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Caracterizacao de plantas testadoras dos grupos
de compatibilidade associadas ao polimorfismo do
gene S em Coffea canephora

Introducao

A autoincompatibilidade pode ser definida como a incapacidade de uma planta de
ser fecundada pelo seu préprio pélen. A incapacidade de se autofecundar é uma
importante caracteristica do sistema reprodutivo de varias espécies vegetais
alégamas, incluindo o C. canephora, e que evoluiu como uma forma de evitar os
efeitos deletérios da endogamia (CASTRIC; VEKEMANS, 2004). Nessa espécie o
impedimento a autofecundacdo deve-se a paralisacdo do desenvolvimento dos
tubos polinicos, que impossibilita a fertilizacdo do gametéfito feminino
(BERTHAUD, 1980).

Dois mecanismos de autoincompatibilidade sdo bem conhecidos nas plantas
alégamas: a gametofitica, em que o sucesso da hibridacdo é determinado pela
expressao do gene S (do inglés Self-incompatibility), do genoma haploide do grao
do pdlen, e a autoincompatibilidade esporofitica, em que a especificidade da
hibridacdo é determinada pelo gendétipo diploide da planta adulta que deu origem
ao grao de pdlen. O C. canephora apresenta autoincompatibilidade gametofitica,
sendo que o impedimento da fecundacdo deve-se a paralisacdao no crescimento
dos tubos polinicos que ocorre em virtude da acdo de ribonucleases que
degradam o RNA ribossémico (NOWAK et al., 2011).

Na cafeicultura clonal, o cultivo de plantas clonais ndao compativeis pode
comprometer a produtividade da lavoura, resultado da menor eficiéncia da
polinizagcdo. Na composicdo de uma cultivar clonal é possivel agrupar os clones,
de acordo com seus grupos de compatibilidade (FERRAO et al., 2007). Nesse
sistema, 1trés niveis de compatibilidade sao esperados: (1) polinizacao
autoincompativel: ocorre quando os genitores apresentam formas alélicas
idénticas (Ex.: S1S2 x S1S2); (2) compatibilidade parcial: ocorre quando os
genitores possuem uma forma alélica em comum (3) compatibilidade total: ocorre
quando as formas alélicas sao diferentes (Ex.: Si1S2 x S3S4) (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL AGNOL, 2002).

Segundo Borém (2005) um bom testador é aquele que permite classificar
corretamente os gendtipos avaliados, discriminando-os com eficiéncia e com um
numero minimo de avaliacGes. A caracterizacao de plantas testadoras dos grupos
de compatibilidade tem potencial para aumentar qualitativamente a eficiéncia das
avaliacbes de campo, visando reduzir significativamente o nimero de hibridacdes
necessarias para caracterizar os gendtipos do gene S.

Quando a interacao alélica da caracteristica em estudo é de natureza dominante,
plantas homozigotas e portadoras da forma recessiva do alelo sdo adequadas para
serem utilizadas como testadoras. Em C. canephora, o gene S, que governa a
expressao da autoincompatibilidade, apresenta natureza co-dominante, ndao sendo
possivel naturalmente individuos homozigotos para esse gene. Nesse caso, as
plantas testadoras devem ser aquelas cujo gendtipo permite identificar as
diferentes formas alélicas deste gene.

Os resultados apresentados por Berthaud e Charrier (1988) foram um dos
primeiros a indicar que a autoincompatibilidade em C. canephora é governada pela
acao de um Unico gene S, com pelo menos trés formas alélicas (S1, Sz, Ss). Mais
recentemente no centro de origem e de diversificacdo desta espécie, (OMOLAJA;



2

Caracterizacdo de plantas testadoras dos grupos de compatibilidade associadas ao polimorfismo do gene S em Coffea canephora

FAWOLE, 2004) quantificaram a interacdo de seis
formas alélicas na expressao desta caracteristica.

O objetivo deste trabalho foi realizar hibridacdes
direcionadas para caracterizar grupos de
compatibilidade gametofitica em clones superiores
de C. canephora identificando plantas testadoras
dos grupos de compatibilidade.

Material e métodos

Hibridacdes direcionadas

HibridacbGes direcionadas foram realizadas em casa
de vegetacdo na Embrapa Rondbénia - Porto
Velho/RO, em esquema de dialelo parcial para
caracterizacao da genealogia para esta caracteristica.
Os clones avaliados neste trabalho foram
selecionados de uma populacdo de melhoramento
contendo 158 individuos provenientes de diferentes
polos cafeicultores do Estado de Ronddnia.

Para realizacdo das hibridagGes direcionadas em casa
de vegetacdo as plantas foram cultivadas por 24
meses em vasos de 20 litros, utilizando como
substrato trés partes de solo para uma parte de areia
e uma parte de esterco curtido. Para evitar o
florescimento durante a fase desenvolvimento das
plantas, os vasos foram irrigados por aspersdo com
molhamento diario da parte aérea das plantas,
mantendo-se a umidade do solo préxima a 80% da
capacidade de campo. A adubacdo quimica de
cobertura foi feita considerando as caracteristicas do
solo segundo indicac6es de Marcolan et al. (2009).

