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1. INTRODUGAO

A maioria das atuais plantagoes de cacau do mundo foram esta-
blecidas empiricamente e sem preucupagéo quanto ao gque o material
poderia oferecer em precocidade, produtividade e resistencia &
pragas e doengas.,

Face a importancia economica gue o cultivo represenfa para as
areas produtoras, as investigagdes sdbre a planta tém evoluido
muito na @iltima década em busca de material com melhores carac-
teristicas, para substituigao das velhas plantagdes.

A produgdo désse material melhorade nos diversos Centros de
Investigagao estd baseada em cruzamentos de clones de diferentes
origens genéticas onde a2 maioria dos hibridos produzidos tém pelo
menos um pai incompativel.

0 fenomeno da existencia de incompatibilidades em plantas &
muito frequente, porém relativamente pouco estudado em Theobioma
cacao.,

Tem sido demonstrado a ocurréncia de cacaieiros autoincompa—
tiveis e autocompativeis. As reagoes de incompatibilidade dos
primeiros estio condicionadas pela presenga de alelos de incompa-
tibilidade com vdrios graus de domin&ncid nos gendbtipos das plantas,
a0 passo gque a autocompatibilidade tem seus dois alelos recessivos
e sem efeito de infertilidade.

Recentemente Coral (7) sugeriu que entre os clones autocompa-~
tiveis existem diferentes graus de autocompatibilidade, possivel=~
mente controlades por mecanismos genédticos. FEsta sugestao ainda
ndo foi conferida e ¢ problema se reveste de muita importéncia do

ponto de vista gené&tico e prético.



Do ponto de vista pratico, as plantas 100% autocompativeis
deveriam produzir mais frutos do que as que tém autocompatibili-
dade em menor proporgio e as incompativels; do ponto de vista
gendtico, permite fornecer informagdo bdsica para utilizagao enm
programos de melhovamento deo cultivo,

3 possivel também que os graus de infertilidade em algumas
autofecundagoes sejam consequéncias de anomalias no processo de
formagao de gametas, problema que tamb&m merece ser objeto de
sstudo, face a importancia que tem sobre a produtividade do cacau-
eiro.

Diante de tais circunstancias, se inicicu a presente investiga-
gao onde os objetivos sdo:

1. Testar a proposta de existéncia de graus de autcompatibi-

lidade em cacaueiro

2. Determinar se os graus de autocompatibilidade sdo herda-

veis pelos mecanismos de incompatibilidade ou devido a

anormalidades nos cromossomas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Incompatibilidade em Cacaueiro

As primeiras observagdes sobre a incompatibilidade em cacau-
eiro estac descritas por Harland (10) e¢m 1925, guando trabalhou
em Trinidad.

Coube a Pound (18) em 1931 realizar os primeiros estudos s6-
bre incompatibilidade em cacaueiro, onde das oito plantas que tra-
balhou, trés nao se autcfecundavam. Posteriormente verificou (19)
em outro experimento que as flores de arvores incompativeis tinham
tamb&m a caracteristica de seu polem mnao fecundar outras plantas
incompativeis. Afirmou Pound (20) que ©o polem oriundo de plantas
autocompativeis & viavel sbébre qualquer estigma, porém quando pro-
vém de plantas autoincompnativeis sua viabilidade & restringida aos
estigmas de Arvores autocompativais.

Cheesman {(4) trabalhando em Trinidad, elassificou as plantas
segundo os graus de inceompatibilidade em: 1) plantas autocomna-
tiveis -h® singamia e produgdao de frutos quando polinizadas com
polem de outras plantas autocompativeis; 2) plantas autocompati-
veis - podem frutificar quando polinizadas com polem de plantas
autoincompativeis; 3) plantas auteoincompativeis - frutificam ao
serem polinizadas com polem de outras plantas autoincompativeis;
4) plantas autoincompativeis - nac frutificam Se polinizadas
com polem de plantas autoincompativeis.

En seus trabalhos, Posnette (17) admite as seguintes hipOteses

B - - - - -
sobre a nao formagao de frutos em plantas incompativels:



de incompatibilidade e dois accessdrios A/-B/-independentes porénm
complementdrios aos gens "S". Funciconalmente os accessdrios ro-
duziriam um subestratc evidenciando a incompatibilidade.

Quando os complementarios estaoc em forma dominante os alelos
atuam em base ssporofitica, quando em forma recessiva, tddas as
formas de "S" serdo autocompativeis. No mesmo trabalhe (&) propos
férmulas genotipicas de incompatibilidade para a sé&ric de cultiva-
res por ele estudado e estibeleceu gue os alelos "S" teriam a
seguinte ordem de dominfinecia: Sa=8h=Sc>Sa>Sf.

Coral (7) em Turrialba fez um estudo comparative das teorias
propostas por Knight e Rogers (13) e Cope (6) e chegou a conclusao
de que a incompatibilidade em Theobroma cacao estaria mais bem ex-
plicada pela teoria dos dois primeiros autores. 0O mesmo autor
(7), tendo em vista os resultados encontrados quando das autofe-
cundagoes de clones autocompativeis, propde a hipdtese da existén-
cia de clones com diferentes graus de autocompatibilidadet Tal
fendomeno poderia ser explicade introduzindo dois pares de gens
independentes, X e Z, complementares e modificadores do locus g n

de incompatibilidade.

2.2 Estudo de CromosSsomos

Em 1948, Carletto (3) trabalhando com Theobroma [fedloearpa en-
controu 20 cromossomos somdticos e os agrupou em cinco clagses se-
gundo tamanho e forma. Postericrmente, Mufioz Ortega (14) confir-
mou este niimerc para cacau e todas as espécies do genero Theobroma,
trabalhando com pontas de raiz em estado de metafase. O mesmo

autor (14) fez preparagoes permanentes de células maes de polem em



divisdo meiotica pelc método de Newton e encontrou resultados par-
cialmente bons, tendo em vista que nao serviram para estudar a mor-
folcocgia dos cromossomos.

Shimoya (21) em seu trabalho de microsporogenese em cacaueiro
"Catongo" (Theobhroma cacao), observou que as c&lulas maes de polem
sofrem divisac heterotipica e homotipica para formagao dos gréos
de polem, Também observou (21) que a meicse s8 se verifica em ma-
terial fixado a noite.

