica (n + n), onde o patógeno é 

intracelular (PURDY & SCHMIDT, 1996). Os basidiósporos são resultados de meiose, 

podendo, portanto, haver recombinação. Nas populações de C. perniciosa podem estar 

atuando diferentes formas de dispersão dos basidiósporos entre fragmentos florestais, 

ou havendo pressões de seleção divergentes nas mesmas (por exemplo, adaptação 

local). É então, provável que o patógeno tenha uma grande habilidade de se adaptar a 
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diferentes condições a cada ciclo de vida. Além do mais, elementos transponíveis foram 

detectados no genoma deste patógeno (IGNACCHITI et al., 2003; PEREIRA et al., 

2003). 

 Heterocariose, uma outra possível fonte de variação, é aceito amplamente como 

uma fonte importante de variação genética em muitos fungos (NEWHOUSE & 

McDONALD, 1991; ESSER & BLAICH, 1994; GLASS et al., 2000), mas seu papel neste 

patossistema ainda não está bem entendido. Heterocariose é necessário para que a 

recombinação parasexual ocorra, entretanto parasexualidade aparentemente não tem 

sido ainda reportado para C. perniciosa. Um sistema de incompatibilidade foi 

demonstrado neste fitopatógeno através de pareamento (GRIFFITH & HEDGER, 1994) 

sugerindo que infecções múltiplas de basidiósporos geneticamente distintos poderiam 

prover de uma oportunidade para que ocorresse heterocariose no biótipo C (que ataca 

o cacaueiro) de C. perniciosa. LANA (2004) utilizando marcadores RAPD analisou 37 

isolados de C. perniciosa provenientes de diversos hospedeiros e regiões do Brasil, 

onde, mediante análise de agrupamento separou os isolados em 8 grupos e constatou 

que isolados obtidos de uma mesma planta não se agruparam, reforçando a hipótese 

de que isolados geneticamente diferentes podem ocupar a mesma planta hospedeira. 

É bem provável que a estruturação do C. perniciosa está relacionada ao histórico 

da introdução de genótipos de cacaueiros em cada país e à adaptabilidade local das 

populações do fungo a estes genótipos e ao ambiente. O cacau é originário da 

cabeceira da bacia Amazônica, de onde se dispersou em duas direções, para o leste, 

ao longo do rio Amazonas, dando origem ao tipo denominado ‘Forastero’, e para o norte 

e oeste, cruzando os Andes e avançando para a América Central, até o sul do México, 

dando origem ao tipo ‘Criollo’ (CHEESMAN, 1944). O centro de origem do C. perniciosa 

é a planície Amazônica e o mesmo possui ampla distribuição geográfica nos países 

produtores de cacau das Américas Central e do Sul e nas Ilhas do Caribe (PURDY & 

SCHIMIDT, 1996), sendo reportada na Colômbia, em 1917 e no Equador, em 1918 

(HOLLIDAY, 1952), em Trinidad, em 1928 (EVANS, 1981), no Peru, em 1951 (BAZÂN 

DE SEGURA, 1952) e no Brasil mais precisamente na Bahia, em 1989 (PEREIRA et al., 

1989). Estes eventos levam a crer que o fungo encontrou condições ótimas de se 
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reproduzir, exibindo uma ampla gama de populações diferentes em resposta às 

diferentes introduções e dispersão espacial do cacau em cada país.     

Não há nenhum relato consistente da interação hospedeiro-patógeno com o 

ambiente no patossistema cacau/Crinipellis. Contudo, o que se sabe é que a resistência 

do hospedeiro é herdada quantitativamente (QUEIROZ et al., 2003). Porém, poucas 

fontes altamente de resistência são utilizadas em larga escala. A ocorrência de 

adaptações graduais do patógeno a estas fontes não podem ser excluídas, 

principalmente porque a resistência do Crinipellis a estas fontes é herdada por poucos 

genes (QUEIROZ et al., 2003). O uso expansivo de tais fontes pode resultar no 

aumento em patogenicidade das populações de Crinipellis, ao contrário, se 

direcionando para um amplo background genético especifico do hospedeiro. Evidente 

que, a velocidade de adaptação pode ser aumentada através da recombinação sexual 

entre os isolados mais agressivos. A freqüência de genes de agressividade que atuam 

no hospedeiro influenciando na adaptação sem preferência de genótipos particulares 

pode aumentar sobremaneira vários ciclos de recombinação (McDONALD et al., 1999). 

Devido à grande diversidade das populações de C. perniciosa ser encontrada dentro de 

pequenas escalas espaciais, vários genes de resistência de diferentes origens deveriam 

ser piramidizados no mesmo genótipo do hospedeiro. E deve-se ter cuidado com a 

introdução de materiais resistentes oriundos de outros países. 
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CAPÍTULO 3 - TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS SSR DE Crinipellis perniciosa 
PARA Moniliophthora roreri E ANÁLISE DA ESTRUTURA GENÉTICA 
POPULACIONAL POR MARCADORES RAPD E MICROSSATÉLITES  
 
 

RESUMO - Podridão de Moniliophthora e vassoura-de-bruxa são as doenças 

mais importantes e destrutivas do cacaueiro no Continente Americano, podendo causar 

perdas totais na produção e são causadas pelos fungos Moniliophthora roreri e 

Crinipellis perniciosa, respectivamente. Evidências biológicas e moleculares comprovam 

que estes fitopatógenos estão intimamente relacionados. Marcadores moleculares têm 

sido utilizados em estudos de filogenia e estrutura genética de populações de vários 

fitopatógenos. São ferramentas adicionais e importantes para desenvolver estratégias 

satisfatórias no controle destas doenças e no desenvolvimento de cultivares resistentes. 

