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EXTRATO 

  

SILVA, Marcos Ramos, MSc, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Fevereiro de 2015. 

Predição da reação de incompatibilidade sexual do cacaueiro (Theobroma cacao L.) 

usando ferramentas de Mapeamento por Associação. Orientador: Didier Pierre Louis 

Clément. Co-orientador: Uilson Vanderlei Lopes 

 

A incompatibilidade sexual do cacaueiro causa grandes perdas em produtividade, podendo 

chegar a 100% em certos casos. Infelizmente, a identificação de genótipos autocompatíveis em 

populações de melhoramento, usando os métodos convencionais (polinizações no campo), é um 

processo que demanda tempo (4-5 anos) e muitos recursos. Métodos de seleção baseados no 

uso de marcadores moleculares é uma alternativa para seleção precoce e eficiente de plantas 

para diferentes características. Entre esses métodos é possível destacar o Mapeamento por 

Associação. Assim, o presente estudo buscou caracterizar uma população de melhoramento em 

relação à compatibilidade/incompatibilidade e estabelecer um método de predição e seleção 

precoce de genótipos autocompatíveis usando ferramentas de Mapeamento por Associação. A 

dissertação foi dividida em dois capítulos. O primeiro capítulo buscou caracterizar 

fenotipicamente uma população de melhoramento quanto à compatibilidade/incompatibilidade 

sexual. Para alcançar esse objetivo foram feitos dois tipos de polinização controlada: 

autopolinização de 333 plantas e polinização cruzada com pólen de genótipos autocompatíveis 

(como controle). No total, 9.147 flores foram polinizadas e avaliadas em relação ao pegamento 

aos 7, 15, 21 e 30 dias após as polinizações. A partir dessa metodologia foi possível detectar 

que a compatibilidade sexual em cacaueiro exibe efeito gradual, com gradiente de retenção 

floral variando de 0 a 100%. Porém, houve uma predominância de genótipos com baixo 

pegamento na população, podendo ser resultado de uma alta frequência de alelos de 

incompatibilidade na população. Por outro lado, genótipos com alta retenção de flores (90-

100%) foram identificados e estes possuem potencial para serem selecionados com o objetivo 

de aumentar a frequência de alelos de compatibilidade no programa de melhoramento. Além 

disso, foi detectado quatro padrões de retenção floral. Dois padrões (grupos 1 e 2) apresentaram 

alta retenção floral, um deles possuindo um tipo semelhante ao do controle. Os outros dois 

padrões (grupo 3 e 4) apresentaram uma baixa retenção floral. Assim, levando-se em 
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consideração a variação contínua do percentual de flores retidas pelos genótipos da população 

estudada e os diferentes padrões detectados, foi possível concluir que a compatibilidade sexual 

deve ser tratada como uma variável quantitativa contínua, enquanto a incompatibilidade como 

uma variável qualitativa discreta. O segundo capítulo buscou identificar regiões genômicas 

associadas à incompatibilidade usando a técnica de Mapeamento por Associação, visando à 

seleção precoce de plantas autocompatíveis. Para atingir esse objetivo, 295 genótipos 

provenientes de 109 cruzamentos foram selecionados. Estes genótipos foram caracterizados 

fenotipicamente, sendo que 8.199 flores foram polinizadas e avaliadas quanto à retenção floral 

aos 15 dias após as polinizações. Além disso, folhas destes 295 genótipos foram coletadas e o 

DNA extraído para genotipagem por sequenciamento (GBS). A GBS gerou 29.030 marcadores 

do tipo SNP, que após tratamento dos mesmos, resultaram em 11.792 SNPs utilizáveis. As 

análises de associação entre marcador e fenótipo foram realizadas no programa TASSEL, com 

os 11.792 SNPs e a percentagem de flores retidas 15 dias após as autopolinizações. Com base 

nessa metodologia foi possível identificar 12 marcadores associados à incompatibilidade, todos 

localizados na extremidade proximal do cromossomo 4. Esses marcadores apresentaram 

valores dos coeficientes de determinação (r2) que explicam 6,68 a 20,79% da variação 

fenotípica e os efeitos dos 12 marcadores sobre a retenção floral variaram de 2,79 a 17,12. 

Posteriormente, foi feita uma validação desses 12 marcadores. Para isto, a população de estudo 

foi subdividida em dois grupos tomados ao acaso dentre os 295 genótipos, o primeiro com 236 

(População de Modelagem) e o segundo com 59 genótipos (População de Validação), repetindo 

este processo 30 vezes. Na população de modelagem foram estimadas as equações que foram 

aplicadas na população de validação. As estimativas do nível de retenção floral obtidas na 

população de modelagem foram então comparadas com valores fenotípicos observados na 

população de validação. Ao todo, 75.300 equações foram obtidas, com 1 a 6 e 12 SNPs. A 

melhor equação de predição foi gerada pela combinação de três marcadores (SNP11326, 

SNP11343 e SNP11396), com média dos coeficientes de correlação igual 0,58. Assim, no 

presente estudo foi possível identificar a região envolvida no controle da incompatibilidade em 

cacaueiro e 12 SNPs foram identificados associados a genes controlando esta característica. 

Equações de predição do nível de compatibilidade combinando alguns destes marcadores foram 

sugeridas e apresentam um potencial para serem validadas em outras populações. 

 

Palavras-chave: Equações de predição; Marcadores moleculares; SNPs; Retenção floral; 

Seleção precoce. 
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ABSTRACT 

 

SILVA, Marcos Ramos, MSc, Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, February 2015. 

Prediction of the sexual self-incompatibility reaction in cacao using Association Mapping 

tools. Advisor: Didier Pierre Louis Clément. Co-Advisor: Uilson Vanderlei Lopes. 

Sexual incompatibility of cacao causes major losses in productivity, reaching 100% in some 

cases. Unfortunately, the identification of self-compatible genotypes in breeding populations 

using conventional methods (by field pollinations) is a process that takes time (4-5 years) and 

many resources. Selection methods based on the use of molecular markers is an alternative for 

early and efficient selection of plants for different characteristics. Among these methods it can 

highlighted the Association Mapping. Thus, this study aimed to characterize a breeding 

population in respect to the compatibility/incompatibility and to establish an early prediction 

and selection method of self-compatible genotypes using Association Mapping tools. The 

dissertation was divided into two chapters. The first chapter has sought to characterize 

phenotypically a breeding population in relation to the sexual compatibility/incompatibility. To 

achieve this goal two types of controlled pollinations were made: self-pollination of 333 plants 

and cross-pollination with pollen self-compatible genotypes (as a control). In total, 9,147 

pollinated flowers were evaluated at 7, 15, 21 and 30 days after pollination in relation to the 

flower setting. With this approach it was possible to detect that the sexual compatibility in 

cacao presents a gradual effect, with floral setting ranging from 0 to 100%. However, there was 

a predominance of genotypes with low setting in the population, probably as a result of the high 

frequency of incompatibility alleles in the population. Moreover, genotypes with high flower 

retention (90-100%) have been identified and these have the potential to be selected aiming to 

increase the frequency of compatibility alleles in the breeding program. Furthermore, it was 

detected four patterns of floral settings. Two patterns (groups 1 and 2) showed high floral 

setting, one of them a pattern similar to the control. The other two patterns (groups 3 and 4) 

showed a low floral setting. Thus, taking into account the continuous variation in the 

percentage of flowers set by the genotypes of the study population and the different patterns 

detected, it was concluded that sexual compatibility should be treated as a continuous 

quantitative variable, while the incompatibility as a discrete qualitative variable. The second 

chapter aimed to identify genomic regions associated with the incompatibility using the 
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Association Mapping technique aiming the early selection of self-compatible plants. To achieve 

this goal, 295 genotypes from 109 crosses were selected. These genotypes were characterized 

phenotypically, and 8,199 flowers were pollinated and evaluated for floral retention at 15 days 

after pollination. Furthermore, leaves of these 295 genotypes were collected and DNA 

extracted for genotyping by sequencing (GBS). GBS generated 29,030 SNP markers, which, 

after treatment, resulted in 11,792 usable SNPs. The association analysis between marker and 

phenotype was performed in TASSEL program with the 11,792 SNPs and the percent of flower 

set 15 days after the self-pollinations. Based on this methodology 12 markers were identified to 

be associated with incompatibility, all located at the proximal end of chromosome 4. These 

markers showed values of coefficients of determination (r2) explaining 6.68 to 20.79% of the 

phenotypic variation and the effects associated to these 12 markers on floral setting ranged 

from 2.79 to 17.12. Subsequently, a validation of these 12 markers was done. For this, the study 

population was divided into two groups randomly taken from among 295 genotypes, with the 

first 236 (Modeling Population) and the second with 59 genotypes (Validation of Population), 

repeating this process 30 times. In the modeling population equations were estimated that were 

then applied in the validation population. Estimates of floral setting levels obtained in the 

modeling population were then compared to phenotypic values observed in the validation 

population. In total, 75.300 equations were obtained, with 1 to 6 and 12 SNPs. The best 

prediction equation was generated by the combination of three markers (SNP11326, SNP11343 

and SNP11396), with an average of the correlation coefficients equal to 0.58. Thus, in the 

present study it was possible to identify the region involved in the control of incompatibility in 

cacao and 12 SNPs were identified associated with genes controlling this trait. Prediction 

equations of the level of compatibility combining some of these markers have been suggested 

and have the potential to be validated in other populations. 

Key words: Prediction equations; Molecular markers; SNPs; Floral retention; Early selection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A incompatibilidade sexual é um mecanismo fisiológico, com base genética que tem o 

potencial de ampliar o fluxo gênico, aumentando a variabilidade genética e o nível de 

heterozigose dentro de populações de uma determinada espécie (BREWBAKER, 1957; 

NETTANCOURT, 1977, 2000). Porém, em programas de melhoramento de cacaueiro, a 

incompatibilidade sexual é uma importante barreira à produtividade de frutos e sementes, bem 

como um fator responsável pelo insucesso de cruzamentos ou autopolinização de 

germoplasmas (POSNETTE, 1940, 1945; JACOB; ATANDA, 1975; BARTLEY; YAMADA, 

1982). Em casos extremos, por exemplo, em plantios monoclonais de genótipos 

autoincompatíveis, a incompatibilidade pode afetar até 100% da produção. 

Embora muitos programas de melhoramento de cacaueiro tenham colocado um esforço 

considerável para eliminar esta característica de suas populações de estudo, há uma carência de 

estudos sobre métodos para identificar genótipos autocompatíveis, em particular em estádios 

precoces. O método mais utilizado para identificar genótipos autocompatíveis em populações 

de melhoramento é o da percentagem de retenção floral após polinização artificial 

(ROSENQUIST, 1950; AREVALO; CARLETTO; OCAMPO, 1972; TERREROS; 

CHAVARRO; ROJAS, 1982). De modo geral, 15 a 40 flores são polinizadas e as avaliações da 

retenção floral são realizadas em 3, 7 e 15 dias após as polinizações. Plantas que apresentam 

um percentual de retenção entre 5 a 30% das flores polinizadas são consideradas 

autocompatíveis (LOPES; CARLETTO, 1995). 

Entretanto, esse método de caracterização do fenótipo da incompatibilidade por meio de 

polinização artificial apresenta várias limitações. Uma destas limitações é o fato da 

incompatibilidade em cacaueiro não ser perfeita, chamada por alguns autores de 

pseudocompatibilidade (CORAL; SORIA, 1972), ou seja, em algumas situações cacaueiros 

autoincompatíveis produzem sementes quando autopolinizados. Outros autores têm sugerido a 

existência de diferentes graus de incompatibilidade em cacaueiro (CARLETTO; SORIA, 

1973). Isto tem dificultado o estabelecimento de um percentual mínimo de retenção floral para 
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diferenciar os genótipos em relação ao fenótipo da compatibilidade. Fatores adicionais como 

erros de polinizações, perturbação de insetos, chuva e temperatura podem interferir na 

caracterização da retenção floral (COPE, 1939; CARLETTO; SORIA, 1973; CARLETTO, 

1975). 

Além disso, a identificação de genótipos autocompatíveis pelo método de polinização 

artificial só ocorre após a planta atingir a maturidade e precisa de um número razoável de flores 

(15-40 flores). Considerando que o período juvenil em cacaueiro é bastante longo (3 ou mais 

anos), tempo e recursos são perdidos; genótipos autocompatíveis e autoincompatíveis são 

levados para o campo e permanecem durante anos, antes de permitir a eliminação dos 

autoincompatíveis. Desse modo, métodos precoces de identificação de indivíduos 

autocompatíveis em populações de melhoramento, ainda no estágio de plântula, são desejáveis. 

Isto possibilita que genótipos autoincompatíveis sejam identificados e eliminados ainda no 

viveiro, reduzindo-se o número de indivíduos levados para o campo e assim o tamanho e os 

custos dos ensaios.  

Partindo disso, é necessário o estabelecimento de um método eficiente e rápido para a 

identificação de plantas autocompatíveis. Neste contexto, a utilização de marcadores 

moleculares pode ser uma ferramenta útil para permitir a seleção precoce de genótipos 

autocompatíveis, ainda no primeiro mês de vida. Em cacaueiro, alguns estudos com marcadores 

associados à incompatibilidade sexual foram realizados usando populações de cruzamentos 

biparentais. Entre esses, é possível destacar os primeiros trabalhos, usando isoenzimas, que 

permitiram identificar marcadores ligados a um dos locos (loco S) da incompatibilidade sexual 

em cacaueiro (WARREN; MISIR; KALAI, 1994). Posteriormente, Yamada et al. (2010), 

usando marcadores moleculares RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism) e microssatélites ou SSRs (Simple Sequence 

Repeat) identificaram 19 potenciais marcadores relacionados a incompatibilidade. Outros 

estudos realizados usando RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPDs e 

marcadores microssatélites permitiram a detecção de marcadores associados a regiões 

genômicas associadas à incompatibilidade em cacaueiro, no grupo de ligação 4 (PHILLIPS-

MORA et al., 1995; ROYAERT et al., 2011).  

Outros métodos de mapeamento de genes usando populações de melhoramento diversas 

(germoplasmas, progênies, dentre outras) têm sido propostos, dentre eles o Mapeamento por 

Associação (THORNSBERRY et al., 2001; GUPTA et al., 2005; SOTO-CERDA; CLOUTIER, 

2012). Este método tem sido usado em cacaueiro para identificar regiões genômicas associadas 

a outros caracteres de interesse agronômico (PIRES, 2003; MARCANO et al., 2007; 
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MARCANO et al., 2009), mas não associadas à incompatibilidade. Assim, o presente estudo 

busca estabelecer um método eficiente de predição da incompatibilidade sexual de cacaueiro 

usando ferramentas de Mapeamento por Associação, bem como caracterizar a 

incompatibilidade em diversos genótipos de populações segregantes. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Botânica da espécie Theobroma cacao 

 

Theobroma cacao L. (cacaueiro) é uma espécie diploide (2n=20), e genoma haploide de 

0,43 pg (GLICENSTEIN; FLITZ, 1989; FIGUEIRA et al., 1992). Esta espécie assim como 

outras do gênero até recentemente pertenciam à família Sterculiaceae, porém foi reclassificada 

como pertencente à família Malvaceae (ALVERSON et al., 1998). As espécies do gênero 

Theobroma são originárias das florestas nativas da América Sul (CUATRECASAS, 1964), com 

distribuição geográfica relativamente ampla em regiões tropicais. Em condições naturais o 

cacaueiro pode alcançar entre 20 e 25 metros de altura, enquanto sob cultivo pode variar entre 2 

e 5 metros (LACHENAUD; SOUNIGO; SALLÉE, 2005). No Brasil, a Bahia e o Pará se 

destacam como os principais produtores de cacau. O cacaueiro possui uma grande importância 

econômica em diversos países, principalmente para a produção de amêndoas a serem usadas na 

fabricação do chocolate. O cacaueiro é uma planta perene e preferencialmente alógama, com 

flores hermafroditas (TOXOPEUS, 1972).  

 

2.1.1. Sistema reprodutivo em cacaueiro  
 

As flores têm um pedicelo largo e fino, de 1,0 a 1,5 cm de comprimento, e são 

compostas por cálice e corola (LEÓN, 2000). O cálice apresenta cinco sépalas brancas ou 

rosadas unidas pela base. A corola é constituída de cinco pétalas brancas que se encontram na 

flor alternadas com as sépalas, apresentando um formato estreito na base, depois se alarga no 

ápice, tornando-se côncava formando um pequeno capuz chamado de cógula que recobre as 

anteras. As pétalas apresentam ainda um prolongamento de coloração amarela denominada de 

lígula. Tanto as sépalas quanto as pétalas variam de 6 a 8 mm de comprimento (LEÓN, 2000).  
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Flores de cacaueiro possuem tanto androceu quanto gineceu. O androceu é constituído 

por cinco estaminóides inférteis que rodeiam o pistilo e por cinco estames férteis alternados, 

que se encontram protegidos pelas pétalas e cada um possui duas anteras onde ficam 

depositados os grãos de pólen (LEÓN, 2000). Os grãos de pólen são pegajosos (o que dificulta 

o transporte pelo vento), binucleados, 17-23 µm em diâmetro, formato esferoidal e, com três 

poros cada um (BOUHARMONT, 1960). Cada flor pode produzir até 14 mil grãos de pólen 

(MASSAUX et al.,1976), sendo necessário apenas 200 grãos de pólen para alta eficiência no 

processo de frutificação (FALQUE et al., 1995; FALQUE; LESDALONS; ESKES, 1996). A 

deiscência das anteras começa quase ao mesmo tempo em que a flor se abre, tornando o pólen 

viável imediatamente, permanecendo assim por período de 2 a 3 dias (PARVAIS et al., 1977; 

REFFYE et al., 1978). 

O gineceu é constituído essencialmente pelo pistilo. No ápice do pistilo existe uma área 

receptiva chamada de estigma, por onde os grãos de pólen iniciam o processo de germinação, 

formando os tubos polínicos. O estigma é conectado com o ovário por meio de uma porção 

alongada em forma de tubo fino, o estilete, estrutura que possibilita o tubo polínico germinar e 

crescer até chegar ao ovário, parte basal e achatada do pistilo (LEÓN, 2000). O ovário é súpero, 

formado por cinco cavidades denominadas de lóculos que se encontram unidas entre si. Em 

cada lóculo do ovário ficam armazenados os óvulos (estrutura reprodutiva que depois de 

fertilizada por um gameta masculino, dá origem ao zigoto, posteriormente formando as 

sementes, durante o processo da reprodução sexuada). Dependendo do genótipo cada ovário 

pode ter até 74 óvulos (BARTLEY, 2005). 

Em cacaueiro, o sistema de polinização natural é entomófilo, que geralmente é realizada 

por um inseto do gênero Forcipomyia, uma mosca da família Cerapotogonidae (Diptera) 

(BILLES, 1942; GLENDINNING, 1972; CHAPMAN; SORIA, 1983). Outros insetos, tais 

como trips, formigas e afídeos podem também eventualmente promover a polinização 

(ENTWISTLE, 1972; CHAPMAN; SORIA, 1983; YOUNG, 1994). Porém, em cacaueiro o 

processo de polinização apresenta algumas limitações considerando-se a relação entre número 

de flores produzidas e o número de flores fertilizadas por planta. Um único cacaueiro pode 

produzir até 125.000 a 150.000 flores por ano (LACHENAUD; MOSSU, 1985; LEÓN, 2000), 

entretanto 25 a 50% não são polinizadas (PARVAIS et al., 1977; REFFYE et al., 1978; 

TOVAR; ORTIZ, 1991; ADJALOO; ODURO, 2013) e apenas 2 a 5 % das flores polinizadas 

resultam em frutos maduros (ALVIM, 1984; LEÓN, 2000), em grade parte devido à existência 

de flores autoincompatíveis ou limitações do polinizador natural da espécie (LEÓ, 2000). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fertiliza%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Masculino
http://pt.wikipedia.org/wiki/Zigoto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reprodu%C3%A7%C3%A3o_sexuada
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Os principais estudos sobre a biologia reprodutiva do cacaueiro foram realizados por 

Cheesman (1927; 1932), Bouharmont (1960) e Ford (2004). Após um evento de polinização 

(transferência de pólen da antera para o estigma), os grãos de pólen germinam, formando os 

tubos polínicos (crescimento celular do grão de pólen em direção ao óvulo, o que possibilita a 

fecundação nas plantas espermatófitas), que crescem através da camada epidérmica da parede 

interna do canal estilar (CHEESMAN, 1927; BOUHARMONT, 1960; FORD, 2004). Esse 

canal estilar se conecta com a cavidade do interior do ovário. Cada tubo polínico passa através 

do tecido placentário e individualmente cada tubo penetra em um óvulo. Porém, para ocorrer o 

processo de penetração no óvulo, o tubo polínico passa por uma abertura chamada de micrópila 

e continua a crescer através de uma das células sinérgides (CHEESMAN, 1927). Neste ponto, 

os gametas masculinos passam através da extremidade do tubo polínico, liberando os núcleos 

espermáticos (também chamados de anterozóides). Nesta etapa, as células sinérgides são 

impulsionadas para o interior do saco embrionário, dando início ao processo de dupla 

fertilização (CHEESMAN, 1927). Durante esse processo as antípodas degeneram-se 

rapidamente. O resultado da fusão da primeira célula espermática com a oosfera constitui o 

zigoto diploide (2n), que posteriormente originará o embrião. Enquanto isso, a fusão dos dois 

núcleos polares e a segunda célula espermática formará o endosperma triploide (3n), que tem a 

função de servir como uma fonte nutritiva para o desenvolvimento do embrião (FORD, 2004). 

