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viii
CARACTERIZACAO MOLECULAR E MORFO-FISIOLOGICA DA

INCOMPATIBILIDADE ALELICA ENTRE CULTIVARES DE MACIEIRA

Autor: Celso Lopes de Albuquerque Junior

Orientador: Dr. Rubens Onofre Nodari

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar os alelos-S,
de incompatibilidade gametofitica, de cultivares de macieira criadas em Santa
Catarina, visando dar suporte na escolha de combinacOes de parentais nos
programas de melhoramento genético e estabelecer combinagdes
‘produtoras/polinizadoras’ de forma adequada na formacdo de pomares. Na
caracterizacdo molecular foram testados 16 iniciadores especificos de alelos-S.
Paralelamente, foram avaliados o nimero de graos de pdélen por antera, a taxa de
germinagdo in vitro, a compatibilidade ‘pdlen/estigma’ em cruzamentos através da
observacao do desenvolvimento do tubo polinico no pistilo da flor, e 0 nimero de
frutos formados — frutificacdo efetiva - em cruzamentos com diferentes niveis de
incompatibilidade, envolvendo até 14 cultivares. A andlise molecular,
comparativamente as cultivares referéncias, mostrou que as cultivares Daiane,
Imperatriz e Princesa apresentam os mesmos alelos de incompatibilidade, S3 e
S5; enquanto que Lisgala apresenta os alelos S2 e S5; Suprema, S1 e S9,
Catarina, S1 e S19, Joaquina e Fred Hough, S5 e S19; Baronesa, S3 e S9 e
Duquesa, S2 e S3. Nas cultivares Primicia e Condessa foram encontrados apenas
um dos alelos-S, S24 e S2, respectivamente, permanecendo 0 segundo alelo
ainda desconhecido. A validacao da identificacdo foi obtida com teste de progénie.
Assim, a proporcao observada de alelos S em duas populacbes segregantes nao
apresentou desvio significativo da proporcéo esperada. No ensaio de viabilidade
de pdlen, os resultados obtidos mostraram que todas as cultivares estudadas
produzem polen com boa capacidade germinativa. A taxa média de germinacéo foi
maior que 60% em todas as cultivares. Mesmo havendo grande numero de
parentais em comum entre as cultivares estudadas, na grande maioria das
poliniza¢gdes cruzadas, o tubo polinico cresceu até o ovario. Ja na auto-polinizacao
(cv. Condessa), o tubo polinico ndo se desenvolveu, ndo atingindo o ovario,
confirmando a existéncia da auto-incompatibilidade gametofitica nesta variedade.
O cruzamento entre as cultivares Baronesa X Fred Hough resultou em frutificacao
efetiva de 95,4%, confirmando a existéncia de total compatibilidade gametofitica
entre ambas; por outro lado, na autopolinizacdo da cv. Fred Hough e no
cruzamento entre as cultivares Imperatriz e Daiane, ndo houve formacéao de frutos,
demonstrando também a presenca de incompatibilidade gametofitica nestas trés
cultivares. Os resultados da analise molecular dos alelos S podem ser
considerados robustos, ndo soO pela inferéncia a partir das cultivares referéncias,
mas também pelas analises de herdabilidade e frutificacdo efetiva feitas nas
progénies.

Palavras chave: Malus x domestica, polinizacdo, melhoramento genético
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MOLECULAR AND MORFO-PHYSIOLOGIC CHARACTERIZATION OF THE
ALLELIC INCOMPATIBILITY OF APLLE CULTIVARS

Author: Celso Lopes de Albuquerque Junior

Supervisor: Dr. Rubens Onofre Nodari

ABSTRACT: The research purpose of this study was to identify and to
characterize the S alleles of the gametophytic incompatibility among apple cultivars
developed in Santa Catarina, seeking to give support in the choice of combinations
of parental in the apple breeding programs and on the adequate choice of
‘scion/polinitor cultivars’ to production orchards. For the molecular characterization,
16 specific alleles-S primers were tested. It was also evaluated the amount of
pollen grains by counting the grains of pollen per anther, the rate of pollen
germination in vitro, the compatibility of the crosses by measuring the development
of the pollen tubes in the pistil and the number of fruits formed — fruit set - among
crosses with different incompatibility levels, involving, at most 14 cultivars. The
molecular analysis, comparatively to the reference cultivars, showed that the
cultivars Daiane, Imperatriz and Princesa showed the same incompatibility alleles
S3 and S5, while Lisgala presented the alleles S2 and S5; Suprema, S1 and S9;
Catarina, S1 and S19; Joaquina and Fred Hough, S5 and S19; ‘Baronesa’, S3 and
S9; ‘Duquesa’, S2 and S3; and for Primicia and Condessa it was detected just one
of the alelles-S, being S24 and S2, respectively, remaining to be identified the
second allele. To validate the allele identification it was performed a progeny test.
Therefore, the observed proportion of S alleles in two segregating progenies did
not significantly deviate from the expected ones. In terms of pollen viability, the
results obtained showed that all studied cultivars produced pollen with good
germination capacity. The medium germination rate was larger than 60% in all 12
tested cultivars. Even though the existence of strong parentage among the studied
cultivars, on most of the crosses made, the pollen tubes grew down until the ovary.
However, in the self-pollinated cv. Condessa, the pollen tubes did not grow at all,
confirming the existence of the self-incompatibility in that apple cultivar. The
crosses among the cultivars Baronesa and Fred Hough resulted on fruit-set of
95.4%. By self-pollination of cv. Fred Hough or crossing ‘Imperatriz with Daiane’
the obtained progeny did not set any fruit, showing the presence of gametophytic
incompatibility as well in these cultivars. Overall, the results obtained towards
molecular analysis can be taken as robust, since they were not only inferred from
comparison to reference cultivars, but also based on progeny tests and fruit set
performance.