O presente trabalho utilizou a transferibilidade para M. roreri de pares de primers SSR 

desenvolvidos em C. perniciosa, visando a caracterização de marcadores 

microssatélites em populações de podridão de Moniliophthora do Equador e Peru e, 

juntamente com marcadores RAPD descrever a estrutura destas populações.  Com 

base na análise de variância molecular (AMOVA), foi observado que apenas 0.03% (ϕ= 

0,00; p>0,477) foi a variação genética entre estas duas espécies não sendo 

estatisticamente diferentes, confirmando a íntima relação evolucionária entre estas 

espécies. A estrutura genética das populações de M. roreri do Equador e Peru foi 

analisada utilizando a AMOVA, e foi detectada alta diferenciação genética entre as 

populações (GST= 0,65; p> 0,001). Baseado em dados de SSR foi observado que 

65.93% da variabilidade genética se encontra entre países. A população do Peru 

apresentou maior diversidade genética total (HT= 0,42) do que a população do Equador 

(HT= 0,26). O dendograma, com base nas freqüências fenotípicas, evidenciou a 

presença de dois distintos grupos de isolados em nível de país. 
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CRINIPELLIS PERNICIOSA MICROSATELLITE TRANSFERITABILITY AND 
POPULATION STUDIES OF MONILIOPHTHORA RORERI  WITH RAPD AND 

MICROSATELLITE MARKERS 
 
 

SUMMARY – Moniliophthora roreri and Crinipellis perniciosa causes the most 

destructive disease on cacao plantations in the American Continent. According to 

previous molecular and biological analysis, they are very closely related despite 

differences in their life cycles. In order to design effective strategies against these 

pathogens, it is essential to have information on genetic diversity and population 

composition. The present study reports tests on 11 primers pairs designed for C. 

perniciosa, of which 7 proved to be polymorphic and transferable to M. roreri confirming 

their relatedness. Based on analysis of molecular variance (AMOVA) we showed that a 

low level of genetic differentiation occurs among populations of both M. roreri and C. 

perniciosa  ((ϕ= 0,00; p>0,477), confirming their evolutionary relatedness. Further, two 

populations of Monilia pod rot, from Ecuador and Peru are investigated for population 

differentiation based on random amplified polymorphic DNA (RAPD) and microsatellite 

(SSR) markers. Nei’s coefficient of gene differentiation (GST= 0,65; p> 0,001) revealed 

highly significant genetic differentiation among populations. Overall, based on SSR data 

only, 65,93% of the variation was found between countries indicating significant 

differentiation between populations from Ecuador and Peru (p<0,001). Peruvian 

populations were presented more diversity (HT= 0,42) than Ecuadorian populations (HT= 

0,26). Phenograms of qualitative similarities among isolates, confirmed the presence of 

two distinct clusters of isolates at country level. 

 
 
Keywords: cacao, Moniliophthora pod rot, microsatellite, RAPD, witches’ broom, 

molecular markers  
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

Os fungos Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer e Moniliophthora roreri (Ciferri) 

Evans et al. são, respectivamente, agentes causadores da vassoura-de-bruxa e 

podridão de Moniliophthora do cacaueiro (Theobroma cacao L.). Estas se constituem 

nas principais doenças desta cultura, sendo fator limitante na produção de cacau em 

regiões produtoras das Américas do Sul e Central e nas Ilhas do Caribe (PURDY & 

SCHMIDT, 1996). No sul da Bahia não ocorre a presença de podridão de 

Moniliophthora, sendo a vassoura-de-bruxa a principal responsável pela limitação da 

produção de cacau nesta região, desde o fim dos anos 80 (PEREIRA et. al, 1989). 

Atualmente a produção de cacau no Brasil está em torno de 169.000 toneladas de 

amêndoas, situando-se o país em quinto lugar na produção mundial (FAO, 2005).  

O centro de origem do C. perniciosa é a planície Amazônica. Este fungo foi 

encontrado pela primeira vez no Suriname, em 1895 (STAHEL, 1919), havendo rápida 

disseminação para o Equador, em 1921 e em 1928 para Trinidad (BAKER & 

HOLLIDAY, 1957) e Colômbia (ARANZAZU & BURITICÁ, 1993). Na década de 70, 

coincidentemente com o extensivo desflorestamento e exploração de óleo na Amazônia 

Equatoriana, a doença se espalhou através dos Andes, provavelmente via migração de 

fazendeiros (GRIFFITH et al., 2003). Acontecimentos similares no Brasil levou ao 

estabelecimento de plantações de cacau nos estados de Rondônia e Acre e a inevitável 

ocorrência da doença nestas regiões (RUDGARD, 1986), chegando, finalmente, na 

Bahia em 1989 (PEREIRA et., 1989). O fitopatógeno tem sido encontrado infectando 

plantas de espécies diferentes como Solanaceae (BASTOS & EVANS, 1985), 

Bignoniaceae (GRIFFITH & HEDGER, 1994), Bixaceae (BASTOS & ANDEBRHAN, 

1986) a Malpihiaceae (RESENDE et al., 2000). O fitopatógeno, que ataca tecidos 

meristemáticos na planta, é um basidiomiceto da ordem Agaricales, homotálico, 

hemibiotrófico, com duas fases distintas, a biotrófica ou parasítica, onde o patógeno é 

intercelular, e a saprofítica, onde o patógeno é intracelular.  
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Moniliophthora rorei é endêmico do noroeste da América Latina e foi relatado 

pela primeira vez no Equador em 1918 (RORER, 1918), sendo posteriormente descrito 

na Colômbia em 1930, Venezuela em 1941, Panamá em 1949, Costa Rica em 1978, 

Nicarágua em 1980, Peru em 1988, Honduras em 1997 e na Guatemala em 2002 

(EVANS, 1981; EVANS, 2002; GRIFFITH et al., 2003). O fitopatógeno, assim como o C. 

perniciosa, ataca outras espécies dos gêneros Theobroma (T. grandiflorum, T. bicolor, 

T. gileri) e Herrania (H. nítida, H. purpúrea) (RAM et al., 2004). Do mesmo modo que a 

vassoura-de-bruxa, podridão de Moniliophthora tem se disseminado ao longo das 

regiões costeiras do norte e sul do Pacífico da América do Sul e também mais 

recentemente próximo a Amazônia, sendo um perigo eminente para as plantações de 

cacau do oeste do Brasil (GRIFFITH et al., 2003).  

C. perniciosa e M. roreri estão intimamente relacionados e provavelmente 

compartilham de um ancestral comum (EVANS, 1981). Estudos recentes evidenciaram 

que ambos pertencem à classe dos basidiomicetos e que M. roreri faz parte da ordem 

Agaricales e possivelmente à família Tricholomatacea, evidenciando a sua íntima 

relação com o C. perniciosa, podendo ser o estado assexual deste (PHILLIPS-MORA, 

2003). Conseqüentemente, foi sugerida a classificação de C. perniciosa para C. roreri 

(EVANS et al., 2003), como também para Moniliophthora perniciosa Aime & Phillips-

Mora comb. nov., ambos fazendo parte da família Marasmiaceae (AIME & PHILIPS-

MORA, 2005). Enquanto C. perniciosa infecta qualquer tecido em crescimento, M. roreri 

infecta somente frutos em qualquer estágio de desenvolvimento, não causando infecção 

na parte aérea do cacaueiro como acontece com a vassoura-de-bruxa, além de não 

provocar frutos do tipo morango ou cenoura (RAM et al., 2004). 