0s estudos citoldgicos realizados em Theobroma caeao por Opeke
e Jacob (15) com cdlulas genitoras de polem, registra o aparecimen-
to de associagoes cromossomicas gque variavam de dez bivalentes (es-
perado) até o altamente inesperado com cinco guadrivalentes. Foram
registrados também associagoes intermedidrias e alguns monovalentes,
reduzindo consideravelmente o grau de fertilidade do cacaueiro.

Face as irregularidades citoldgicas encontradas e a segregagao
complexa, diferente da diploide esperada para o cacaueiro quando em
autofecundagio, os autores (15) admitem que o Theobroma cacac,

seja um tetraploide.

7.3 Normalidade dos Graos de Polem

Varios sao os metodos existentcs para testar a normalidade do
polem quanto a sua fertilidade e sucessc na singamia.

Jacopini (i1) trabalhando com fruteira de clima temperado
(maga, pera, aprico), reporta que o bissulfeto de s6dio & um répido
indicador da viabilidade do polem. Em polem fresco encontrou que
existe uma correlagao positiva entre a coloraqgo que toma o cito-

plasma do grao de polem e seu poder total de germinagao. Assim



os classificou: 1- polgas que tomam coloragao intensa - alta via-
i

bilidade; 2- pclens gue toman coloragao debil - média viabiliaade

e 3- polens que nao se cocloveam - invidveis.

Por outro lado, Ostapenko (16) trabalhando com polem armaze-
nado encontrou gque dos trés métodos por 3le provado, solugac de
agucar a 10%, coloragao com aceto-carmin ¢ peroxidase, o que melhor
resultado apresentou para determinagac de viabilidade em plantas
frutiferas foi solugao de agucar a 10%.

Varas (24) em seu estudo de conservagao de polem de cacau {n
vitho testou as diversas técnicas existentes usando polens em di-
versos estados. Menciona em seus resultados que existe uma grande
variabilidade quanto a prova empregada ¢ a percentagem de polens

e .
viaveis,

Al18m da variazgao natural existente entre Arvores de um mesmo
clone e fléres em diferentes posigoes numa mesma arvore, encontra-
do também por Vos (25), hd também diferengas significativas quanto
a percentagem de polens vidveis quando se compara o tratamento com

lactofenol-anilina das provas 4n viino e em vivo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Localizagao da Investigagao

0 presente trabalho fol realizado no Centro Tropical de En-
sino e Investigagao do Institutoe Interamericanc de Ciéncias Agri-
colas (IICA-CTEI) localizado em Turrialba, Costa Rica, a uma al-
titude de 600 metros e na Fazenda Experimental de Cacau 'La Leola'
do mesmo Instituto, situada na Zona Atldntica de Costa Rica, a

80 metros sobre o nivel do mar.

3.2 Descrigao de Material

Todo o material botanico utilizado no trabalho fol descrito
por Enriquez e S§8ria (8) e sdo constantes da colegao de germoplas-
ma e experimentos do Departamento de Cultivos e Solos do CTEI.

Se usou os clones autocompativeis ICS-1, UF-667 e UF-29 para
determinagao dos graus de autocompatibilidade, forma de pareamento
de cromossomos na formacgdo dos grdos de polem e sua normalidade.

Os hibridos entre os clones autocompativeis anteriormente ci-
tados pelos clones auvtoincompativeis SCA-6 e IMC-67, serviram para
o estudo citoldgico de pareamento de cromossomos em w®Ricse e norma-
lidade do polem, uma vez que s& buscava comprovar a relagdo exis-
tente entre as reagoes de compatibilidade e formagdo de gametas.
Ics-1 Origindrioc de Costa Rica. Tipo genético, hibrido trini-

tdrio desconhecido. 0Os frutos sao vermelho intenso quan-
do imaturos, passando a vermelho claro amarelado gquando
maduros. As sementes sao de tamanho médio e de cor roxa.
Autocompativel de férmula SFff (6). Coral (7) propde a

férmula genotipica de XxzzSff ou xuZzaSff.



Ur-667

Ur-29

SCA-6

IMC-867

3.3 Méto

Bara
Coral, se
de Knight
posto por

0 es

Origindrio de Costa Rica. Tipo gengético, hibride trini~
tirio desconhecido. Os frutos sao vermelho claro quando
imaturos e vermelho claro amarelade quando maduros. AsS
sementes SAo roxas e de tamanho grande. Autocompativel

de fdrmula XXzzSFf ou xxZZSEEf (7).

Origindrio de Costa Rica. Tipo genético hibrido desconhe-
cido. Os frutos sac verdes quando imaturos e amarelos
gquando maduros. f altamente rcsistente a bulba floral.
Autocompativel de férmula Sff*.

Origindric do Equador. Tipo genético, forasteiro amazo-
nico. Quando imaturos, seus frutos sdo vérdes e pequenos
e quando maduros sdo amarelos. As sementes sao réxas e
de tamanho pegueno. Autoincompativel de foérmula AABBSb'
(6). Coral propoe a fdrmula de XX2ZS, , (7).

Origindrio do Peru. Tipo genético forasteiro amazdnico.
Frutos imaturos de cor verde, sementes roxas e pequenas &
em grande nfmero. Autoincompativel de fdrmula XXZZSu

(7).

dos

o estudo dos graus de autfcompatibilidade proposto por
utilizou os métodos de sucesso ou insucesso na singamia
e Rogers (13) e o de fusdo ou nao fusdo de ovulos pro-
Cope (86).

tudo de pareamento de cromossomos foi feito segundo a

técnica de preparagido de aplastado proposta por Johansen (12).

%  AREVAL
genoti
de cac

0, A., CARLETTO, G. A., OCAMPO, F. Determinacidén de los
pos de incompatibilidad o compatibilidad en varios clones
ao, 1971. Sem publicar.
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A determinagao da normalidade dos graos de polem foi reali-

zada seguindo a técnica sugerida por Bolles-Lee (1).

3.3.1 Metodologia de Knight e Rogers

Para a utilizagao do médtodo de Knight e Rogers foi feito
um cruzamento dialelo com og clones ICS-1, UF-667 e UF-29 onde se
obteve todo tipo de informagao do compartamento dos cultivares quan-
do em autofecundagao e cruzas reciprocas.

