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RESUMO

O objetivo desse trabalho ¢ caracterizar a expressao da autoincompatibilidade gametofitica em uma
populagdo de melhoramento do cafeeiro Coffea canephora, fornecendo subsidios para manejo dessa
caracteristica e desenvolvimento de novas cultivares. Para tanto, foram realizadas 550 polinizagdes
in vitro entre 62 plantas matrizes das variedades botanicas Conilon (27) e Robusta (35). Geno6tipos
previamente conhecidos, dos grupos de compatibilidade I, II e III, foram inicialmente utilizados como
plantas testadoras. Foram identificados 32 genétipos compativeis com todos os testadores
previamente conhecidos, indicando a existéncia de novos grupos de compatibilidade. A partir desses
resultados, foram realizadas hibridagdes em delineamento de dialelo completo com cruzamentos
reciprocos para caracterizar plantas testadoras dos novos grupos de compatibilidade. Baseado na
resposta de compatibilidade com as plantas testadoras, os gendtipos foram agrupados em seis grupos,
identificados a seguir: 11 genétipos no grupo 1 (17,74%), 13 gendtipos no grupo II (20,97%), 6
genotipos (9,68%) no grupo 11, 9 gendtipos (14,52%) no grupo IV, 8 genotipos (12,90%) no grupo
V e 15 gendtipos (24,19%) no grupo VI. A comparagdo dos grupos de compatibilidade com a
diversidade genética avaliada em campo mostrou que os genotipos de Conilon se agruparam em
apenas um dos quadrantes da dispersdo, estimada a partir dos dois primeiros componentes principais.
Os trés quadrantes de maior numero de genotipos Robusta apresentaram maior frequéncia de plantas
do grupo de compatibilidade VI (39, 48 e 23%) enquanto no quadrante de maior ocorréncia de
genotipos de Conilon, o grupo de compatibilidade II € o mais frequente (31%). Até a obtencao desses
resultados, avaliagdes de populagdes brasileiras indicaram a existéncia de apenas trés alelos e trés
grupos de compatibilidade. A identificacdo de novos grupos de compatibilidade fornece subsidios
para novas praticas de manejo buscando aumentar a eficiéncia de polinizagdo, pelo favorecimento
natural de cruzamentos totalmente compativeis.

Palavras-chave: autoincompatibilidade gametofitica; conilon; robusta.



ABSTRACT

The objective of this work is to characterize the expression of gametophytic self-incompatibility in a
population of coffee breeding Coffea canephora, providing subsidies for the management of this
characteristic and the development of new cultivars. For this purpose, 550 in vitro pollinations were
carried out between 62 mother plants of the botanical varieties Conilon (27) and Robusta (35).
Previously known genotypes, from compatibility groups I, IT and III, were initially used as test plants.
Thirty-two genotypes compatible with all previously known testers were identified, indicating the
existence of new compatibility groups. Based on these results, hybridizations were carried out in a
complete diallel design with reciprocal crosses to characterize tester plants of the new compatibility
groups. Based on the compatibility response with the test plants, the genotypes were grouped into six
groups, identified as follows: 11 genotypes in group I (17.74%), 13 genotypes in group 11 (20.97%),
6 genotypes (9 .68%) in group III, 9 genotypes (14.52%) in group IV, 8 genotypes (12.90%) in group
V and 15 genotypes (24.19%) in group VI. The comparison of the compatibility groups with the
genetic diversity evaluated in the field showed that the Conilon genotypes were grouped in only one
of the quadrants of the dispersion, estimated from the first two principal components. The three
quadrants with the highest number of Robusta genotypes showed a higher frequency of plants from
compatibility group VI (39, 48 and 23%) while in the quadrant with the highest occurrence of Conilon
genotypes, compatibility group II is the most frequent (31%). Until these results were obtained,
evaluations of Brazilian populations indicated the existence of only three alleles and three
compatibility groups. The identification of new compatibility groups provides subsidies for new
management practices seeking to increase pollination efficiency, by naturally favoring fully
compatible crossings.

Keywords: gametophytic self-incompatibility; Conilon; Robust.
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1. INTRODUCAO

A autoincompatibilidade (AI) ¢ um mecanismo fisiologico presente no sistema reprodutivo
do cafeeiro Coffea canephora, que favorece naturalmente a ocorréncia de polinizagdes cruzadas
(IGIC et al., 2008). Na natureza, a redugao nas taxas de autofecundagao e de hibridacao entre plantas
aparentadas favorecem as populagdes aldogamas, contribuindo para a redugdo dos efeitos deletérios
da endogamia e aumento da diversidade genética (NETTANCOURT, 2001).

Na cafeicultura clonal, o cultivo de um nimero reduzido de gendtipos resulta em uma menor
variabilidade genética entre plantas, que representam uma pequena amostra das populagdes naturais,
provenientes do seu centro de origem no continente africano (FERRAO et al, 2017; MORAES et al.,
2018). O conhecimento e o manejo da autoincompatibilidade sdo importantes para o cultivo desse
cafeeiro, uma vez que seu desconhecimento pode reduzir a produtividade e a qualidade dos graos,
resultado de uma menor eficiéncia da polinizagao (ROCHA et al, 2015).

Nessa espécie, a autoincompatibilidade tem sua expressao governada por apenas um gene
multialélico identificado pela letra S (BERTHAUD, 1980). A reacdo de incompatibilidade
gametofitica, caracteristica desse cafeeiro, ocorre entre o tubo polinico e o estigma, que ndo deve
compartilhar o mesmo alelo da planta receptora (LASHERMES et al., 1996; NOWAK et al., 2011).
O impedimento a autofecundacgdo deve-se, a paralisagao do desenvolvimento dos tubos polinicos,
causada pela acdo de ribonucleases que degradam o RNA ribossomico impedindo o crescimento do
tubo polinico (NETTANCOURT, 2001; NOWAK et al., 2011).

Apesar da incompatibilidade do C. canephora ter sido relatada ainda na década de 60, poucos
trabalham se dedicaram a caracterizar a compatibilidade dessa espécie, entre os quais destacam-se 0s
mais importantes: Devreux et al. (1959), observaram que apos a autopolinizagdo, o tubo polinico nao
se desenvolve impossibilitando que o grao de polen chegue até o ovario. Conagin e Mendes (1961) e
Berthaud (1980) levantaram evidéncias de que a autoincompatibilidade em Coffea canephora deve
ser governada pela acdo de um unico gene S, com trés formas alélicas (Si, Sz, S3). Lashermes et al.
(1994), obtiveram populagdes de plantas duplos haploides, homozigotas para o gene S € mostraram
o desenvolvimento do tubo polinico pode ser observado utilizando microscopia de fluorescéncia.
Lashermes et al. (1996), identificaram marcadores moleculares em desequilibrio de ligagdo com essa
caracteristica. Omolaja e Fawole (2004), quantificaram a interacdo de cinco formas alélicas na
expressao desta caracteristica. Nowak et al. (2011), caracterizaram o polimorfismo deste gene entre
varias espécies do género Coffea. De Franceschi et al. (2012), descreveram que a incompatibilidade

se deve a interacdo de glicoproteinas especificas no estigma da flor e nos graos de podlen que se
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combinam para formagdo de dimeros. Moraes et al. (2018), identificaram plantas testadoras de trés
diferentes grupos de compatibilidade.

Mais recentemente Souza et al. (2021), apresentaram ume metodologia para avaliagao da
autoincompatibilidade (Al) utilizando polinizagao in vitro associada a microscopia de fluorescéncia,
para reduzir a taxa de contaminag¢ao das hibridagdes e reduzir o tempo necessario para diagnostico da
compatibilidade.