Várias estratégias de controle (cultural, químico e biológico) têm sido testadas no 

combate destas doenças. No entanto, embora algumas destas medidas tenham se 

mostradas eficientes em escala experimental (BARROS, 1980; PORRAS et al., 1990; 

ARGÜELLO, 2000a; KRAUSS & SOBERANIS, 2002), nenhuma dessas foi adotada 

amplamente pelos cacauicultores. A freqüência de aplicação e os custos dessas 

práticas são os fatores mais limitantes, principalmente durante longos períodos de 
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baixos preços da cultura. Similar situação tem sido descrita para outras doenças do 

cacau (PEREIRA, 1996). 

A melhor forma de controle a estas doenças é o emprego da resistência 

genética. O conhecimento a respeito da estrutura genética de populações destas 

espécies é importante para o entendimento da dinâmica espacial dos fitopatógenos, 

provendo informações que contribuirão no desenvolvimento de materiais com 

resistência às doenças.  

Assim como para C. perniciosa (GRIFFITH & HEDGER, 1994; McGEARY & 

WHEELER, 1988; WHEELER & MEPSTED, 1988; LAKER, 1989; ANDEBRHAN & 

FURTEK, 1994; YAMADA et al., 1998; ANDEBRHAN et al., 1999; ARRUDA et al., 

2003a,b; RINCONES et al., 2003; FERREIRA, 2005; LANA, 2004; SOLIS, 2005), 

caracteres fenotípicos e moleculares têm sido usados para descrever a estrutura 

populacional em M. roreri. Diversidade genética foi estudada através da aplicação de 

marcadores moleculares em isolados coletados da América Central, centro do Equador 

e Peru (PHILLIPS-MORA, 2003). Análises das seqüências de AFLP, ISSR e ITS 

revelaram que o fitopatógeno tem uma considerável variação genética. Uma alta 

variabilidade foi observada na região norte-oriental da Colômbia, indicando que esta 

região representa o centro de diversidade do fitopatógeno. Foram identificados cinco 

grupos específicos: (i) Colômbia Central, (ii) Colômbia (El Carmen Chucuriu), (iii) T. 

gileri (Equador), (iv) Equador Central, e (v) Colômbia, Santander, áreas periféricas do 

Equador, Peru e Venezuela (PHILLIPS-MORA, 2003). Estudos de patogenicidade 

(PHILLIPS-MORA, 2005) usando 7 isolados de M. roreri provenientes da Colômbia, e 

que representam os 4 maiores grupamentos genético do patógeno em cacau, 

demonstrou, no geral, elevada patogenicidade na maioria dos genótipos de cacaueiro 

utilizados. Contudo, o clone ICS-95 apresentou níveis satisfatórios de resistência a 

todos os isolados em estudo, sugerindo a sua introdução no programa de 

melhoramento visando resistência a esta doença.   

O surgimento dos marcadores moleculares possibilitou a ampliação dos 

conhecimentos sobre populações de fitopatógenos (McDERMOTT & McDONALD, 

1993). Dentre os diversos tipos de marcadores atualmente disponíveis, os marcadores 



 75

RAPD (Random amplified polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990) destacam-se 

pelas vantagens que apresentam em termos de simplicidade (por exemplo, a 

visualização das marcas RAPD pode ser realizada sem o uso de sondas radioativas), 

pelo fato de serem aplicáveis a um grande número de espécies, e por permitirem a 

análise de um grande número de locos (WEISING et al., 1995). A técnica do RAPD 

consiste na amplificação in vitro de regiões de DNA flanqueadas por iniciadores 

(primers) arbitrários (WILLIAMS et al., 1990), baseado na reação de PCR (Polymerase 

Chain Reaction). A principal desvantagem do uso deste marcador é devido à 

dominância, que impede distinguir o homozigoto dominante do heterozigoto. Contudo, 

esta característica pode ser prevista sem nenhuma influência sobre a eficácia do 

método para revelação de bandas (WILLIAMS et al., 1990).  

Os marcadores microssatélites apresentam grandes vantagens devido à 

codominância, por serem altamente polimórficos e multialélicos. Microssatélites ou SSR 

(Short Sequence Repeats) são definidos como sequências repetidas compostas de 

número variável de motivos com 1 a 6 pb, encontrados no genoma de vertebrados, 

insetos, plantas e são relativamente abundantes em microrganismos (FIELD & WILLS, 

1996). As diferenças e similaridades entre isolados podem ser avaliadas em regiões 

satélites do cromossomo e os dados podem ser usados para monitorar a epidemia da 

doença, a dinâmica populacional e a composição de raças das populações do 

patógeno. O polimorfismo de locos microssatélites é revelado pela amplificação via 

PCR do DNA total usando um par de primers que flanqueiam e definem o loco 

microssatélite (LITT & LUTY, 1989).  

Entretanto, avanços na utilização de microssatélites têm sido dificultados devido 

ao custo elevado e ao tempo para o desenvolvimento de primers específicos para cada 

loco de espécies. A chance do sucesso na transferibilidade (amplificação heteróloga) de 

seqüências de DNA por PCR é inversamente relacionada com a distância evolucionária 

entre as duas espécies.  Muitos estudos têm mostrado a possibilidade de usar pares de 

primers desenhados para uma espécie pertencente ao mesmo gênero (HWANG et al., 

2001; MOLINA et al., 2001; MOLINA & KAHL 2004), ou até mesmo entre gêneros 

diferentes (CHANG et al., 2000; HANTULA et al., 2002). 



 76

O presente trabalho utilizou a transferibilidade para M. roreri de pares de primers 

SSR desenvolvidos em C. perniciosa, visando a caracterização de marcadores 

microssatélites em populações de podridão de Moniliophthora do Equador e Peru e, 

juntamente, com marcadores RAPD descrever a estrutura destas populações a fim de 

permitir a geração de informações para o programa de melhoramento do cacaueiro no 

desenvolvimento de variedades resistentes a esta doença.  

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Isolados utilizados 
 

Um total de 50 isolados foi utilizado nesse estudo, sendo 25 proveniente do 

Equador e 25 do Peru (Tabela 1). Os isolados foram obtidos de cacaueiros comuns 

(híbridos) de diversas regiões desses países e foram adquiridos através de intercâmbio 

de DNA, cedidos pelos pesquisadores Karina Solis (INIAP, Equador) e Enrique Arévalo 

(UNAS, Peru). 

 

Tabela 1 - Origem e designações dos isolados de Moniliophthora roreri usados neste 
estudo. 