As polinizagdes em nimero de 15, foram feitas no periodo
de julho-agosto, segundo a té&ecnica e accessdrios recomendados por
Carletto (2) e registrado o nlimero de abcissoes e pegamentos depoils
de 10 dias conforme a recomendagao de Coral (7). Considerou-se na
andlise estatistica de segregagao as proporgoes tedricas obtidas
das fd8rmulas genotipicas propestas por Coral para cada clone. Ade-
mais se provou alternativamente outras proporgdes teoricas de se-
gregagac de um par de gens, com a finalidade de comprovar estas
segregagoes. As Proporq5es utilizadas foram: 1:3, 1:1, 3:1 e 4:0

ou seja 25, 50, 75 e 100% de prendimento ou graus de compatibilidade.

3.3.2 Metodologia de Cope

Para estudar se os graus de autocompatibilidade tém rela~
¢do com o fenomeno de fusaoc e nao fusao de dvulos proposto por Cope
(6), foram feitas segundo a técnica geral de polinizar 15 autopoli-
nizagaes para cada um dos cultivares ICS-1, UF-8667 e UFP-29, As
flores foram coletadas 75 horas depois de polinizadas e fixadas em
Craf I por UB-52hs apds 2 eliminagac de todas as partes estranhas
ao ovidrio. O0Os ovirios foram previamente 1avadoé em agua destilada

e em seguida desidratades em uma solugao alccolica (etanol) de 5,
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11, 18 e 50%. A desidratagac foi cowpletada utilizando uma mistura
de alcool etilico, alcool butirice e Agua, segundo o procedimento
indicado por Johansen (12). Tédo o material permancceu aproxima-~
damente de 2-3 horas em cada solugao.

Posteriormente procedeu-se a infiltragdac e mclde em parafina,
ambas especificas ¢ com ponto de fusao de 57°C,

As montagens para corte em microtomo foram feitas utilizando
pequenos blocos de madcira., Os cortes de 15 u deesressura ' foram meon-
tados em ldminas e fixados com adesivo Haupt e 2-3 gdtas de formali-
na em solugao aquosa para endurecimento.

Ae laminas foram mantidas em estufa com temperatura constante
de 43°C por um periodoc de 6-7 dias até& alcangar seu completo seca-
mento.

A coloragao do material fol obtida usando-se o método de
Heidenhain's Iron Hematoxylin (12).

Estas preparagces foram observadas com auxilio de um micros-
cdpio Zeiss com 1250x (imersdo) e registrado o nlmero de dvulos fu-
sionados,

Teoricamente e de acordo a Cope, todos os clones au-
tocompativeis deveriam ter 100% de fusdo, por tanto a proporgaoc
tedrica seria 4 fusdes e nenhuma fusao (4:0). Por outro lado,
segundo o reportado por Coral (7), em alguns clones autocompativeis
as segregagoes de fﬁséo e nao fusdo davam proporgoes diferentes, o
que obrigou considerar as ‘mesmo prepmrgfices alternativas usaﬂasfnﬁ

métede de Knight e Rogers (13) ou seja 1:3, 1:1, 3:1 e U:0.
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Para cstimar os efeitos puros dos tratamentos na andlise de
x% utilizou-se a propiedade de aditividade (22 e 23)., Calculou-se
em valor de x2 total ou de agrupaments de amostras simples ou seija
o somatdrio de valdres individuais de eada x2 calculado. 0 valdr
de xz real foi determinado em base a soma geral das observagoes
dos dvulos fusionados & nfo fusionados. Por diferenga déstes dois
valdres de x2 anteriormente calculados, estimou-se um valor de x 2

para verificar a homogeneidade da amostra e confiabilidade dos

dados.
3.3.3 Pareamento de Cromes8sSOmOS

A fim de averiguar se ag variagles de autocempatibilidade
el cacauveiro eram devidas ao mecanismo genético de heranga ou a-

normalidade no parsamento de cromossomos quando da formagdo dos
grdos de polem, foram coletadas botdes florais em tenra idade,
aproximadamente 15-20 dias de vida, dos clones ICS-1, UF-667 e UF-29
na colegdo de germoplasma em Turrialba e seus hibridos com clones
incompativeis SCA-B e IMC-67 nos experimentos em La Lola: 1€S5-1

x SCA-6; ICS8-1 x IMC-67; UF-667 x SCA-63 UF-667 x IMC-87; UF-28 X
IMC-67.

A coleta do material processou-se entre as 7 am e 1 pm em
dias clavos e caloroses. O material era imediatamente posto em
fluido Carnoy, a 6:3:1 partes, para fixagdo durante 30-36 horas em
refrigeradora.

As observagdes foram feitas obdecendo a técnica geral para
preparagéoc da aplastado, que comnsiste em colocar as anteras em uma

l8mina com colorante (aceto-carmim) e esmagé-las com auxilio de



13

uma agulha histoldgica de ponta curva e chata. Apds a eliminagao
dos tecidos das anteras, protege-se a preparagac com unpa laminula

para observar as CHMP com auxilio de um microscdpio com 1250x.

3.3.4 iormalidade dos grdocs de polem

Considerando gue a normalidade do polem & fungdo de um
processc normal em sua formagdo, foi feito um estudo rédpido sdbre
o problema para determinar as percentagens de normalidade e anorma-
lidade.

As flores abertas no mesmo dia dos clones e hibridos foram
‘CqﬁﬁgdascmuTurrialba e La Lola respectivamente, em dias claros e
calorosos. Todo o material era posto em frascos ou bolsas de poli-
etileno com papel de filtro umedecido e l€vadas ao laboratdrio para
observagdo imediata. Com auxilio de uma agulha histoldgica, o po-
lem era removido das cinco anteras para uma lamina contendo uma gota

de Cotton~blue a 0,01% e observada sua normalidade se coloreava de

azul.

3.4 Determinagao do Tamanho da Amostra

Face a inexist8ncia de dados anteriores de tamanho otime de
amostra para o estudo de normalidade de graos de polem, determinou=mse
estatisticamente em base ans dados preliminares obtidos déste tra-
balho que o niimero minimo de amostra a considerar seria de n=20 ob-
servagoes. Utilizou;se a seguinte férmula (5): d4dsy-u=6, onde: d=
diferenga de médias entre as populagoes; y= média da populagdo mos-

treada e us média populacional com uma probabilidade de 0,05%.
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4, RESULTADOS

4.1 Determinagac de Graus de Autocompatibilidade

h,i.1 Na base da metcdologla de Knight e Rogers

0s resultados de pegamentos e abcissoes advindos da me-
todologia de Knight e Rogers sao apresentados no Quadro 1. Néste
quadro se incluiem também o5 genotipos de graus de autocompatibi-
lidade conforme propostas por Coral para os clones e seus hibri-
dos, as proporg&es de fendtipos esperados e observadcos @ 0 x2 para
os dados observados.