Embora avaliagdes no centro de origem indiquem a existéncia de até cinco formas alélicas do
gene S (OMOLAJA & FAWOLE, 2004), avaliagdes fora do centro de origem, em germoplasma
cultivado no Brasil, indicaram a ocorréncia de apenas trés formas alélicas na expressdo desta
caracteristica (S1, Sz e S3) (CONAGIN e MENDES, 1961; FERRAO, et al. 2017; MORAES et al.
2018).

Com a caracterizacao da autoincompatibilidade de novos genotipos desenvolvidos € possivel
a implementagdo de plantas compativeis entre si, aumentando o pegamento de frutos devido a uma
maior taxa da eficiéncia da polinizagdo em lavouras comerciais, promovendo um aumento na

produtividade (SOUZA et al., 2017, IMBACH et al., 2017; DEPOLO, et al. 2022).

O objetivo desse trabalho ¢ caracterizar a autoincompatibilidade de acessos do Banco de
Germoplasma da Embrapa quantificando a diversidade alélica e genotipica de uma populagdo de
melhoramento fornecendo subsidios para manipulagdo dessa caracteristica no desenvolvimento de

novas variedades.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas botanicas do Coffea canephora

O café, no mercado internacional, ¢ uma das culturas mais importantes nos dias atuais, isso se
deve ao consumo de sua bebida que se encontra no dia a dia da populagdo mundial. No Brasil, esta
concentrada a maior producdo de café no mundo, recebendo também o titulo de segundo maior
consumidor de sua bebida e sendo referéncia no cultivo das duas principais espécies cafeeiras: Coffea
arabica e Coffea canephora (ABIC, 2021). A quantidade de café da espécie C. canephora produzida
no Brasil possui grande expressividade no mercado internacional, chegando a representar cerca de
21% da produc¢ao mundial. A partir destes dados, estima-se que estd produgdo alcancard 16,96
milhoes de sacas, ocupando uma area de 389,19 mil hectares de cultivo (EMBRAPA, 2022).

No estado de Rondodnia, o cultivo da espécie C. canephora ¢ predominante devido as
caracteristicas climaticas da regido, onde esta variedade melhor se adequa ja que esta tem uma melhor
adaptacdo a regides de clima tropical. A producdo no Estado, ¢ oriundado do cultivo que estd nas
maos da agricultura familiar, promovendo uma fonte de renda e um melhor desenvolvimento para as
familias e regides que o cultivam (MARCOLAN et al., 2009).

As plantas do género Coffea canephora sdo dicotiledoneas pertencentes a familia Rubiaceae,
onde estdo inseridas aproximadamente 124 espécies. Entretanto, no Brasil o cultivo destinado a
producao comercial ¢ oriundo de duas espécies, sendo estas a Coffea arabica e C. canephora
(BRIDSON, 1994). A espécie C. canephora possui duas variedades botanicas distintas que sao
cultivadas na Amazodnia Ocidental: a variedade botanica Conilon, caracterizada por plantas de
crescimento tipo arbusto, tolerancia a seca e maior suscetibilidade a doengas; e a variedade botanica
Robusta, caracterizada pelo crescimento ereto, frutos e folhas de maior tamanho, menor tolerancia a
seca e maior resisténcia a pragas ¢ doengcas (MONTAGNON et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2020,
DUBBERSTEIN et al., 2020).

A estrutura destas plantas ¢ formada por um ou mais ramos ortotropicos (verticais),
apresentando ramificagdes laterais em seu corpo, sendo estes, os ramos plagiotropicos (horizontais);
suas folhas sdo simples e opostas, suas flores sdo brancas e sua inflorescéncia ¢ formada com uma
quantidade de 3 a 20 flores. As plantas se caracterizam por serem perenes, com porte arbustivo ou
arboreo, de caule lenhoso ¢ flores hermafroditas (FAZUOLI et al., 2000; CHARRIER e ESKES,
2004).

Quando comparadas, as plantas das duas espécies comerciais se diferenciam por sua
morfologia e reproducao, onde o C. canephora se difere por ser uma planta que apresenta multicaule,
maior adaptabilidade ao clima tropical e a baixas altitudes, plantas mais vigorosas e frutos menores e

mais esféricos. Na reproducdo, enquanto o café arabica apresenta a autofecundagdo onde a planta ¢
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capaz de se auto fecundar (autogamia), o café canéfora apresenta a fecundacdo cruzada (alogamia),
onde este necessitara de uma segunda planta para que seja realizada a fecundagdo (FERRAO et al.,
2007b).

Além de ser designado como alogamicos e diploides (2n =2 x =22), os individuos da espécie
C. canephora apresentam também uma particularidade chamada de Autoincompatibilidade
Gametofitica (AI). Esse sistema reprodutivo concede um alto grau de variabilidade genética
favorecendo a formacdo de uma populagdo composta de individuos heterozigotos e,
consequentemente, uma maior capacidade de adaptagcdo a uma ampla e variada escala de

caracteristicas ambientais ¢ edafoclimaticas (BERTHAUD et al., 2003).

2.2. Botanica floral e polinizacdo do cafeeiro Coffea canephora

Sendo a parte responsavel pela reprodugdo, propagacdo e produgdo da planta, as flores
possuem algumas das fun¢des mais importantes para a planta. Dito isto, as flores possuem suas partes
mais importantes bem dividas em ovério, sépalas, pétalas, estames e pistilo (LOPES, 2015).

O estigma bifido est4 localizado sobre uma extensao com o formato de um tubo fino chamado
de estilo ou estilete, o corpo do mesmo estd unido ao corpo do ovario através de um tecido
estigmatdide nomeado de tecido de transmissdo. A unido do estigma, do estilete e do ovario, ¢
chamada de pistilo (ALLARD, 1971).

O ovario bilocular possui uma dupla de cavidades separadas, onde cada uma destas armazena
dois ovulos. As cavidades se comunicam com o estilete por canais individuais, fazendo com que a
polinizagdo ocorra em ambos, em um, ou at¢ mesmo em nenhum deles. Tendo em vista de que a
fertilizagdo ¢ um processo que necessita do transporte, da germinacdo dos grdos de polen e do
desenvolvimento do tubo polinico oriundo de polens compativeis no estigma da flor. (CHARRIER e
ESKES, 2004).

A formagao de frutos derivados da fertilizagdo dos dois Ovulos, originardo graos cuja
superficie dorsal ¢ convexa e a ventral ¢ plana com uma rachadura no meio sentido longitudinal,
sendo chamado de grao “chato”. Quando o desenvolvimento do fruto ¢ originado apenas de um dos
ovulos, este produzirda um grao ovalado com uma ranhura longitudinal no meio, sendo identificado
como grao do tipo “moca”.

De acordo com Charrier (1972), o processo de polinizacdao no C. canephora ocorre com a
transferéncia de pdlen da antera de uma flor para o estigma de outra, essa agdo tem como principal
agente polinizador o vento. Porém, ocorre também a ag¢do de outros agentes polinizadores, os
biologicos, estando entre esses diversos tipos de insetos e as abelhas como principal. A efetividade

da polinizagdo ¢ de responsabilidade dos agentes como um todo, os agentes biologicos se
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apresentam como os mais eficientes uma vez que podem transportar o pdlen a uma distancia de 700
metros, enquanto o vento, pode transportar por 50 metros (ESCH e BURNS,1996).

O processo de florescimento segundo Mendes (1949), ¢ dividido em etapas e tem seu inicio
na inducdo floral e finaliza na antese, a floragdo nesta espécie ocorre de forma gregaria onde todas
as plantas individualizadas em uma determinada area, irdo florescer juntas, realizando uma
sincronizag¢do do florescimento. A antese ou abertura floral, tem seu inicio na parte da manha e
continuam abertas durante todo o periodo do dia, realizada a fertilizacdo, as anteras comecam a
apresentar uma coloragao escura.