 

 

 

 

 

 

Origem Hospedeiro Ano Isolados
Equador Theobroma cacao 2003 25
Peru Theobroma cacao 2004 25
Total 50
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2.2. Extração de DNA 
 

O DNA foi extraído de acordo com o método de ZOLAN & PUKILLA (1986) com 

algumas modificações no tampão de extração (10mM Tris-HCl; 1mM EDTA, pH 8.0). A 

massa micelial de cada isolado foi macerada em nitrogênio líquido, a qual foi transferida 

para tubos de polipropileno onde foram adicionados 800 µL de clorofórmio-isoamílico 

(24:1) para desproteinização. A fase aquosa obtida após centrifugação a 14000 rpm por 

10 minutos foi removida e transferida para tubos de 1,5 mL e adicionado isopropanol 

gelado numa quantidade equivalente ao volume do sobrenadante, para precipitação do 

DNA, sendo as amostras incubadas a –20 0C por 2 horas. O DNA foi peletizado através 

de centrifugação por 10 minutos a 14000 rpm e lavado com 95% de etanol gelado, após 

o qual o pellet foi secado em ambiente e ressuspendido com 100 µL de água Milli-Q 

destilada e esterilizada contendo 10 µg/mL de RNAse. 

 

 

2.3. Quantificação do DNA 
 

 A quantificação foi realizada em géis de agarose 0,8% submetidos a eletroforese. 

Alíquotas de cada DNA foram aplicadas nos poços do gel ao lado de uma série de 

concentrações de DNA do fago λ (100 ng/µL). A concentração das amostras foi 

estimada por comparação visual da intensidade de fluorescência das bandas do DNA 

do fago λ. Os géis foram visualizados após a coloração com 10 µL de brometo de 

etídeo (10 mg/mL) diluído em 100 mL de tampão TBE 1X. 

 

 

2.4. Reação de RAPD 
 
Foram testados 80 primers RAPD dos respectivos Kits A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, 

K, L, M, M, U da Operon Technologies Inc. Para verificação do perfil de amplificação de 

cada primer foram utilizados quatro DNAs de M. roreri, sendo dois do Equador e dois do 
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Peru. A partir da seleção de primers foram identificados os que geraram um maior 

número de bandas polimórficas e apresentaram repetibilidade de resultados, sendo 

eles: OPC-05, OPH-13, OPI-01, OPI-03 e OPI-05.  

O volume utilizado para reação foi de 25 µL, contendo 10 ng de DNA, 0.4 mM do 

primer, 2,4 mM de MgCl2, 0.1 mM de cada dNTP (Ludwig Biotecnologia Ltda.), 1X de 

tampão e 1 unidade de Taq DNA Polimerase  (Ludwig Biotecnologia Ltda.) 

(GRAMACHO et al., 2003a). As reações foram realizadas em termociclador Perking-

Elmer, GeneAmp PCR System 9600, programando-se 30 ciclos, cada um constituído da 

seguinte seqüência: 1 minuto a 92 0C, para denaturação do DNA; 1 minuto a 35 0C, 

para anelamento dos primers; e 2 minutos a 72 0C, para extensão. Após amplificação, 

as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 1,2%, contendo brometo de etídeo 

(0,5 µg/mL) e submerso em tampão TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A 

separação eletroforética foi de aproximadamente quatro horas, a 100 volts. Ao término 

da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.  

 
 

2.5. Reação de microssatélite 
 

Neste trabalho avaliou-se a transferibilidade de pares de primers, desenvolvidos 

para C. perniciosa em M. roreri. Foram utilizados 11 pares de primers desenvolvidos e 

otimizados para C. perniciosa por GRAMACHO et al. (2003). Esses pares de primers 

foram testados para amplificação em M. roreri, sendo descartados aqueles que não 

amplificaram.  Os 11 primers testados foram classificados conforme a qualidade obtida 

pela PCR. Pela seleção foram identificados 7 pares de primers (msCEPEC-Cp14, 

msCEPEC-Cp15, msCEPEC-Cp19, msCEPEC-Cp22, msCEPEC-Cp23, msCEPEC-

Cp45 e msCEPEC-Cp64) que foram utilizados para o estudo da estrutura genética 

populacional em M. roreri. 

O volume utilizado para reação foi de 20 µL, contendo 5 ng de DNA, 0,2 mM de 

cada primer, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP (Ludwig Biotecnologia Ltda.), 1X 

de tampão e 1 unidade de Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda.) 
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(GRAMACHO et al., 2003). Os produtos de PCR foram primeiramente checados através 

de gel de agarose a 3% corado com brometo de etídeo. As amplificações foram 

conduzidas em um Eppendorf Mastercycler Gradient, com “Touch Down” PCR. Na 

reação, a temperatura de anelamento dos primers variou de acordo com os mesmos, 

havendo 10 ciclos para denaturação a 94 0C por 4 min, anelamento do primer a 60-48 
0C para os primers 14, 15, 19, 22, 23, 64 e 61-54 0C para o primer 45, usando 1.0 0C de 

decréscimo, e extensão a 72 0C por 1 minuto e 30 segundos, seguido de 30 ciclos a 94 
0C por 30 segundos, 48 0C por 1 minuto, e 72 0C por 1 minuto e 30 segundos, e uma 

extensão final de 4 minutos a 72 0C. Os fragmentos obtidos após amplificação foram 

separados por eletroforese em gel de acrilamida a 6%, tendo como tampão de corrida 

TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM de ácido bórico e 2 mM EDTA). O gel de poliacrilamida foi 

corado com nitrato de prata de acordo com CRESTE et al. (2001) e GRAMACHO et al. 

(2003). Utilizou-se como marcador de peso molecular o ladder 10 pb. A genotipagem foi 

baseada no comprimento dos alelos amplificados em cada loco, registrados em géis de 

poliacrilamida escaneados, tomando por base os pesos moleculares do ladder 10 pb 

colocados nas laterais de cada gel. 

 

 

2.6. Análise de dados 
 

2.6.1. Marcadores RAPD 
 
Os padrões de fragmentos RAPD de cada isolado de M. roreri foram utilizados 

para a geração de uma matriz de valores binários, construída de acordo com a 

presença (1) ou ausência (0) de bandas em comuns nos diferentes isolados. Com esta 

matriz calculou-se a porcentagem de polimorfismo obtido com cada primer utilizado 

através da fórmula: 

P = 
nbt
nbp  

Onde: 
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P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo); 

nbp = número de bandas polimórficas; 

nbt = número de bandas total.  

Com esta matriz de dados calculou-se a coeficiente de similaridade de Jaccard 

entre todos os indivíduos conforme a expressão abaixo: 

Sij = 
cba

a
++

  

Onde: 

a = número de casos em que ocorre a presença da banda em ambos indivíduos, 

simultaneamente; 

b = número de casos em que ocorre a presença da banda somente no indivíduo 

i; 

c = número de casos em que ocorre a presença da banda somente no indivíduo 

j. 