No Quadro 1 do apendice apresentam-se as andlises de x?
para testar ajuste deos resultades a varias segregagoes possivels.
CLONES:

Ics-1 Em autofecundagao, apds transcorride os 10 dias recomen-
dados, mostrou 13 pegamentos e 2 falhas. Segundo Coral, este clone
tem a Fdrmula xxzz e deveria segregar na proporgéo de 4:0, dande
100% de pegamento. O x2 deste resultado ajusta-se a nroporgaoc de
4:0, muito embora - vresultado nao defira també&m significativa-
mente da proporgao de segregagao de 3:1.

Ur-667 0 resultadce de autofecundagao deu 10 pegamentos e 5
falhas. Segundo o gendtipo proposto por Coral este clomne deveria
segregar na proporgzo de 3:1. A analise de x? nao mostra diferen-
ga significativa par% esta Proporgao, tao pouco mostra diferenga
significativa com as proporgoes de 1:1 e 4:0, apesar de se ajustar

melhor a proporgao de 3:1.
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GQuadro 1. Resultados de pegamentos: abeissces (observads), pro-
' porgdo tedria esperada, x° dos resultados e gendtipos

ics-1 BE~667 UF-29
XHZZ Xxzz ou Xxzz ou
XRZZ xxZz
Ics-1 ,
XRZ2Z Genotipo KREZ XXZZ @ HAXRZZ X®XZZ e XXZZ
Prop. tedrica L:p 1:1 1:1
Prop. observada 13:2 3:12 11:4
x? 0,266 4,268%% 3,266
UF-667
Xxzz ou
KRZ2 Gendtipo Xxzz e rxzz XXzz,X®zz ¢ xx2z XX2z,X%z2z & %XZz
ou ou ou
XKXZZ e XXZz XXZAZ,XX7ZZ € xXzz XXZZ,®¥x7zZ e XXz2
Prop. tedriea 1:1 3:1 3:1
Prop. observada 13:2 10:65 11:4
x 2 8,066%" 0,555 0,022
UF-29
Axzz ou
RKZZ Gendtipo Xxzz e xxzz XXzz,Xxzz e xxzz XXzz ,XX2z & XXZZ
ou ou ou
X7z @ XKHZZ RRZZ,xxPz e XXZz XRZLZ,XxZz e Xrzz
Prop tedrica 1:1 3:1 3:1
Prop., observada 7:8 8:7 10:5
x2 0,066 3,755 0,555

x2 tabelado 1 gl 0,05% = 3,84

#% Gignificativo aoc nivel de 0,05%.
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UF-29 A autofecundagac 4¢ clone UF-29 deu 10 pegamentos e 5
falhas. O teste de y? ndo mostrou diferenga significativa em re-
lagac a proporgadc tedrica esperada de 3:1, o x? se ajustou também
8s proporgoes de 1:1 e H:0.
HIBRIDOS:
ICS-1ix UF-6867

0 valor de y2 dos resultados obtidos de trés pegamentos
e 12 falhas ndo se ajustn a espectagao da proporqéo 1:1, segundo a
proposta de Coral, O x2 mostra que o cultivar esté sepregande den-
tro da proporgaoc tedrica de 1:3 ou seja 25% de compatibilidade em
cruzamento.
ICcs-1 x UF-29

0 teste de xz dos resultados obtidos deste cruzamento in-
dica que ndo existe diferenga significativa entre & proporgdo espe-
rada de 1:1 & os resultados obtidos, Tédo peuco diferem significati-
vamente das proporgdes de 3:1 e 4:0, apesar de quec o segregagdo se
ajusta melhor a proporgdo de 3:1.
UF-667 x ICS5-1

A dnalise através de teste de x? dos resultados obtidos
de 13 pegamentos e¢ 2 falhas mostram diferengas altamente signifi-
cativas indicando que ndc se est# cumprindo a segregagdo tedrica
esperada de 1:1. Por outro lado ndo se observa também diferencga
significativa entre as proporgdes alternativas de 3:1 e 4:0, em-
bora os individuos se ajustem melhor a proporgdo de H:0.
UF-667 = UF-29

0 teste de X2 dos resultados obtidos de 11 pepgamentos e

4 falhas se ajustam a segregagdo segundo a proposta de Coral de
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de 3:1. Mesmo assim, o Xz destes resultados també&m se ajustam as
segregagdes de 1:1 e 4:0.
UF-29 = ICS-1
0s resultados do teste de y2 deste cruzamento com sete

pegamentcs ¢ 8 falhas revelam que a segregagao dos individuos se
ajusta melhor a pronorgdc tedrica esperada de 1:1., Ndo hd tambdm
diferenga significativa com a proporgao de 1:3,
UF-29 x Ur-667

0 teste de 2 ndo detectou diferenga significativa entre a
proporgac tedrica esperada de 1:1 e @ns resultados obtidos de oito
pegamentos ¢ 7 falhas. Também os resultados nac mostraram dife-

rengas significativas com as proporgoes de 3:1 e 4:0,

L,1.2 Na base da metodologia de Cope

No Quadro 2 san apresentados ns resultados das obseprva-
goes de fusao do nficleo polar com um dos nicleos do polem, dos
clones UF-667, UF-29 ¢ ICS-1.

Os dados cobtidos com os estudos citoldgicos constantes da meto=-
dologia de Cope (8) e analisados atravéds do teste de X2 (Quadro u,
apendice) revelam que nas autofecundagoes dos tres clones, todos os
individuos estac segregando na proporgac de 25% de dvulos ndo fu-
sionados, nao segregando segundo a proporgdd esperada de acdrdo a
Cope, com individuos apresentando 100% de fusao, ou seja ma propor-
qéo 4:0.