Os graos de pdlen que sdo gerados por esse género de plantas, pode ser caracterizado por
conter 3 nucleos, onde se divide em um nucleo vegetativo e dois germinativos, que sao responsaveis
por realizar a fecundacao do 6vulo. Sua estrutura ¢ formada por uma camada interior chamada de
intina (celulose) e uma camada mais resistente de ceras e proteinas, além de possuir uma substancia
em seu exterior chamada de exina, que favorece a fixacao dos graos de pdlen na parede do estigma
(FERRAO et al., 2007a).

As paredes do estigma formam papilas alongadas com pelos longos e ramificados que
ajudam também na fixagdo do grao de pdlen, onde este encontrard um ambiente favoravel para seu
desenvolvimento gragas ao tecido glandular do estigma que excreta substancias para estar
realizando esta recepcao do grao de polen e facilitacdo do seu processo de germinagdo (LOPES,
2015).

Ap0s o processo de aderéncia dos graos de pdlen no estigma, estes comegam o processo de
germinacao formando um tubo polinico, onde se desenvolvera ao longo do estilete em direcdo ao
ovario, levando o nucleo vegetativo e os dois germinativos. Ao entrar em contato com o 6vulo, o
tubo libera suas células espermaticas no saco embriondrio. Uma célula espermatica junto com a
oosfera formard o zigoto e a outra célula junto com a célula central formardo um nucleo triploide
(3n), chamado de célula mae do albumen ou célula mae do endosperma secundario (CONAGIN e
MENDES, 1961).

Com a fecundagdo e varias mitoses, a célula mae originard um tecido de reserva chamado
de endosperma. Ao mesmo tempo, o zigoto se divide para a formag¢ao do embrido que sessa seu
desenvolvimento e entra em uma forma de dorméncia. A semente que germinara e dara origem a

um novo individuo ¢ o nome dado ao conjunto formado pelo embrido, endosperma e tegumento.

2.3. Autoincompatibilidade em Coffea canephora
A autoincompatibilidade (AI) também pode ser comparada a alogamia, sendo um
mecanismo genético que impedird o processo de fertilizacdo uma vez que a planta € polinizada pelo

poélen originado dela mesma. Favorecendo a alogamia, a Al aumenta a variabilidade genética dentro
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das populagdes se tornando um fator decisivo na evolugdo das angiospermas (BREWBAKER,
1957; HESLOP-HARRISON, 1983; SCHIFINO-WITTMAN e DALL'AGNOL, 2002).

Esse mecanismo genético ¢ governado por um gene S que governa a expressao dessa
caracteristica, acredita-se que este tenha evoluido individualmente, varias vezes durante a evolucao
das plantas com flores, j& que sua presenga estd distribuida em diversas espécies vegetais
(CHARLESWORTH E AWADALLA, 1998). Seu mecanismo tem forma de acdo pré-zigotica,
possuindo ac¢do direta na fecundagao dos graos de pélen. Porém, segundo Ferrdo et al. (2004), essa
forma possuir uma maior vantagem quando comparada com a acdo pOs-zigoOtica, pois nao
comprometera a integridade dos 6vulos, reduzindo assim, a produgao de frutos.

Quanto as caracteristicas florais das plantas que apresentam a Al, eles podem ser
classificados de duas formas: quando observasse a ocorréncia de modificagdes florais, esta ¢
definida como heteromorfica; quando nao hé a ocorréncia de modificagdo floral, ¢ definida como
homomorfica. Dentro das espécies cultivadas, ndo ¢ visualizada a ocorréncia de dimorfismo floral,
diferindo apenas em seu mecanismo genético de acdo (SCHIFINO-WITTMAN e DALL'AGNOL,
2002).

As angiospermas apresentam dois tipos de Al, esporofitica (AIE) onde o sucesso da
fecundacdo fertilizacdo ocorre com a interagdo entre as proteinas produzidas pela planta que
produziu o grao de pdlen e estd localizada na camada externa do grdo (exina) com o estigma da
planta que receberd o mesmo. Ja na gametofitica (AIG), a fertilizacdo ocorre de acordo com a
expressao do gene S do genoma haploide do grao de pélen (FRANCESCHI, P. DE, et al., 2012).

Quanto aos fatores que inibem cada um dos mecanismos genéticos, na AIG ocorre apos a
anafase da primeira divisdo meiotica durante a microesporogénese seno produzidos dois pares de
esporos com fendtipos diferentes. Ja na AIE, a inibi¢do ocorre na anafase I, produzindo esporos
com o mesmo fendtipo (BREWBAKER, 1957).

A expressao da autoincompatibilidade gametofitica possui sua expressdao governada por um
gene multialélico identificado pela letra S, tendo sua interacdo entre o pdlen e o estigma
determinada pelo polimorfismo do gene S, do inglés “Sterility locus” que ¢ associado S-RNase,
uma glicoproteina que age no polen e pistilo (SASSA, et al. 2010). Impedindo esta, que o tubo
polinico se desenvolva no estilete, através da parada no crescimento devido a agao de ribonucleases
que degradam o RNA ribossomico (CASTRIC e VEKEMANS, 2004).

Sendo uma espécie aldgama, o Coffea canephora apresenta a autoincompatibilidade do tipo
gametofitica onde terd sua variabilidade genética favorecida nas populagdes naturais. Seu
mecanismo ¢ ocorre entre o tubo polinico e o grao de polen, que nao podem possuir o mesmo alelo

da planta receptora (LASHERMES et al., 1996; NOWAK et al., 2011).
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O C. canephora apresenta outros mecanismos para favorecer a fecundacao cruzada, sendo
estes a grande quantidade de polen produzida pelas flores e a sincronizagdo da floragdo, onde as
plantas mesmo que diferentes entre si, sincronizardo e sua abertura floral ou antese, ocorrera no
mesmo momento para todas. Pode ocorrer nesta espécie também a ocorréncia do grao tipo “moca”
que ¢ resultado da baixa eficiéncia na polinizagdo, ele ocorre quando apenas uma das duas bolsas
do ovario ¢ fecundada, formando um grao arredondado ou ovalado. (CARVALHO et al., 1983;
CHARRIER e BERTHAUD, 1988).

A escolha de clones nao compativeis na lavoura pode provocar uma maior incidéncia de
graos moca na lavoura, além de causar a falta de sincronizagao da floragdo onde os clones podem
ndo realizar a antese a0 mesmo tempo que os demais, sendo estes fatores da baixa eficiéncia na
polinizacao (Figura 1), consequéncia esta da autoincompatibilidade gametofitica, podendo ocorrer
quedas na produtividade da lavoura e também na qualidade desses graos. Em um plantio clonal,
devem ser selecionados clones compativeis entre si € a0 mesmo tempo intercalando suas linhas,
para aumentar a eficiéncia na polinizacdo e, consequentemente, diminuir perdas na produgdo
(BRAGANCA et al., 2001; FERRAO et al., 2007b).

A agricultura nos dias atuais caminha ao lado do melhoramento genético, com o intuito de
aumentar as produtividades das culturas comerciais, produzindo mais em areas menores. Desse
modo, o plantio de materiais genéticos mais adaptados, mais resistentes e mais produtivos junto
com a melhoria nas praticas de manejo das lavouras, estdo gerando lavouras superiores com
potencial para se tornarem melhores ainda (SHUSTER e CRUZ, 2004).

No melhoramento genético, a autoincompatibilidade tem suas vantagens e suas desvantagens,
pois por favorecer a fecundacdo cruzada ela aumenta a variabilidade genética e por sua vez torna
baixa a ocorréncia de alelos recessivos e efeitos da endogamia, formando individuos mais resistentes,
adaptaveis e produtivos. Porém, sua limitagdo ¢ a de impedir a obtencdao linhas puras desses
gendtipos. Outra vantagem que a Al proporciona ao melhoramento genético ¢ a obtengdo de sementes
hibridas sem a necessidade de outros procedimentos, como o sistema de macho esterilidade

(MICHAELSON-YEATES et al., 1997).
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Figura 1. Detalhe da lavoura de café clonal no municipio de Rolim de Moura/ RO, plantados em
linha, em que um clone ndo floresceu no mesmo dia dos demais, portanto havendo falha na
sincronia da polinizag¢do. Foto: ROCHA, R. B. (2020).