Para induzir o florescimento sincronizado, a irrigacao
foi reduzida gradativamente no periodo de duas
semanas até atingir, uma umidade préxima a 30% da
capacidade de campo. Apds duas semanas de
conducao em condicoes de baixa umidade, a inducao
do florescimento das plantas foi realizada com trés
irrigacdes concentradas para atingir uma capacidade
de campo de 80%, sem molhamento da parte aérea.

Em cada cruzamento foram utilizados dois ramos
plagiotrépicos por planta com a protecao de cinco a
sete rosetas por ramo. Um dia antes da antese, os
ramos plagiotrépicos com botdes florais de cor
branca foram protegidos utilizando sacos de papel do
tipo kraft de 55 cm x 25 cm. As polinizacdes foram
realizadas entre 7 e 10 horas da manha, periodo de
maior abundancia e viabilidade dos graos de pdélen.

Ramos doadores e receptores foram selecionados
entre aqueles que apresentavam inflorescéncias em
antese plena. Para colocar em contato os ramos
doadores e receptores foi utilizada uma abertura na
extremidade do saco de papel. Apds o contato entre
as inflorescéncias, o procedimento foi finalizado
com o fechamento da sacola de papel e

identificacdo do cruzamento. As avaliacbes do
pegamento das hibridacbes foram realizadas ao
longo de seis meses com a observacao do
desenvolvimento dos frutos.

Interpretacdo dos dados

Para inferir, o agrupamento de maior probabilidade
de ocorréncia em funcao dos resultados obtidos foi
utilizado o método de maxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood Estimation). Para a utilizacao
deste método €é necessadrio o conhecimento da
funcdo de densidade de probabilidade da variavel
aleatéria em estudo. Considera-se que a
probabilidade de ocorréncia das classes genotipicas
nas populacdes segregantes avaliadas neste estudo
assumem distribuicdo multinominal, funcdo do
nimero de formas alélicas do gene S, apresentada a
seguir, segundo notacdo de Schuster e Cruz (2004):

(i) L(p; /n;) =Apf p3 ps°...... Py

(ii) a-_ NU
n!n,l.n,!

(i) N=Yn;

Em que: N é o nimero de grupos de compatibilidade,
ni € o numero de plantas de determinada classe
genotipica que fazem parte do i-ésimo grupo de
compatibilidade, com probabilidade p.

Considerando uma taxa de erro de 5%, utilizou-se o
teste da razdao de verossimilhanca para identificar a
genealogia de maxima probabilidade de ocorréncia.
Este teste consiste na comparagcdo entre o
estimador de maéxima verossimilhanca (¢,) e de
ocorréncia da hipétese nula (9,), de que todos os
individuos fazem parte de um mesmo grupo de
compatibilidade:

(0./%)

: Z=Log | L
(iv) %0 =4, 7%)

Resultados e discussao

O estudo da segregacao do gene S é de natureza
complexa por causa do grande numero de
combinacbdes que podem ser obtidas na avaliacao
de um numero relativamente pequeno de plantas. O
numero de combinacdes, definido como o numero
de maneiras diferentes que os gendtipos podem se
organizar nos grupos de compatibilidade, é uma
relacdo exponencial entre o nimero de clones em
avaliacao e o numero de grupos de compatibilidade.
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Em virtude dessa relacdao exponencial, a avaliacao
de poucas dezenas de plantas resulta em milhdes de
resultados possiveis limitando a caracterizacdo em
larga escala da compatibilidade (Tabela 1). A
caracterizacdo de plantas testadoras dos grupos de
compatibilidade tem potencial para aumentar
qualitativamente a eficiéncia das avaliacbes de
campo reduzindo significativamente o numero de
hibridacbes necessarias para caracterizar o0s
gendtipos do gene S pela realizacao de cruzamentos
teste.

Tabela 1. NUmero de maneiras possiveis com que n
individuos (1<n<30) podem ser organizar em j

grupos de compatibilidade (3< | <6).

Grupos

Genotipos ) s a 52
1 2 3 4 5
2 4 9 16 25 36
3 8 27 64 125 216
4 16 81 256 625 1296
5 32 243 1024 3125 7776
6 64 729 4096 15625 46656
7 128 2187 16384 78125 279936
8 256 6561 65536 390625 1679616
9 512 19683 262144 1953125 10077696
10 1024 59049 1048576 9765625 60466176
27 1.3.10° 7.6.10'% 1.8.10"® 7.5.10" 1.0. 10*
28 2.7.10%® 2.3.10"® 7.2.10"® 3.7.10" 6.1. 10
29 5.4.10° 6.9.10"® 2.9.107 1.9.10% 3.7. 107
30 1.1.10° 2.1.10" 1.2.10"® 9.3.10% 2.2.10%

De maneira geral observou-se uma predominancia
de cruzamentos compativeis (70%). No estudo do
padrao de heranca é importante considerar que cada
procedimento de hibridacdo realizado tem uma
probabilidade de erro, por causa das condicbes de
manipulacdo ou de ambiente. Dois tipos de erros
estao associados ao teste de hipdteses. O erro tipo
I, denominado de falso negativo, que ocorre quando
nao se rejeita a hipétese Ho de que todos os
individuos fazem parte do mesmo grupo de
compatibilidade. E o erro tipo Il, denominado de
falso positivo, que ocorre quando em virtude da
contaminacao de plantas ndo compativeis produzem
frutos e rejeita-se a hip6tese verdadeira.