A diversidade alélica (HS) (NEI, 1973) em cada população foi obtida pelo 

programa POPGENE (Ver. 1.31; YEH ET AL., 1997). 

 

 

2.6.2. Marcadores SSR 
 
A partir da leitura dos dados nos géis o polimorfismo genético de cada locus foi 

medido através da amplitude alélica em pares de bases (pb), número de alelos (A), 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) (NEI, 1978), utilizando o programa 

Genetix (Ver. 4.05.2; BELKHIR et al., 1999).  

A estrutura genética das populações de M. roreri foi analisada utilizando a 

análise de variância molecular (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) dos dados 

genotípicos em níveis hierárquicos (entre espécies, entre e dentro de países, entre 

estados dentro de países, entre municípios dentro de estados e dentro de municípios). 

A diferenciação genética entre populações (FST) foi obtida pela permuta de genótipos 

multilocus entre as populações. O nível de significância, valor “p”, do teste foi testado 
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como a proporção de permutações que proporcionam um FST maior ou igual ao 

observado. 

As estimativas da estrutura genética de cada população de M. roreri foram 

estudadas através da análise do número de amostras (n), número de haplótipos (g), 

índice de Shannon (H’) (LEWONTIN, 1972), porcentagem de locus polimórfico (r), 

heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) (NEI, 1978), índice de fixação (f) 

(WEIR & COCKERHAM, 1984), número médio de alelos (na), diversidade genética total 

(HT) e diversidade genética da subpopulação com relação ao total da população (GST) 

(NEI, 1973). O índice de Shannon foi calculado através do programa Popgene 1.31 

(YEH et al., 1997). As demais estimativas foram obtidas pelo programa Genetix (Ver. 

4.05.2; BELKHIR et al., 1999). Coeficientes de correlação foram determinados com o 

programa SAS (The SAS System for Windows, Ver. 7.0., 1999). 

A estruturação da variabilidade das populações foi visualizada através do 

dendograma construído no programa Darwin (Ver. 5.0) (PERRIER et al., 2003) com 

base nas freqüências fenotípicas de cada população dada pelo programa Arlequin e 

pelo critério de agrupamento UPGMA (SNEATH & SOAKAL, 1973). A estabilidade dos 

agrupamentos também foi testada por intermédio do procedimento de reamostragem 

por 1000 bootstrap. 

O dendograma foi feito a partir dos índices médios de similaridade para cada 

população através do programa Darwin (Ver. 5.0) (PERRIER et al., 2003). 

 

 

3. RESULTADOS 
 

3.1. Marcadores RAPD  

 

Conforme a Tabela 2, pode-se verificar a seqüência dos primers selecionados e 

o padrão de polimorfismo de cada um deles. Na Figura 1, pode se observar o perfil do 

primer OPI03. O primer que produziu um maior número de loci foi o OPI03 e de loci 

polimórficos foi o OPC05 e o que gerou um menor número de loci foi o OPH13 assim 
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como de loci polimórficos. A média da diversidade alélica (HS) variou de 0,00 a 0,40 

para a população do Equador e 0,04 a 0,48 para a população do Peru (Tabela 2).  

 
 

3.2. Marcadores SSR  
 

3.2.1. Estatística descritiva do total de loci amplificados 
 
Dentre os 7 pares de primers utilizados neste trabalho, os mais polimórficos 

foram 45, que amplificou 4 alelos e os primers 14 e 15, ambos amplificaram 3 alelos, 

enquanto os primer 23 amplificou 2 alelos, e os primers 19 e 22, ambos amplificaram 1 

alelo (Tabela 3).  

Na Tabela 3 observa-se também que o total da heterozigosidade observada por 

locos para as populações de M. roreri variou de 0,00 a 0,21, sendo o locos 45 o que 

mais apresentou indivíduos heterozigotos, os demais loci constituíram-se de indivíduos 

homozigotos.  

 
Tabela 2 - Análise RAPD de Moniliophthora roreri: seqüência de primers, número de 

fragmentos amplificados e diversidade alélica (HS) estimada nos 50 
isolados. 

 
 

Fragmentos amplificados Fragmentos polimórficos
Equador 11 5 0,38
Peru 11 3 0,21
Equador 6 0 0,00
Peru 6 1 0,48
Equador 9 3 0,34
Peru 9 2 0,04
Equador 13 2 0,40
Peru 13 1 0,39
Equador 9 3 0,31
Peru 9 4 0,13

96 24 ...

HS
Número de Fragmentos

OPI05

PopulaçãoPrimer Sequência 5’-3’

OPC05

OPH13

GATGACCGCC

GACGCCACAC

Total

OPI01

OPI03

ACCTGGACAC

CAGAAGCCCA

TGTTCCACGG
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Figura 1. Perfil de um gel de RAPD utilizando o primer OPI03 em isolados de 

Moniliophthora roreri provenientes do Peru. Nas extremidades estão os 
padrões de peso molecular de um ladder 100 pb.  

 
 
Tabela 3 – Estimativas das estatísticas de Nei nos locos amplificados em isolados de 

Moniliophthora roreri. 

                   aheterozigosidade esperada 
                         bheterozigosidade observada 
 

Os loci 15, 23 e 45 permitiram a diferenciação entre as populações do Equador e 

Peru (dados não mostrados). 
Um total de 50 isolados compôs o tamanho das populações de M. roreri e 

promoveram informações a respeito da sua constituição genética, quando foram 

amplificados para os sete loci de microssatélites. Considerando estas populações 

Locos Motivos Tamanho 
(pb)

Amplitude 
alélica

Número de 
alelos por 

locos
He

a Ho
b

msCEPEC-Cp14 (AGAT)5 213 209-217 3 0,18 0,21
msCEPEC-Cp15 (GAA)6 197 188-203 3 0,28 0,00
msCEPEC-Cp19 (GAT)8 200 197-206 1 0,00 0,00
msCEPEC-Cp22 (CTT)6 201 198-204 1 0,00 0,00
msCEPEC-Cp23 (TCAG)10 206 202-210 2 0,07 0,00
msCEPEC-Cp45 (AGAT)5 262 238-262 4 0,47 0,00
msCEPEC-Cp64 (TGG)6 311 311-314 1 0,00 0,00

2,14 0,14 0,03

M        1    2       3     4      5     6      7      8     9   10   11    12   13    14   15    16   17    18    19   20   21    
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obteve-se um total de 15 alelos, com um valor médio de 2,14 alelos por locus e 

tamanhos que variaram de 197 pb até 314 pb (Tabela 3).  