2.4. Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia se baseia na visualizagao através da irradiagao de luz em
diversos comprimentos de onda no momento em que determinada substincia ¢ irradiada pela luz em
uma determinada onda, fazendo com que as substancias sofram contrastes e suas estruturas realgcadas
para uma melhor visualizagdo, com o auxilio de corantes fluorescentes (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004; MAUCH-MANI e MAUCH, 2005).

Essa técnica apresenta um alto grau seletivo, com capacidade de ser superior qualitativa e
quantitativa, sem influenciar nos dados e resultados mesmo que 4gua esteja presente no momento da
visualizac¢do. Porém, com essa técnica superior para analisa de dados, necessita de um custo adicional
para a obtencao dos equipamentos (MILORI et al., 2002).

Um corante que ja vem sendo utilizado a muito por possuir afinidade com os tubos polinicos
¢ 0 azul de anilina, com uso para a microscopia vegetal ele apresenta certa compatibilidade com as
caloses localizadas nos tubos polinicos. Essas caloses podem ser descritas como um polissacarideo
presente na parede celular do tubo em baixa quantidade, porém, se torna mais concentrado no
espermat6fito e no gametodfito apos a meiose, aumentando o contraste, € melhorando a visualizagao

dos tubos polinicos (Figura 2) (MAUCH-MANI e MAUCH, 2005).
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Figura 2. Imagens utilizando microscopia de fluorescéncia em aumento de 20 vezes da estrutura do
tubo polinico no estigma da flor 30 horas apods a polinizacdo. Figura adaptada de Souza, C. A. (2020).

2.5. Frequéncias alélicas, genotipicas e equilibrio de Hardy Weinberg

As espécies aldgamas possuem alguns aspectos em sua reproducdo que foram descritos por
Wilhelm Weinberg e Godfrey Harold Hardy. Estes estudaram o que hoje ¢ chamado de Equilibrio de
Hardy-Weinberg, que seria em outras palavras o principio da Genética de Populacdes, que visa trazer
os mecanismos que alteram as frequéncias alélicas e genotipicas de uma populagdo. Sele¢do natural,
deriva genética, mutacao e fluxo génico, diversos cruzamentos foram realizados e analisados por estes
dois estudiosos (BOREM ¢ MIRANDA, 2013).

De acordo com a lei, se as populagdes ndo possuirem fatores evolutivos envolvidos em seu
desenvolvimento, suas frequéncias alélicas e genotipicas continuam inalteradas. Assim sendo, uma
populagdo em equilibrio deve ser seguida de: 1) a populacdo ¢ infinita; 2) os acasalamentos ocorrem
ao acaso; 3) todos os individuos sdo férteis; 4) nao possui efeito da selecao; 5) ndo ocorrem migragoes;
e 6) ndo ocorrem mutagdes (CONTI, 2009).

Para realizar uma analise de mudanca de frequéncia genotipica de uma geragdo para a outra
pode se realizar o teste do qui-quadrado, sendo representado pelo simbolo X2, sendo um teste nio
paramétrico, sem depender de dados populacionais como média e variancia. Seu principio ¢ comparar
as proporcoes, ou seja, a diferenga entre as frequéncias observadas e as esperadas em um determinado
evento, sendo usado para verificar se a frequéncia de um acontecimento observado se desvia

significativamente ou ndo com que este ¢ esperado (CONTI, 2009).
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Levando em consideragdo da autoincompatibilidade gametofitica no Coffea canephora, que ¢é
expressada por um Unico gene multialélico, espera-se cruzamentos totalmente compativeis,
parcialmente compativeis e ndo compativeis. Sendo estas expressoes: 1) auto-incompatibilidade:
presenca de formas alélicas idénticas (Ex.: S1S2 x S1S2); 2) compatibilidade parcial: presenga de
uma forma alélica em comum (Ex.: S1S2 x S1S3); 3) totalmente compativeis: todas as formas alélicas
sdo diferentes (Ex.: SIS2 x S3S4) (FAZUOLI, 1986; CHARLESWORTH e GUTTMAN, 1997).

De acordo com Omalaja e Fawole (2004), em seu centro de origem foram observadas a
presenca de pelo menos 5 formas alélicas. A caracterizagdo da genealogia do gene S em progénies
brasileiras de C. canephora foi realizado por Moraes et al (2018) que agruparam doze gendtipos em
trés grupos de compatibilidade diferentes, com as expressoes S1S2, S1S3 e S2S3.

As plantas que apresentam a autoincompatibilidade pré-zigotica, possuem uma vantagem em
relagdo a pos-zigoticas, ¢ favorecido o cruzamento de graos de polen geneticamente diferentes e os
zigotos ndo possuem seu desenvolvimento afetado, assim plantas parcialmente compativeis terdo
taxas de 50% fertilizacdo, levando em consideracdo que a eficiéncia da polinizagdo estd susceptivel

aos agentes polinizadores (LOPES, 2015).

2.6. Estimativas de maxima verossimilhanca

Todo procedimento que realiza hibridagdo de forma direcionada tem uma probabilidade de
erro, tendo isso em vista, a partir de um grande numero de hibridagdes ¢ possivel realizar um teste
para determinar a probabilidade de presenc¢a de variadas genealogias em relacao a hipotese nula de
que todos pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade (LOPES, 2015).

Quanto ao estudo da heranga deve se considera um provavel erro, sendo assim, existem dois
tipos de erros que podem se associar ao teste de hipdtese. Sendo dito por Krug (1938) e Charrier e
Eskes (2004) que a contaminagdo pode ser considerada a fonte de erro mais importante para um
experimento de hibridagdo. O erro I, também conhecido como falso positivo, esta presente quando
ocorre alguma forma de contaminacdo durante a realizagcdo dos procedimentos, e o erro II é o
chamado falso negativo, podendo ser representado por alguma falha que ocorreu durante o

experimento (LOPES, 2015).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Plantas testadoras e populacio reprodutora
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A resposta de compatibilidade de cada genétipo foi avaliada em relacdo as plantas testadoras.
Os genotipos BRS 1216 (Conilon Emcapa03 x Robustal675), BRS 2299 (gendtipo hibrido de
polinizacdo aberta) e BRS 3193 (genotipo hibrido de polinizagdo aberta) foram utilizados como
plantas testadoras dos grupos de compatibilidade I, II e III, respectivamente (MORAES et al. 2018,
TEIXEIRA et al. 2020).

A populagdo reprodutora foi composta por sessenta e duas plantas com caracteristicas das
variedades botanicas Conilon e Robusta, cultivadas em campo de produ¢ao hibrida montado em 2017
no campo experimental da EMBRAPA de Porto Velho, RO, Brasil. Esta populagao reprodutora foi
selecionada de acordo com a maior divergéncia genética estimada a partir da avaliagao dos descritores
agrondmicos e morfologicos ao longo de trés anos (OLIVEIRA et al. 2018). As matrizes da variedade
botanica Conilon, se caracterizam morfologicamente pelo seu menor porte, maior resisténcia ao
déficit hidrico e maior suscetibilidade a pragas e doengas. E as matrizes da variedade botanica
Robusta se diferenciam pelo maior porte, menor resisténcia ao déficit hidrico e maior resisténcia a
pragas e doengas (ROCHA et al. 2015). Os gendtipos da variedade botanica Conilon foram
identificados com o prefixo C e as plantas-mae da variedade botanica Robusta foram identificadas

pela letra R.