En todos os casos estudados, o valor de X2 encontrado para
estimar a homogencidade da amostra nac alcangou diferenga signifi-

cativa, demonstrando que existe uniformidade nos dados.
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Quadro 2. Resultado do estudo citoldgico Aes clones ICS-1, UF-667,

: e UF-29 segundc a metodeclogia de Cope

Ovirios & vulos

estudados P NF T %F

ICS-~1
1 19 12 31 61,29
2 2€ 11 37 70,27
3 26 7 23 78,78
H 26 3 34 TE 47
5 28 11 39 71,79
6 az 8 40 80,00
7 26 9 a5 7,28
8 18 9 27 66,66

Ur-687
1 29 7 36 80,55
2 21 10 31 67,74
3 2h 8 32 75,00
4 22 8 30 73,33
5 ou g 33 72,72
8 23 9 32 71,87
7 24 7 a1 77,41
8 25 9 3L 73,52
9 30 6 36 83,33

Uf-29
1 4O & 46 86,95
2 36 8 L4 81,81
3 39 g ug 81,25
Y 32 8 40 80,00
5 39 11 50 78,00
B 1 ] 50 82,00
7 39 12 51 76,47
8 32 9 31 78,04

% F = Fusdo; NF ndc fusdoy; T = total
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4,1.3 Estudo citoldgico de pareamento de cromossomos

As observagles das assocliagdes cromessomicas ndo poderan
ser feitas nas sub-fases Ae profase uma vez que as células mies
de polem se coloreavam Ademasiadamente, dificultande a identifica-
gdo dos cromossomas, Tentativamente se usou Carnoy em oﬁtras prYOpoOr -
gBes gque ndc as usadas por Oneke e Jacob (15} e substituigdo do
dcido acético por acido propifnico no processo de fixagdo, Provou-
se també&m uma mistura de Acido propidnico com cloruro férrico e os
resultados ndo foram satisfatorios come fixador. A melhor fixagdo
foi obtida com Carnoy 6:3:1 partes em refrigeradora por 36 horas.

Face as dificuldades encontradas na fixagdo e o0 pequéno
tamanho dos cromossomeos, as observagdes foram tomadas em metafase
I onde as figuras eram mais nitidas. Usocu-se uma cfmara clara pa-
ra desenhar os cromossomos e contar seu pareamento.

Nos Quadros 3 e U4 sdo apresentados o©s resultados das asso-
ciagdes cromossamicas dos clones autocompativeis ICS5-1, UF-667,
UF-29 e hibridos desses clones com ©s cultivares autoincompativeis
SCA-6 e IMC-B7.

Nas Figuras 1 = 2, sdo apresentados desenhos de cé@mara
clara mestrando exemplos das assoclilagdes observadas dos cromossomos
nos clones e hibridos estudados.

Pelos resultadeos apresentados nos Quadros 3 e 4 se pode
observar gue o pareamento dos cromossomos dos cultivares ICS-1,
UF-667 e UF-29 ¢ seus hibridos com clones incompativeils & desuni-

forme e irregular.
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Quadro 3. Associagdes de cromessomos em células miAzs de polem
(CMP) em metafase I

Asscciagbes ¢ 1lomne
CMP Ics-1 UF~-667 ur-29
I TI III I TI1 171X I IT TIIZ
1 0 10 0 0 10 0 2 g 0
2 U 8 0 o0 10 0 0 10 0
3 L 5 2 g 10 0 0 7 2
4 2 9 0 0 10 0 L 8 0
5 1 8 1 4 5 2 0 10 0
5 2 9 0 0 10 G 0 10 0
7 4 8 0 6 10 0 0 10 0
8 3 7 1 1 8 1 o 10 a
9 9 u 1 1 8 1 0 10 0
10 1 8 1 0 10 0 2 g 0
11 1 8 1 0 10 0 2 g 0
12 0o 1o 0 o 10 0 ¢ 10 ]
13 2 9 0 0 10 0 g 10 0
14 0 10 G 0 10 G 0 10 0

I ~wenovalente; IT = bivalente; III = trivalente.
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O clone ICS~1 aprescnta baixa frequencia de aparecimento de
bivalentes, mostrando um maior numero de assoclagdes monovalentes
e trivalentes,

Os clopes UF-667 e UF-22 sdo mais uniformes quanto ao apareci-
mento de associagdes bivalentes, mostrando que existe mais homoge-
neidade no processo de formagde dos grdos de nolem, apesar da occur-
réncia de algumas asscclagfies monovalentes e trivalentes.

Nos cultivares hibridos se pode observar uma baixa frequéncia
de associagfes bivalentes e uma alta frequéncia de asgociagdes mono

e trivalentes.

L,1.4 Normalidade dos grdos de polem

A fipalidade principal Ao estudo era relacionar a frequén-
cia de gr8os de peclem normais e anormais com os graus de autoeompa-
tibilidade e com a frequdncia de anormalicdade de pareamento dos cro-
mosgomos tanto nos clones como em seus hibridos.

Eram considerados normais os grdos de polem gque se color-avam
intensamente com Cotton blue e estavam dentro de forma tipica. Os
gracs de polem que ndo tomavam coloragdo se considerava amwormais oy
@bartivos e tinham geralmente forma irregular e tamanho menor que o
normal,

Os grdos de polem foram contados dentro de uma area de 13,50

]'l'!l'l‘l2

s determinada previamente utilizando um disco micrométrico.
Nos Quadrcs 5 e & estdo apresentados ¢s resultados das observa-
ges dos grios de polem nos clones e hibridos,

As observagdes dos grdocs de polem Aos clones ICS-1, UF-667 e

UF-29 deram percentagems médias de normalidade bastantes altas
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i - ~ s .
Quadro 5. VNimero de graos Ade polem normais (M), anormais (AWV)
e percentagem de normais (%N) coloreados com Cotton
blue nos cleones

No. de 1I08-1 UF~667 Ur-29
observ. N AN I\ AN N AN
1 43 7 43 0 T} 1
2 ug 15} au 0 28 0
3 27 8 az 2 b3 2
4 56 L a8 0 32 y
5 34 2 28 1 29 by
6 54 3 66 0] hg 1
7 H7 3 L7 0 32 0
8 Ly 1 37 0 37 1
g 45 7 30 2 3g 2
10 72 6 L 0 29 0
11 56 7 3L 1 28 3
12 b 8 39 1 L2 2
13 g2 a 33 0 35 3
iy 86 L L2 0 38 0
15 ) 2 37 1 32 0
18 56 5 70 2 56 0
17 77 1 ke ¢ 28 0
i8 28 6 67 1 Ll 3
19 31 L 39 0 4q 1
20 87 8 43 0 3g 0
L 20 1072 100 839 12 7486 27

&N 91,47 898,57 96,50
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Quadro 6. Nimero de pgrdos de polem normais (N), anormais (AN) e
percentagem de normais (%N) de alguns cultivares
hibridos coloreades com Cotton bluc