Antes da fertilização forma-se uma camada de amido em torno dos núcleos polares com a 

função de fornecer energia e nutrientes para a fertilização e desenvolvimento celular 

(CHEESMAN, 1927, 1932; FORD, 2004). 

Estudos sugerem que a dupla fertilização em cacaueiro não ocorre antes de 24 horas após 

a polinização (BOUCHARMONT, 1960). A fusão entre a oosfera e o gameta masculino (mais 

especificamente a fusão dos núcleos gaméticos) ocorre no saco embrionário entre 24 e 48 horas 

após a polinização (BOUCHARMONT, 1960). Nesse intervalo, ocorre também o processo de 

fusão dos núcleos polares com o segundo gameta masculino. Após a dupla fecundação, o óvulo 

aumenta em tamanho nos dias subsequentes, e o desenvolvimento do endosperma inicia cerca 

de 3-4 dias após a polinização. Cinquenta dias após a polinização, o zigoto divide-se pela 

primeira vez e começa a formar o embrião. Após 90 dias, o embrião começa seu crescimento e 

é completado em até 110 dias após a polinização. O embrião atinge a maturidade entre 4 e 5 

meses depois, com a maturação dos frutos, aproximadamente, 5 a 6 meses após a polinização. 

Porém em determinados genótipos de cacaueiro todo o processo de formação do zigoto ou 

produção de sementes é interrompido pela ocorrência do fenômeno da incompatibilidade 

http://pt.wikipedia.org/wiki/P%C3%B3len
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fecunda%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espermat%C3%B3fita
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sexual, levando a flor a entrar em um processo de abscisão precoce (BOUHARMONT, 1960; 

FALQUE, 1994a). 

 

2.2 Incompatibilidade sexual em angiospermas 

 

A incompatibilidade sexual é a incapacidade de uma planta fértil e hermafrodita 

produzir frutos ou sementes após o processo de polinização (NETTANCOURT, 1977). Em 

geral, a incompatibilidade sexual é um mecanismo que ocorre em angiospermas 

(NETTANCOURT, 1977, 2000). Estudo realizado por pesquisadores verificou-se que 76 a 

86% das espécies de cinco florestas neotropicais e 42% de uma floresta de altitude apresentam 

incompatibilidade sexual (GIBBS, 1990). De modo geral, este sistema envolve interações entre 

o gametófito e o esporófito, e se baseia essencialmente na capacidade da planta em rejeitar o 

próprio pólen, no caso da autoincompatibilidade sexual, favorecendo desta forma a alogamia, 

promovendo a variabilidade genética (BREWBAKER, 1957; NETTANCOURT, 1977, 2000). 

Além da autoincompatibilidade, também existe a incompatibilidade cruzada, que ocorre quando 

o pistilo de uma planta rejeita o pólen de plantas que são geneticamente semelhantes em 

relação aos alelos em um loco em particular (NETTANCOURT, 1977, 2000).  

Em geral, a incompatibilidade é controlada geneticamente pelo loco S, com diferentes 

formas alélicas alternativas, que geralmente estão associados a outros genes que contribuem 

para sua expressão (NETTANCOURT, 1997). Em alguns casos, o controle genético pode ser 

exercido por mais de um gene (controle polifatorial), ou seja, mais de um loco pode estar 

envolvido (NETTANCOURT, 1997). Com base no controle genético, a incompatibilidade pode 

ser classificada em dois tipos de sistemas: esporofítico e gametofítico (NETTANCOURT, 

1997). No sistema gametofítico, geralmente, ocorre um processo de reconhecimento do grão de 

pólen ao longo do canal estilar. Nesse sistema, a incompatibilidade ocorre quando o alelo 

presente no gametófito masculino (grão de pólen ou tubo polínico) é o mesmo de um daqueles 

presentes no pistilo (estigma, estilete e ovário). Em síntese, a incompatibilidade é determinada 

pelo genoma haplóide do gametófito masculino. Assim, grãos de pólen de constituição alélica 

S1 e S2 quando depositados por meio de autopolinizações ou polinizações cruzadas no pistilo de 

uma planta receptora com o genótipo S1S2, será rejeitado, ocorrendo, neste caso, 100% de 

incompatibilidade (NETTANCOURT, 1977, 2000). Em geral, cruzamentos envolvendo 

progenitores com formas alélicas alternativas para o loco S podem apresentar diferentes graus 

de incompatibilidade, por exemplo, os cruzamentos S1S2 x S1S2, S1S3 x S1S2 e S3S4 x S1S2 

resultarão em 100%, 50% e 0% de incompatibilidade, respectivamente. Nos dois primeiros 
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cruzamentos, S1S2 x S1S2 e S1S3 x S1S2, isto significa que 100% e 50% dos óvulos não chegarão 

a formar o zigoto ou haverá uma falha no seu desenvolvimento, respectivamente, levando a 

abscisão floral de 100% das flores polinizadas em ambos os casos. No terceiro cruzamento, 

S3S4 x S1S2, isto quer dizer que em 100% dos óvulos haverá formação do zigoto ou não haverá 

falha no seu desenvolvimento, consequentemente 100% das flores polinizadas serão retidas na 

planta. O sistema gametofítico ocorre em espécies das famílias Solanaceae, Rosaceae, 

Papaveraceae, Liliaceae, Onagraceae, Leguminosae, Commelinaceae e Amaryllidaceae 

(GIBBS, 1986). 

Por outro lado, no sistema esporofítico o processo de reconhecimento e rejeição, 

geralmente ocorre quando os grãos pólen começam a germinar ao longo do canal estilar. Nesse 

sistema, a incompatibilidade é determinada pelo genótipo da planta doadora de pólen. Plantas 

com grãos de pólen com constituição alélica S1S2 são incompatíveis com o pistilo de plantas 

que têm o alelo S1 ou o S2 (NETTANCOURT, 1977, 2000). Em outras palavras, a 

incompatibilidade não é determinada pelo alelo que o grão de pólen carrega, mas sim pelos 

alelos presentes no tecido diploide da planta doadora de pólen. Desse modo, cruzamentos entre 

os genótipos S1S2 x S1S2, S1S2 x S1S3 e S1S2 x S2S3 serão 100% incompatíveis, ou seja, em 100% 

dos óvulos não ocorrerá à formação do zigoto ou haverá uma falha no seu desenvolvimento, o 

que leva ao processo de abscisão de 100% das flores polinizadas nos três tipos de cruzamentos, 

enquanto que o cruzamento S1S2 x S3S4 será 100% compatível, logo haverá a formação do 

zigoto ou não haverá falha no seu desenvolvimento em 100% dos óvulos. Este sistema de 

incompatibilidade está presente em espécies das famílias Brassicaceae e Asteraceae. A 

incompatibilidade esporofítica foi também proposta para Corylus avellana (família Betulaceae) 

(THOMPSON, 1979), Cerastium arvence (Caryophyllaceae) (LUNDQVIST, 1979) e Ipomoea 

leucantha (família Convolvulaceae) (KOWYAMA; SHIMANO; KAWASE, 1980). 

 

2.2.1 Incompatibilidade sexual em cacaueiro 

 

Assim como ocorre em várias espécies de angiospermas, em cacaueiro ocorre com 

frequência o fenômeno da incompatibilidade sexual. Após a descoberta da incompatibilidade 

em cacaueiro, onde constataram-se que algumas plantas não produziam frutos por meio do 

processo de polinização (HARLAND, 1925; POUND, 1932), diversos outros estudos foram 

realizados e mostraram que a incompatibilidade ocorre em diversos acessos das coleções de 

germoplasmas desta espécie (COPE, 1939; POSNETTE, 1945; BARTLEY, 1973; COPE, 

1976; BARTLEY; YAMADA, 1982; YAMADA et al., 1982).  
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A base genética da incompatibilidade em cacaueiro é ainda pouco conhecida. Os 

estudos realizados até o momento propõem que a incompatibilidade nesta espécie é 

geneticamente controlada pelo loco S (KNIGHT; ROGERS, 1955), com interferência de dois 

outros locos, A e B (COPE, 1962), apresentando no mínimo cinco alelos no loco S que exercem 

uma relação de dominância e codominância entre eles (S1>S2=S3>S4>S5). Estudos mais recentes 

com marcadores moleculares realizados por Yamada et al. (2010) propõem, assim como Cope 

(1962), que mais de um loco está envolvido na incompatibilidade sexual. Porém, há ainda uma 

extensa discussão sobre o tipo de controle genético envolvido na incompatibilidade. Alguns 

autores propõem que a incompatibilidade em cacaueiro é do tipo esporofítico, ou seja, é 

determinada por ambos os alelos que constituem o genótipo diplóide da planta doadora de 

pólen (KNIGHT; ROGERS, 1953, 1955). Enquanto isso, em outro estudo foi proposto que a 

incompatibilidade é controlada pelo sistema gametofítico, onde é determinada pelo genoma 

haplóide do gametófito masculino (BOUHARMONT, 1960). Entretanto, Cope (1962), com 

base em um estudo amplo com cortes histológicos de ovários oriundo de diversos genótipos de 

cacaueiro, baseado na fusão ou não fusão dos núcleos gaméticos, propôs que a 

incompatibilidade nesta espécie apresenta ambos os tipos de controles - gametofítico e 

esporofítico. Esse mesmo autor mostrou também que a incompatibilidade sexual em cacaueiro 

apresenta gradações na sua expressão, pois o processo de reação que propicia abscisão floral 

pode ocorrer em genótipos incompatíveis que exibem 25%, 50% ou 100% de não fusão dos 

núcleos gaméticos presente em um ovário (COPE, 1962).  

Outro ponto de debate sobre a incompatibilidade em cacaueiro está relacionado ao local 

de reconhecimento e rejeição do grão de pólen/tubo polínico. Nesta espécie, especificamente, 

há uma extensa discussão se o local de reconhecimento e rejeição ocorre no estigma, no estilete 

ou no ovário. Os primeiros estudos de incompatibilidade nessa espécie apontavam que o local 

de rejeição ocorria no estigma (POSNETTE, 1940). Porém, estudos posteriores propuseram 

dois sítios de ocorrência da reação de incompatibilidade: o primeiro deles seria no ato da 

germinação dos grãos de pólen (interação pólen-estigma) e o segundo durante o processo de 

fusão dos gametas (contato tubo polínico-óvulo) (ANEJA et al., 1992; ANEJA et al., 1994; 

BAKER; HASENSTEIN; ZAVADA, 1997).  

Todavia, outros estudos demonstram que em cacaueiro ocorre um tipo diferente de 

incompatibilidade, estando localizado especificamente no saco embrionário, sendo resultado da 

interação tubo polínico e óvulo (BENNETT; COPE, 1959; COPE, 1939, 1940, 1962; KNIGHT; 

ROGERS, 1953, 1955; FORD, 2004; FORD; WILKINSON, 2012). É importante ressaltar que 

na maioria das espécies de angiospermas, o processo de incompatibilidade ocorre pela inibição 
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do crescimento do tubo polínico no estigma (NETTANCOURT, 1977; SEAVEY; BAW, 1986). 

Porém, em cacaueiro o tipo de incompatibilidade sexual (BENNETT; COPE, 1959; COPE, 

1958, 1962; KNIGHT; ROGERS, 1953, 1955; FORD; WILKINSON, 2012) é considerado 

anômalo (NETTANCOURT, 1977). Este tipo de incompatibilidade é conhecido como late-

acting (de ação tardia) (SEAVEY; BAW, 1986) e foi descoberto por meio de estudos com 

cortes histológicos, nos quais foi evidenciado entre genótipos autocompatíveis e 

autoincompatíveis um comportamento semelhante no processo de germinação dos grãos de 

pólen (COPE, 1940; FORD, 2004). Neste tipo de incompatibilidade sexual, os grãos de pólen 

germinam no estigma e crescem através do canal estilar, chegando até o ovário, onde penetra 

nos óvulos, passando pela micrópila e liberando as duas células espermáticas. Neste momento, 

uma das células espermáticas entra em contato com a oosfera (célula-ovo), e a outra célula 

espermática se move em direção aos núcleos polares (célula central), até este ponto não 

ocorrem diferenças visíveis na reação entre materiais autocompatíveis e autoincompatíveis 

(COPE, 1939, 1940, 1962 BOUHARMONT, 1960; FORD, 2004). A diferença torna-se 

evidente, quando do contato entre as membranas das células gaméticas, onde ocorre uma 

inibição do processo de formação do zigoto e do endosperma, devido à não fusão dos núcleos 

das células gaméticas, ocorrendo uma falha no processo de singamia (BENNETT; COPE, 

1959). Estudos com técnicas de microscopia confocal realizados por Ford e Wilkinson (2012) 

mostraram um comportamento divergente dos núcleos espermáticos no ovário, onde em alguns 

casos ocorre realmente uma falha na fusão dos gametas como relatado por Bennett e Cope 

(1959), porém, em outros casos, o tubo polínico consegue chegar até o saco embrionário 

presente no ovário, mas as membranas das células gaméticas masculina não chegam a entrar 

em contato com as membranas das células gaméticas femininas. Esse tipo anômalo de 

incompatibilidade sexual se faz presente também em outras espécies da família Malvaceae, 

como em Cola nitida (JACOB, 1973), Sterculia chicha (TARODA; GIBBS, 1982), Dombeya 

acutangula (GIGORD; LAVIGNE; SHYKOFF, 1998), Theobroma grandiflorum (RAMOS et 

al., 2005) e Theobroma speciosum (SOUZA; VENTURIERI, 2010).  

A inibição ovariana posterior à penetração nos óvulos, mas anterior à fusão dos 

gametas, é apenas um dos tipos de incompatibilidade de ação tardia. Estudos realizados por 

Seavey e Bawa (1986) mostraram a existência de dois outros tipos de incompatibilidade de 

ação tardia: a) inibição do crescimento do tubo polínico no ovário, porém anterior à penetração 

nos óvulos, presente em espécies como Lilium candidum e Lilium szovitsianum (BROCK, 

1954), Hemerocallis thunbergii (STOUT; CHANDLER, 1933; BREWBAKER; GORREZ, 

1967) e Hemorocallis citrina (STOUT; CHANDLER, 1933) e em Medicago sativa (BRINK; 
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COOPER, 1938; COOPER; BRINK, 1940; SAYERS; MURPHY, 1966); b) incompatibilidade 

após a fusão dos núcleos gaméticos, ocorrendo uma falha no desenvolvimento do zigoto, 

presentes em espécies como Liquidambar styraciflua, Epilobium obcordatum, Dalbergia 

retusa, Dipteryx panamensis e Myrospermum frutescens (SEAVEY; BAWA, 1986).  

Em cacaueiro, o efeito da incompatibilidade sexual pode ser alterado ou superado. A 

incompatibilidade pode ser contornada ou quebrada pela mistura entre grãos de pólen de flores 

de genótipos autocompatíveis e autoincompatíveis ou pela mistura de pólen de Herrania com 

pólen autoincompatível do próprio cacaueiro (GLENDINNING, 1960; LANAUD et al., 1987). 

O tratamento de flores de cacaueiro com dióxido de carbono (CO2), também pode quebrar a 

incompatibilidade sexual. Aneja et al. (1992, 1994) ao avaliarem o efeito do tratamento com 

CO2 na germinação do pólen e frutificação de um genótipo autoincompatível constataram a 

quebra parcial da incompatibilidade sexual em cacaueiro. Hormônios também afetam a reação 

de incompatibilidade em cacaueiro. Baker, Hasenstein e Zavada (1997) detectaram diferenças 

significativas na concentração de hormônios entre genótipos autocompatíveis e 

autoincompatíveis após a polinização de flores. Hanenstein e Zavada (2001) demonstraram que 

a concentração de auxinas e citocininas podem ser determinantes na quebra da 

incompatibilidade sexual. Estas maneiras de contornar a incompatibilidade têm grande 

relevância nos programas de melhoramento do cacaueiro, mas têm aplicações limitadas em 

larga escala para plantações estabelecidas em campo. Por esse motivo, é importante 

desenvolver métodos detecção precoce e eficiente de genótipos autocompatíveis. 

 

2.3 Marcadores moleculares e suas aplicações no melhoramento genético de plantas 

 

Nos programas de melhoramento de plantas, a eficiência no processo de seleção e 

maximização dos ganhos genéticos são atributos de fundamental importância para a geração de 

variedades com características de interesse agronômicas adequadas. Neste contexto, a 

utilização de marcadores moleculares pode ser uma ferramenta com potencial de reduzir os 

ciclos de melhoramento para obtenção de novas variedades, diminuindo-se assim o número de 

cruzamentos, gastos com obtenção, avaliação e recombinação de progênies, pois permitem a 

seleção de plantas em qualquer estádio de desenvolvimento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 

1995; BORÉM; CAIXETA, 2009).  

Os marcadores genéticos podem ser classificados como: marcadores morfológicos e 

marcadores moleculares. Os marcadores morfológicos por meio da variação fenotípica das 
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características têm sido utilizados na identificação de plantas desde a época de Mendel. Alguns 

estudos foram desenvolvidos em milho (Zea mays L.) (COE; NEUFFER, 1993) e trigo 

(Triticum aestivum L.) utilizando essa metodologia (HART; GALE; McINTOSH, 1993). 

Entretanto, apesar de existir um número variável de marcadores morfológicos em plantas (ex. 

nanismo, cor de pétala ou morfologia foliar), diversas limitações têm sido apresentadas com 

sua utilização nos programas de melhoramento, como baixo nível de polimorfismo, dificuldade 

para a construção de mapas genéticos e a forte influência dos efeitos de ambiente (BOREN; 

CAIXETA, 2009). 

Com o advento de novas tecnologias na área de Genética e Biologia Molecular, 

principalmente o surgimento da tecnologia da reação em cadeia da polimerase (PCR) e da 

automatização do processo de sequenciamento da molécula de DNA, diversos tipos de 

marcadores foram desenvolvidos. Entre as vantagens dos marcadores moleculares estão o alto 

potencial em detectar polimorfismo, a identificação direta do genótipo sem influência do 

ambiente e a detecção de variações no DNA em qualquer estádio de desenvolvimento da 

planta, possibilitando a seleção precoce de genótipos. A estratégia de utilizar marcadores possui 

um grande potencial para reduzir o tempo e energias necessárias para desenvolver grandes 

populações segregantes por várias gerações. Marcadores moleculares têm sido utilizados nos 

programas de melhoramento como importantes ferramentas na detecção de alterações na 

molécula de DNA e se diferenciam entre si quanto à sua habilidade em detectar polimorfismo, 

ao custo de aplicação, facilidade de uso e à consistência de resultados (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995; BORÉM; CAIXETA, 2009).  

Os marcadores moleculares podem ser de dois tipos: enzimáticos e os baseados em 

DNA. Um deles são os marcadores baseados em enzimas (Aloenzimas ou isoenzimas), 

denominados de marcadores isoenzimáticos. Esses marcadores são co-dominantes, e baseiam-

se no fato de que os organismos produzem enzimas com diferentes formas moleculares, mas 

com a mesma função enzimática. No melhoramento de plantas existem diversos estudos com 

marcadores isoenzimáticos, alguns são relacionados à detecção de ligação gênica entre 

marcadores isoenzimáticos e caracteres de interesse econômico (GARVIN et al., 1989; 

TANKSLEY et al., 1982; GAUER; SLINKARD, 1990) e variabilidade genética (OLIVEIRA et 

al., 2002). Entretanto, atualmente, estes têm sido de uso limitado devido ao baixo 

polimorfismo. 

Outros tipos de marcadores moleculares são os baseados em ácidos nucléicos (DNA). 