3.2. Polinizacio in vitro

A polinizagao in vitro consistiu na transferéncia dos graos de pélen das plantas doadoras para
os estigmas das plantas receptoras, realizada em laboratorio. No campo experimental da Embrapa
Rondonia no municipio de Porto Velho, RO, a floragdo foi monitorada semanalmente de janeiro a
dezembro de 2020. O menor nuimero de graos de polen e flores necessarios para a polinizagdo in vitro
permite que um maior nimero de hibridizagdes seja realizado ao longo do ano-safra. Os
procedimentos de polinizacao in vitro foram realizados em trés ocasides diferentes: 5 de junho de
2020, 31 de julho de 2020 e 9 de setembro de 2020, totalizando 550 hibridiza¢des direcionadas, com
289, 108 e 153 hibridizagdes realizadas em cada data, respectivamente. Antes da polinizagdo in vitro,
foram realizados testes de germinacgdo dos graos de polen para cada planta doadora em solucdo de
sacarose a 10% (OWUOR 1985).

Para facilitar o desprendimento dos graos de pélen, as anteras foram imersas em 5,0 mL de
solugdo de sacarose a 10% em tubos tipo Eppendorf. Utilizando uma pipeta, a solu¢do contendo graos
de poélen foi distribuida de forma homogénea em uma placa de Petri. Apés 60 minutos, usando um
microscopio estereoscopico (ampliacao de 50x), trés réplicas de 100 graos de pdlen foram contadas
para cada doador de pdlen. Os graos de pdlen cujo comprimento do tubo polinico era maior que o
didmetro do grao de polen foram considerados germinados. Taxas médias de germinagdo superiores

a 60% indicam boa viabilidade do grao de pélen (OWUOR, 1985) (Figura 3). No dia anterior a antese,
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por volta das 16h, foram coletadas as inflorescéncias das plantas receptoras e doadoras (testadoras),
que foram colocadas em sacos de papel e levadas ao Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais da

Embrapa Rondonia.

Figura 3: Teste de germinacao de graos de polen com visualizagdo em microscopio coma ampliacao
de 50X, 2 horas apds a imersao em solucao de sacarose a 10%. Foto: SOUZA, C. A. (2020).

Os estames e pétalas das flores receptoras foram removidos e as inflorescéncias, contendo
trés, quatro ou cinco flores, foram colocadas em recipientes com meio de cultura sélido (dgua, 30%
sacarose, 6% agar bacterioldgico, 1% amoxicilina), com o pedinculo imerso em meio de cultura
(TORRES et al., 1998). Apos a exposicdo ao ambiente, o meio de cultura antibidtico € viavel por
aproximadamente quatro dias, tempo suficiente para o desenvolvimento dos tubos polinicos, que
requerem aproximadamente 36 horas. As inflorescéncias das plantas doadoras, com os botdes ainda
fechados, foram colocadas em recipientes com o mesmo meio de cultura, com o pedunculo imerso
no meio. Em seguida, todos os recipientes foram lacrados com filme pléstico para evitar
contaminagdo por graos de polen e mantidos em sala de crescimento de plantas a 26 £ 1 °C e
fotoperiodo de 16 horas (50 umoL m? s!). Cada diagnostico de compatibilidade é com base na
avaliagdo de 10 estigmas polinizados em uma das pontas do estigma bifido. No dia da antese, os graos
de pélen foram coletados das flores a partir das 09:00 (Nove) horas da manha em que se encontravam
secos o suficiente para que ocorra a raspagem das anteras deiscentes com bisturi. A raspagem deve

ser realizada até que os graos de polen sejam visiveis a olho nu no bisturi. A lamina do bisturi, cheia
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de graos de polen, foi entdo delicadamente esfregada em uma das pontas do estigma bifido levando
a aderéncia dos graos de pdlen ao estigma, a polinizagdo em apenas um dos lados permiti uma melhor
confirmacao da formacao do tubo polinico. Os estigmas foram incubados nas mesmas condig¢des

durante 30 horas ap6s a polinizagao ter sido realizada (Figura 4).

Figura 4: A: Estigma polinizado sem o desenvolvimento de tubos polinicos. B: A polinizagdo de
apenas um dos lados do estigma bifido favorece a visualizagao ao microscopio pelo contraste entre
os estilos polinizado e ndo polinizado. Foto: SOUZA, C. A. (2020).

3.3. Microscopia de fluorescéncia

O diagnostico de compatibilidade ¢ baseado na visualizagdo do desenvolvimento dos tubos
polinicos no pistilo das plantas compativeis. Trinta e seis (36) horas ap0ds a polinizagdo, os estigmas
foram armazenados em solu¢do de FAA (formaldeido 10%, 4cido acético glacial 10% e etanol 80%),
utilizando frascos de penicilina (10 mL) com tampa de borracha (COULIBALY et al. 2002). As
amostras foram entdo armazenadas em geladeira a 5°C até o preparo das laminas. Para o preparo das
laminas, os pistilos foram retirados do FAA, lavados com agua destilada e imersos em hidroxido de
sodio (NaOH IN) por 2 horas. Apds esse periodo, os estigmas foram lavados com agua destilada e
corados por 12 horas com corante azul de anilina 1% preparado em solu¢do de K;HPO4 0,1 M. Em
seguida, os estigmas foram novamente lavados com agua destilada. A solucao de hidréxido de sddio
causa hidrdlise alcalina das ligagdes covalentes do tipo éster entre a lignina e os carboidratos

estruturais da parede celular com solubilizacdo da hemicelulose e dos compostos fenolicos

(TARKOW e FEIST, 1969).
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Para visualizagdo, dez pistilos foram colocados em cada lamina, e uma laminula foi
pressionada delicadamente sobre os pistilos para achatd-los na lamina. O material foi visualizado em
microscopio (Leica DM2500), equipado com sistema de fotodocumentagdao. Os pistilos foram
visualizados em aumentos de 100x e 200x, contando-se o nimero de pistilos que apresentavam tubos
polinicos completamente desenvolvidos. Dez estigmas foram avaliados para cada hibridizagao
direcionada, sendo considerados compativeis os cruzamentos que apresentaram tubos polinicos
completamente desenvolvidos no estilo do estigma. A eficiéncia de polinizacao (Ep) foi estimada a
partir da razdo entre o nimero de estigmas polinizados (NPS) e o numero total de estigmas (TNS).
No diagnéstico de compatibilidade, ¢ importante considerar que cada procedimento tem uma
probabilidade de erro, devido as condigdes de manuseio do material ou do ambiente. Os
procedimentos de polinizagdo in vitro permitem que a transferéncia de graos de polen seja controlada
com precisdo, evitando diagnosticos falsos positivos que ocorrem quando dois gendtipos sao
incorretamente considerados compativeis, devido a contaminacdo. Erros do tipo falso negativo
também podem ocorrer, quando dois gendtipos sdo considerados incompativeis, devido a alguma
falha no procedimento. Assim, para diagnéstico de compatibilidade, foi considerada uma taxa de erro

de 5% em cada procedimento.

3.4. Diversidade genética

Para quantificagdo da variabilidade genética, foram avaliadas as seguintes caracteristicas nos
anos agricolas de 2018-2019 e 2019-2020: altura de planta (PHEI), nimero de ramos plagiotropicos
produtivos (NPLAG); distancia entre rosetas da parte intermediéria do ramo plagiotrépico (DROS);
numero de graos por roseta da parte intermediéria do ramo plagiotrépico (GROS); niimero de rosetas
por ramo plagiotropico (NROS); e comprimento do ramo plagiotrépico (PLAGL). O tempo de
maturacao foi determinado utilizando-se o critério de que a planta tenha 70% de frutos no estadio
cereja, com registro da data de colheita (NDAYS). Os valores genotipicos da produgdo por parcela
(VGProd) foram estimados com base no peso dos graos processados. Por sua vez, a granulometria foi
avaliada individualmente utilizando um conjunto de 12 peneiras diferentes a partir de amostras de
250g de café beneficiado (PEN). O comprimento e a largura das folhas (LLEN, LWID,
respectivamente) foram estimados a partir da avaliacdo de 10 folhas coletadas no terco médio da
planta e medidas com paquimetro digital.