 

 

3.2.2. Diferenciação de populações 
 

Com base nos resultados da AMOVA e dos índices de fixação (FST) verifica-se 

que houve uma pequena variação genética (0,03%) não significativa entre as espécies 

C. perniciosa e M. roreri reforçando a tese em que as duas espécies têm uma íntima 

relação (Tabela 4).  

Considerando todas as populações de M. roreri observou-se que 65,93% da 

variabilidade genética está entre as populações entre países de modo que 34,07% 

concentrou-se dentro de países, sendo significativas (Tabela 5). Ao nível de populações 

individualmente, o Equador apresentou maior variação entre municípios dentro de 

estados (51,20%) do que entre estados (48,80%), não sendo significativamente 

diferentes. Ao contrário, a população do Peru apresentou maior variação entre estados 

(38,26%) do que entre municípios dentro de estados (26,22%), também não sendo 

significativamente diferentes. Além disso, houve variação significativa (35,52%) dentro 

de municípios.  

 

 

3.2.3. Diversidade genética e diferenciação 
  

 Com base na amplificação utilizando 7 pares de primers de microssatélites, em 

média, as populações de M. roreri exibiram uma média de 7,5 haplótipos, sendo 6 

provenientes da população do Equador e 9 da população do Peru. A porcentagem de 

locus polimórfico está correlacionada com o número de haplótipos, quanto maior este 
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Tabela 4 - Análise de variância molecular de fenótipos de microssatélites em 
populações de Moniliophthora roreri. 

aCrinipellis perniciosa 
 bMoniliophthora roreri 
 
número maior a porcentagem de polimorfismo nos loci, sendo a média de 42,86%, cuja 

variação foi de 28,57% (Equador) e 57,14% (Peru) (Tabela 5). 
Com base no índice de Shannon (S) a diversidade genotípica variou entre 

populações de M. roreri (Tabela 5), variando de 0,12 (Equador) a 0,38 (Peru), sendo a 

média de 0,25. Uma significativa associação (P≤ 0,01) foi encontrada entre este índice 

e a percentagem de loci polimórficos. Quanto maior o índice de Shannon maior a 

percentagem de polimorfismo nos locus. 

A heterozigosidade observada (Ho), no conjunto das duas populações que 

compõem os isolados de M. roreri variou de 0,02 (Equador) a 0,04 (Peru), com uma 

média de 0,03. Por outro lado, a estimativa da heterozigosidade esperada foi mais 

elevada, sendo o menor valor de 0,07 (Equador) e o maior de 0,21 (Peru). Em razão da 

heterozigosidade média observada (Ho) ter sido inferior a heterozigosidade esperada 

em todas as populações, ficou caracterizado a presença de excesso de homozigotos 

(Tabela 5).  

 

 

Fonte de Componentes de % de Variância φ 
Variação variância total Estatística
Entre espécies (Cpa x MRb) 1 0,00 0,03 0,00 >0,447
MR
Entre países 1 0,30 65,93 0,66 < 0,001
Dentro de países 98 0,16 34,07 - < 0,001
   Equador
     Entre estados 4 0,12 48,80 0,49 >0,020
     Entre municípios (dentro de estados) 20 0,12 51,20 1,00 >0,000
     Dentro de municípios 25 0,00 0,00 1,00 < 0,001
   Peru
     Entre estados 9 0,15 38,26 0,38 >0,009
     Entre municípios (dentro de estados) 15 0,10 26,22 0,42 >0,030
     Dentro de municípios 25 0,14 35,52 0,64 < 0,001

GL p-valor
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Tabela 5. Estimativas da diversidade genética de duas populações de Moniliophthora 
roreri provenientes de diferentes países com base em marcadores 
microssatélites. 

                               

                                 a número de amostra   
                                  bnúmero de haplótipos   
                                  cÍndice de Shannon   
                                  dporcentagem de locus polimórfico    
                                  eheterozigosidade esperada    
                                   fheterozigosidade observada   
                                  gÍndice de fixação (déficit de heterozigosidade dentro da população)   
                                  hnúmero médio de alelos   
                                 idiversidade genética total   
                                 jdiversidade genética da subpopulação com relação ao total da população 
 

O aumento de homozigotos indica a possível existência de um processo 

endogâmico, decorrente de desvios de panmixia, e/ou deriva genética, ou a condição 

homotálica do fungo (Tabela 5). De fato, o índice de fixação médio (f) das populações 

de M. roreri (0,78) confirmou um nível relativamente alto de endogamia. Dentre as 

populações a do Peru apresentou o maior nível de fixação (0,81), sendo o menor 

número mostrado pela população do Equador (0,75).   

A diversidade genética total (HT), foi de 0,26 (população do Equador) e 0,42 

(população do Peru) e a diversidade genética da subpopulação (GST), sendo de 0,56 

(população do Equador) e 0,74 (população do Peru) (Tabela 5). 
A análise de agrupamento efetuada com isolados das populações de M. roreri 

com base nas freqüências fenotípicas permitiu visualizar a separação em dois grandes 

grupos entre as populações do Equador e Peru (Figura 2). 

 
 

População na gb H'c r d (%) H e
e H o

f f g na h H t
i G st

j

Equador 25 6 0,12 28,57 0,07 0,02 0,75 1,29 0,26 0,56
Peru 25 9 0,38 57,14 0,21 0,04 0,81 2,00 0,42 0,74
Média 25 7,50 0,25 42,86 0,14 0,03 0,78 1,65 0,34 0,65
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4. DISCUSSÃO 
 

 

Conhecer a distribuição da variabilidade genética entre e dentro de populações é 

essencial para a adoção de estratégias preventivas e mais eficientes em programas de 

melhoramento de cacaueiro visando resistência a doenças. Fato enormemente 

facilitado com o uso de marcadores moleculares. 
Neste estudo foram demonstrados o potencial de uso dos marcadores 

moleculares RAPD e microssatélites nas análises de estruturação populacional e 

filogenia de Moniliophthora roreri com o Crinipellis perniciosa, os mais destrutivos 

patógenos do cacaueiro no Continente Americano. Ambos marcadores são baseados 

na PCR (Polymerase Chain Reaction), uma técnica simples que requer pequenas 

quantidades de DNA. Análises RAPD não requerem processos de clonagem e 

hibridização com membranas, sendo um marcador eficiente no estudo de um grande 

número de fitopatógenos. Os microssatélites são abundantes em microrganismos, com 

a vantagem de terem característica codominante e são bastante utilizados em estudo 

de genética de populações de microrganismos paternidade, migração e filogeografia 

(WEISING et al., 1995). 