Esse tipo de marcador pode ser dividido em duas classes: hibridização e amplificação do DNA 

via reação em cadeia de polimerase (PCR) (MULLIS; FALOONA, 1987). A primeira classe é 
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formada por marcadores que apresentam polimorfismo no tamanho dos fragmentos do DNA, 

resultado do processo diferenciado de clivagem do DNA por enzimas de restrição. Essa 

variação no comprimento do fragmento, gerados em diferentes indivíduos, deu origem à classe 

de marcadores denominada RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

(GRODZICKER et al., 1974; BOTSTEIN et al., 1980).  

Uma segunda classe de marcadores baseados em ácidos nucléicos surgiu após a 

descoberta da amplificação de fragmentos de DNA via PCR, possibilitando a visualização de 

fragmentos específicos da molécula de DNA. A técnica de PCR permite a síntese in vitro de 

milhões de cópias de um segmento específico de DNA por meio da enzima DNA polimerase. 

Neste contexto, surgiram marcadores como o RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) 

(WILLIAMS et al., 1990), produzidos pela amplificação aleatória de fragmentos de DNA. 

Posteriormente, surgiram os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

(VOS et al., 1995), que são baseados na amplificação de regiões da molécula de DNA via PCR 

visando à identificação de variações em um conjunto de fragmentos selecionados e digeridos 

com enzima de restrição. Estes marcadores, os RAPDs e os AFLPs, são marcadores 

dominantes, ou seja, os alelos de um mesmo loco são revelados pela presença ou ausência de 

uma banda, resultado da amplificação de um fragmento de determinado tamanho no gel, ou 

seja, não é possível distinguir indivíduos homozigotos dos heterozigotos. Outro tipo de 

marcador baseado em PCR são os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) (LITT; 

LUTY, 1989), que consistem de pequenas sequências repetidas em tandem. São marcadores 

codominantes, multialélicos e distribuídos por todo o genoma. 

O sequenciamento de genomas e de genes expressos permitiu evidenciar uma nova 

classe de marcadores baseados na detecção de polimorfismos resultantes de variações de um 

único nucleotídeo ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (BROOKES, 1999). Essas 

variações são resultado de substituições, deleções e inserções presentes em uma frequência 

alélica correspondente em pelo menos 1% da população, presentes tanto em regiões expressas 

quanto em regiões não expressas. Os SNPs são marcadores bi-alélicos e em grande abundância 

no genoma (CHING et al., 2002; WEINER; HUDSON, 2002). Associado ao sequenciamento 

de genomas, o advento das tecnologias de genotipagem em larga escala permitiu a ampliação e 

utilização dos SNPs em diversas pesquisas em plantas, principalmente no mapeamento de 

genes de interesse. 

Com a redução dos custos de sequenciamento e o surgimento de novas tecnologias, 

além dos SNPs, outros marcadores moleculares baseados na técnica de hibridização por 

microarranjo foram desenvolvidos: marcador do tipo DArT (Diversity Arrays Technology) 
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(JACCOUD et al., 2001). Essa técnica permite detectar variações na molécula de DNA 

localizadas nos sítios das enzimas de restrição. O processo de genotipagem por meio dos 

marcadores DArT requer uma série de etapas: primeiro, é necessária a construção de um painel 

de diversidade (JACCOUD et al., 2001; SANSALONI et al., 2010 ); segundo, o DNA é clivado 

com enzimas de restrição, produzindo vários fragmentos que serão utilizados na construção de 

bibliotecas e posteriormente será formado o microarranjo (JACCOUD et al., 2001; 

SANSALONI et al., 2010). Cada ponto do microarranjo contendo um fragmento DNA pode ser 

considerado um loco. Neste tipo de marcador o polimorfismo é detectado pela presença ou 

ausência de hibridização de um fragmento específico (JACCOUD et al., 2001; SANSALONI et 

al., 2010 ), portanto, é um marcador de caráter dominante. 

As diversas aplicações dos marcadores moleculares no melhoramento vegetal dependem 

dos objetivos de cada pesquisa. Os marcadores moleculares podem ser utilizados na 

identificação e caracterização de acessos em bancos de germoplasma, teste de paternidade, 

melhoramento assistido, predição de fenótipos, análise de pedigree etc. (BORÉM; CAIXETA, 

2009; MILLACH, 1998). Em longo prazo, os marcadores moleculares podem ser ferramentas 

úteis ao melhorista nos estudos de mapeamento genético de diversas espécies (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995; FALEIRO et al., 2003).  

Em cacaueiro, diversos estudos foram realizados utilizando marcadores. No caso de 

marcadores morfológicos, dois foram descritos a mancha axilar e a cor de cotilédone. Esses 

marcadores genéticos foram utilizados em estudos de incompatibilidade sexual e no 

desenvolvimento de cacaueiros haplóides (DUBLIN, 1972; LANAUD et al., 1987; FALQUE, 

1994b). Por outro lado, a utilização de marcadores moleculares em cacaueiro, tanto os baseados 

em isoenzimas quanto em ácidos nucleicos, tiveram uma ampla aplicação. Os marcadores 

baseados em isoenzimas, por exemplo, foram utilizados em análises de paternidade 

(YAMADA; LOPES, 1999), diversidade genética (YAMADA et al., 2001), origem, relações 

genéticas, estrutura de populações (LANAUD, 1986) e na elucidação da genética da 

incompatibilidade sexual (LANAUD et al., 1987; WARREN; MISIR; KALAI, 1994). Os 

marcadores baseados em ácidos nucléicos como RFLP foi utilizado em estudos de diversidade 

por meio de sondas de genes ribossomais (FIGUEIRA; JANICK; GOLDSBROUGH, 1992; 

LAURENT; RISTERUCCI; LANAUD, 1993; FIGUEIRA; JANICK; BEMILLER, 1994), 

construção de mapas genômicos (LANAUD, et a., 1995; CROUZILLAT et al., 1996; 

RISTERUCCI et al., 2000). Marcadores moleculares como o RAPD foram usados em vários 

estudos de diversidade (FIGUEIRA; JANICK; GOLDSBROUGH, 1992; RUSSEL et al., 1993; 

LERCETEAU et al., 1997; MARITA et al., 2001) e incompatibilidade sexual (YAMADA et 
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al., 2010); os AFLPs foram usados na construção e saturação de mapas genômicos (QUEIROZ 

et al., 1998; RISTERUCCI et al., 2000); os SSRs para a construção de mapas genéticos visando 

a identificação de QTLs associados à resistência a doenças (ex. podridão parda, vassoura-de-

bruxa), incompatibilidade sexual, número de óvulos e caracteres que afetam a qualidade do 

fruto (CLÉMENT et al., 2003a; CLÉMENT et al., 2003b QUEIROZ et al., 2003; FALEIRO et 

al., 2006; BROWN et al., 2005; BROWN et al., 2007; YAMADA et al., 2010; FOUET et al., 

2011; ROYAERT et al., 2011). Além disso, os marcadores SNPs e os microssatélites foram 

utilizados no desenvolvimento de um mapa consenso visando identificar regiões envolvidas no 

controle de diferentes caracteres que afetam a produção (ALLEGRE et al., 2011). Desse modo, 

fica evidente a ampla utilização dos marcadores moleculares nos diversos tipos de estudos em 

cacaueiro, podendo auxiliar nas estratégias de seleção de características de importância 

econômica. 

 

2.4 Métodos de seleção baseados em marcadores moleculares 

 

 

O melhoramento genético por meio da identificação de indivíduos geneticamente 

superiores e pela criação de novas combinações genotípicas tem o potencial de aumentar a 

produtividade e proporcionar o melhoramento de características de interesse para o homem. 

Neste processo, a seleção tem um papel importante ao fazer inferência sobre os valores 

genéticos dos indivíduos e selecioná-los com base nesses valores. Todavia, no melhoramento 

animal e de plantas, a seleção tradicional se baseia essencialmente na capacidade de predizer o 

valor genético de um indivíduo com base apenas em informações fenotípicas. Um programa de 

melhoramento baseado exclusivamente na análise de fenótipos apresenta limitações na sua 

eficiência devido a fatores como a natureza poligênica das características de importância 

agronômica, influência do ambiente e o tempo necessário para avaliação fenotípica em culturas 

perenes como o cacaueiro, por exemplo. Partindo disso, os programas de melhoramento têm 

buscado acelerar esse processo de seleção promovendo ganhos genéticos com alta eficiência e 

maior precisão. 

A partir de pesquisas na área de Biologia e Genética molecular, foram identificados 

marcadores de DNA com potencial de promover seleção com alta eficiência, rapidez na 

obtenção de ganhos genéticos e baixo custo. Partindo desse pressuposto, foram surgindo 

diversos métodos de seleção baseados em marcadores moleculares, podendo destacar três 
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principais: (1) Mapeamento por ligação visando a Seleção Assistida por Marcadores (SAM); 

(2) Mapeamento por Associação (MA); e (3) Seleção Genômica (SG).  

 

2.4.1 Mapeamento por ligação visando a Seleção assistida por marcadores (SAM) 

 

A Seleção Assistida por Marcadores (SAM) foi proposta por Lande e Thompson (1990), 

a qual se baseia em utilizar simultaneamente dados fenotípicos e genotípicos de marcadores 

moleculares em ligação gênica com alguns locos controladores de características quantitativas 

(Quantitative trait loci - QTL), permitindo obter e selecionar os indivíduos com maior valor 

genético. Os marcadores utilizados na SAM, geralmente, são identificados por meio dos 

estudos de mapeamento baseados em ligação, utilizando populações previamente estabelecidas 

e derivadas de poucos cruzamentos (geralmente biparentais). Para esta técnica, as populações 

de mapeamento utilizadas são as populações F2, obtidas por meio de autofecundação do híbrido 

F1 oriundo do cruzamento de dois indivíduos contrastantes para a característica de interesse, e 

as populações de retrocruzamento, oriundas do cruzamento do híbrido F1 com um dos pais 

(COLLARD et al., 2005). 

Com o objetivo de aumentar os ganhos de seleção e reduzir os ciclos de melhoramento 

por meio da localização de genes e regiões genômicas que controlam características de 

interesse econômico (tanto qualitativas quanto quantitativas), os estudos clássicos de QTL 

(Quantitative trait loci) baseados em mapas de ligação visando a SAM, permitiu detectar e 

mapear genes em algumas culturas como milho (DOEBLEY; STEC; HUBBARD, 1997), 

tomate (FRIDMAN et al., 2000; FRARY, et al., 2000; LIU et al., 2002), Arabidopsis 

(JOHANSON et al., 2000; El-DIN EL-ASSAL et al., 2001), arroz (YANO et al., 2000; 

TAKAHASHI et al., 2001). Entretanto, para outras culturas esta abordagem apresentou 

algumas limitações nos programas de melhoramento (BERNARDO, 2008). Primeiro, a 

associação entre marcadores-QTLs está restrita a populações de mapeamento biparentais, ou 

seja, em princípio apresenta utilidade apenas para aquela família avaliada, além disto, o número 

de recombinações entre os dois locos que estão localizados em um mesmo grupo ligação é 

limitado, o que resulta em baixa resolução para o mapeamento de QTLs (BERNARDO, 2008; 

HEFFNER; SORRELLS; JANNINK, 2009). Segundo, existe ainda o fato de que apenas 

poucos alelos por loco do QTL podem ser avaliados simultaneamente. Por último, devido à 

natureza poligênica e à alta influência ambiental nos caracteres quantitativos, apenas um 

pequeno número de QTLs de grande efeito é detectado e não se consegue explicar grande parte 

da variação genética da característica em estudo (GRATTAPAGLIA et al., 2009).  
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Em cacaueiro, a estratégia de mapeamento por ligação visando a SAM, foi utilizada em 

diversos estudos. Lanaud et al. (1995) utilizou essa abordagem utilizando uma população de 

100 indivíduos originados a partir do um cruzamento entre os genótipos UPA-402 e UF-676 

visando mapear genes de resistência a doenças e genes relacionados a caracteres que afetam a 

qualidade do cacau. Diversos outros trabalhos foram realizados utilizando cruzamentos 

biparentais, estes estudos permitiram a identificação de QTLs ligados à resistência a doenças 

(podridão parda, vassoura-de-bruxa, murcha-de-ceratocystis e monilíase), incompatibilidade 

sexual e número de óvulos (LANAUD et al., 2000; CLEMENT et al., 2003a; CLEMENT et al., 

2003b; BROWN et a., 2005; FALEIRO et a., 2006; ALBUQUERQUE, 2006; BROWN et al., 

2007; YAMADA et al., 2010; ROYAERT et al., 2011).  

 

2.4.2 Mapeamento por Associação  

 

Buscando contornar os problemas encontrados com os estudos clássicos de QTLs 

visando a SAM, foi proposto o método de Mapeamento por Associação. Esta técnica também 

tem como objetivo mapear QTLs, baseando-se em análises de associação entre variações na 

sequência de DNA e variações fenotípicas da característica estudada, utilizando nesses estudos 

populações naturais, coleções de germoplasma ou conjunto de genótipos oriundos de diferentes 

cruzamentos, com potencial de explorar dados fenotípicos historicamente acumulados nos 

programas de melhoramento (GUPTA et al., 2005; ZHU et al., 2008; MYLES et al., 2009).  

Nos estudos de Mapeamento por Associação é comum a utilização de duas estratégias. 

A primeira é chamada de genome-wide e tem como objetivo explorar todo o genoma de uma 

espécie por meio de um grande número de marcadores amplamente distribuídos, buscando 

identificar locos ou regiões genômicas associadas a um determinado gene (FLINT-GARCIA; 

THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; MORGANTE; SALAMINI, 2003; 

ABDURAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008). A segunda, chamada de candidate-gene 

(gene candidato), busca especificamente genotipar e explorar uma determinada região do 

genoma, onde possivelmente está localizado o gene de interesse (FLINT-GARCIA; 

THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; MORGANTE; SALAMINI, 2003; 

ABDURAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008).  

No geral, o Mapeamento por Associação é um tipo abordagem utilizada para explorar a 

variação genética existente nas populações de determinada espécie nos programas de 

melhoramento. Esta técnica tem potencial para avaliar grande parte da diversidade alélica por 
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loco simultaneamente e pode aumentar a eficiência do mapeamento de alta resolução por causa 

da utilização de genótipos ou germoplasmas com vários eventos de recombinação gerados a 

partir de um grande número de meioses ocorridas ao longo da história de desenvolvimento da 

população de estudo (KHAN; KORBAN, 2012). Além disso, as associações detectadas são em 

populações geradas a partir de um grande número de cruzamentos e não somente para um ou 

poucos cruzamentos específicos (YU et al. 2006), ampliando o potencial do uso de marcadores 

moleculares em programas de melhoramento. Desse modo, o Mapeamento por Associação é 

uma técnica promissora para identificar QTLs que têm efeitos em um amplo espectro de 

germoplasmas. A técnica de Mapeamento por Associação baseia-se essencialmente em 

desequilíbrios de ligação existentes nas populações que ocorreram previamente e 

historicamente ao longo do tempo nos programas de melhoramento (RISCH; MERIKANGAS, 

1996; NORDBORG; TAVARÉ, 2002; GEBHARDT et al., 2004; WRAY;VISSCHER, 2008). 

O desequilíbrio de ligação é a associação não ao acaso de alelos em diferentes locos, ocorrendo 

numa frequência maior que a esperada (SOTO-CERDA; CLOUTIER, 2012).  

A recombinação é a principal força que reduz o desequilíbrio de ligação. Em uma 

determinada progênie, os indivíduos que a compõe recebem os alelos que estavam fisicamente 

ligados em seus pais (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003). Esta 

transferência de alelos fisicamente ligados é reduzida no decorrer de cada geração na proporção 

em que frequência de recombinação é aumentada até que entrem em equilíbrio de ligação 

(FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003; GUPTA et al., 2005). Quanto menor 

a distância física e genética entre dois locos, maior é a probabilidade deles permaneceram 

ligados por muitas gerações na população, pois frequência de recombinação é menor (GUPTA 

et al., 2005). Diferentemente do genoma humano e de outros mamíferos, o genoma de plantas 

apresenta regiões com altas taxas de recombinação e outras regiões de longas sequências com 

baixa taxa de recombinação (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2006). 

Outros fatores interferem na identificação dos locos envolvidos no controle da 

expressão fenotípica de uma dada característica. Isto porque associações significativas podem 

ocorrer entre alelos de locos distantes, ou mesmo, situados em cromossomos diferentes 

(ABDURAKHMONOV; ABDUKARIMOV, 2008; HUTTLEY et al., 1999). Estas associações 

podem ser devidas a causas como: a presença de estrutura na população, seleção, mutação, 

deriva genética, migração e o grau de parentesco entre os indivíduos da população estudada, 

(WRAY; VISSCHER, 2008; KHAN; KORBAN, 2012). Esses fatores podem aumentar ou 

diminuir o desequilíbrio de ligação nas populações de plantas. O desequilíbrio de ligação é 

aumentado devido a uma nova mutação, ao sistema de acasalamento (autopolinização), ao 
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isolamento genético (por exemplo, quando ocorre diminuição ou ausência de fluxo gênico), a 

estrutura de população, a relação de parentesco entre os indivíduos, ao efeito fundador ou 

deriva genética, a seleção (natural ou artificial), a epistasia, dentre outras (GUPTA et al., 2005; 

ORAGUZIE et al., 2007). O desequilíbrio de ligação é reduzido quando se tem uma alta taxa 

de mutação e recombinação, polinização cruzada, etc. (GUPTA et al., 2005; ORAGUZIE et al., 

2007).  

Dentre os fatores que afetam o desequilíbrio de ligação, destacados acima, a estrutura da 

população e o grau da relação de parentesco são os principais responsáveis pelas associações 

falso-positivas (PRITCHARD, 2001; PARISSEAUX; BERNARDO, 2004; YU et al. 2006). A 

estrutura populacional é considerada a principal causa de associação falso-positivas entre 

marcadores e caracteres fenotípicos (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER, 2003). 

Alguns pesquisadores verificaram que a maioria das populações de plantas apresenta algum 

grau de estruturação, o que resulta em correlações entre locos que não estão ligados fisicamente 

e geneticamente (MACKAY; POWELL, 2007). Isto ocorre, principalmente, devido à presença 

de frequências alélicas distintas com ascendência diferente em uma população misturada ou 

estruturada. Estudos realizados em germoplasmas de milho mostraram evidências de que a 

relação de parentesco causa desequilíbrio de ligação em locos que não estão associados com o 

fenótipo estudado (STICH et al., 2005). A relação de parentesco entre os indivíduos da 

população pode gerar tanto desequilíbrio de ligação entre locos ligados, quanto pode gerar 

também desequilíbrio de ligação entre os pares de locos não ligados, principalmente quando se 

têm vários grupos de plantas oriundos de diferentes cruzamentos (MACKAY; POWELL, 

2007).  

O sucesso do Mapeamento por Associação depende da capacidade de separar o 

desequilíbrio de ligação oriundo do efeito da recombinação, do desequilíbrio de ligação 

decorrente de outros fatores (REMINGTON et al., 2001). Neste contexto, métodos estatísticos 

foram desenvolvidos visando corrigir ou eliminar a influência das associações falso-positivas 

nas análises. Uma das estratégias mais utilizadas no mapeamento por associação é verificar a 

existência de grupos geneticamente distintos dentro da população (estruturação) e, em seguida 

fazer a correção para o efeito de grupo intrapopulacional, para que então sejam testadas as 

associações marcador-fenótipo (PRITCHARD et al., 2000). O objetivo principal é eliminar os 

efeitos de estruturação, de modo que apenas as associações causadas pela ligação física e 

genética entre os alelos irão permanecer (MALOSETTI et al., 2007).  

A utilização de modelos mistos em estudos de Mapeamento por Associação em plantas 

tem se mostrado eficiente e têm sido considerados um dos métodos mais eficazes para diminuir 
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as chances de associações espúrias entre marcadores e fenótipos (YU et al., 2006). No método 

de modelos mistos para análise de associação podem ser incorporadas as informações do 

pedigree, da estrutura populacional ou qualquer outra informação que tem o potencial para 

controlar as possíveis falsas associações (MALOSETTI, 2007). Atualmente, existem diversos 

programas que são utilizados nas análises de Mapeamento por Associação usando modelos 

mistos (ABDURAKHMONOV e ABDUKARIMOV, 2008; ZHU et al., 2008; SOTO-CERDA; 

CLOUTIER, 2012). Esses programas têm como foco principal avaliar o desequilíbrio de 

ligação, a presença ou não de estrutura na população, a relação de parentesco e a análise 

associativa propriamente dita. 