Para quantificar a divergéncia genética, utilizou-se a andlise de componentes principais,
associada aos pontos de referéncia denominados centroides, obtidos a partir do comportamento médio
de cada variedade botanica (ROCHA et al., 2005). Centréides foram usados para interpretar o

agrupamento de genotipos em relacdo as variedades botanicas caracteristicas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O agrupamento de um gendtipo em determinado grupo de compatibilidade fundamenta-se no
diagnéstico de incompatibilidade com um dos testadores previamente conhecidos (MORAES et al.,
2018). As hibridagdes foram planejadas a partir dos resultados observados em cada experimento,
considerando individuos a serem avaliados e as plantas testadoras previamente conhecidas. Os
resultados sumarizados de 289 hibridagdes mostram que 17 gendtipos da variedade botanica Conilon
(27%) e 13 gendtipos da variedade botanica Robusta (21%) agruparam com algum dos trés testadores
previamente conhecidos (Tabela 1).

A transferéncia de graos de polen entre anteras doadoras e estigmas receptores, em ambiente
asséptico, evita a ocorréncia de erros tipo falso positivo causado pela contaminacdo com graos de
polen provenientes de diferentes plantas (SOUZA et al., 2021). No entanto, erros do tipo falso
negativo podem ocorrer quando dois gendtipos sdo classificados como incompativeis devido a uma
falha no procedimento. Deste total de 289 hibridagdes foram observados 13 diagnosticos que
falharam, o que equivale a uma taxa de erro de 4,5%. O valor de probabilidade do agrupamento de
cada gendtipo foi estimado individualmente em funcdo do numero de estigmas avaliados,

considerando probabilidade de erro de 5% (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo das hibridizagdes realizadas de 62 genotipos com plantas-teste dos grupos de
compatibilidade I, IT e III. As hibridizagdes ndo compativeis sdo indicadas pelos nimeros negativos
e as hibridizagdes compativeis sdo indicadas pelos nimeros sem formatacao.

n Genotipo | I I FN FP Group p-value
1 C 167 -2 1 1 0 0 I <0.01
2 C 799 -2 1 1 0 0 I <0.01
3 C 986 -2 1 1 0 0 I <0.01
4 C 154 -2 1 1 0 0 I <0.01
5 C 452 -2 1 1 0 0 I <0.01
6 C468 1 -2 2 0 0 11 <0.01
7 C 795 1 -2 1 1 0 11 <0.01
8 C 945 1 -2 1 0 0 11 <0.01
9 C 125 2 -1 2 0 0 II 0.05
10 C 184 1 -1 1 0 0 II 0.05
11 C59 1 -2 1 0 0 11 <0.01
12 C 1729 1 -1 2 0 0 II 0.05
13 C 801 1 -2 1 0 0 II <0.01
14 C46 1 -2 2 0 0 11 <0.01




26

<0.01

111

111

111
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New

1
1
2
1
1
2
2
2

1
1
1
1
1

C484
-2

15
16

0.05
<0.01

C 968

C 694

17
18
19
20
21

C 796

C998

C 1048
C 1059
C 556

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

C 747

C 846

C 890

C 909
C973
R 183

<0.01

I

0.05
<0.01

R 30

I
I
I
I
II
II

RS

R 214

<0.01

-2
-2

<0.01

R 216

32

<0.01

R3
R 277
R 63

33
34
35
36

<0.01

1

<0.01

<0.01

II

R9
R 99
R 164
R 32
R 36
R 20
R 161

<0.01

II
111
111
111
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New
New

37
38
39
40

<0.01

2

<0.01

<0.01

41

1
1
2
2

1
1
2
1
1
1
1
2

1

2

42

R 186

43

R 222

44
45

R 240

R 302

46

R 212

47

R 224

48

R 157

49

R 160
R 220
R 243

50
51

52

R 307

53

R 309

54
55
56
57
58
59

R 312

R 42
R 66
R 90

R1



27

60 R 131 2 4 2 0 0 New -
61 R 125 1 3 2 1 0 New -
62 R 155 1 2 1 0 0 New -

n: numeragdo ordinal; Gendtipo: identificagdo do genotipo do receptor; I: grupo de compatibilidade
I (um); II: grupo de compatibilidade II (dois); grupo de compatibilidade III (trés); Novo: um novo
grupo de compatibilidade; FN: hibridizacdes com erro do tipo falso negativo; FP: hibridizagdes com
erro do tipo falso positivo; Grupo: diagnostico do grupo de compatibilidade; e valor de p:
probabilidade de erro de classificacdo do genotipo em seu respectivo grupo de compatibilidade
considerando uma taxa de erro de 5%.

A eficiéncia de polinizagdo estimada a partir da comparacao entre o nimero de diagnosticos
compativeis (233) e o numero total de hibridagdes (289) foi de 80%. Na populagdo avaliada
constituida por 62 gendtipos, foram observados 10 gendtipos da variedade botanica Conilon (16%) e
22 gendtipos da variedade botanica Robusta (36%) que foram compativeis com todos os testadores
conhecidos, indicando a existéncia de novos grupos de compatibilidade.

No centro de origem desse cafeeiro em continente africano, existem relatos de maior
variabilidade alélica do gene S que governa a expressdo da expressdo da autoincompatibilidade
(OMOLAIJA e FAWOLE, 2004). Até¢ a obtencao dos resultados desse trabalho, avaliagdes de
populagdes brasileiras indicaram a existéncia de apenas trés alelos, e trés grupos de compatibilidade.
Na década de 60 Conagin e Mendes (1961) apresentaram resultados mostrando o agrupamento de
gendtipos em trés grupos diferentes, e mais recentemente, resultados semelhantes foram observados
por Moraes et. al. (2018), que agruparam clones de novas cultivares desenvolvidas pela Embrapa em
apenas trés grupos de compatibilidade (TEIXEIRA et al., 2020).

O maior nimero de hibridacdes avaliadas nesse estudo e a sele¢do prévia dos genitores de
maior divergéncia genética das variedades botanicas Conilon e Robusta (OLIVEIRA et al., 2018),
pareceram fundamentais para identificacdo das novas fontes de variabilidade. Na caracterizagao da
compatibilidade de dez cultivares da Embrapa, Moraes et al., 2018 observaram uma diversidade
menor entre gendtipos com grau de parentesco de irmaos completos € meios irmaos.

A identificacdo de novos grupos de compatibilidade fornece subsidios para novas praticas de
manejo para aumentar a eficiéncia de polinizagdo, pelo favorecimento natural de cruzamentos
totalmente compativeis. Em C. canephora o percentual de graos moca pode ser interpretado como
uma medida da eficiéncia de polinizagdo (SOUZA et al., 2017). Aumentos de até¢ 40% na taxa de
pegamento dos frutos foram observados em trabalhos de eficiéncia de polinizagio (IMBACH et al.,
2017), que tem sua importancia aumentada nos anos de maior produtividade do cafeeiro, quando nos
dias do florescimento uma grande quantidade de flores deve ser polinizada por diferentes agentes
polinizadores. Souza et al. (2017), observaram um aumento de 40 para 60% no percentual de graos

moca entre a primeira safra e a segunda safra de maior produtividade.
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Buscando agrupar os genotipos que foram compativeis com todos os testadores previamente
conhecidos foram realizadas hibridagdes em delineamento de dialelo completo com cruzamentos
reciprocos (Tabela 2). Os genotipos avaliados foram escolhidos aleatoriamente dentro do grupo das
plantas classificadas em novos grupos de compatibilidade, tendo sido utilizadas como doadores, os
ramos dos seis genotipos que apresentaram no momento da hibridagdo as maiores taxas de
germinacao de seus graos de pélen (Taxa de germinagdo > 85%).