1

No. de UF-667% UF-€67x ICs5-1x ICS-1x Ur-29,
observ. S5CA~6 ITMC~-67 IMC-67 SCA-B IMC-67
N AN i AN N AN N AN N AN

1 89 2 53 0 33 0 a2 0 36 1
2 62 ) 63 3 L35 it 38 2 83 it
3 45 2 88 0 38 ) 39 1 y?2 0
4 b3 1 40 1 49 g 51 0 60 1
5 78 1 by 3 63 1 41 G 39 0
6 g4 1 Ly 2 &4 it 32 1 46 0
7 72 1 101 18 49 Q 37 118 0
8 38 2 81 1 87 0 b3 b 51 0
9 41 6 142 3 b 1 32 6 46 0
10 56 1 27 b2 34 0 3L 6 67 9
11 36 0 Ly 3 31 5 33 1 63 0
12 74 1 89 0 40 0 43 2 56 0
13 62 0 74 0 39 0 30 1 75 0
iy kg 1 27 1 48 0 32 it 60 2
15 36 iy oy 7 66 0 37 2 7h #
16 93 4 64 5 38 b L2 1 g3 L
17 36 ? 99 3 6L 0 39 2 B0 0
18 37 L 78 1 32 1 56 0 by 3
19 43 1 L9 0 41 0 51 1 43 2
20 62 0 101 6 58 3 Ly 2 58 0
1143 32 1402 99 941 15 786 36 1204 33

4N 97,27 93,40 98,48 95,62 97,33
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que vao de 91,47% a 98,57%; nos cultivares hibridos, as percenta-
gens foram também altas de 93,40% a 938,uB8%.

Em t8do o material estudadeo ndc ge logrou conseguir relagdo
entre as percentagens de associagdes cromossomicas anormais com

as percentagems de anormalidade dos grios de polem.
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5. DISCUSSAOD

5.1 Graus de Autocompatibilidade

Os ajustes das prcvas de xz as sepregagdes tedricas de pega-
mento e ndo pegamento nas autefecundagdes e cruzamentos dos clones
IC0S-1 e UF-29, aparentemente indicam guec a proposta de Coral (7)
tem sua cOmMpProvagio.

Vo entretanto surge uma duvida da existéncia dos graus de
autocompatibilidade sugerida, quando se observa que os valbres en-
contrados para o teste de x? se ajustam també&m a outras segrega-
¢des que ndo a correspondente a do gendtine proposto. No caso do
clone UF-667 que tedricamente deveria dar 75% de autocompatibili-
dade em autofecundagdoc e 50% em cruzamento com © ¢lone ICS-1, ndo
se observou ajuste a esta espectagdoc. PFelo fato dos resultados en-
contrados ajustarem-se a outras proporgbes, indicam que os genoti-
pos propostos para explicar graus de autocompatibilidade ndo sdo
corretos.

As observagfes mencionadas anteriormente conduzem a rechagar
a hipdtese da existéncia de graus de autocompatibilidade e de um
possivel contréle genético, admitindo que os graus de autocompati-
bilidade observado nos clones sejam controlados por fatores fisio-
16gicos ou morfoldgicos dos orgdos florias.

Por outro lado.& possivel que o tamanho da amostra pode estar
influenciando nos resultados, uma vez que os valdres encontrados
para o teste de x? tomam varias tenddncias.

Coral (7) trabalhou tambdm com uma amostra pequena, tendo em

-

vista a falta de informagdo anterior scbre o problema. E



rconveniente fazer um estudo s8bre o tamanho de amostra gue se deve
considerar para trabalheos desta natureza, afim de se poder obter
resultados mais claros e que permitam tirar conclusdes mais acer-
tadas.

0s resultados deste trabalho confirmam a teoria de Knight e
Rogers (13) e que a assignagdc do gendtipo de autecompatibilidade
Sf.f, para t6dos os clenes & correto.

Fol usado també&m o método de Cope (B) com o fim de buscar
outra explicagdo dos possiveid graus de autocomnatibilidade em
base a mais uma informagsio preporcionada por Coral (7). Segundo es-
te autor, estava ocorrendo uma grande variagdo de proporgdes de
fus&o e ndo fusidc dos nlicleos polares de dvules com o nlicleo genera-
tivo do polem dos clcnes ICS-1 e UF-667, quando analisou as incom-
patibilidades por este métodn (6). De acdrdo a Cope, ©s clones au-
tocompativeis deveriam dar 100% de fusdoc. Os resultados das propor-
¢Bes de fusfo para os trés clones utilizados mostram que nenhum de-
les apresentam 100% de fusdo. Os trés clones estdo segregando a-
justados a proporgdo de 3:1, ou seja 25% de S6vulos ndc fusionados
cujo resultado t#3o peouco ajuda a explicar gualquer diferenga em
graus de autocompatibilidade. FEncontrou~se também igual valdr de
dvulos ndo fusionados para o clone UF-29,.

0s nimeros de fusdo e ndo fusfo de Ovulos encontrados neste
trabalho para os clones autocompativeis ICS-1 e UF-667 confirmam o
reportado por Coral, de gue a explicagido de 100% de fusdo para con-

siderar autocompativel proposta por Cope (6) ndo se estd cumprindo.
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5.2 Pareamento de Cromossones

Se considerou gque outra possivel causa de variagdo de graus e
de autoccompatibilidade ou fertilidade do polem poderia estar relacio-
nada com anormalidades no pareamento de cromossomos na formagdo de
gametas. Os resultados deste trabalho indicam que ndc ha relagéo
alguma entre estes dois fentmenos. O clone ICS-1 apesar de ter me-
nos associlagdes bivalentes do que as asscciagdes monovalentes e
trivalentes, foi o que deu maior percentagem de autocompatibilidade
em polinizag¢Bes. As associagdes bivalentes prevaleceram nos clones
UF-667 e UF-29 ainda que os graus de autocompatibilidade apresenta-
dos sejam mais baixos,

Quando sze estudou o comportamento do pareamento de cromogsomos

nos cultivares hibridos com um pai incompativel, se observou tam-

bé&m uma grande frequéncia de associagBes monovalentes e trivalentes

em prejuizo das associagdes bivalentes tedricamente esperadas, a-

pesar do grau de normalidadedo polem ser alto.