Desde a sua introdução em estudos com plantas (THORNSBERRY et al., 2001), o 

Mapeamento de Associação tem ganhado destaque devido aos avanços nas tecnologias de 

genotipagem e à melhoria das análises estatísticas. Os primeiros estudos de Mapeamento por 

Associação foram realizados em milho (Zea mays) (BAR-HEN et al., 1995), arroz (Oryza 

sativa) (VIRK et al., 1996) e aveia (Avena sativa) (BEER et al., 1997). Com os avanços nas 

técnicas de biologia e genética molecular, associadas aos programas de análises estatísticas tem 

se ampliado os estudos em várias outras espécies como Arabidopsis (ARANZANA et al., 2005; 

ERSOZ et al., 2007; BRACHI et al., 2010; LI et al., 2010), soja (Glycine max) (WANG et al., 

2008), trigo (Triticum turgidum) (LAIDO et al., 2014), dentre outras. Em cacaueiro, existem 

três estudos utilizando Mapeamento por Associação, que objetivaram identificar marcadores 

associados a locos envolvidos no controle de caracteres de produção (PIRES, 2003; 

MARCANO et al., 2007; MARCANO et al., 2009). 

 

2.4.3 Seleção genômica (SG) 

 

Buscando aumentar a eficiência no processo de seleção de características de interesse, 

associado com os avanços de tecnologias de genotipagem e a descoberta de novos tipos de 

marcadores (SNPs e DArTs), uma nova estratégia de seleção denominada Seleção Genômica 

(GW) ou Seleção Genômica Ampla (GWS) foi implementada. Essa técnica foi proposta por 

Meuwissen et al. (2001) com o objetivo de estabelecer um método de predição precoce do 

fenótipo de uma população, baseando-se exclusivamente em informações de marcadores de 

DNA que tiveram seus efeitos genéticos previamente estimados e validados. Este método de 

seleção é utilizado com sucesso nos programas de melhoramento animal (SCHAEFFER, 2006; 

GODDARD; HAYES, 2007; LONG et al., 2007; CALUS et al., 2008, SOLBERG et al., 2008). 



21 
 

Em plantas, apesar de existirem poucos estudos usando a técnica de Seleção Genômica, sabe-se 

do potencial desta técnica para os programas de melhoramento, devido à capacidade de 

capturar genes de efeito maior e menor, aumentando a eficiência das análises de correlação 

entre o valor genético real e aquele estimado a partir de informações genotípicas e/ou 

fenotípicas para uma seleção precoce eficiente (HELFNER; SORRELS; JANNINK, 2009; 

GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011).  

  A Seleção Genômica distingue em determinados aspectos das técnicas de Seleção 

Assistida e Mapeamento por Associação (GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011). 

Primeiramente, é que na SG não precisa localizar os QTLs antes do processo de seleção e a 

mesma é viável mesmo na ausência de genes de efeito maior. Segundo, a SG possui potencial 

para explicar 100% da variação genética aditiva. Terceiro, a alta densidade de marcadores 

obtidos aumenta a eficiência na detecção de desequilíbrio de ligação (DL) na população, pois 

dado o grande número de marcadores moleculares gerados, a probabilidade de alguns desses 

estarem em DL com o(s) loco(s) que controla(m) um determinado caráter é alta.  

A Seleção Genômica (SG) tem como proposta estimar simultaneamente (ou seja, não se 

faz teste de significância individual prévia do efeito dos marcadores) os efeitos genéticos de 

dezenas ou milhares de marcadores moleculares, com o objetivo de permitir capturar os efeitos 

de todos os locos, tanto de grande, quanto de pequeno efeito, envolvidos na variação genética 

de um dado caráter (MEUWISSEN et al., 2001). Para tanto, em nível populacional, é 

necessário que os alelos dos marcadores e os alelos dos genes que controlam uma determinada 

variação fenotípica estejam em desequilíbrio de ligação (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 

2001).  

Partindo disso, a técnica de Seleção Genômica se destaca como uma importante 

ferramenta com potencial de permitir uma seleção de caracteres de interesse agronômico 

confiável e de alta acurácia em programas de melhoramento genético, uma vez que pode ser 

aplicada em todas as linhagens ou famílias de uma espécie num programa de melhoramento 

(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001; RESENDE et al., 2008; HEFFNER; 

SORRELLS; JANNINK, 2009; JANNINK; LORENZ; IWATA, 2010; GRATTAPAGLIA; 

RESENDE, 2011). Esta técnica geralmente tem utilizado marcadores moleculares 

codominantes, como os SNPs e os SSR, e marcadores dominantes reprodutíveis como os 

DArTs.  
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3. CAPÍTULO 1 

 

Caracterização da compatibilidade sexual em uma população de melhoramento de 

cacaueiro (Theobroma cacao L.) 1 

 

Marcos Ramos da Silva, Wilson Monteiro, Didier Clément, Uilson Lopes. 

 

Resumo  

A incompatibilidade sexual é um fator limitante da produção potencial de cacaueiro, sendo um 

importante critério de seleção em programas de melhoramento. Em estudos anteriores, alguns 

autores apontam para uma possível existência de efeito quantitativo na incompatibilidade e que 

esta pode influenciar na determinação e seleção de genótipos autocompatíveis. Partindo disso, o 

presente estudo buscou avaliar como determinar a compatibilidade/incompatibilidade em 

cacaueiro por meio da retenção floral e compreender este fenômeno tratando-o tanto como 

variável quantitativa contínua quanto como uma variável qualitativa discreta. Para isto, foi 

utilizado o método de polinização manual controlada de 333 genótipos (66 germoplasmas e 267 

descendentes resultantes de diferentes cruzamentos), caracterizados quanto à 

compatibilidade/incompatibilidade sexual, em uma população do programa de melhoramento 

do CEPEC. Esta população também vem sendo usada para estudos de mapeamento de genes de 

incompatibilidade. Levando-se em consideração a influência dos fatores ambientais, foram 

feitas polinizações cruzadas com um genótipo autocompatível, usado como testemunha. No 

total, 9.147 flores foram polinizadas e avaliadas em relação ao pegamento aos 7, 15, 21 e 30 

dias após as polinizações. A partir dos resultados obtidos foi possível constatar um gradiente de 

retenção floral de 0 a 100%. Porém, houve uma predominância de genótipos com baixo 

pegamento, afetando drasticamente o percentual de flores retidas na população, podendo ser 

resultado de uma alta frequência de alelos de incompatibilidade na população. Por outro lado, 

genótipos com alta retenção de flores (90-100%) foram identificados e estes possuem potencial 

para serem selecionados com o objetivo de aumentar a frequência de alelos de compatibilidade 

                                                           
1 Autorização CGEN No. 10/2012 (Processo 02001.007611/2012-46) 
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no programa de melhoramento. Utilizando um teste de Qui-Quadrado foi possível determinar 

que 45 clones (incluindo acessos do grupo Scavina, TSH, Parinari, Pound e IMC) e 206 

descendentes são autoincompatíveis e 21 clones (incluindo acessos do grupo CCN, BE, ICS, 

SIC e SIAL) e 61descendentes são autocompatíveis. Além disso, quatro padrões de 

comportamento em relação à retenção floral foram detectados. Dois padrões (grupos 1 e 2) 

apresentaram alto pegamento, um deles possuindo um tipo semelhante ao do controle. Os 

outros dois padrões (grupo 3 e 4) apresentaram um baixo pegamento. Levando-se em 

consideração a variação contínua do percentual de flores retidas pelos genótipos da população 

estudada e os diferentes padrões detectados, foi possível concluir que a compatibilidade nesta 

espécie deve ser tratada como uma variável quantitativa contínua. Por outro lado, a 

incompatibilidade deve ser tratada como uma variável qualitativa discreta.  

 

Palavras-chave: Cacau; Retenção floral; Padrões de comportamento; Variável quantitativa; 

Variável qualitativa.  
 

 

 

Introdução 

 

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie perene, preferencialmente alógama 

(POUND, 1938; TOXOPEUS, 1972). O mecanismo de polinização natural de cacaueiro possui 

aspectos peculiares, a estrutura da flor dificulta a polinização. Primeiro, os grãos de pólen são 

muito pegajosos para serem transportados facilmente pelo vento. Segundo, as anteras são 

protegidas pelas pétalas que formam a cógula ao redor da mesma, dificultando a dispersão do 

pólen. Terceiro, existe um círculo de estaminóides que rodeiam o pistilo, protegendo o contato 

com o estigma, o que limita ainda mais as chances de autofecundação. Por isso, nesta espécie, o 

processo de transferência de pólen das anteras para o estigma fica quase limitado à atividade de 

agentes polinizadores específicos, geralmente, espécies de moscas do gênero Forcipomyia sp. 

(BILLES, 1942; SORIA et al., 1975). Quarto, na espécie a incompatibilidade sexual é 

frequentemente encontrada entre os germoplasmas. Como resultado destes e de outros fatores, 

muitas das flores produzidas não são eficientemente polinizadas ou fecundadas e somente 2-5% 

das flores chegam a produzir frutos (ALVIM, 1984; LEÓN, 2000). 

A incompatibilidade sexual em cacaueiro é a capacidade de uma planta com flores 

férteis rejeitar o próprio pólen (autoincompatibilidade) ou o pólen de plantas que são 

geneticamente semelhantes aos alelos presentes no loco S (incompatibilidade cruzada), levando 

a uma falha na formação do zigoto e do endosperma (COPE, 1962; SEAVEY; BAWA, 1986). 

No cacaueiro, este fenômeno foi observado pela primeira vez por Harland (1925), em Trinidad, 

onde verificou-se diferenças entre plantas de cacaueiro quanto ao número de frutos, e que em 

alguns casos não chegavam a produzi-los. Pound (1932) realizou o primeiro estudo de 
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incompatibilidade em cacaueiro e descobriu que flores de determinados genótipos 

apresentavam tanto autoincompatibilidade, quanto incompatibilidade cruzada.  

A presença da incompatibilidade sexual em populações de cacaueiros apresenta 

aspectos negativos tanto para os melhoristas, como para os produtores de cacau. Para o 

melhorista, a incompatibilidade limita a realização de autofecundações e de determinados 

cruzamentos, necessários à produção de progênies de interesse. Para o produtor, a 

incompatibilidade causa a redução na produtividade, uma vez que variedades incompatíveis 

produzem um baixo número de fruto por planta e baixo número de sementes por fruto 

(POSNETTE, 1940; MORERA et al., 1994; VIEIRA; MULLER, 2001; PIRES et al., 2012). 

Em estudos recentes em populações de cacaueiro na Bahia, foi estimada uma perda de 38% na 

produção de frutos associada á incompatibilidade (PIRES et al., 2012). Estudos sobre a 

caracterização da compatibilidade sexual podem contribuir para a geração de variedades de 

cacaueiro capazes de produzir mais frutos por planta e maior número de sementes por fruto. 

Entretanto, há poucos estudos em cacau abordando a caracterização da incompatibilidade em 

populações de melhoramento. 

Alguns estudos propõem a existência de gradações na expressão do fenótipo da 

compatibilidade/incompatibilidade sexual em cacaueiro. Segundo Cheesman (1938), a 

existência de diferentes níveis de compatibilidade sexual apresentados pelo cacaueiro pode ser 

responsável pelas grandes alterações dos níveis de produção. Cope (1939) propôs que o sucesso 

das polinizações artificiais é variável de material para outro, devido ao fato de alguns destes 

apresentarem diferentes níveis de compatibilidade. Coral (1970) sugeriu que existem diferentes 

graus de incompatibilidade, e que estes são controlados por genes. Carletto (1972) e Carletto e 

Soria (1973) realizaram um estudo visando comprovar a existência de graus de 

incompatibilidade utilizando os métodos de abscisões e pegamento de Knight e Rogers (1955) 

e de cortes histológicos de Cope (1962). Porém, nos estudos realizados por esses autores não 

foi encontrada nenhuma comprovação genética para a proposta de Coral (1970) sobre a 

existência de graus de incompatibilidade em cacaueiro. Por outro lado, Lanaud et al (1987) 

verificaram, por meio da mistura de pólen incompatível e compatível, que existem variações na 

percentagem de sementes geradas a partir de autofecundação, propondo a existência de um 

efeito quantitativo na incompatibilidade em cacaueiro. 

Porém, até o momento, os métodos de caracterização da 

compatibilidade/incompatibilidade em cacaueiro, tratam esse fenômeno como uma variável 

meramente qualitativa (BARTLEY; COPE, 1973; LÓPEZ, 1982; PINTO et al., 1998; LEAL, 

2005; CASTILHO, 2005), o que tem levado a divergências nos resultados encontrados pelos 
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diferentes métodos usados para determinar se um dado genótipo é autocompatível ou 

autoincompatível, levando portanto a erros no processo de selecionar genótipos para um alto 

pegamento. De modo geral, a determinação da compatibilidade/incompatibilidade de um dado 

genótipo é realizada através da percentagem de retenção/abscisão floral após polinização 

manual controlada (CARLETTO, 1946; HARDY, 1961). Para cada genótipo, são polinizadas 

entre 15 e 40 flores (LOPES; CARLETTO, 1995). Posteriormente, avaliações em relação à 

retenção floral são feitas, geralmente, no terceiro, sétimo e 15º dia após polinização 

(TERREROS; CHAVARRO; OCAMPO, 1982; YAMADA et al., 1982; YAMADA; 

BARTLEY, 1984). Porém, existem divergências na determinação de um limiar de retenção 

floral para fazer inferência sobre a compatibilidade de um determinado genótipo. López (1982) 

considera que um material é autocompatível se este apresentar um índice de retenção floral de 

no mínimo 2%. Por outro lado, autores como Bartley e Cope (1973), Terreros, Chavarro e 

Ocampo (1982), Lopes e Carletto (1995) e León (2000), consideram que esse índice de 

retenção deva ser de 5%. Entretanto, para Pinto et al. (1998) é necessário um índice de retenção 

de pelo menos 10%. Outros autores ainda recomendam outros limiares de retenção como 14% 

(LEAL, 2005) e até 40% (CASTILHO, 2005). Essa divergência entre os autores sobre os 

diferentes limiares aponta para indícios que a compatibilidade/incompatibilidade deve ser 

tratada como uma variável quantitativa contínua, e não como uma variável meramente 

qualitativa discreta. 

Assim, o presente estudo buscou identificar o melhor critério para determinar a 

incompatibilidade por meio da retenção floral e verificou se este fenômeno deve ser tratado 

como uma variável qualitativa discreta ou quantitativa contínua.  

 

 

Materiais e Método 

 

População de estudo 

 

Trezentos e trinta e três genótipos de cacaueiro foram utilizados no presente estudo. 

Esses genótipos incluem 66 acessos da coleção de germoplasmas (clones fundadores) e 267 

indivíduos descendentes daqueles acessos, selecionados ao acaso dentro de 109 progênies da 

terceira geração de seleção recorrente (ensaios TP-0221, TP-0222, TP-0323 e TP-0324), do 

programa de melhoramento do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), da Comissão 
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Executiva do Plano de Lavoura Cacaueira (CEPLAC), em Ilhéus, Bahia, Brasil. Os ensaios TP-

0221, TP-0222, TP-0323 e TP-0324 foram estabelecidos em 2002 e 2003, com 41, 15, 30 e 23 

progênies, respectivamente. Os dois primeiros ensaios foram estabelecidos sem repetições com 

parcelas de 75 e 80 plantas em média respectivamente. Já os dois últimos ensaios foram 

estabelecidos segundo um delineamento em blocos casualizados, com 3 repetições de 20 

plantas/parcela e 4 repetições de 15 plantas/parcela, respetivamente. As progênies dos quatro 

ensaios foram geradas segundo um delineamento fatorial bastante desbalanceado.  

  

 

Caracterização fenotípica da incompatibilidade sexual 

 

Polinizações artificiais foram realizadas nos 333 genótipos entre os meses de abril de 

2013 e junho de 2014. Dois tipos de polinizações foram feitas: autopolinizações e polinizações 

cruzadas (controle). Para caracterizar a incompatibilidade na população de estudo, 7.256 flores 

foram autopolinizadas (10-57 flores por genótipo). Como controle, foram feitas 1.891 

polinizações cruzadas (10-25 flores por dia), utilizando-se pólen de clones reconhecidamente 

autocompatíveis (CCN-51, SIC-17 e SIC-864), visando isolar o efeito de outros fatores 

causadores de queda de flores, não associados à incompatibilidade (chuva, insetos).  

Para evitar polinizações indesejadas, os botões florais entumecidos, prestes a abrir no 

dia seguinte, foram protegidos no dia anterior à polinização artificial com um pequeno tubo de 

mangueira transparente, de 1 polegada de diâmetro e 7 cm de comprimento, cuja extremidade 

final era coberta por uma tela fina (tecido fino denominado de voal, preso por uma liga de 

borracha), e a outra extremidade aberta foi fixada na planta por meio de massa de modelar, a 

fim de proteger os botões. Processo este similar ao usado por outros autores (KNIGHT; 

ROGERS, 1955; CARLETTO, 1946; HARDY, 1961; TERREROS; CHAVARRO; ROJAS, 

1982; LOPES; CARLETTO, 1995; YAMADA et al., 2010; ROYAERT et al., 2011).  

Na manhã do dia seguinte, entre 8 e 11 horas da manhã, depois da retirada do tubo, os 

botões florais abertos foram polinizados artificialmente. Para isto, na flor receptora que se 

encontrava completamente aberta e o estigma receptivo, foi realizado a retirada dos 

estaminóides, utilizando pinça, para facilitar a polinização. Algumas flores da mesma planta, 

também protegidas, foram selecionadas como doadoras de pólen, desde que suas anteras 

estivessem liberando o pólen. Com a pinça, era retirada a cógula da flor doadora de pólen para 

liberar os estames e, em seguida, as anteras com pólen eram esfregadas suavemente no estigma 

da flor receptora. Cada flor polinizada foi novamente protegida e identificada por um alfinete 
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com uma fita colorida. Os protetores foram retirados um dia após a polinização, uma vez que a 

fertilização ocorre entre 10 e 24 horas após a polinização. Para verificar o índice de pegamento, 

avaliações foram realizadas 7, 15, 21 e 30 dias após as polinizações. A caracterização da 

incompatibilidade sexual foi realizada com base na percentagem de retenção das flores 

autopolinizadas, comparada com a retenção das polinizações cruzadas. 

 

Análises estatísticas 

 

Dois critérios foram utilizados para a caracterização dos genótipos em relação à 

incompatibilidade sexual. No primeiro critério (Método 1), as percentagens de flores retidas aos 

15 dias após as autopolinizações e polinizações cruzadas (controle), foram comparadas 

estatisticamente entre si por meio do teste de Qui-quadrado, buscando testar a proporção de 1:1, 

a 5% de probabilidade com 1 grau de liberdade (STEEL; TORRIE, 1980):  

  

 2

11 22 12 21

2

1 2 1 2 [( ) ..] / [ . . . . ]n n n n n n n n n
 

onde, 

 

 n11 é o número a flores de autopolinizadas; 

 n22 é o número de flores com polinização cruzada que sofreram abscisões; 

 n12 é o número flores autopolinizadas que sofreram abscisões;  

 n21 é o número de flores com polinização cruzada. 

 

No segundo critério (Método 2), a incompatibilidade foi caracterizada considerando-se 

somente o pegamento, aos 15 dias, nas autopolinizações (ou seja a retenção floral no controle 

foi ignorada). Foram considerados como autoincompatíveis genótipos com um pegamento 

inferior a um dado percentual, variando de 1 a 60% . Este é o método comumente usado para 

declarar a compatibilidade de um dado genótipo em cacaueiro (BARTLEY; COPE, 1973; 

TERREROS; CHAVARRO; OCAMPO, 1982; LOPES; CARLETTO, 1995; LEÓN, 2000). Os 

resultados oriundos com as análises dos Métodos 1 e 2, foram estatisticamente comparados 

pelo teste de McNemar (CAMPOS, 1983), a 0,05 de probabilidade, assumindo diferentes 

percentuais de corte, ou limiar, no Método 2 variando de 1 a 60%. 
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Outra análise foi realizada buscando explorar o comportamento de abscisão floral ao 

longo tempo. Para isto, uma análise multivariada com variáveis canônicas foi feita utilizando-se 

procedimento CANDISC implementado no programa SAS (SAS, 1989). Esta análise permitiu 

agrupar os genótipos da população estudada em relação aos diferentes comportamentos de 

retenção floral aos 7, 15, 21 e 30 dias após as polinizações.  