Fundamental para o estudo da heranga de caracteristicas quantitativas, os delineamentos em
dialelo, também sdo uteis para caracterizagdo da compatibilidade de um menor numero de genotipos
com maior precisdo (HAYMAN, 1954). Os cruzamentos reciprocos sao interpretados para revisar os
diagnosticos de compatibilidade, confirmando cada uma das hibridagdes realizadas individualmente.
Os genotipos avaliados agruparam-se em trés novos grupos de compatibilidade identificados pelos
algarismos romanos IV, V e VI (Tabela 2). A partir dessa classificacdo as plantas C556 e C1059 do
grupo IV a planta R309 do grupo V e as plantas R161, R 224 e C1048 do grupo VI foram escolhidas

como plantas testadoras dos seus respectivos grupos de compatibilidade.

Tabela 2. Hibridagdes em delineamento de dialelo completo com autofecundagdes e reciprocos de
seis genotipos com caracteristicas das variedades botanicas Conilon e Robusta que foram compativeis
com todas as testemunhas previamente conhecidas. A: resposta de compatibilidade das hibridag¢des
direcionadas. B: agrupamento nos novos grupos de compatibilidade denominados ordinalmente de
IV,Ve VL

A: B:

Genotypes |C1059( C556 |C1048| R309 | R161 | R224
C1059 NC' | NC C C C C
C556 NC? | NC! C C C C Groups v \Y% VI
C1048 c? | NC! C NC | NC v C556 | R309 | R161
R3O | & | | & | ne| € | C vV |C1059 R224
R161 C? ¢t | N2 & | NC' | NC VI C1048
R224 cC | & [N’ & | NC | NC

Genotipos identificados pela letra C sdo plantas da variedade botanica Conilon e os gendtipos
identificados pela letra R so plantas da variedade botanica Robusta. 'autofecundagdes, “cruzamentos

reciprocos, IV, V e VI: novos grupos de compatibilidade identificados.

Diferente do conceito normalmente utilizado no melhoramento de plantas de utilizagdo de
plantas testadoras para determinacao das capacidades especificas e gerais de combinacao, a utilizagdo
de plantas testadoras para determinacao dos grupos de compatibilidade se fundamenta na avaliacao
da resposta de compatibilidade em comparagdo com uma planta de genotipo conhecido para o gene
S. Os gendtipos C556, R309 e R224 foram utilizados como plantas testadoras dos grupos de

compatibilidade IV, V e VI nas hibridagdes realizadas no més de setembro de 2020. Os resultados
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sumarizados da avaliacdo de 153 hibridagdes indicam que entre os 32 gendtipos que foram
compativeis com todos os testadores previamente conhecidos, 9 clones se agruparam no grupo 1V,
oito clones no grupo V e quinze clones no grupo VI (Tabela 3). Na avaliagao destas 153 hibridagdes
foram observados 9 erros falso negativos, que equivale a uma propor¢ao de 3,9%.

Tabela 3. Resumo das hibridizagdes realizadas de 32 genotipos com plantas testadoras dos grupos de

compatibilidade IV, V e VI. As hibridizagdes ndo compativeis sdo indicadas pelo numero entre
parénteses e as hibridiza¢des compativeis sdo indicadas pelos nimeros sem formatacao.

n Clone v \% VI FN FP Grupo p-value
1 C 1048 4 3 -3 0 0 VI <0.01
2 C 1059 -3 4 1 1 0 v <0.01
3 C 556 -3 4 2 0 0 v <0.01
4 C 747 -2 1 2 0 0 v <0.01
5 C973 2 -1 1 1 0 A% 0.05
6 C 796 -1 1 1 1 0 v 0.05
7 C 846 4 3 -2 0 0 VI <0.01
8 C 890 2 -2 1 0 0 A% <0.01
9 C 909 2 -2 2 0 0 \Y <0.01
10 C 998 2 -2 2 0 0 \% <0.01
11 R 90 1 1 -1 1 0 VI 0.05
12 R1 -2 1 2 0 0 1A% <0.01
13 R 125 1 1 -2 0 0 VI <0.01
14 R 131 1 1 -2 0 0 VI <0.01
15 R 155 2 1 -2 1 0 VI <0.01
16 R 157 1 1 -2 0 0 VI <0.01
17 R 160 1 2 -2 0 0 VI <0.01
18 R 161 1 1 -1 0 0 VI 0.05
19 R 186 -2 1 1 0 0 v <0.01
20 R 20 2 1 -2 0 0 VI <0.01
21 R 212 1 1 -2 0 0 VI <0.01
22 R 220 1 1 -2 0 0 VI <0.01
23 R 222 1 1 -1 0 0 VI 0.05
24 R 224 1 1 -1 0 0 VI 0.05
25 R 240 1 1 -1 0 0 VI 0.05
26 R 243 -2 2 1 0 0 1A% <0.01
27 R 302 2 -2 1 1 0 A% <0.01
28 R 307 1 -1 1 0 0 A% 0.05
29 R 309 1 -2 1 0 0 \% <0.01
30 R 312 1 -2 1 0 0 \Y <0.01
31 R 42 -1 1 1 0 0 v 0.05
32 R 66 -2 2 1 0 0 v <0.01

IV: grupo de compatibilidade IV; V: grupo de compatibilidade V; grupo de compatibilidade VI; FN:

hibridiza¢des com erro do tipo falso negativo; FP: hibridiza¢gdes com erro do tipo falso positivo; e
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valor de p: probabilidade de erro de classificacio do genotipo em seu respectivo grupo de
compatibilidade considerando uma taxa de erro de 5%.

Apesar da sua importancia, ainda ha muito a ser esclarecido em relacdo aos mecanismos de
expressao da compatibilidade no cafeeiro C. canephora NOWAK et al., 2018). A caracterizagdo das
sequencias das formas alélicas do gene S ¢ favorecida pelo estudo de plantas haploides ou duplos
haploides, homozigotas para esse gene. Lashermes et al. (1994), relataram o desenvolvimento de
plantas haploides a partir de eventos raros de poliembirionia no cafeeiro que ocorrem em menos de
1% nas sementes e Lashermes et al. (1996), estudando o desequilibrio de ligacdo, observaram
marcadores RFLP e RAPD associados a esse gene. A baixa ocorréncia espontanea de sementes
poliembrionarias e a aplicacdo limitada de resultados de desequilibrio de ligacdo entre marcadores
moleculares e 0 gene que governa a expressao dessa caracteristica, dificultam a utilizagdo desses
resultados no estudo da compatibilidade.

Baseado nos resultados de incompatibilidade com genoétipos testadores dos grupos de
compatibilidade, os 62 clones avaliados foram agrupados em seis grupos identificados a seguir: 11
genotipos no grupo 1 (17,74%), 13 genotipos no grupo 11 (20,97%), 6 genotipos (9,68%) no grupo 111,
9 genotipos (14,52%) no grupo IV, 8 genotipos (12,90%) no grupo V e 15 genotipos (24,19%) no
grupo VI. (Tabela 4).

Tabela 4. Agrupamento de 62 matrizes de Coffea canephora das variedades botanicas Conilon e
Robusta, identificados em seus respectivos grupos de acordo com a compatibilidade com plantas
testadoras.