0s resultados gerais de parcamento de cromossomos indicam que

as assoclagdbes observadas em metafase na vealidade n&o mostravam o

grau de homologia real,

Opeke e Jacob (15) reportaram a existéncia de associagdes mono-

valentes, bivalentes e tetravalentes no cultivar incompativel Na-32,

sugerindo a hipdtese de que o cacaueiro fosgse um tetraploide e as
irregularidades no péfeamento de cromossomos seria uma possivel cau-
sa para explicagdo do fendmeno de incompatibilidade.

Consideramos como preliminares os resultados do presente estu-

do de pareamento, uma vez gue nac foi possivel a observagdo das
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associagbes cromossomicas nas sub-fases (pagu’teno e diagnesis)
profidsica e sim em metafase I. Isto se deve a que 08 CPOMOSSOMOS
de cacau sdo muito pequenos e termos encontrado dificuldades na
preparagic de material para observagdo.

Segunde os trabalhos de Opeke e Jacob (15) e Shimoya (21), a
fizaclo do material se processava com Carnoy. Seguimos a técnica
mencionada e observamos que quando coloreavamos as células mdes de
polem, além dos cromossomos outras substancias especialmente muci-
lagos, tomavam cdr. Usamos Carnoy em vdrias proporgdes, uma com-
binagdo de acido acético com cloruro férrico e em todas as aportu-
nidades os resultados ndo foram satisfatdrios, Encontramos que ©
Carnoy no proporgdc de 6:3:1 em refrigeradora por 36 horas dava uma
bda fixagdo, posto que a coloragdoc do material era g melhor para
observag¢do em metafase I.

E aparente a necessidade de se determinar melhores métodos de
fixagdo e coloragdo para estudar as associagdes meioticas em cro-

mosscmas de cacau.

5.3 Normalidade dos Grads de Polem

Em todos os casos estudados se encontrou porcentagens muito
altas, superiores a 92% de grdos de polem normais, indicando que ndo
hd variagdo em relagdo ao carater entre os cultivares,

Tebricamente poderia-se esperar uma relagdc entre a frequéncia
de normalidades e anormalidades de paveamento e os graus de fertili-
dade dos grads de polem. Os resultados novamente indicam que nédo

had relacgdo entre os dois fendmenos para cada cultivar autocompativel



g para os hibridos com un pai incompativel,
Os valdres encontrados 4e polens ncrmais podem ser usados para
determinar graus de Ffertilidade em plantas de cacau e ndoc poderia

explicar problemas de incompatibilidade.
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6. CONCLUSOES

Ndo se encontrou comprovagio genética para a proposta de Coral

da existéncia de graus de autocompatibilidade em T. cacao.

0 rpareamento anormal de cromossomos ndo ten relagdo com os graus

de autocompatibilidade e normalidade dos grdos de polem,

A normalidade dos grdos de npolem ndo explica o fendmeno de graus

de autocompatibilidade em cacaueiro,

Que o fendmeno de autocompatibilidade & melhor explicado nelo mé-
todo de Knight e Rogers e ndc se ajusta ao método proposto por

Cope.
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7. RESUMO

A presente investigagdo tém como finalidade comprovar a pro-
posta de Coral da existéncia de graus de autocompatibilidade em
cacaueiro, e 2o mesmo tempo determinar se o fendmeno estd regula-
do pelos mecanismos wenéticos de heranga ou devidos a anormalida-
des cromossomais.

Para estudar os graus de autocompatibilidade, tomou-se como
base os mé&todos de Knight e Rogers de pegamento e abcissdes de
flbres e o de Cope de fusdo e ndo fusido de dvulos. Ademais disto,
foi feito um estudo citoldgico de pareamento de cromossomos na
formagidoc do polem e sua normalidade para saber seu comportamento
em relagdc a proposigdo.

0s resultados de pegamentos ¢ abcissdes foram conseguidos a-
través de um cruzamento dialelo entre os clones ICS-1, UF-667 e
UF-29., A apdlise estatistica através do teste de x? revelou que
as segregagdes em autofecundagdes se ajustam u pronosta de Coral,
porém quando se observou os resultados dos cruzamentos reciprocos
nido se encontrou em alguns casos, ajuste a espectagio tedrica.
Além disto, os resultados da maioria das combinagfes ajustaram-se
tamb&m a outras segrepgagdes. Observou-se ainda gue o tamanho da
amostra foi pequena e pode estar influenciando nos resultados. De
acdrdo as tenddncias observadas para os valores de X2, ndo se en-
controu evidéncia para a propesta da Coral de graus de autocompa-
tibilidade. Todos os clones estudados sd3o autocompativeis e esta
condigdo & melhor explicada pelo método de Knight e Regers e ndo

pele de Cope.
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Quandoe se analizou os dados de fusdo e ndc fusde de Hvulos
para testar o funcionamento da tedria de Cope. encontrou-se que os
trés clones ndo se ajustavam 2 espectagdo tedrica de 100% de fFfusdo
e sim, ajustavam~se a proporgdo de 3:1 ou seja 25% de &vulos ndo
fusionades, resultade que també&m nfo oferecem condigdes para ex-
plicar graus de autocompatibilidade.

0 estudo s8bre pareamento de cromossomos na formagdo dos grdos
de polem foi feito em metafase I e os dados revelam gque existe de-
suniformidade de pareamento tanto nos clones autocompativeis como
em seus hibridos com um pai incompativel,

N8o se encontrou relagdo entre o pareamento anormal de cromos-
somos com os graus de autocompatikilidade e normalidade dos gréos

de polem,
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7a. SUMMARY

The present study was carried out in cvder to prove Coral's
proposal of the existence of depgrees of selfcompatibility in cocoa,
and at the same +*ime to determine whether this pheznomenon is regu-
lated by the genetic mechanism of heredity or due to chromosomal
abnormalities.

In order to study the degrees of selfcompatibility, the studies
of Knight and Rogers on the setting and abscission of the flowers

[LLxxiﬂmm Luﬂkt,u
and that of Cope on #hie padpipe and non-paiedng of the ovules, were
used as the base. In addition, a cytological study was carried out
on the chromosome pairing in the Fformation of pollen and its normal-
ity in order to know its behavior in relation with the proposal.