 

 

Resultados 

 

Retenção floral  

 

Nas polinizações cruzadas com um genótipo autocompatível, utilizadas como 

controle, ao longo dos 15 meses, observou-se uma grande variação na retenção floral, com 

uma amplitude de 59,72% (Figura 1.1). Isto certamente influencia a caracterização de um 

genótipo como autocompatível/incompatível quando a retenção floral de um controle (ou 

seja, fatores não relacionados à incompatibilidade) é ignorada (Método 2). Existem dias 

com alto pegamento, como aqueles dos meses de outubro a dezembro de 2013; outros dias 

com baixo pegamento como aqueles dos meses de abril de 2013 e 2014. 

 

 

Figura 1.1- Percentagem de retenção floral aos 15 dias resultantes das polinizações cruzadas com pólen 

de clones autocompatíveis de cacaueiro no período de execução do estudo (Abril/2013 a Junho/2014). 
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Dentre as 7.256 flores autopolinizadas na população de estudo, a maioria sofreu uma 

queda brusca até os 7 dias após as polinizações (Figura 1.2). Nas polinizações cruzadas, esse 

percentual de queda foi menor. Por outro lado, em ambos os casos a taxa de queda reduziu 

drasticamente após os 7 dias (Figura 1.2). A retenção floral caiu de 100% para 

aproximadamente 60-70% nos cruzamentos com o genótipo autocompatível, e para 

aproximadamente 20% nas autofecundações. Nas comparações entre as percentagens de flores 

retidas até os 15 dias das autopolinizações e das polinizações cruzadas foi possível constatar 

que há uma variação grande na retenção floral das autofecundações, maior que a variação do 

controle (Figura 1.3).  
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Figura 1.2 - Percentagem de flores retidas na população de cacaueiro em estudo aos 

7, 15, 21 e 30 dias após as polinizações. 
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Com o objetivo de identificar os genótipos autocompatíveis na população de estudo, foi 

feito um teste de Qui-quadrado. Com base neste teste foi possível verificar que dentre os 66 

germoplasmas, 45 foram considerados autoincompatíveis e 21 autocompatíveis (Tabela 1.1). 

Germoplasmas dos grupos Be, ICS, CCN, CC, SIAL, SIC e SGu foram identificados como 

autocompatíveis; por outro lado, germoplasmas dos grupos TSH, TSA, Scavina, C.Sul, IMC, 

Na, Pound e Parinari foram todos considerados autoincompatíveis. Nos descendentes ocorre 

também a predominância da incompatibilidade, isto é, dentre os 267 genótipos, 206 foram 

autoincompatíveis e apenas 61 autocompatíveis (resultados não mostrados). 

Posteriormente foi aplicado um teste (Teste de Mc Nemar) para identificar o limiar de 

retenção floral, levando em consideração os métodos 1 (usando teste estatístico) e 2 (usando 

um limiar de retenção floral) de classificação de genótipos em relação a incompatibilidade. 

Esse teste permitiu verificar que o menor número de trocas (3-8 trocas) entre os dois métodos 

ocorreu quando o limiar (threshold) utilizado no método 2 fica entre 32-45% (Figura 1.4). 
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Figura 1.3 - Percentagem de flores retidas na população de cacaueiro em estudo 15 

dias após as polinizações.  
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Tabela 1.1-Retenção floral de 66 acessos de cacaueiro do banco de germoplasma do CEPEC/CEPLAC e das polinizações 

cruzadas (controle) aos 7, 15, 21 e 30 dias após a polinização 

Germoplasma    N° Flores polinizadas   N° Flores retidas χ2 p-valor  Retenção floral (%)   Classificação 

    Auto Cruz   Auto Cruz     Auto Cruz   Método 1 

Be-10   36 89   22 49 0,38 0,54 61,11 55,06   C 

Be-4   19 14   17 8 4,59 0,03 89,47 57,14   C 

Be-8   16 17   8 9 0,03 0,87 50,00 52,94   C 

Be-9   25 20   16 10 0,89 0,34 64,00 50,00   C 

CA-4   48 90   6 46 19,87 0,00 12,50 51,11   I 

CA-5   25 13   15 10 1,09 0,30 60,00 76,92   C 

CAB-28   30 40   16 20 0,08 0,78 53,33 50,00   C 

CC-10   19 12   9 8 1,11 0,29 47,37 66,67   C 

CCN-10   23 12   9 8 2,39 0,12 39,13 66,67   C 

CCN-51   37 32   25 19 0,50 0,48 67,57 59,38   C 

CEPEC-42   22 13   0 10 23,69 0,00 0,00 76,92   I 

CEPEC-52   32 53   0 26 22,62 0,00 0,00 49,06   I 

CEPEC-86   35 95   0 47 27,12 0,00 0,00 49,47   I 

CEPEC-89   40 97   0 49 31,46 0,00 0,00 50,52   I 

CEPEC-90   35 81   0 43 29,52 0,00 0,00 53,09   I 

CEPEC-94   29 68   0 35 23,35 0,00 0,00 51,47   I 

C.Sul-3   31 55   0 27 22,18 0,00 0,00 49,09   I 

C.Sul-7   29 44   2 21 13,50 0,00 6,90 47,73   I 

C.Sul-8   19 14   0 8 14,33 0,00 0,00 57,14   I 

EEG-29   30 28   21 15 1,66 0,20 70,00 53,57   C 

EET-156   44 113   0 58 35,82 0,00 0,00 51,33   I 



32 
 

EET-377   41 115   0 61 35,71 0,00 0,00 53,04   I 

EET-390   42 53   1 26 25,09 0,00 2,38 49,06   I 

EET-392   40 78   0 46 38,66 0,00 0,00 58,97   I 

EET-397   51 39   0 22 38,08 0,00 0,00 56,41   I 

EET-399   38 51   0 22 21,77 0,00 0,00 43,14   I 

EET-400   23 25   0 14 18,18 0,00 0,00 56,00   I 

EET-45   33 76   0 46 34,56 0,00 0,00 60,53   I 

EET-59   45 84   0 45 37,02 0,00 0,00 53,57   I 

EET-94   48 58   23 30 0,15 0,70 47,92 51,72   C 

ICS-1   25 18   13 10 0,05 0,82 52,00 55,56   C 

ICS-32   28 40   16 25 0,20 0,66 57,14 62,50   C 

ICS-6   17 17   13 8 3,11 0,08 76,47 47,06   C 

ICS-9   20 17   14 8 2,01 0,16 70,00 47,06   C 

ICS-95   15 16   8 7 0,28 0,59 53,33 43,75   C 

ICS-98   43 53   27 29 0,64 0,42 62,79 54,72   C 

IMC-67   36 49   0 19 17,98 0,00 0,00 38,78   I 

IMC-76   42 56   0 25 25,17 0,00 0,00 44,64   I 

Ma-15   30 64   0 29 19,66 0,00 0,00 45,31   I 

Na-33   27 77   3 38 12,24 0,00 11,11 49,35   I 

P-12   25 39   0 21 20,04 0,00 0,00 53,85   I 

P-7   29 67   6 29 4,46 0,03 20,69 43,28   I 

Pa-169   18 27   0 14 13,55 0,00 0,00 51,85   I 

Pa-285   22 32   0 18 18,56 0,00 0,00 56,25   I 

Pa-30   18 32   0 18 15,82 0,00 0,00 56,25   I 

Pa-300   30 51   1 26 19,30 0,00 3,33 50,98   I 

RB-30   24 14   0 8 17,37 0,00 0,00 57,14   I 

RB-36   14 39   0 21 12,49 0,00 0,00 53,85   I 

RB-39   11 17   0 8 7,25 0,01 0,00 47,06   I 

Sca-12   33 67   0 29 20,12 0,00 0,00 43,28   I 

Sca-6   35 50   0 21 19,52 0,00 0,00 42,00   I 
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SGu-54   14 51   8 28 0,02 0,88 57,14 54,90   C 

SIAL-70   24 31   11 18 0,81 0,37 45,83 58,06   C 

SIC-19   17 13   12 9 0,01 0,94 70,59 69,23   C 

SIC-864   32 29   18 17 0,03 0,85 56,25 58,62   C 

TSA-641   35 64   0 31 24,68 0,00 0,00 48,44   I 

TSA-644   37 63   1 33 25,64 0,00 2,70 52,38   I 

TSA-654   41 90   3 46 23,07 0,00 7,32 51,11   I 

TSA-656   12 17   0 8 7,80 0,01 0,00 47,06   I 

TSA-792   57 98   0 53 46,84 0,00 0,00 54,08   I 

TSH-1188   31 56   0 32 28,02 0,00 0,00 57,14   I 

TSH-516   16 13   0 7 11,36 0,00 0,00 53,85   I 

TSH-565   33 53   0 23 19,55 0,00 0,00 43,40   I 

TSH-774   38 78   0 36 25,43 0,00 0,00 46,15   I 

U-10   17 13   0 9 16,81 0,00 0,00 69,23   I 

UF-296   38 87   0 43 28,63 0,00 0,00 49,43   I 
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Outro aspecto considerado neste estudo foi a exploração da variação gradual existente 

nas percentagens de pegamento na população estudada. Quinze dias após as autopolinizações 

foi observado um padrão similar na curva de distribuição entre germoplasmas e os 

descendentes referente à retenção floral (Figura 1.5a e b). Tanto os acessos do banco de 

germoplasma do CEPEC, quanto seus descendentes tiveram um grande número de genótipos 

(37 germoplasmas e 137 descendentes) que não conseguiram reter nenhuma flor (0%) e com 

grupos menores de genótipos distribuídos em diferentes classes, ou seja, com diferentes 

percentagens de pegamento que variaram de 1-100%. A presença de muitos genótipos com 

0% de pagamento explica também o baixo percentual de retenção floral das autopolinizações 

observada na Figura 1.2. Alguns genótipos tiveram retenção floral próxima ou igual a 100%, 

logo, com potencial para produzir variedades com alta retenção floral. 

 

Figura 1.4 - Número de trocas na classificação de genótipos de cacaueiro 

quanto à incompatibilidade, usando-se os métodos 1 e 2. A barra horizontal 

mostra a faixa de retenção floral que os resultados produzidos pelos 

métodos 1 e 2 não são estatisticamente diferentes pelo teste de McNemar 

(p=0,05). 
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Retenção floral ao longo do tempo  

 

Na população estudada (66 germoplasmas e 267 descendentes) foram observados 

diferentes níveis de comportamento referente à retenção floral. Sete dias após as polinizações 

houve uma acentuada queda na retenção floral nos vários genótipos estudados, entretanto, a 

Figura 1.5 - Histograma de frequência do número de germoplasmas (a) e de plantas das 

progênies (b) de cacaueiro alocadas em diferentes classes de retenção floral aos 15 dias 

(66 germoplasmas e 267 plantas das progênies).  
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retenção floral final nestes 333 genótipos varia de 0 a 100%, de modo quase contínuo, 

entretanto, com uma clara descontinuidade próximo de 30% de retenção (Figura 1.6). Aos 15, 

21 e 30 dias após as autopolinizações, independente da percentagem de flores retidas, a queda 

foi estabilizada, ou seja, não houve alteração acentuada nos valores do pegamento.  

Observa-se também na Figura 1.6, que há diferentes padrões de retenção floral ao 

longo do tempo de avaliação após a polinização. Em alguns genótipos há uma queda suave na 

retenção floral entre o tempo zero e os 7 dias após a polinização, resultando em genótipos 

com alta retenção floral. Em outros genótipos há uma drástica queda da retenção floral, no 

mesmo período (0-7 dias), resultando em uma baixa retenção floral final. Entretanto, há um 

grupo de 29 genótipos com comportando anômalo em relação aos dois outros tipos, nos quais 

foi observada uma queda na retenção floral até os 7 dias, mas o percentual de retenção 

continuou caindo até os 15 dias, apresentando uma reação de incompatibilidade mais tardia.  

Por meio da análise de agrupamento foi possível detectar quatro grupos com padrões 

de comportamento estatisticamente diferentes (Figura 1.7). Os grupos 1, 2 e 3 se distinguem 

pela existência genótipos com diferentes níveis de compatibilidade em relação à retenção 

floral. O grupo 4 foi formado essencialmente por genótipos autoincompatíveis, ou seja, com 

0% compatibilidade em relação a retenção floral. O grupo 1 foi formado por 5 acessos (Be-4, 

EEG-29, ICS-9, ICS-6 e SIC-19) e 21 descendentes e teve uma retenção floral de 

aproximadamente 80%, sendo assim candidatos à seleção em relação a alta retenção floral. O 

grupo 2 foi formado por 16 acessos (ex. Be-8, Be-9, Be-10, ICS-1, ICS-32, ICS-95, ICS-98, 

CCN-51e CCN-10) e 43 descendentes, com retenção floral de aproximadamente 60%, e não é 

estatisticamente diferente do controle autocompatível. O grupo 3 foi formado por 6 acessos 

(Ca-4; C.Sul-8; EET-45; Na-33; P-7) e 31 descendentes, com uma retenção floral de 

aproximadamente 30% até o 7° dia, que reduziu para 15% no 15º dia e estabilizou-se (Figura 

1.7), sendo observado um tipo de reação tardia quanto à incompatibilidade, que se prolonga 

após o 7º dia após a polinização. O grupo 4 foi formado por 39 acessos (ex. IMC-67, RB-30, 

Sca-6, Sca-12, TSH-1188 e TSH-516) e 172 descendentes, com uma queda drástica na 

retenção floral até o 7° dia, chegando a 0% aos 15 dias, ou seja, são genótipos que não 

apresentaram nenhum de nível de compatibilidade. 
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Figura 1.6 - Padrões de retenção floral ao longo do tempo após a 

polinização com genótipos (germoplasmas e progênies) de cacaueiro. 

Figura 1.7- Retenção floral média de genótipos de cacaueiro 

(germoplasmas e progênies) alocados em quatro grupos e do controle 

(polinizações cruzadas com pólen autocompatível), após uma análise 

multivariada de agrupamento. 



38 
 

Discussão 

 

Neste estudo, os resultados encontrados permitem uma melhor compreensão sobre a 

incompatibilidade no cacaueiro e oferece possíveis alternativas para caracterizar esse 

fenômeno na espécie. Para isto, é necessário levar em consideração alguns aspectos 

importantes. O primeiro deles é que o ambiente afeta a retenção floral (ex. fatores sazonais ou 

alterações fisiológicas no órgão reprodutor), o que pode severamente afetar os resultados da 

caracterização da incompatibilidade ou a avaliação da retenção floral, se controles não são 

incluídos. Isto é válido também para os estudos que buscam associação de marcadores com a 

incompatibilidade, neste caso é recomendável fazer um ajuste das retenções das 

autopolinizações em relação às polinizações cruzadas (controle). Segundo, dado a ampla 

variação da retenção floral de diversos genótipos, não é fácil caracterizar um indivíduo como 

autocompatível/autoincompatível, com base em um percentual de corte ou limiar. Por outro 

lado, métodos estatísticos (ex. qui-quadrado) que comparam a retenção floral de um dado 

genótipo com aquela de genótipo reconhecidamente autocompatível, como foi feito neste 

estudo (Método 1), pode ser uma solução para minimizar os erros de determinação de 

genótipos quanto à incompatibilidade. Entretanto, na limitação ou impossibilidade de incluir 

polinizações controle (pelo custo ou pela pouca disponibilidade de flores), aparentemente um 

limiar/ponto de corte pode ser adotado para análise do caráter, mas esse limiar precisa ser 

maior (32-45%), em vez do que vem sendo adotado de 2% por vários autores (LÓPEZ, 1982), 

5% (BARTLEY; COPE, 1973; TERREROS; CHAVARRO; OCAMPO, 1982; LOPES; 

CARLETTO, 1995; LÉON, 2000), 10% (PINTO et al., 1995) e 14% (LEAL, 2005).  

Neste trabalho, a compatibilidade/incompatibilidade foi caracterizada utilizando-se um 

critério que não usa um limiar para determinar a compatibilidade como os métodos anteriores, 

mas sim testes estatísticos de probabilidade. Por esse método, a compatibilidade de um 

genótipo é declarada por meio da comparação estatística do percentual de flores retidas nas 

autopolinizações em comparação com uma testemunha. Com este método foi possível 

identificar 251 genótipos autoincompatíveis e 82 autocompatíveis, na população estudada. 

Dentre estes estão 45 germoplasmas autoincompatíveis e 21 autocompatíveis. Estes resultados 

entram em consenso com os relatos de outros pesquisadores (POSNETTE, 1945; BARTLEY, 

1970; CORAL; SORIA, 1974; YAMADA et al., 1982; ARCINIEGAS; PHILLIPS-MORA, 

2006). Porém, divergem de resultados encontrados por autores (BARTLEY, 1958; 

ERIQUEZ; SORIA, 1967; KKO, 1993). Esta divergência é resultado da ampla variação dos 
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métodos de determinação de genótipos autocompatíveis, devido ao o uso de diferentes 

limiares da retenção floral. 

Embora muitos dos acessos do banco de germoplasmas possam ser autoincompatíveis 

com base no método 1, alguns vem sendo usados mais intensamente no programa de 

melhoramento do CEPEC em virtude de sua resistência a vassoura-de-bruxa (TSH, Sca, etc.). 

Além disso, esses acessos são de diversas origens (Brasil, Trinidade, Peru) e sabendo que a 

incompatibilidade em cacaueiro é controlada geneticamente por um loco com 5 

(S1>S2=S3>S4>S5) ( KNIGHT; ROGERS, 1955) ou 6 (S1>S2=S3>S4>S5>S6) formas alélicas 

alternativas (COPE, 1962), espera-se assim que na população haja vários alelos segregando. 

Desse modo, a população utilizada neste estudo apresenta um grande potencial para capturar 

grande parte da diversidade alélica existente da incompatibilidade em cacaueiro.  

Os resultados obtidos neste estudo fornecem subsídios para inferir que a 

compatibilidade e incompatibilidade sexual podem ser diferenciadas em duas classes distintas 

de alta e a baixa retenção floral, porém com aspectos peculiares. Na compatibilidade foi 

observado um gradiente de retenção floral variando de 1 a 100 % com genótipos distribuídos 

em diversas classes. Entretanto, a incompatibilidade foi diferenciada em uma única classe 

com grande número de genótipos com pegamento zero. Isto mostra que a compatibilidade 

deve ser tratada como uma variável quantitativa nesta espécie, com efeito contínuo na 

retenção floral que pode estar sofrendo influência de vários genes de efeito menor, levando 

em consideração a curva de distribuição das diferentes classes apresentadas na figura 1.5. Isso 

pode ser resultado a existência do fenômeno da pseudocompatibilidade em cacaueiro, fazendo 

com genótipos que carregam alelos de incompatibilidade consigam reter flores em 

determinadas situações. Enquanto isso, a incompatibilidade sexual, ausência total de retenção 

floral, deve ser tratada como uma variável qualitativa discreta, com genes de efeito maior 

influenciado fortemente na expressão fenotípica. Portanto, nesta espécie ocorre a presença de 

alta compatibilidade (32-100% de retenção flora), baixa compatibilidade (1-31% de retenção 

floral) e a incompatibilidade (0% de retenção floral).  

Neste estudo, foi detectado um forte efeito da incompatibilidade tanto nos progenitores 

(acessos da coleção do banco de germoplasma) quanto nas progênies. Isto está ocorrendo uma 

vez que os alelos de incompatibilidade têm sido reportados como dominantes sobre os alelos 

de compatibilidade, o que leva a uma curtose no sentido de baixo pegamento, e ao frequente 

uso de clones incompatíveis como fundadores das populações estudadas. Por isso, são 

necessários métodos eficientes na caracterização da incompatibilidade de modo que permitam 
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os melhoristas aumentarem a frequência de alelos de compatibilidade por seleção de 

genótipos autocompatíveis.  

Por outro lado, devido ao efeito contínuo da compatibilidade sexual (1-100%), para 

selecionar alelos de compatibilidade, é necessário à utilização de métodos que permitam o 

melhorista selecionar plantas para um alto pegamento com maior eficiência e precisão. Por 

exemplo, plantas com retenção abaixo de 32% apresentam maiores chances de carregarem 

alelos de incompatibilidade, logo, com potencial afetar o pegamento em uma população, 

enquanto que acima desse percentual a frequência alelos de compatibilidade é maior. Além 

disso, foi possível também identificar genótipos com percentual de retenção próximo de 

100%, sendo assim, bons candidatos à seleção para alta retenção floral. 