I I I v v VI
f S1S2  SIS3  S2S3  S(1,2,3)S4 S(1,2,3)S4 S(1,2,3)S4
1 Cl154 C125 C484 C1059 C890  C 1048
2 C167 C184 C694  C556 C 909 C 846
3 C452 C46 C968  C747 C 998 R 90
4 C799 C468 R164 C79 C 973 R 160
5 C98 C59 R32  R243 R 309 R 222
6 RI83 C795 R36 RI8  R312 R 20
7 R214 C3801 R1 R 302 R 161
8 R216 C 945 R 42 R 307 R 131
9 R3  C729 R 66 R 125
10 R30 R63 R 155
11 RS R9 R 157
12 R 99 R 224
13 R 277 R 212
14 R 220
15 R 240

Total 11 13 6 9 8 15
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Conilon 5 9 3 4 4 2
Robusta 6 4 3 5 4 13
Robusta (%)  0.55 0.31 0.50 0.56 0.50 0.87

Plantas testadoras: Grupo I: BRS1216, Clone 12, Grupo II: BRS2299, BRS2336, Grupo III:
BRS3210, BRS3193, Grupo IV: C1059; Grupo V: R309, C890; Grupo VI: r160; C846, C1048. S,
Sa, Ss, S4: diferentes formas alélicas do gene S, Sq1,2,3,: forma alélica desconhecida de acordo com a
variabilidade observada pode apresentar variacao entre os alelos Si, Sz e Ss.

A caracterizacao dos gendtipos testadores em duas etapas, permitiu inferir os genotipos dos
grupos de compatibilidade I, IT e III, mas limita a inferéncia dos gen6tipos dos grupos IV, V e VI que
podem apresentar quaisquer combinacdes de alelos dos testadores previamente conhecidos, com a
nova forma alélica dos novos grupos de compatibilidade identificados (Tabela 4). Essa limitacao se
deve a impossibilidade de diferenciar as hibridagdes parcialmente compativeis que sdo aquelas que
ocorrem entre genotipos que compartilham o mesmo alelo (ex. SiS> x SiS3) das hibridagdes
totalmente compativeis que acontece entre genotipos que ndo compartilham nenhuma forma alélica
em comum (ex. S1S2 x S3S4).

Por apresentar agao pré-zigotica que afeta a germinagao dos graos de pdlen, ndo ¢ possivel
diferenciar as hibridagdes parcialmente e totalmente compativeis a partir do desenvolvimento dos
tubos polinicos ou a partir do desenvolvimento dos frutos em campo. Ao trabalhar com plantas
capazes de realizar apenas hibridagdes parcialmente compativeis. Moraes et al. (2018), observaram
altas taxas de pegamento de frutos. Esse resultado estd associado ao desenvolvimento dos tubos
polinicos, uma vez que os graos de polen incompativeis, que paralisam seu desenvolvimento, nao
interferem no desenvolvimento dos graos de polen compativeis.

Os seis grupos apresentaram diferentes frequéncias de plantas das variedades botanicas
Conilon e Robusta (Tabela 4). O grupo II apresentou maior frequéncia de plantas da variedade
botanica Conilon (0,69) e o grupo VI apresentou maior frequéncia de plantas da variedade botanica
Robusta (0,87). Visando comparar os grupos de compatibilidade com a diversidade estimada a partir
de avaliagdes em campo foi interpretada a dispersdao dos dois primeiros componentes principais
associados a pontos referenciais (Figura 4).

Os dois primeiros componentes principais que representam 78% da variabilidade dos dados
originais, mostram a separacdo entre as duas populagdes de melhoramento, uma vez que os genotipos
de Conilon se concentraram principalmente no quadrante A e os genétipos da variedade botanica
Robusta nos quadrantes B, C e D (Figura 4). A maior dispersao dos gendtipos da variedade botanica

Robusta esta associada a uma maior variabilidade genética observada entre os acessos de populagdo.

Figura 5. Dispersdao grafica dos dois primeiros componentes principais de 62 gendtipos das
variedades botanicas Conilon e Robusta identificados pelas formas geométricas (triangulo: Conilon,
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quadrado: Robusta). As letras A, B, C e D identificam os quadrantes de maior similaridade, e os
centroides representam as plantas com as caracteristicas tipicas da variedade botanica Conilon
(centroide 1) e Robusta (centroide 2). Os algarismos romanos representam os grupos de
compatibilidade I, I, III e IV, respectivamente.

5
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Genotipos dessa variedade botanica sdo uma importante fonte de variabilidade para a sele¢ao
¢ desenvolvimento de novos cultivares. Muitos trabalhos tém demonstrado diferengas entre
populagdes de plantas dessas duas variedades botanicas, que sdo exploradas no melhoramento para
producdo de genotipos hibridos com as melhores caracteristicas de cada uma destas variedades
botanicas. Hibridos naturais que apresentam o menor tamanho, resisténcia a seca do Conilon, maior
peneira e resisténcia a pragas e doencgas do Robusta tém se destacado nas avaliagcdes de campo
(OLIVEIRA et al., 2018).

Nessa dispersdo observa-se que os quadrantes B, C e D apresentaram maiores frequéncias de
genotipos das variedades botanicas Robusta, 85%, 100% e 87%, respectivamente. Esses mesmos
quadrantes apresentaram maior frequéncia de plantas do grupo de compatibilidade VI (39, 48 e 23%,
respectivamente). J4 no quadrante A, em que os gendtipos de Conilon sdo mais frequentes, o grupo
de compatibilidade II ¢ o mais frequente (31%).

O mecanismo de determinacao da compatibilidade coloca o gene S sob sele¢ao negativa
dependente da frequéncia, o que significa que a frequéncia de um alelo ¢ inversamente proporcional
ao seu valor adaptativo (FALCONER, 1996). Ou seja, os individuos em uma populagdo portadores
de formas alélicas mais raras desse gene, se beneficiam da maior frequéncia de potenciais plantas
doadoras de polen, fazendo com que a taxa de fecundidade de um individuo seja inversamente

proporcional a frequéncia do alelo na populagdo. Estas condigdes tém algumas implicagdes
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importantes: nenhuma das formas alélicas pode se fixar na populagdo, a taxa de mudanga ¢ maior do
que em um loco neutro e os individuos da populacdo serdo altamente heterozigoticos.

Embora a autoincompatibilidade seja uma importante caracteristica para populagdes naturais
desse cafeeiro, a producao de frutos em uma lavoura depende da polinizagdo entre plantas
compativeis. Em condigdes de cultivo trata-se de uma caracteristica que deve ser manejada para nao

diminuir a eficiéncia de polinizagdo das plantas, com impacto nas produtividades dos cafezais.

5. CONCLUSOES

A partir de plantas testadoras previamente conhecidas foram identificadas novos grupos de
compatibilidade ainda nao relatados em plantas cultivadas no Brasil. A identificagdo de novos grupos
de compatibilidade fornece subsidios para novas praticas de manejo para aumentar a eficiéncia de
polinizagdo, pelo favorecimento natural de cruzamentos totalmente compativeis. A comparagdo do
agrupamento dos genotipos em seus grupos de compatibilidade com a diversidade genética avaliada
em campo indica que o grupo II apresentou maior frequéncia de plantas da variedade botanica
Conilon (0,69) e o grupo VI apresentou maior frequéncia de plantas da variedade botanica Robusta
(0,87). O maior nimero de hibridacdes avaliadas nesse estudo e a sele¢do prévia dos genitores de
maior divergéncia genética das variedades botanicas Conilon e Robusta pareceram fundamentais para
identificacdo das novas fontes de variabilidade.

Sendo a autoincompatibilidade uma caracteristica que promove um aumento da variabilidade
genética das populagdes vegetais na natureza, promovendo uma populagdo mais resistente e com
maior adaptabilidade em diferentes tipos de meio ambiente. Com uma grande importancia também,
nos estudos de melhoramento genético, colaborando para a formagao de individuos que se destacam
em suas caracteristicas fenologicas e produtivas da espécie.

Com o aumento dos grupos de compatibilidade no Coffe canephora, se torna possivel a
identificacdo de uma maior quantidade de gendtipos compativeis uns com os outros em um cultivo
comercial, aumentando assim, a eficiéncia da polinizagdo e consequentemente aumento na

produtividade nas lavouras.
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