Entretanto, o progresso do uso de marcadores baseados em microssatélites tem 

sido dificultado devido ao alto custo e tempo dispendidos no desenvolvimento de 

primers para cada espécie. A transferibilidade de microssatélites entre espécies 

relacionadas é uma conseqüência da homologia da seqüência de DNA das regiões que 

flanqueiam os microssatélites, sendo inversamente relacionada com a distância 

evolucionária entre duas espécies. E tem sido demonstrada em vários estudos. 

HANTULA et al. (2002) estudaram a amplificação heteróloga de marcadores 

específicos, Pp1 e Pp2 usando PCR, em Cronartium flaccidum e Peridermium pini, dois 

fitopatógenos que provocam ferrugem em pinheiro. Estes autores mostraram que, 

embora um baixo nível de diferenciação genética ocorreu entre populações de ambos 

os fitopatógenos, diferença entre as espécies não foi detectada, indicando que estas se 
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assemelham a um único taxon. MOLINA et al. (2001) desenvolveram 48 pares de 

primers microssatélites com a finalidade de se obter informações sobre diversidade 

genética e composição de populações em Mycosphaerella musicola, agente causal da 

Sigatoka-amarela da bananeira. Destes, 26 foram polimórficos e 4 foram transferíveis 

com sucesso para estudos com a mesma finalidade em M. fijiensis, outro importante 

patógeno da bananeira causador da Sigatoka-negra.   

 Em razão dos primers de microssatélites desenvolvidos para C. perniciosa 

(GRAMACHO et. al., 2003) terem amplificado com eficiência (88,0%) loci de M. roreri, 

confirmou-se a pouca divergência evolutiva entre essas duas espécies, demonstrando 

que as seqüências que flanqueiam os loci SSR são conservadas. A proximidade 

taxonômica de M. roreri e C. perniciosa tem sido demonstrada em estudos prévios. 

Baseado em similaridades na biologia e sintomatologia, EVANS (1981) sugeriu que M. 

roreri está intimamente relacionado com o C. perniciosa e que estes compartilham de 

um ancestral comum. M. roreri evoluiu das montanhas ocidentais dos Andes e é 

endêmico das espécies Theobroma ou Herrania, enquanto C. perniciosa adaptou-se ao 

cacau (T. cacao) em seu centro de origem, no lado Amazônico da Cordilheira dos 

Andes. GRIFFITH et al. (2003) produziram híbridos entre M. roreri e C. perniciosa, 

demonstrando razoável afinidade entre as espécies. Em trabalhos posteriores, 

PHILLIPS-MORA (2003) utilizou pares de primers de locos específicos amplificando 

dois segmentos de genes de RNA nuclear ribossomal. Os resultados geraram 

confirmação que M. roreri é um Basidiomiceto e sugere fortemente que o mesmo 

pertence a ordem Agaricales e possivelmente à família Tricholomataceae. 

Comparações de seqüências também indicaram que o fungo está intimamente 

relacionado com o C. perniciosa. AIME & PHILLIPS-MORA (2005), com base em 

análises filogenéticas de seqüências de DNA de cinco diferentes regiões nucleares do 

gene (28S rDNA, 18s rDNA, ITS, RPB1 e EF1-α) confirmaram que C. perniciosa e M. 

roreri fazem parte do mesmo taxa, e propõem um novo nome, Moniliophthora perniciosa 

Aime & Phillips-Mora comb. nov., ambos fazendo parte da família Marasmiaceae. No 

presente caso, baseado na análise de variância molecular de fenótipos de 

microssatélites (Tabela 4), observou-se que apenas 0,03% (ϕ= 0,00; p>0,447) foi a 
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variação entre estas duas espécies, não sendo estatisticamente diferentes. Com isso, 

juntamente com outras evidências descritas anteriormente, tem-se a confiança da 

proximidade genética entre as espécies estudadas. A este respeito está a dedução 

lógica de que M. roreri e C. perniciosa pertencem provavelmente a um único taxon.  

Neste estudo observou-se um nível moderado de multialelismo nos loci 

avaliados. Os loci de microssatélites utilizados foram suficientes para detectar uma 

média de 7,50 diferentes genótipos multilocus. Desta maneira, confirmou-se a eficiência 

da transferibilidade de primers de C. perniciosa para M. roreri e o poder de resolução 

dos marcadores microssatélites, principalmente quando adicionado dados RAPD, na 

determinação da estrutura genética populacional em Moniliophthora e nas conclusões 

em relação aos prováveis eventos evolucionários acontecidos em várias escalas 

regionais. 

Os níveis de diferenciação genética das populações de M. roreri oriundas do 

Equador e Peru revelaram elevados índices de diferenciação entre as populações 

estudadas, bem como dentro de populações com presença de subpopulações. Na 

população do Peru foi encontrada a mais alta diversidade genética total (HT= 0,42) 

(Tabela 5), o que indica boa adaptação do patógeno às condições ambientais e às do 

hospedeiro neste país. Atualmente, a podridão de Moniliophthora ocorre em todas as 

cinco regiões produtoras de cacau no Peru, ocasionando perdas de 19 a 100% na 

produção, somando-se a este fato, o controle da doença por meio de variedades 

resistentes, só recentemente despertou interesse neste país (RIOS-RUIZ, 2004). 

Neste estudo, foi estimado a diferenciação genética interpopulacional através do 

índice de Wright (WRIGHT, 1951), expresso em valores de FST, que foi de 0,59 

(p<0,001). Em outros patossistemas de fungos, índice de diferenciação de populações 

acima de 0,25 tem sido interpretado como indicativo de alta diferenciação genética 

entre populações (HAMELIN et al., 1995; KUBISIAK et al., 2004; PARRENT et al., 

2004). No caso de M. roreri, isto implica que o patógeno encontrou excelentes 

condições de clima e hospedeiro suscetível inerente em cada país, favorecendo uma 

ampla adaptação e disseminação da doença. Temperaturas entre 22 a 26 0C e umidade 

relativa acima de 85%, ótimas para germinação e infecção de M. roreri, são 
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prevalecentes nas regiões produtoras de cacau destes países (PORRAS et al., 1988; 

HERNANDEZ, 1991). Assim, espera-se que nas áreas de introdução do patógeno a 

doença certamente progridirá em tempo e espaço.   