Em análise multivariada utilizando variáveis canônicas foi possível identificar 

diferentes padrões de comportamento em relação à abscisão floral, a existência quatro padrões 

distintos na população estudada foram observados. Alguns têm retenção média acima do 

controle, outros similares ao controle e, ainda outros, bem abaixo da média. Dois padrões 

apresentam um alto pegamento (grupos 1 e 2), com genótipos com grande potencial para 

seleção de alelos de compatibilidade. Por outro lado, foi identificado também dois padrões 

(grupo 3 e 4) com baixo pegamento, incluindo diferentes acessos do banco de germoplasma 

do CEPEC com alelos diferentes de incompatibilidade reportados por outros autores 

(YAMADA et al., 2013a; YAMADA et al., 2013b; YAMADA et al., 2014). Um desses 

padrões, grupo 3, apresentou um padrão diferente dos demais grupos (1 e 2), o efeito de 

abscisão floral se expressa antes dos 7 dias após a polinização mas continua expressando após 

este período, levando a uma reação mais tardia, o que pode ser resultado do efeito da 

pseudocompatibilidade, levando a um padrão diferente dos demais. O outro padrão, grupo 4 é 

formado essencialmente por genótipos autoincompatíveis, em que a limitação é maior em 

superar a incompatibilidade. Desse modo, é possível perceber que para os genótipos do grupo 

1 e 2 o efeito de queda das flores se expressa até sete dias. Porém, para os determinados 

genótipos do grupo 3 essa expressão ocorre mais tardiamente ou mais lentamente (até 15 

dias). Estes resultados corroboram a deficiência em tratar a compatibilidade sexual como uma 

variável meramente qualitativa (binária), pois diferentes padrões podem ser identificados e a 

retenção floral varia de um modo contínuo, com genótipos de cacaueiro posicionados em todo 

o espetro de variação possível (1 a 100% de retenção floral), com genótipos apresentando 

baixa e alta compatibilidade. Por outro lado, o grupo que apresenta incompatibilidade sexual 

(grupo 4), ausência de retenção floral até os 15 dias, pode ser tratado como uma variável 
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qualitativa. Assim, a compatibilidade sexual pode ser caracterizada considerando-a como 

variável quantitativa contínua, ao passo que a incompatibilidade pode ser tratada como 

variável qualitativa discreta. 

Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com achados por outros 

pesquisadores (COPE, 1939; GLENDINNING, 1960; 1972; CORAL, 1970; LANAUD et al., 

1987). Cope (1939) propõe com base em estudos de polinizações artificiais que existem 

diferenças na percentagem de pegamento entre genótipos autocompatíveis. Coral (1970) 

realizou um estudo comparativo das teorias sobre o controle genético da 

compatibilidade/incompatibilidade, aplicando o método de polinização artificial em 5 acessos, 

(ICS-1, Sca-6, Sca-12, IMC-67, UF-613, UF-667) e observou diferenças significativas em 

relação à percentagem de retenção floral. Neste estudo, o genótipo ICS-1 apresentou uma taxa 

de 75% de pegamento, enquanto o UF-667 teve 50% pegamento; o Sca-6, Sca-12 e o IMC-67 

apresentaram zero de pegamento. Partindo disso, o autor propôs a existência de graus de 

incompatibilidade e que este seria controlado por genes. Entretanto, Carletto e Soria (1973) 

não confirmaram os resultados observados por Coral (1970). Por outro lado, alguns autores 

têm relatado que alguns genótipos têm a capacidade de superar mais fácil a incompatibilidade 

que outros (LANAUD et al., 1987), o que pode explicar a ocorrência de certos níveis de 

retenção floral em alguns genótipos de cacaueiro.  

Desse modo, o presente estudo permitiu fazer inferências sobre como determinar a 

compatibilidade sexual em cacaueiro de modo que minimize os erros na identificação de 

genótipos autocompatíveis por meio da retenção floral. Além disso, compreendeu que a 

compatibilidade apresenta diferentes padrões de comportamento que a leva esse fenômeno ser 

melhor tratado como uma variável quantitativa contínua e a incompatibilidade como uma 

variável qualitativa discreta. 
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4. CAPÍTULO 2 
 

 

Mapeamento por Associação de genes relacionados à incompatibilidade sexual do 

cacaueiro (Theobroma cacao L.)2 

 

Marcos Ramos da Silva, Didier Clément, Karina Peres Gramacho, Wilson Monteiro, Xavier 

Argout, Claire Lanaud, Uilson Lopes. 

 

Resumo 

 

A incompatibilidade sexual é um mecanismo biológico com base genética que limita a 

produção nas plantações de cacaueiro, sendo, portanto, um importante critério para seleção 

negativa em programas de melhoramento. Entretanto, o método atualmente disponível 

baseado na retenção floral após polinização, além de subjetivo, é demorado, bastante 

influenciado por fatores não genéticos e requer um grande número de flores. Por outro lado, a 

identificação de marcadores moleculares em regiões genômicas que controlam a 

incompatibilidade pode ser uma alternativa para permitir a seleção precoce e eficiente de 

plantas autocompatíveis. Partindo disso, o presente estudo buscou identificar marcadores 

associados com a incompatibilidade por meio de ferramentas de Mapeamento por Associação 

visando obter um método de predição e seleção precoce de plantas autocompatíveis. Para isto, 

foi utilizado no estudo uma população de 295 genótipos. Esta população foi caracterizada 

fenotipicamente, sendo que 8.199 flores foram polinizadas manualmente e avaliadas quanto à 

retenção floral aos 15 dias após as polinizações. Além disso, amostras foliares de cada 

genótipo da população foram coletadas e DNA extraído para genotipagem por 

sequenciamento, gerando ao final 29.030 marcadores do tipo SNP. Após limpeza e 

processamento dos dados, uma análise de Mapeamento por Associação foi feita entre os 

                                                           
2 Autorização CGEN No. 10/2012 (Processo 02001.007611/2012-46) 
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11.792 SNPs e as percentagens de retenção floral após autopolinização dos 295 genótipos, 

utilizando-se o programa TASSEL. Dos 11.792 marcadores utilizados, 12 foram responsáveis 

por associações significativas com o fenótipo da incompatibilidade. Os 12 marcadores 

detectados estão todos localizados na extremidade proximal do grupo de ligação 4. Esses 

marcadores explicam de 6,68 a 20,79% da variação fenotípica e os efeitos dos marcadores 

variaram de 2,79 a 17,12. A equação de predição do nível de retenção floral desenvolvida 

usando-se 236 indivíduos tomados ao acaso e obtidas com 12 marcadores foi validada contra 

valores observados em 30 amostras ao acaso, de 59 outros indivíduos. Constatou-se que a 

melhor equação é a obtida com a combinação de três marcadores (SNP11326, SNP11343 e 

SNP11396), com uma correlação igual a 0,58**. Esta equação tem grande potencial para ser 

usada na seleção precoce de plantas autocompatíveis. 

Palavras-chave: Cacau; Incompatibilidade sexual; Seleção precoce; SNPs; Equações de 

predição. 

 

Introdução  

 

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é um dos membros do grupo das 22 espécies do 

gênero Theobroma, sendo junto com Theobroma grandiflorum (conhecido como cupuaçu) as 

únicas desse gênero exploradas economicamente. As amêndoas dos frutos de cacaueiro possui 

grande importância econômica em diversos países, sendo utilizadas principalmente para a 

produção de chocolate. Theobroma cacao é uma espécie diplóide (2n=20) (GLICENSTEIN; 

FRITZ, 1989), com genoma de 430 a 445 Mbp (ARGOUT et al., 2010; MOTAMAYOR et 

al., 2013), pertencente à família Malvaceae (ALVERSON et al., 1998), apresentando uma 

distribuição geográfica natural que abrange as florestas tropicais úmidas das Américas Central 

e do Sul, localizadas no hemisfério ocidental, desde o sul do México até a floresta Amazônica 

(CUATRECASAS, 1964). O cacaueiro é uma planta perene, arbórea, monóica, cauliflora 

(flores formadas no tronco), alógama, com taxa de cruzamento natural entre 50 e 100% 

(TOXOPEUS, 1972). As flores são hermafroditas e pentâmeras, com os órgãos reprodutivos 

(estames e pistilo) isolados na mesma flor por um círculo de estaminóides e pelas pétalas que 

envolvem as anteras, necessitando assim de agentes polinizadores para realizar a transferência 

de pólen para o estigma, geralmente moscas do gênero Forcipomyia (BILLES, 1942; SORIA 

et al., 1975). 

 A capacidade produtiva do cacaueiro pode ser bastante afetada por fatores genéticos 

como a incompatibilidade sexual presente em populações de cacaueiro (LOCKWOOD, 1977; 

MORERA et al., 1994). A incompatibilidade sexual em cacaueiro foi descoberta por Harland 

(1925) e confirmada por Pound (1932) e, tem sido sugerido, tratar-se de um mecanismo 
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fisiológico resultante da expressão do gene presente no loco S (KNIGHT; ROGERS, 1955), 

com possíveis interferências de dois outros locos, A e B (COPE, 1962), com diferentes formas 

alélicas alternativas, no mínimo cinco, exercendo uma relação de dominância e codominância 

(S1>S2=S3>S4>S5) (KNIGHT; ROGERS, 1955). Em cacaueiro, a incompatibilidade ocorre no 

ovário, quando o tubo polínico e o óvulo entram em contato, e a reação de rejeição resulta da 

não fusão dos núcleos gaméticos, provocando uma falha no processo de singamia, 

ocasionando a abscisão da flor (BENNET; COPE 1959; COPE, 1962). Embora alguns autores 

tenham também citado que a mesma inicia no estigma (ANEJA et al.,1994; BAKER; 

HASENSTEIN; ZAVADA, 1997). 

Em cacaueiro, a caracterização da compatibilidade é feita através da percentagem de 

retenção/abscisão floral após polinização manual controlada no campo. O método, 

geralmente, é baseado em autopolinizações de 15-40 flores, protegidas 24 horas antes e 

desprotegidas 24 horas depois de polinizadas (TERREROS; CHAVARRO; OCAMPO, 1982; 

YAMADA et al., 1982; YAMADA; BARTLEY, 1984). Porém, esse método apresenta 

algumas limitações que podem interferir no processo de caracterização da compatibilidade. 

Primeiro, são as influências de fatores ambientais, tais como chuva, temperatura, vento e 

ataque de insetos, que afetam a expressão do fenótipo (CARLETTO, 1975). Segundo, o uso 

deste método requer plantas adultas florindo, o que retarda sobremaneira a identificação de 

plantas autocompatíveis em populações segregantes de melhoramento. Assim a identificação 

de genótipos autocompatíveis só ocorre após a planta ser levada para o campo e atingir 3 a 5 

anos de idade, desperdiçando-se recursos e tempo.  

Em cacaueiro, o uso de marcadores moleculares tem sido sugerido na identificação 

precoce de plantas em relação a características de interesse agronômico (FALEIRO et al., 

2006; BROWN et al., 2005), incluindo incompatibilidade (PHILLIPS-MORA et al., 1995; 

YAMADA et al., 2010; ROYAERT et al., 2011). Estes autores, como primeira etapa da 

Seleção Assistida por Marcadores (SAM), buscaram identificar marcas moleculares 

associadas à incompatibilidade, usando populações segregantes envolvendo poucos pais 

(cruzamento biparentais) (populações F1 ou F2). Phillips-Mora et al. (1995) identificaram um 

marcador fortemente ligado à incompatibilidade sexual do cacaueiro, no grupo de ligação 4, 

usando uma F1 (Catongo x Pound-12). Yamada et al. (2010), usando uma população F2 

(autofecundação do TSH-516 = Scavina-6 x ICS-1), conseguiram detectar 19 marcadores 

potenciais, 5 deles no cromossomo 4. Royaert et al. (2011) identificaram 4 marcadores em 

uma população F1 (Pound-7 x UF-273), todos localizados no grupo de ligação 4. 
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Outra estratégia de identificação de marcas associadas a caracteres de interesse, não 

mais usando populações com poucos parentais (F1, F2, retrocruzamento, etc.), é o 

Mapeamento por Associação. Esse método foi inicialmente utilizado por Pritchard e 

Przeworski (2001) para identificar regiões genômicas associadas com doenças em humanos e, 

posteriormente, Gupta et al. (2005) propôs o uso da técnica para o mapeamento de genes em 

espécies de plantas de interesse agronômico. Mapeamento por Associação tem sido proposto 

como uma alternativa para superar as limitações do mapeamento de QTLs baseado 

essencialmente em indivíduos aparentados e geralmente, com populações resultantes de 

cruzamentos biparentais (GUPTA et al., 2005; ZHU et al., 2008; MYLES et al., 2009). Desse 

modo, no Mapeamento por Associação, correlações entre genótipo e fenótipo são realizadas 

em uma população de referência mais ampla, formada por indivíduos que não têm uma 

relação de parentesco muito próxima (BRESEGHELLO; SORRELS, 2006; ERSOZ et al., 

2007; MYLES et al., 2009). Os estudos de Mapeamento por Associação são baseados na 

capacidade de identificar marcadores que estão em desequilíbrio de ligação (KHAN; 

KORBAN, 2012), isto é, ocorrendo mais frequentemente juntos do que de forma esperada 

para locos em equilíbrio de ligação. Desse modo, marcadores moleculares intimamente 

ligados a características de interesse irão apresentar associação significativa entre marcador e 

fenótipo, sendo mais dificilmente separados por recombinação durante a meiose ao longo da 

história evolutiva da cultura.  

Mapeamento por Associação em plantas foi realizado com sucesso em espécies 

modelo, tais como milho e Arabidopsis. Um dos primeiros estudos nesta área, em plantas, 

teve como objetivo a identificação de genes envolvidos no tempo de floração em linhagens de 

milho (THORNSBERRY et al., 2001) e Arabidopsis (OLSEN et al., 2004). Posteriormente, 

outros pesquisadores, como Aranzana et al. (2005), utilizaram o Mapeamento por Associação 

para estudar tanto o tempo de floração, quanto outras características como a resistência a 

patógenos em Arabidopsis. 

Contudo, a maioria dos estudos de Mapeamento por Associação foi realizada em 

plantas de ciclo curto, embora alguns estudos em plantas perenes tenham sido realizados 

como em pinheiros (Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii), uva (Vitis vinífera), dentre outras 

(GONZÁLEZ-MARTÍNEZ et al., 2008; ECKERT et al., 2009; EMANUELLI et al., 2010). 

Em cacaueiro, existem três estudos que usaram esta técnica (PIRES, 2003; MARCANO et al., 

2007; MARCANO et al., 2009). Pires (2003), usando 291 acessos de uma coleção de 

germoplasmas, fez um estudo de associação entre marcadores moleculares RAPD e 



50 
 

características fenotípicas, tais como resistência à vassoura-de-bruxa e podridão parda, 

produtividade, características físicas de fruto e semente, teor e dureza da gordura e 

concentração de ácidos graxos e triglicerídeos. Marcano et al. (2007) utilizando a técnica de 

Mapeamento por Associação em 150 acessos de uma coleção de germoplasmas e 291 

genótipos de uma população de mapeamento, conseguiram identificar quinze regiões 

genômicas envolvidas no controle do peso do fruto e da semente. Posteriormente, Marcano et 

al. (2009), usando uma população de 257 indivíduos descendentes do criollo, identificaram 

regiões do genoma envolvidas no número de frutos por planta, número de sementes por fruto, 

peso da semente úmida, dentre outras.  

Assim, visando obter um método eficiente de predição e seleção precoce para detectar 

plantas autocompatíveis de cacaueiro ainda em viveiro, o presente estudo teve como objetivo 

utilizar a metodologia de Mapeamento por Associação para identificar marcadores 

moleculares SNPs relacionados com a incompatibilidade sexual nesta espécie e propor 

equações usando tais marcadores que permitam a seleção precoce.  

 

Materiais e Método 

 

População de estudo 

 

No presente estudo 295 genótipos foram utilizados. Dentre estes foram incluídos 39 

acessos da coleção de germoplasmas do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), em Ilhéus, 

Bahia, Brasil, bem como 256 indivíduos escolhidos ao acaso em 109 progênies (1-8 

indivíduos por progênie), em diferentes gerações do programa de melhoramento do cacaueiro 

do CEPEC, predominantemente da 3ª geração e estabelecidas nos ensaios de progênies TP-

0221, TP-0222, TP-0323 e TP-0324. O ensaio TP-0221 envolve 41 progênies, sem repetição, 

com uma média de 75 plantas/progênie; o ensaio TP-0222 envolve 15 progênies, também sem 

repetições, com uma média de 80 plantas/progênie; o ensaio TP-0323 envolve 31 progênies, 

em um delineamento em blocos casualizados, com três repetições e 20 plantas/parcela e o 

ensaio TP-0324 envolve 23 progênies, em um delineamento em blocos casualizados, com 15 

plantas/parcela. Estas progênies segregam para diferentes caracteres avaliados (componentes 

de produção, resistência a doenças), incluindo incompatibilidade. 
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Caracterização fenotípica 

 

Duzentos e noventa e cinco genótipos foram caracterizados quanto à 

incompatibilidade usando o método de polinização manual controlada. Para evitar 

polinizações indesejadas (por meio de insetos), flores das plantas foram protegidas 24 h antes 

da polinização e desprotegidas 24 h após a mesma. Aproximadamente 8.000 flores foram 

polinizadas manualmente no intervalo entre 8h30min e 11h30min, no período entre 

03/04/2013 e 27/06/2014.  

Neste estudo, foram feitos dois tipos de polinizações: autopolinizações (para 

caracterizar o fenótipo da incompatibilidade) e polinizações cruzadas (como controle). Nas 

autopolinizações, 13 a 57 flores foram polinizadas (6.308 flores polinizadas; média de 21 

flores/genótipo). Nas polinizações cruzadas, 10 a 25 flores (1.891 flores polinizadas; média de 

15 flores/dia) foram polinizadas com pólen de um material autocompatível (CCN-51, SIC-17 

e SIC-864). Nas polinizações (auto e cruzada), os botões florais foram isolados com um tubo 

de mangueira transparente com uma de suas extremidades cobertas por um tecido, para evitar 

a passagem de insetos, e a outra extremidade aberta foi fixada na haste ou ramo da planta 

usando massa de modelar ou borracha e alfinetes. No momento da polinização, quando a flor 

estava aberta, o tubo foi retirado e os estaminóides que rodeiam o pistilo da flor foram 

removidos para facilitar o acesso ao estigma. Algumas flores das plantas foram utilizadas 

como doadoras de pólen. Nestas as pétalas foram removidas para liberar estames e anteras. As 

flores utilizadas como doadoras de pólen foram aquelas liberando pólen no momento da 

polinização. Com o auxílio de pinça, o pólen foi depositado sobre o estigma da flor, passando 

suavemente a antera. Cada flor polinizada foi novamente protegida, datada e identificada por 

fitas. Aos 15 dias após as polinizações, as flores foram avaliadas quanto à frequência de 

retenção floral.  

 

Extração de DNA  

 

Amostras foliares de 295 plantas foram coletadas em estádio intermediário de 

maturação e DNA extraído no Laboratório Fitopatologia Molecular do CEPEC. O protocolo 

de extração utilizado foi o método Matab proposto por Risterucci (2000), com adaptações de 

Santos et al. (2014) para a preservação de tecidos de amostras para extração de DNA e para a 

extração manual do grande número de plantas utilizando esferas. Amostras de tecido foliar 
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(aproximadamente 300 mg) foram maceradas com o auxílio de esferas metálicas em tubos 

eppendorfs, utilizando nitrogênio líquido. Foi adicionado ao macerado 850 µL de tampão de 

extração de DNA (1.4 M NaCl, 100 mM Tris HCl pH 8.0, 20 mM EDTA, 10 mM Na2SO3, 

1% PEG 6000, 2% MATAB). O extrato foi então homogeneizado durante 10 segundos com 

vórtex e em seguida foi incubado durante 30 min a 74°C. Posteriormente, foram 

acrescentados 700µL de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1 v/v). Os tubos contendo as 

amostras foram então submetidos à centrifugação por 30 minutos e o sobrenadante retirados 

para novos tubos. Adicionou-se 700 µL de isopropanol gelado. Os DNAs de cada amostra 

foram precipitados e retirados do tubo e transferidos para novos tubos contendo 200µL de 

tampão TE (50 mM Tris-HCl, 10 mM de EDTA, pH 7,0) com RNase. A análise da 

integridade e pureza das amostras de DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 

1%, corado com GELRED 1ng/µL. Posteriormente, as amostras de DNA foram purificadas 

com o método de colunas utilizando o protocolo do kit "Macherey-Nagel Plasmid DNA 

Purificação".  