The results of the settings and abscissions were chtained
through a diallelic cross between clones ICS~1, UF-667 and UF-29.
The statistical analysis through the chi? test showed that the seg-
regations in selfing adjusted to Coral's propcsal, tﬁ;;;gwhen the
results of the reciprocal crossings wewe observed, no adjustment
to the theoretical expectation was found, in—some—cases. Besides
this, the results of the majority of the combinations also adjusted
to the other segregations. It was also observed that the sige of
the sample was small and could be influencing the results. Accord-

ing to the tendencies observed for the Chi?

values, no evidence was
found for Coral's proposal on the degrees of selfcompatibility.
All the clones studied were selfcompatible and this condition was

better explained by Knight and Roger's method than by Cope's.
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When the data on the paieine and non-paistag of the ovules was

analyzed in order %o prove Cepe's theory, it was found out that all
three clones did net adjust to the theoretical expectation of 100%
fodiin,

paisins and that they did adjust to the 3:1 proportion, that is,
25% of the ovules did not pair, thus not offering condltlons to ex-
plain the degrees of selfcompatibility.

The study c¢x chromosomal pairing in the formation of pollen
grains was made in metaphase I and that data revels that there
exists no uniformity in the pairing not only in the selfcompatible
clones but alsoc in their hybrids with an incompatible parent.

No relation was found between the abnormal pairing of chromos-

somes with the degrees of selfcompatibility and the normality of

polen grains.
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Quadro No. 1

1. Método de Knight e Rogers
;1.1 Autofecundagdes dos clones autocompativeis
Valdres de x? calculados em base ao niimero de fldres polini-

zadas e fecundadas (F) e ndo Ffecundadas (NT)

Segregagdo 1:3 1:1 3:1 0
Clone F NFE T = ccemecmcmm—mm——— R
Ics-1 13 2 15 30,422% 8,066% 1,088 0,266
Ur-667 10 5 15 13.888% 1,666 0,555 1,666
JF-~29 10 5 15 13,888% 1,666 0,555 1,666

1.2 Polinizagdes cruzadas de clones autocompativeis
Valdres de y2 calculados em base ao nimero de fldres nolini-

zadas e fecundadas (F) e nio fecundadas (NF)

Segregagdo 1:3 1:1 3:1 b:0
Hibridos F NF T et R i et
ICS~1xUF-667 3 12 15 0,021 b,266 21 ,354% B,816%
ICS5-1xUF-28 11 & 15 18,688% 3,266 0,022 1,066
Ur-667xICS~-1 13 2 15 30, b22% B,066 1,088 0,266
UF-667xUF-29% 11 Y4 15 18.,688% 3,756 0,022 1,086
Ur-29xIcs-1 7 8 15 3,755 0,066 6,422% 4,266%
UF-29xUF-667 8 7 15 B,H22% 0,066 3,755 3,266

x2 1 g1 0,05 = 3,84
% gignificativo ac nivel de 0,05%

Quadro 2
2. Método de Cope
2.1 Qui-quadrado geral
Valdres de ¥° calculados em base ao nfimero total de 6vulos

fusionados {F) e ndoc fusionados (NF)

Segregagdo ' 1:3 1:1 3:1 h:l
Comes = eemmmmem s e mm o X2t
ics-1 336,695% 57,521% 0,695 20,380f
UF-667 397,343% 75,257% 0,003 18,084%
Ur-29 508,724% 138,043% 0,073 1&,010%

x2 1 gl 0,05 - 3,84
% gignificativo ao nivel de 0,05 %



Quadro 3

2.2 Qui-quadrado individual
Valéres de y? calculados em base ao nGmero de &vulos fusio-
nados (F) e nfc fusionades (NF).

Segregagdo 1:¢3 1:1 3:1 b:0
No, de ovArios = =  ceecececenemaa—— G R R ——

Clone ICS5-1

1 21.774% 1,580 3,107 h,Bu5w
2 BO, 4L 6,001 0,441 3,270
3 50,9190% 10,939% 0,252 1,484
L ug,039% g,520% 0,039 1,882
5 b5, 57" T, U10% 0,213 3,102
6 B4 ,533% 1h,p00% 0,533 1,600
7 us5,342% B,257% 0,009 2,314
8 25,000% 3,000 1,000 3,000
8 341,595 61,198 5,594 21,297
Clone UF-6867
1 59,259* 13,4&4* G, 542 1,361
2 30,20u% 3,903 0,870 3,225
3 42,667% 8,000% 0,000 2,000
4 37,378% 6,533 0,0uk 2,133
5 40,090% 6,818% 0,090 2,454
6 37,500% 6,125% 0,166 2,531
7 u5,u30% 9,322% 0,096 1,580
8 4, 705% 7,529% 0,039 2,382
g 65,333 16,000% 1,333 1,000
9 460,566 77,674 3,180 18,666
Clone UF-29
1 gL, 173% 25,13n0% 3,507 0,782
2 75,757% 17,818% 1,090 1,454
3 81,000% 18,750% 1,000 1,687
4 BU,533% AL, 400% 0,533 1,600
5 T, 506% 15,680% 0,240 2,420
6 86,840% 20,480% 1,306 1,620
7 72,058% 14,294% 0,058 2,823
& 61,536% 12,9002% 0,203 1,957
8 610,603 138,454 7,937 14,343

x2 1 gl 0,05% = 3,80
% gignificativoao nivel de 0,05 %

¥



Quadro 4
2.3 Autofeacundagac dos clones autocompativeis

Valdres de X2 caleculadns em base a@o scma.corio dos valores de

x 2 individual, X2 geral e X2 por difcrenga dos dols primeros
Segregagac 1:3 1:3 3:1 U0
Fonte de variagao GBI =—ewmcc——momoeaaw K2 e e

CLONE ICS-1

Fusionade x nao fu. 1 333,695% 57,521% n,6095 20,380
Homogeneidade 7 7,900% 3,B75% L,889 0,917
Total 8 341,505 61,191 5,59k 21,297
CLONE UF-667
Fusionado x nao fu. 1 339,343% 75,257% 0,003 18,064 %
Homogeneidade B 3,223 Z,u10 3,177 n,602
Total 9 unp,566 77,674 3,180 18,666
CLONE UF-29

Fusionado x nao fu. 1 608,724% 138,043%* 0,073 14,010
Homogeneidade i 1,879 1,41n 7,864 0,351
Total 8 610,603 139,454 7,937 14,361

X2 1 gl 0,05% - 3,84

X2 7 gl 0,05% - 14,07

X2 8 gl 0,05% - 15,51

significativo ao nivel de 0,05%
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