Em relação à análise intrapopulacional, paralelamente ao FST, valores de GST têm 

sido usados em fitopatógenos para inferir variabilidade a este nível populacional 

(LEUNG & WILLIAMS, 1986; BOEGER et al., 1993; GOODWIN et al., 1993). Foi 

encontrado em populações de M. roreri altos níveis de variação genética dentro de 

populações do Equador (GST= 0,56; ϕST= 0,49; p>0,020) e do Peru (GST= 0,74; ϕST= 

0,38; p>0,009), embora estas diferenças não tenham sido significativas entre estados e 

municípios, e sim dentro de municípios para ambas as populações. Talvez, uma 

provável explicação para este acontecimento possa estar no alto grau de 

patogenicidade do fungo e da ampla suscetibilidade do hospedeiro. Os propágulos 

infectivos de M. roreri são transportados pelo ar e principalmente têm grande facilidade 

de se dispersarem pelo vento (EVANS, 1981), embora a dispersão possa ocorrer 

também através da água, insetos e outros animais (NAUNDORF, 1954). Quando atinge 

uma localidade e, ou região, a erradicação do patógeno é dificultada pela alta 

adaptabilidade e patogenicidade do fungo. Ademais, o confundimento com a 

esporulação de fungos saprófitas na superfície externa dos frutos dificulta a diagnose 

precoce da doença (RIOS-RUIZ, 2004). Somando-se a estes fatos, os propágulos 

infectivos (esporos) do fitopatógeno são mais resistentes a luz e dissecação (EVANS, 

1981) do que os de C. perniciosa (PURDY & SCHIMIDT, 1996), otimizando a eficiência 

de dispersão, influenciando no fluxo gênico.  

Inicialmente a podridão de Moniliophthora foi identificada em 1988 no Peru 

(EVANS, 1981). Porém, como a doença foi constatada numa área muito ampla, foi 

sugerido que o patógeno estivesse presente na região desde 1986 aproximadamente 

(RIOS-RUIZ, 2004). Na Província de San Ignácio, fronteira com o Equador, no início 

dos anos 80, existia uma forma de feiras, nas quais produtores equatorianos e 

peruanos intercambiavam produtos, como sementes e frutos de cacau, para consumo e 

plantio no Peru. Desde que a doença surgiu na região norte do país, os órgãos do 

governo responsáveis pelo setor fitossanitário, não realizaram quaisquer medidas 
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quarentenárias para evitar a expansão da doença para outras áreas cacaueiras (RIOS-

RUIZ, 2004). Com isso, acredita-se que em vista da facilidade de dispersão de M. roreri, 

a disseminação para outras regiões foi inevitável e previsível. Em vista do intenso 

comércio e do incremento do tráfego na região de fronteira com o Peru, há risco 

iminente de introdução da podridão de Moniliophthora no Brasil e Bolívia. 

Durante anos, o mais ativo meio de dispersão do fitopatógeno observado foi 

atribuído ao homem, e principalmente ao aumento da sua atividade nestas regiões. 

Assim, na América do Sul, M. roreri se disseminou aproximadamente 1.100 km dentro 

do Peru em apenas 10 anos (PHILLIPS-MORA, 2003). O fitopatógeno tem se 

dispersado rapidamente ao longo das montanhas e depois nos declives orientais dos 

Andes até chegar ao norte do Peru em 1989, nos vales de Huallaga e nos rios 

Apurimac e Ene, chegando na região de Cuzco em 1996 (EVANS et al., 1998). O 

fitopatógeno se dispersando através da Sierra Madre de Dios, o mesmo se constituirá 

numa séria e direta ameaça para as plantações brasileiras de cacau em Rondônia, 

como também para o cacau da Bolívia (EVANS, 2002). Esta situação tem obviamente 

aumentado o medo da possibilidade de dispersão da podridão de Moniliophthora nestes 

países.  

Foi encontrada maior diversidade alélica (HS) nas populações de M. roreri do 

Equador em relação às populações do Peru (Tabela 2). Sugere-se, portanto, que neste 

país as populações do fitopatógeno são as mais diversas, havendo maior freqüência de 

diferentes alelos, podendo estar atuando processos evolucionários como mutação, 

seleção ou barreiras genéticas (genetic drifit) (McDONALD, 2004).    

 Em vista da importância da podridão de Moniliophthora para a cultura do cacau, 

das dificuldades encontradas no controle desta doença, da alta variabilidade genética 

detectada nas populações do Equador e Peru e no eminente perigo da sua entrada no 

Brasil e Bolívia, a adoção de métodos integrados pode contribuir para minimizar as 

perdas decorrentes da doença e evitar que esta chegue nas zonas cacaueiras dos 

países aonde não se constata a sua presença. A remoção de frutos doentes, a 

aplicação de fungicidas protetores, o uso de cultivares resistentes são importantes 

componentes para implementar o manejo integrado da podridão de Moniliophthora. A 
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identificação com maior precisão de isolados de fungos, o estudo do modo de 

reprodução, a caracterização de populações a nível temporal e espacial e a adaptação 

dos fitopatógenos ao ambiente, podem, no momento, serem fácil e rapidamente 

acompanhadas pelas tecnologias moleculares baseadas na amplificação do DNA 

usando PCR. Concomitantemente com estes enfoques moleculares, há uma 

necessidade premente de desenvolver estudos de patogenicidade com isolados 

(patótipos) de Moniliophthora em uma série diferenciadora do hospedeiro (cacaueiro), 

de forma a identificar tipos virulentos do fitopatógeno ou até mesmo raças. Aliado às 

tecnologias moleculares, poder-se-á obter marcas típicas para cada isolado ou grupos 

de isolados, no qual poderão ser facilmente identificados através de um gel. Com isso, 

permitirá a elaboração de mapas geográficos mostrando a distribuição dos patótipos de 

M. roreri como também o monitoramento do fitopatógeno, auxiliando os programas de 

melhoramento na seleção de genótipos de cacaueiro com diferentes níveis de 

resistência em função da distribuição do fitopatógeno em diferentes escalas espacias 

nos países aonde a doença se faz presente.     
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4 – CONCLUSÕES GERAIS 
 
 

� Existem populações de C. perniciosa agrupadas de acordo com o país de 

origem. 

� As populações de C. perniciosa do Brasil, Equador, Trinidad e Peru são 

geneticamente diferentes. Variabilidade genética foi também evidenciada 

dentro de populações, indicando a presença de subpopulações. 

� A população de C. perniciosa do Brasil apresentou maior diversidade 

genotípica em comparação com as outras populações. 

� A população de C. perniciosa do Equador apresentou menor nível de 

diferenciação genética intrapopulacional. 

� Existe potencial de transferibilidade de pares de primers de microssatélites 

para o mesmo gênero e outros gêneros, como no caso de C. perniciosa 

para M. roreri. 

� As populações de M. roreri do Equador e Peru possuem elevados índices 

de diferenciação genética interpopulacional. 

� A população de M. roreri do Peru apresentou maior variabilidade do que a 

população do Equador. 

� Existe congruência entre as metodologias de caracterização genética 

populacional de C. perniciosa e M. roreri por marcadores dominantes 

(RAPD) e por marcadores codominantes (microssatélites). 
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