Genotipagem por sequenciamento (GBS) e processamento dos dados  

 

As amostras de DNA foram então genotipadas por sequenciamento utilizando a 

tecnologia DarTseq (Diversity Arrays Technology Sequencing), descrita por JACCOUD et al., 

(2001)(http://www.diversityarrays.com/dart-application-dartseq). A metodologia DArTseq se 

baseia no corte do DNA com duas enzimas de restrição, PstI e MseI, que cortam o genoma em 

regiões codificadoras, gerando vários fragmentos de sequências curtas, de forma que cada 

loco é representado por uma dezena ou mais de sequências. O sequenciamento desses 

fragmentos foi feito, então, em plataforma Illumina de sequenciamento de nova geração ou 

Next Generation Sequencing (NGS). O polimorfismo detectado entre os indivíduos resultou 

de variações de um único nucleotídeo (single nucleotide polymorphism - SNP) entre 

sequências em comum para todos os indivíduos, presentes na população numa frequência 

mínima de 1%.  

Após a corrida de sequenciamento e todas as etapas de limpeza e processamento das 

sequências obtidas, dados brutos contendo 29.030 marcadores SNPs foram exportados para 

planilhas Excel para uma melhor manipulação e controle de qualidade. Partindo disso, foram 

eliminados os marcadores do cromossomo zero, os monomórficos, Call Rate ≤ 90% e os sem 

similaridade com o genoma de cacau (http://cocoagendb.cirad.fr/gbrowse/cgi-

http://www.diversityarrays.com/dart-application-dartseq
http://cocoagendb.cirad.fr/gbrowse/cgi-bin/gbrowse/theobroma/
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bin/gbrowse/theobroma/) (ARGOUT et al., 2010). Após essa limpeza ficaram 18.526 SNPs 

distribuídos nos 10 grupos de ligação do cacaueiro.  

Análises estatísticas  

 

 Como fenótipo foram usadas as frequências de retenção floral aos 15 dias após as 

autopolinizações, ajustadas pela retenção floral dos cruzamentos compatíveis (controle) 

realizados nos mesmos dias em que as autopolinizações foram feitas. O ajuste foi feito através 

da obtenção de médias de mínimos quadrados (LSMEANS), em uma análise de covariância, 

tendo a percentagem de retenção floral das autofecundações como variável e as dos 

cruzamentos controle como covariável. As análises de associação entre marcador e fenótipo 

foram realizadas usando o programa TASSEL (Trait Analysis by aSSociation, Evolution and 

Linkage) versão 5.1.0 (BRADBURY et al., 2007) 

(http://www.maizegenetics.net/#!tassel/c17q9), conforme a metodologia proposta por Yu et 

al. (2006). Para aumentar a confiabilidade da análise de associação (eliminando possíveis 

erros de genotipagem), foi realizada uma “filtragem” no número de marcadores no programa 

TASSEL. Com essa filtragem foram selecionados apenas os marcadores com uma frequência 

alélica mínima ≥ 0,05, resultando em 11.792 SNPs. No programa TASSEL, a análise de 

associação foi baseada na abordagem de modelos mistos (Mixed Linear Model – MLM). Neste 

método, preconizado por Yu et al. (2006), marcadores aleatórios são utilizados para estimar as 

matrizes que representam a estrutura populacional (Q) e os coeficientes de parentesco (K) da 

população. Essas matrizes são incorporadas nas análises usando modelos mistos para estimar 

as associações entre os marcadores e o fenótipo. Q é uma matriz de coancestralidade do tipo n 

x p (onde n é o número de indivíduos e p é o número de subpopulações definidas) e K é uma 

matriz de parentesco (n x n), na qual, os elementos fora da diagonal são uma estimativa da 

probabilidade de identidade por descendência, baseada em marcadores moleculares. 

Para estimativa da estrutura genética e obtenção da matriz Q foi empregado o método 

bayesiano utilizando o software STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000). Estudos de 

inferência de estrutura de populações usando o STRUCTURE versão 2.3.4 foram realizados 

para subconjuntos de dados de 300 SNPs, escolhidos aleatoriamente, ou seja, 200 marcadores 

a mais que os sugeridos por Turakulov e Easteal (2003) para avaliar estrutura populacional. 

Para o cálculo do número de subpopulações mais provável (k) foram utilizados os seguintes 

parâmetros: 10 corridas independentes com k variando entre 2 e 10, com 100.000 iterações 

(burn-ins) e 100.000 simulações de Monte Carlo Cadeias de Markov (MCMC). Nas análises, 

http://cocoagendb.cirad.fr/gbrowse/cgi-bin/gbrowse/theobroma/
http://www.maizegenetics.net/%23!tassel/c17q9
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foi escolhido o modelo de mistura com os valores das frequências alélicas dos 295 genótipos 

correspondente a cada grupo. A seleção do número k mais provável em relação aos propostos 

foi realizada por meio dos valores de ∆K (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) 

(EVANNO et al., 2005). Por sua vez, a matriz de coancestralidade (matriz K ou Kinship) 

entre os genótipos foi obtida pelo software TASSEL versão 5.1.0. As matrizes Q (estrutura 

populacional) e a matriz K (parentesco) obtidas foram então inseridas como covariáveis no 

modelo misto para determinar as associações entre marcadores e o fenótipo da 

incompatibilidade sexual.  

A identificação de marcadores fortemente associados à incompatibilidade foi 

determinada por alguns parâmetros. Primeiro, a significância da associação entre um 

marcador e o fenótipo foi determinada pelos níveis de significância ou valores de p (p-values) 

obtidos no TASSEL. Segundo, para eliminar associações falso-positivas, os valores de p 

obtidos foram submetidos a múltiplos testes usando o software QVALUE (STOREY, 2002) 

por meio de um pacote estatístico implementado no programa R. Este pacote utiliza os valores 

de p e calcula os valores de q. O valor q de um teste (também chamado de False Discovery 

Rate – FDR) mede a proporção de falsos positivos ocorridos quando um valor obtido por 

outro teste em particular é chamado de significativo. Semelhante a um valor de p, o valor q 

pode ser considerado como uma medida de significância estatística. O limite do valor p 

correspondente foi dado pelo QVALUE de 0,05 para garantir um FDR de 5%. 

Com o objetivo de testar se existe uma relação de dominância ou codominância entre 

os alelos de loco SNP significativo na análise de associação, foi feita uma análise de 

variância. Para isto, foram utilizadas 30 amostras de 59 genótipos tomadas ao acaso dentre os 

295 genótipos da população. Essas 30 amostras foram utilizadas para estimar os efeitos dos 

marcadores no programa TASSEL. Posteriormente, foram testadas as médias destes efeitos 

para cada genótipo SNP por meio de uma análise de variância (ANOVA) no programa SAS 

utilizando o procedimento PROC GLM (SAS, 1989).  

Outra etapa desse estudo foi validar uma equação de predição do nível de 

compatibilidade usando os marcadores identificados pela análise de mapeamento por 

associação. Para validação desses marcadores, a população de 295 indivíduos foi subdividida 

em dois grupos: População de Modelagem ou Treinamento e População de Validação. O 

primeiro grupo refere-se a uma população de 236 indivíduos tomados ao acaso dentre os 295 

disponíveis (População de Treinamento ou Modelagem, equivalente a 80% da população 

original) que foi utilizada para estimar os efeitos dos marcadores detectados no teste de 
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associação como significativamente associados ao fenótipo da incompatibilidade. O efeito de 

cada marcador na retenção floral (bi), ou efeito médio do alelo, foi estimado através de uma 

regressão linear simples dos valores estimados para cada genótipo (ex. AA, AT, TT) em 

função do número de alelos em menor frequência (MAF) no loco considerado. Usando os 

efeitos estimados na população de modelagem, a equação de predição do valor genético de 

um dado genótipo foi estimada como: VG𝑖 =∑ (m𝑖𝑗b𝑗)
𝑛

𝑗=1
, em que VGi é o valor genético 

predito para o i-ésimo indivíduo da população quanto ao nível de retenção floral, mij é o 

número de alelos em menor frequência (MAF) presente no j-ésimo loco SNP no i-ésimo 

indivíduo, bj é o efeito do j-ésimo loco SNP na retenção floral estimado na população de 

modelagem e n é o número de locos SNPs significativos e com grande efeito na retenção 

floral (neste estudo n < 12). Estas equações foram então aplicadas a 59 outros indivíduos 

tomados ao acaso (População de Validação, equivalente a 20% da população original), 

estimando-se os valores genéticos para aqueles indivíduos. No total 30 re-amostragens 

aleatórias foram realizadas (30 populações de modelagem e 30 de validação) e, para cada uma 

delas, equações de predição foram estimadas na população de modelagem e aplicadas na 

população de validação. Os valores genéticos estimados para cada um dos 59 indivíduos, em 

cada uma das 30 populações de validação, foram então correlacionados (correlação de 

Pearson) com os valores de retenção floral observados naqueles 59 indivíduos, obtendo-se 

assim, 30 estimativas de coeficientes de correlação.  

Visando avaliar se um número menor de marcadores (menor que 12) poderia 

eventualmente ser usado na seleção de indivíduos autocompatíveis, equações de predição 

considerando-se combinações de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 12 marcadores foram geradas usando-se a 

metodologia descrita anteriormente. Assim, para cada uma das combinações, 30 coeficientes 

de correlação foram estimados. No final, 75.300 equações foram obtidas a partir de 2.510 

combinações possíveis com 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 12 marcadores. 

 

Resultados 

 

Caracterização fenotípica  

 

Ao avaliar a percentagem de flores retidas por genótipo, verificou-se que 153 

genótipos apresentaram queda de 100% das flores aos 15 dias após as autopolinizações. 

Enquanto isso, 142 genótipos apresentaram uma percentagem de retenção floral variável, 
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entre 1 e 100% (Figura 2.1). Os valores das percentagens de retenção floral dos 295 genótipos 

ajustados com os valores de percentagens do controle foram utilizados para a análise de 

associação. 

 

 

 

 

 

 

Estrutura populacional 

 

Para que estudos de associação sejam efetivos, são necessárias informações prévias 

referentes à população de estudo. O conhecimento sobre a estrutura populacional é um dos 

mais relevantes, de modo a evitar associações espúrias entre marcadores e fenótipo. 

Utilizando-se o programa STRUCTURE e o método sugerido por Evanno et al. (2005), 

observou-se que o número de subpopulações mais provável na população estudada (k) é 2 

(Figura 2.2). Assim, a percentagem de mistura de cada indivíduo obtido para k = 2 foi usado 

em análises de associação subsequentes (Figura 2.3). 
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Figura 2.1- Histograma de frequência do número de genótipos de cacaueiro 

nas diferentes classes de retenção floral 15 dias após a polinização (295 

genótipos no total). 
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Mapeamento por associação  

  

A análise de associação feita entre 11.792 SNPs distribuídos nos 10 grupos de ligação 

(GL) do cacaueiro (644 a 1.721 marcadores por cromossomo) (Figura 2.4) e a percentagem de 

flores retidas nas plantas 15 dias após as autopolinizações, permitiu identificar 12 marcadores 

associados de forma significativa à incompatibilidade em cacaueiro, considerando-se um 

valor de p < 4,24x10-6 e um valor de q < 0,05 (Tabela 2.1), sendo que quatro marcadores 

Figura 2.2 - Valores de ∆k para cada valor de k, calculado de 

acordo com o método proposto por Evanno et al. (2005). O maior 

valor de ∆k corresponde ao número ótimo de subgrupos. 

Figura 2.3 - Teste de atribuição para os genótipos de cacaueiro avaliados (k=2). 

Diferentes genótipos representados por barras verticais, sendo os de mesma cor 

pertencentes ao mesmo grupo. Diferentes cores em um mesmo indivíduo indicam a 

mistura de pool gênico. 
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apresentaram um valor de q < 0,0001. Pelos valores de r² percebe-se que os 12 SNPs 

individualmente explicam de 6,68 a 20,79% da variação fenotípica estudada. As frequências 

alélicas mínimas (MAF) desses marcadores na população variaram de 23 a 46%. Estes 12 

marcadores estão todos localizados no cromossomo 4 (Figura 2.5), mais precisamente na 

extremidade proximal desse grupo entre a posição 236.512 e 846.776 do genoma, ou seja, a 

uma distância máxima entre eles de 610.264 pares de base (Figura 2.6).  

Com base na distância física no genoma, esses marcadores podem ser agrupados em 

dois grupos ou clusters. O primeiro cluster é formado por sete marcadores, entre eles o 

marcador mais significativo, SNP11326, localizado na posição 515.593 pares de base no GL4 

e os outros seis marcadores circundantes, SNP13818 (o segundo mais significativo), 

SNP27554 (terceiro mais significativo), SNP11343 (quinto mais significativo), SNP13820, 

SNP11328 e SNP11340, estão distantes do primeiro 53.840, 43.244, 72.965, 50.541, 102 e 

65.605 pares de bases, respectivamente (Tabela 2.1). É importante destacar que os sete 

marcadores deste cluster estão dentro de uma distância física de 126.805 pares de bases, 

sendo os três marcadores mais significativos dentro de uma distância física de 97.084 pares de 

bases. O segundo cluster é formado por quatro marcadores, SNP27990 (quarto mais 

significativo), SNP11287, SNP11281 e SNP11288, localizados entre a posição 236.512 e 

296.881 pares de base, ou seja, a uma distância de 60.369 pares de bases. Os dois clusters 

formados pelos 11 marcadores cobrem uma região de aproximadamente 352.046 pares de 

base. Além disso, outro marcador fora dos dois clusters, o SNP11396, está localizado na 

posição 846.776 pares de base no grupo de ligação 4, com uma distância de 331.183 pares de 

bases em relação ao marcador mais significativo.  

 

 

Figura 2.4- Distribuição dos 11.792 marcadores nos 10 grupos de ligação 

de cacaueiro. 
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Figura 2.5- Manhattan Plot dos valores de significância das associações entre os 

marcadores e o fenótipo da incompatibilidade sexual, distribuídos nos10 grupos 

de ligação (representado por cores diferentes) do genoma de cacaueiro.  

Figura 2.6- Manhattan Plot dos valores de significância das associações entre os 

marcadores e o fenótipo da incompatibilidade, distribuídos no grupo de ligação 4 do 

genoma de cacaueiro. 
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Tabela 2.1 - Marcadores associados significativamente com incompatibilidade em genótipos 

avaliados em relação à retenção de flores 15 dias após as autopolinizações  

 

O limiar de significância razoável do valor de p é 4,24x10-6, que é de 5% após a correção múltipla do 

teste de Bonferroni (0,05 / 11.792). Os valores de q significativamente diferente de zero a *0,05; 

**0,01; ***0,005; ****0,0005; *****0,0001 de probabilidade. GL=grupo de ligação; 

Posição=localização do marcador no genoma; r²=coeficiente de determinação; MAF=Frequência 

alélica mínima; Obs=Número de observações; Efeito= efeito dos genótipos de cada SNP na retenção 

floral.

 

Marcador GL Posição p-valor q-valor r ² (%) MAF (%) Genótipo Obs Efeito (%)

SNP11326 4 515.593 1,52x10-12 1,70x10-08***** 20,79 46 GG 76 29,74

GT 101 1,83

TT 98 0,00

SNP13818 4 461.753 2,67x10-11 1,49x10-07****** 17,31 45,07 AA 60 32,88

AG 145 7,27

GG 89 0,00

SNP27554 4 558.837 1,83x10-09 6,01x10-06***** 14,11 31,06 TT 48 30,99

TC 142 7,54

CC 104 0,00

SNP27990 4 236.512 2,15x10-09 6,01x 10-06***** 14,48 44,98 TT 109 22,18

TA 89 3,09

AA 81 0,00

SNP11343 4 588.558 8,29x10-09 1,85x-10-05****** 12,99 40,48 GG 38 27,64

GT 106 17,12

TT 149 0,00

SNP11287 4 291.210 8,68x10-08 1,62x10-04**** 11,25 43,54 AA 68 24,77

AG 120 9,41

GG 106 0,00

SNP11396 4 846.776 8,62x10-7
1,38x10-03*** 9,59 25,4 TT 20 33,43

TA 109 8,19

AA 165 0,00

SNP11281 4 283.463 1,41x10-06 1,97x10-03*** 9,45 48,07 CC 92 15,99

CT 113 0,00

TT 81 -3,22

SNP13820 4 465.052 3,10x10-06 3,15x10-03*** 8,92 23,6 TT 184 19,35

AA 34 13,81

TA 66 0,00

SNP11328 4 515.695 4,01x10-06 3,74x10-03*** 8,61 34,38 AA 116 16,40

AG 120 0,00

GG 56 -2,29

SNP11288 4 296.881 1,04x10-05 8,95x10-03** 8,02 43,81 GG 97 15,53

GT 133 0,00

TT 61 -2,31

SNP11340 4 581.198 6,23x10-05 4,10x10-02* 6,68 35,22 CC 129 12,65

TT 43 0,00

CT 119 -2,45
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Para cada um dos 12 locos SNPs foi avaliado se existe relação de dominância ou 

codominância entre os alelos. Com base nas médias dos efeitos estimados para cada 

genótipo de cada SNP foi constatado que de modo geral a maioria apresentou dominância 

parcial ou incompleta no sentido de baixa retenção floral, exceto para o loco SNP11287 que 

a relação entre os alelos é de codominância (Tabela 2.2).  

 

Tabela 2.2 - Efeito médio dos genótipos SNPs na retenção floral em 30 amostras de 236 

plantas de cacaueiro. 

 

Médias dos efeitos seguidas pela letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 

(p=0,05). PM= Ponto Médio 

 

Validação dos marcadores  

 

A eficiência da predição da retenção floral baseada nos efeitos dos locos SNPs 

significativos foi avaliada com base na correlação destes valores preditos e os valores 

observados, considerando-se as combinações de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 12 SNPs no modelo de 

predição. As estimativas dos coeficientes de correlação entre os valores preditos da 

percentagem de retenção floral, com base equações de predição considerando 1 a 12 SNPs, 

com os valores observados foram calculadas (Tabela 2.3). As médias dos coeficientes de 

correlação dentre 2.510 combinações possíveis com 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 12 variaram de 0,29 a 

0,58 e todas foram significativamente diferentes de zero, a 0,001 de probabilidade. 

Avaliando o potencial de predição dos 12 SNPs individualmente os coeficientes variaram de 

0,29 a 0,50, sendo o SNP11326 o de maior eficiência (média das correlações=0,50) e o 

SNP13820 o de menor (média das correlações=0,29). Ao combinar os 12 SNPs na equação 

Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%)

GG 28,07
a AA 31,24a TT 29,11a TT 21,48a GG 25,67a AA 21,83a

PM 13,91b PM 15,62b PM 14,44b PM 10,74b GT 15,49b PM 10,60b

GT 2,08C AG 7,02c TC 7,42c TA 2,75c PM 12,29c AG 8,61b

TT -0,16d GG 0,00d CC -0,23d AA 0,00d TT -1,09d GG -0,62c

Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%) Genótipo Efeito (%)

TT 31,84a CC 15,31a TT 18,58a AA 15,43a GG 14,87a CC 12,35a

PM 15,83b PM 6,52b AA 13,16b PM 6,60b PM 6,71b PM 6,15b

TA 7,56c CT 0,94c PM 9,29c AG 0,05c GT 0,57c TT -0,06c

AA -0,19d TT -2,26d TA 0,00d GG -2,17d TT -1,38d CT -1,55d

SNP11340

SNP11326 SNP13818 SNP27554 SNP27990 SNP11343 SNP11287

SNP11396 SNP11281 SNP13820 SNP11328 SNP11288
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de predição, a média dos coeficientes de correlação foi menor (média=0,49). A equação de 

predição do nível de retenção floral usando esses 12 marcadores é:  

 

VG = 14,87(Nsnp11326) + 16,44(Nsnp13818) + 15,49(Nsnp27554) + 11,09(Nsnp27990) + 

13,82(Nsnp11343) + 12,38(Nsnp11287) + 17,12(Nsnp11396) + 9,61(Nsnp11281) + 

2,79(Nsnp13820) + 9,34(Nsnp11328) + 8,92(Nsnp11288) + 6,33(Nsnp11340) 

 

Onde VG é o valor genético predito do nível de retenção floral; e Nsnp11326, Nsnp13818, 

Nsnp27554, Nsnp27990, Nsnp11343, Nsnp11287, Nsnp11396, Nsnp11281, Nsnp13820, 

Nsnp11328, Nsnp11288 e Nsnp11340 são os números de alelos com menor frequência 

(MAF) naqueles locos SNP, ou seja, G, A, T, T, G, A, T, C, T, A, G, C, respectivamente. 