Segundo Charrier e Eskes, (2004) a contaminacéao é
uma das fontes de erro mais importantes na
hibridacao direcionada de C. canephora. Cuidados
com a acao de insetos polinizadores devem ser
tomados considerando a protecao das
inflorescéncias e aplicacao de inseticidas
sistémicos, quando em casa de vegetacdo para
protecdao contra pequenos insetos polinizadores

(Trypys spp.). A abertura nao sincronizada das
flores também pode ser um fator impeditivo para a
realizacao de cruzamentos controlados.

Um grupo de compatibilidade é formado por
individuos que possuem o mesmo gendtipo para o
gene S, e por este motivo, ndo sao compativeis
entre si. Os resultados dos cruzamentos indicam a
ocorréncia de trés grupos de compatibilidade,
identificados por algarismos romanos (Figura 1). A
estimativa da razdo de verossimilhanca, que
pondera a probabilidade de ocorréncia da hipdtese
de nulidade (Ho) e da hipdtese alternativa (Ha) em

funcdo dos dados obtidos, foi igual a 9 (Z =9).

Essa estimativa indica que o agrupamento dos
clones nos grupos de compatibilidade é 10° vezes
mais provavel do que a hipétese Ho, de que todos
0s genodtipos pertencem a somente um grupo de
compatibilidade (Figura 1). Segundo Schuster e
Cruz (2004) estimativas iguais ou superiores a trés,
que indica que a hipotese Ho é 1000 vezes mais
provadvel que a hipdtese alternativa, devem ser
consideradas.

Clones| 1 2 3 4 5
1 C C C C Y
2 C C C i
3 NC | NC ;
4 NC ”,‘ Yas
5

Figura 1. A. Resultados das hibridacdes direcionadas realizadas
entre cinco clones de C. canephora, em que: C — cruzamento
compativel, NC — cruzamento ndo compativel. B. Esquema mais
provavel de distribuicdo dos genotipos em seus respectivos
grupos de compatibilidade indicados pelos algarismos romanos |,
Ilelll.

Em comparacdao com os resultados de Omolaja e
Fawole (2004), que observaram a ocorréncia de
cinco diferentes formas alélicas no centro de origem
dessa espécie, avaliacoes em populacdes brasileiras
tém indicado a existéncia de apenas trés alelos
(FERRAO et al., 2007). A possibilidade de identificar
novos alelos do gene S em germoplasma brasileiro
abre a possibilidade para uma reducao expressiva
no percentual de grdaos moca pelo favorecimento
natural de cruzamentos totalmente compativeis.

A partir da caracterizacdo dos trés grupos de
compatibilidade é possivel selecionar plantas de
cada um deles para serem utilizados como
testadoras, uma vez que <cada grupo de
compatibilidade estd diretamente associado a uma

diferente forma alélica do gene S (Tabela 2). Ainda
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que poucos trabalhos tenham mensurado o efeito
prejudicial da autoincompatibilidade em café
Conilon, o plantio de genétipos nao compativeis
pode aumentar a taxa de graos tipo moca e diminuir
a produtividade de grdos por causa do isolamento
de plantas ndo compativeis.

Tabela 2. Identificacdo das plantas testadoras em
funcdo dos grupos de compatibilidade encontrados
(I, Il e Ill), associados as diferentes formas alélicas
do gene S.

Grupo Forma alélica Plantas testadoras
I S182 1 - -
Il S1Ss3 2 - -
Il S2S3 3 4 5

A caracterizacao das plantas testadoras ird aumentar
qualitativamente a eficiéncia das avaliacbes de campo
reduzindo o numero de hibridacdes necessarias
permitindo a realizacdo de cruzamentos teste.

Conclusoes

A caracterizacao dos sistemas de autoincompatibilidade
é importante para a evolucdo dos programas de
melhoramento genético. O agrupamento de maior
probabilidade de ocorréncia mostrada é 10° vezes mais
provavel do que a hipétese Ho de que todos os
genodtipos pertencem a um mesmo grupo de
compatibilidade. @ A  caracterizacdo das plantas
testadoras permite aumentar a eficiéncia das avaliacdes
de campo reduzindo o ndmero de hibridacbes
necessarias pela realizagao de cruzamentos teste.
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