  

Por outro lado, os modelos de predição com 3, 4, 5 e 6 SNPs foram os que 

apresentaram os maiores coeficientes de correlação nas 30 amostras usadas (r=0,58**), com 

um aumento de 9% na média da correlação em relação com a combinação de 12 marcadores 

(Tabela 2.3). Entretanto, associando a melhor correlação entre valor genético predito e o 

observado e a redução nos custos com a genotipagem desses SNPs, a equação de predição 

recomendada seria a obtida a partir da combinação com SNP11326, SNP11343 e 

SNP11396, pois com essa combinação é possível obter a mesmo sucesso no processo de 

seleção que com 4, 5 e 6 SNPs. A equação de predição usando três SNPs é: 

 

 VG = 14,87 (Nsnp11326) + 13,82 (Nsnp11343) + 17,12 (Nsnp11396)  

 

Onde os termos da equação são os mesmos previamente definidos. 

 

Em situações em que o melhorista pretende utilizar apenas um marcador, é 

recomendável utilizar o SNP11236, pois na predição individual, foi o que teve a maior 

média dos coeficientes de correlação dentre os 12 marcadores. Além disso, esse foi o 

marcador mais significativo (considerando-se os valores de p e q) e com o maior valor de r2, 

explicando sozinho aproximadamente 21% da variação fenotípica. Para este marcador a 

equação de predição seria VG = 14,87(Nsnp11326). 
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Tabela 2. 3- Médias dos coeficientes de correlação de Pearson entre os valores de retenção 

floral e os valores genéticos observados em 30 amostras de 59 genótipos (população de 

validação), preditos com base em equações de predição desenvolvidas usando outras 30 

amostras de 236 genótipos (população de modelagem), considerando-se o modelo 1, 2, 3, 4, 

5, 6 e 12 SNPs. 

 
Todas as correlações foram significativamente diferentes de zero a 0,001 de probabilidade. 

DP=desvio padrão. Para cada tipo de combinação (2 a 6 SNPs) é apresentado os 5 maiores 

coeficientes. Os valores seguidos pela letra “a” representam os menores coeficientes dentre todas as 

combinações para cada tipo de modelo.  

 

Modelo N° de combinações SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 Correlação DP 

1 SNP 12 SNP11326  - -  -  -  -  0,50 0,09

SNP11818  - -  -  -  -  0,49 0,10

SNP27554  - -  -  -  -  0,46 0,11

SNP11343  - -  -  -  -  0,45 0,09

SNP11396  - -  -  -  -  0,44 0,10

SNP11287  - -  -  -  -  0,41 0,09

SNP27990  - -  -  -  -  0,40 0,10

SNP11328  - -  -  -  -  0,38 0,08

SNP11288  - -  -  -  -  0,37 0,09

SNP11340  - -  -  -  -  0,35 0,07

SNP11281  - -  -  -  -  0,33 0,10

SNP13820 -  -   - -   - 0,29
a 0,09

2 SNPs 66 SNP11326 SNP11343 -  -  -  -  0,56 0,08

SNP11326 SNP11396 -  -  -  -  0,54 0,09

SNP11326 SNP11818 -  -  -  -  0,54 0,09

SNP11343 SNP11818 -  -  -  -  0,54 0,08

SNP11343 SNP27554 -  -  -  -  0,53 0,09

SNP11281 SNP13820 -  -  -  -  0,31
a 0,10

3 SNPs 220 SNP11326 SNP11343 SNP11396 -  -  -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11343 SNP11818 -  -  -  0,57 0,08

SNP11326 SNP11396 SNP11818 -  -  -  0,56 0,09

SNP11326 SNP11343 SNP27554 -  -  -  0,56 0,09

SNP11343 SNP11396 SNP11818 -  -  -  0,56 0,08

SNP11281 SNP11340 SNP13820 -  -  -  0,33
a 0,09

4 SNPs 495 SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 -  -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP13820 -  -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11343 SNP11818 SNP13820 -  -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11818 -  -  0,57 0,08

SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11396 -  -  0,57 0,09

SNP11281 SNP11288 SNP11340 SNP13820 -  -  0,34
a 0,09

5 SNPs 792 SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP13820 -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11396 SNP11818 -  0,58 0,08

SNP11288 SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 -  0,58 0,08

SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP27554 -  0,57 0,08

SNP11281 SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 -  0,57 0,08

SNP11281 SNP11288 SNP11328 SNP11340 SNP13820 -  0,35
a 0,09

6 SNPs 924 SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP13820 0,58 0,08

SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP13820 SNP27554 0,58 0,08

SNP11288 SNP11326 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP13820 0,58 0,08

SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11396 SNP11818 SNP27554 0,57 0,09

SNP11287 SNP11326 SNP11340 SNP11343 SNP11396 SNP11818 0,57 0,09

SNP11281 SNP11288 SNP11328 SNP11340 SNP13820 SNP27990 0,35
a 0,10

12 SNPs 1 -   - -   - -  -  0,49 0,09



64 
 

Discussão 

 

A incompatibilidade sexual é um dos grandes limitantes da produtividade do 

cacaueiro. Estudos realizados por diferentes pesquisadores demonstraram que a 

incompatibilidade causa grandes perdas para a produção de cacau (POSNETTE, 1940; 

MORERA et al., 1994; VIEIRA; MULLER, 2001; PIRES et al., 2012). Posnette (1940), ao 

avaliar os efeitos da incompatibilidade na produção por 23 anos (1914-1937), verificou que 

a média de frutos por ano em plantas autocompatíveis foi de 91,8, diferente das plantas 

autoincompatíveis que tiveram uma média inferior, ou seja, de apenas de 42,7. Assim como 

Posnette (1940), outros pesquisadores como Morera et al. (1994); Vieira e Muller (2001); 

Pires et al. (2012) constataram também que a produção de genótipos autocompatíveis é 

superior em comparação aos autoincompatíveis. Desse modo, a incompatibilidade sexual 

torna-se um importante critério de seleção. 

 Entretanto, os métodos disponíveis para a identificação de genótipos 

autoincompatíveis apresentam pouca eficácia, frequentemente gerando dúvidas quanto aos 

resultados produzidos, além de só poderem ser aplicados depois que as plantas atingem a 

idade adulta e produzem uma quantidade razoável de flores (3-5 anos). Assim, é importante 

buscar novos métodos que possam substituir o atualmente usado. Por outro lado, o uso de 

marcadores moleculares tem sido amplamente usado como método precoce de seleção de 

plantas, de várias espécies, para diferentes características (EDWARDS; PAGE, 1994; 

SANCHEZ et al., 2000; DREHER et al., 2003). Para os melhoristas de cacaueiro os 

marcadores moleculares têm o potencial de permitir a identificação precoce de indivíduos 

em populações de melhoramento, ainda no estágio de plântula. Isto possibilita que genótipos 

autoincompatíveis sejam identificados e eliminados ainda no viveiro, reduzindo-se o número 

de indivíduos levados para o campo e assim o tamanho e custos dos ensaios.  

No entanto, para uma seleção confiável, a utilização de marcadores próximos aos 

genes, aumenta a probabilidade de se estabelecer correlações entre fenótipo e genótipo. 

Partindo disso, a busca e identificação de regiões do genoma associadas à expressão do 

fenótipo da incompatibilidade sexual são desejáveis, uma vez que permite a identificação de 

marcadores próximos aos genes. Para isto, é necessário localizar o(s) loco(s) que 

participa(m) do controle da característica de interesse entre milhares de genes distribuídos 

nos cromossomos que compõem o genoma da espécie Theobroma cacao. 

Porém, para potencializar o processo de busca e identificação das tais regiões é 

desejável usar um grande número de marcadores moleculares (para aumentar as chances de 
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encontrar marcadores fortemente ligados com o loco que controla a característica de 

interesse), o que demanda tempo e elevados custos para obtenção de tais marcadores. 

Contudo, nos últimos anos houve avanços nas tecnologias de genotipagem tanto em termos 

de redução no tempo quanto em custo de avaliação de polimorfismos genéticos, favorecendo 

a obtenção de um grande número de marcadores (milhares), permitindo uma maior cobertura 

do genoma de uma espécie, o que por consequência tem subsidiado a obtenção de 

estimativas mais acuradas dos efeitos genéticos associados a regiões específicas do genoma 

(METZKER 2010; ROBERTS et al., 2013).  

Neste estudo, a obtenção e utilização de um grande número de marcadores do tipo 

SNP permitiu identificar marcas fortemente associadas com a expressão do fenótipo da 

incompatibilidade sexual. As análises de associação entre 11.792 marcadores moleculares e 

o fenótipo da incompatibilidade sexual permitiram identificar 12 marcadores significativos. 

Todos esses marcadores estão localizados na extremidade proximal no grupo de ligação 4 

(GL 4). Mais especificamente 7 SNPs (entre eles estão os três mais significativos) estão 

localizados entre as posições 461.753 e 588.558 pares de base do genoma; 4 SNPs entre a 

região 236.512 e 296.881 pares de base e um outro SNP na posição 846.776 pares de base, 

indicando que o controle genético é exercido por genes de efeito maior presentes nessa 

extremidade do cromossomo 4. Estes resultados corroboram com os achados em estudos 

anteriores que utilizaram os estudos clássicos de QTL visando a Seleção Assistida, em que 

os autores encontraram marcadores associados à incompatibilidade no GL 4, indicando 

fortes indícios de que essa característica é controlada por genes presentes neste cromossomo 

(PHILIPS-MORA; RODRIGUEZ; FRITZ, 1995; YAMADA et al., 2010; ROYAERT et al., 

2011).  

Philips-Mora, Rodriguez e Fritz (1995) mapearam os genes de incompatibilidade no 

final do GL 4. Estes autores identificaram um marcador ligado à incompatibilidade, usando 

duas populações: uma F1 resultante do cruzamento entre Catongo (autocompatível) e Pound-

12 (autoincompatível) (55 plantas) e outra obtida por retrocruzamento (66 plantas). Com 

base neste estudo, os autores propõem que a incompatibilidade sexual é controlada por um 

gene presente na extremidade proximal do cromossomo 4. 

Yamada et al. (2010) identificaram 19 marcadores associados à incompatibilidade 

em uma população de mapeamento. Estes autores verificaram a relação entre marcadores 

moleculares e o fenótipo da incompatibilidade em uma população F2 com 68 plantas obtidas 

da autofecundação do TSH-516 (resultante do cruzamento entre Scavina-6 e ICS-1). Neste 
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estudo, os pesquisadores utilizaram 342 marcadores moleculares (232 RAPD; 77 AFLP; 33 

microssatélites), destes, 19 foram significativos (7 RAPD; 7 AFLP; 5 microssatélites), com 

5 deles localizados no GL 4: três RAPD (Sae18.1095; sAU17.960; sT12.1320) e dois AFLP 

(iagccag.177; sacacac.311). 

Royaert et al. (2011) identificaram quatro marcadores associados com a 

incompatibilidade. Estes pesquisadores realizaram um estudo em uma população de 

mapeamento com 256 plantas (F1) provenientes de um cruzamento entre um genótipo 

autoincompatível (Pound-7) e um autocompatível (UF-273). Neste estudo foi feito um mapa 

genético contendo 170 marcadores, distribuídos nos dez grupos de ligação de cacaueiro. A 

análise de associação entre marcador e fenótipo permitiu identificar um marcador 

(mTcCIR222) fortemente associado com a incompatibilidade, bem como três marcadores 

circundantes (mTcCIR168, mTcCIR115 e mTcCIR158), todos localizados na extremidade 

da parte proximal do GL 4. O marcador mTcCIR222 está localizado 1.061.552 no genoma, 

enquanto os três marcadores circundantes, mTcCIR168, mTcCIR115 e mTcCIR158, estão 

posicionados no genoma na posição 139.573; 1.255.075; 1.611.146 pares de base 

respectivamente. A distância física entre o marcador mais significativo, mTcCIR222, e os 

três demais, mTcCIR168, mTcCIR115 e mTcCIR158, corresponde a 921.979; 193.523 e, 

549.594 pares de bases, respectivamente, cobrindo uma região de 1.471.573 pares de bases. 

Os resultados encontrados por esses pesquisadores entram em consenso com os resultados 

obtidos no presente estudo. Porém, em comparação aos marcadores encontrados por Royaert 

et al. (2011), nesse estudo foi encontrado um grupo de 7 marcadores com uma distância 

física menor entre o marcador principal, SNP11326, e os demais marcadores, SNP13818 

;SNP27554; SNP11343; SNP13820; SNP11328 e SNP11340, o que corresponde 

respectivamente a 53.840; 43.244; 72.965; 50.541; 102 e 65.605 pares de bases, cobrindo 

uma região de 126.000 pares de bases no genoma, menor em comparação com o outro 

estudo. Mesmo considerando a distância física entre os 12 marcadores significativos 

detectados neste estudo, a região é menor, correspondendo a 610.264 pares de bases. Estes 

resultados podem contribuir para aumentar a resolução da região onde estão os genes de 

efeito maior envolvidos no controle da incompatibilidade sexual.  

Esse aumento na resolução da genômica se deve ao tipo de metodologia utilizada 

neste estudo, pois diferente dos demais trabalhos sobre incompatibilidade, este utilizou o 

método de Mapeamento por Associação, e não os estudos clássicos de QTL baseados em 

mapas de ligação visando a Seleção Assistida. Isto porque o Mapeamento por Associação 
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tem o potencial de considerar todas as gerações de recombinação ao longo da história da 

população ou grupo estudado de uma espécie. Desse modo, as regiões onde estão 

localizados genes-alvos no genoma tendem a ser menores em relação ao mapeamento 

convencional (GUPTA et al., 2005), permitindo identificar marcadores com forte 

desequilíbrio de ligação com o loco que controla a incompatibilidade. Mesmo a ocorrência 

de vários eventos de recombinação não foi capaz de separar a ligação física entre os locos 

dos marcadores e os locos envolvidos no controle do fenótipo. O presente estudo, por 

exemplo, utilizou uma população com pelo menos três ciclos de recombinação acumulados 

por meio de diversos cruzamentos realizados ao longo do tempo. Desse modo, os 

marcadores identificados têm um grande potencial de estarem fortemente associados com o 

loco que controla o fenótipo da incompatibilidade. Além disso, por meio da técnica de 

Mapeamento por Associação, este estudo conseguiu explorar grande parte da diversidade 

existente no programa de melhoramento do cacaueiro do CEPEC. Ou seja, neste estudo 

incluíram-se as progênies de 109 cruzamentos entre 39 clones fundadores (acessos da 

coleção de germoplasmas), vários deles com alelos diferentes de incompatibilidade e que de 

alguma forma contempla a maioria dos fundadores correntemente usados no programa de 

melhoramento do CEPEC. 

Ao contrário dos estudos anteriores (PHILIPS-MORA; RODRIGUEZ; FRITZ, 1995; 

YAMADA et al., 2010; ROYAERT et al., 2011), neste estudo a incompatibilidade sexual 

foi tratada como uma variável quantitativa, pois não houve classificação dos genótipos em 

relação a ser autocompatível ou autoincompativel (Capítulo 1). Em vez disso, levou-se em 

consideração a variação contínua nas percentagens de retenção floral aos 15 dias após as 

autopolinizações, com seus valores ajustados pelo controle.  

Outro aspecto importante que deve ser destacado neste trabalho foi em relação às 

estimativas dos efeitos de substituição alélica sobre as percentagens de retenção floral. Foi 

constatado na população que a frequência de determinados alelos em um dos 12 locos 

identificados pode causar um aumento no percentual de flores retidas. Entretanto, na 

população estudada, a frequências de alelos que causam um baixo pegamento é maior, o que 

explica o grande número de genótipos autoincompatíveis na população. Por outro lado, se o 

melhorista seleciona plantas levando em consideração os alelos que causam um alto 

pegamento para cada loco dos 12 SNPs, ou pelo menos os mais importantes destes, por 

consequência estará aumentando a frequência de genótipos autocompatíveis em uma 

população.  
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Entretanto, visando obter uma seleção confiável e eficiente de plantas 

autocompatíveis, os 12 marcadores foram testados e validados. Ao testar os efeitos de 

substituição alélica desses marcadores, foi possível detectar por meio de 7 modelos 

diferentes a capacidade desses SNPs em predizer o valor genético dos genótipos da 

população. Os sete modelos testados, dentre todas as combinações possíveis, tiveram uma 

correlação positiva com valores observados, com uma média variando de 0,29 a 0,58, 

indicando que os efeitos de substituição alélica dos marcadores testados provocam variações 

nas percentagens de flores retidas nas plantas da população, sendo um indício que esses 

marcadores estão fortemente associados ao loco do gene de incompatibilidade. Em relação 

aos sete modelos testados, é importante destacar que dos modelos com 3, 4, 5 e 6 SNPs, 

apresentaram 10 tipos de combinação com as maiores médias dos valores das correlações 

obtidas. Porém, para o melhorista é mais vantajoso utilizar a equação gerada a partir da 

combinação dos com três SNPs (SNP11326; SNP11343; SNP11396) (r= 0,58), pois o 

sucesso no processo de predição é o mesmo que das outras combinações, pois os marcadores 

que compõem essas combinações estão correlacionados de tal maneira que não há ganhos 

em termos de predição do valor genético. Isto pode ser uma evidência que esses marcadores 

estejam sendo herdados em blocos de SNPs (haplótipos) ao longo das gerações. Por outro 

lado, na combinação com 12 marcadores houve perdas em termos de sucesso na predição, 

pois existem marcadores, apesar de serem significativos, são de menores efeitos e erram em 

muitos casos na predição do valor genético, o que interfere na acurácia da equação, afetando 

consequentemente os valores dos coeficientes de correlação. Isto mostra que alguns 

marcadores detectados como os SNP11340, SNP11281 e SNP13820 não são tão eficientes 

para predição do valor genético em relação a retenção floral. Por outro lado, no modelo 

desenvolvido somente com um marcador, o SNP11326 (o mais significativo), teve uma 

correlação positiva com média de 0,50.  

Assim, as marcas moleculares identificadas neste estudo podem ser utilizadas como 

uma importante ferramenta para o melhorista, no desenvolvimento de variedades 

autocompatíveis, bem como, na seleção precoce de plantas ainda em estágios iniciais de 

vida. Equações obtidas pela combinação entre determinados SNPs têm grande potencial para 

predizer com sucesso o valor genético de um dado genótipo em relação à incompatibilidade. 

Além disso, as informações sobre a posição dos 12 marcadores no genoma podem ser 

utilizadas futuramente para a localização exata e o isolamento de genes que controlam a 

expressão do fenótipo da incompatibilidade sexual em cacaueiro.  
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5. CONCLUSÕES GERAIS 
 

Com este trabalho, foi possível concluir que em cacaueiro a compatibilidade sexual exibe 

um efeito contínuo em relação à retenção floral, variando de 0 a 100%, com quatro padrões de 

comportamento estatisticamente diferentes. Tratar a compatibilidade/incompatibilidade sem 

considerar os efeitos do ambiente sobre o fenótipo e determinar a compatibilidade de um dado 

genótipo com base apenas em um limiar ou ponto de corte, pode levar a possíveis erros, o que 

compromete, por exemplo, estudos de identificação de regiões genômicas associadas a essa 

característica. Entretanto, a utilização de um método que compara com um controle os 

percentuais de flores retidas para cada dia de polinização ou considera um limiar superior (32 a 

45%) a aquele que vem sendo adotado (2%, 5%, 10%, 14%), pode ser uma solução para 

minimizar os possíveis erros na caracterização do fenótipo da incompatibilidade.  

Além disso, neste estudo, foi possível compreender que a incompatibilidade sexual em 

cacaueiro é controlada por genes de efeito maior localizados na extremidade proximal do 

cromossomo 4, mais especificamente entre as posições 236.512 e 846.776 pares de base do 

genoma dessa espécie. Doze marcadores moleculares associados a esses genes foram 

identificados. Esses marcadores explicam de 6,68 a 20,79% da variação fenotípica e seus efeitos 

variam de 2,79 a 17,12. Equações de predição baseadas nos efeitos dos 12 marcadores foram 

desenvolvidas e testadas. Dentre as 2.510 combinações com os 12 marcadores, verificou-se que a 

melhor combinação foi com três marcadores, SNP11326, SNP11343 e SNP11396, com uma 

correlação igual a 0,58**. Esta equação tem grande potencial para ser utilizada na predição e 

seleção precoce de plantas, em estádio de plântula, ainda em viveiro. 

Por fim, como perspectiva, a região genômica associada à incompatibilidade sexual, 

detectada neste trabalho com sucesso pela técnica de Mapeamento por Associação, oferece uma 

melhor resolução do local onde estão os genes que controlam essa característica. Para as 

próximas pesquisas visando mapear genes, a localização dessas regiões detectadas pelos doze 

marcadores na extremidade proximal do grupo de ligação 4, pode facilitar na identificação e no 

isolamento dos genes que controlam a incompatibilidade nesta espécie.  
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