Key words: Malus x domestica, pollination, breending
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1. INTRODUCAO

A cultura da macieira é destaque na economia de Santa Catarina, pois o
Estado vem mantendo-se como maior produtor brasileiro ha varios anos (Icepa,
2004). Devido a esta grande importancia socio-econémica que a macieira
representa para este Estado, Iniciou-se em 1973 um programa de
melhoramento genético, no ambito da Epagri (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdao Rural de Santa Catarina), que tem como objetivo
principal desenvolver e avaliar cutivares adaptaveis e resistentes as principais
doencas e pragas existentes no Estado de Santa Catarina (Denardi & Hough,
1987).

Cerca de 90% da producdo mundial de maca provém do hemisfério
norte, ficando o hemisfério sul responsavel por apenas 10% dessa producgdo
(Cogo, 1996). O sistema produtivo da magcd no Brasil envolveu 1.523
produtores no Estado de Santa Catarina, 698 no Rio Grande do Sul e 32 no
Parana, totalizando 2.253 produtores na safra 2002/03. Este setor gera
diretamente em torno de 46.000 empregos permanentes. A area cultivada em
2003 foi de 31.516 hectares com producdo ultrapassando as 989.961
toneladas, sendo que 90% desta foi oriunda das cultivares Gala, Fuji e suas

mutacdes (ABPM, 2004).
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As cultivares de macieira necessitam de polinizagdo cruzada, pois esta
espécie apresenta mecanismo de auto-incompatibilidade (Sl), o qual € um
sistema muito difundido para prevenir a auto-fertilizagdo, que € controlada por
um unico loco denominado S (Lundogvist, 1964; de Nettancourt, 2001). Esta
incompatibilidade é geneticamente controlada, sendo do tipo gametofitica,
ocorrendo sempre que o pdlen e o estigma apresentam o mesmo alelo-S.
Quando os alelos sao idénticos, a velocidade de crescimento do tubo polinico é
lenta, ou até mesmo nula, retardando a sua penetracdo até o ovario. Assim, ao
atingi-lo, dificilmente ocorrera a fecundagéo, pois o 6vulo em geral j& ndo esta
mais receptivo (Frankel et al., 1977).

A polinizagdo cruzada depende da co-existéncia de cultivares
compativeis, de insetos vetores para a transferéncia do pdélen entre estas,
durante o florescimento e das condi¢des climéaticas. Uma baixa eficiéncia de
polinizacdo contribui para uma baixa produtividade, que pode continuar
ocorrendo nos anos subsequentes em pomares comerciais (Goldway et al.,
1999). Desta forma, a identificacdo desta incompatibilidade entre cultivares
comerciais pode auxiliar na selecdo de cultivares polinizadoras compativeis e
ser um dos fatores determinantes para o sucesso da producéo.

Métodos convencionais, como testes de polinizagdo para determinar a
incompatibilidade existente entre cultivares, vem sendo utilizados ha muito
tempo (Kobel et al., 1939). Isoenzimas e de Glicoproteinas -S sédo também
freqientemente utilizadas para esta finalidade; entretanto, dependem de
metodologias demoradas e o0s resultados quase sempre sdo de dificil
interpretacéo (Sakurai et al., 2000). Janssens et al. (1995) e Sakurai et al.

(1997) desenvolveram marcadores moleculares especificos baseados em
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sequéncias de nucleotideos de cDNAs de alelos-S, os quais desde entdo tém
sido utilizados na identificacdo da série alélica S em diversas cultivares e
espécies de macieiras.

A proposta deste trabalho foi realizar a caracterizacdo molecular de
alelos-S em cultivares de macieiras de grande importancia nacional,
acompanhada da avaliacdo a campo da frutificagcdo efetiva de quatro
cruzamentos, da caracterizagdo germinativa de grdos de pdlen e do

desenvolvimento do tubo polinico in vivo de doze cultivares.
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2. JUSTIFICATIVA

A informacdo genética obtida sobre a incompatibilidade alélica em
gendtipos de macieira pode ser utilizada no planejamento de estratégias de
melhoramento, com hibridacées controladas e também no desenho de
pomares que garanta uma adequada polinizacdo com o uso de cultivares
compativeis.

O desenvolvimento de marcadores que detectem os alelos S possibilitou
avangar no conhecimento sobre o sistema auto-incompatibilidade genética em
macieira, além de confirmar o ‘pedigree’ de muitas cultivares. Do ponto de vista
pratico, a analise via PCR pode agrupar as cultivares de cruzamento sexual em
incompativeis (quando alelos-S n&o diferem), em compativel (ambos os alelos-
S diferem) e semi-incompativel (um alelo-S é comum) (Van Nerun et al., 2001).

O conhecimento do gendétipo-S em cultivares de macieira tem sido
utiizado na selecdo de parentais compativeis em varios programas de
melhoramento genético de outros paises. Além disso, esta identificacdo pode
permitir ao melhorista o uso de um grande numero de alelos-S nas cultivares a
serem selecionadas, 0 que garantiria uma ampla segregacao nas progénies, e
consequentemente, um bom fluxo génico entre as cultivares (Sakurai et al.,

1997).
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Dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento fisiolégico de grdos de
polen também sdo fundamentais para os estudos da biologia reprodutiva e do
melhoramento genético desta espécie, pois podem proporcionar maior Sucesso
nos cruzamentos (Modlibowska, 1956; Okuse, 1994; Grauslund, 1996;
Milutinovic et al., 1996; Nunes et al., 2001, Dantas et al., 2005).

A caracterizacdo molecular e morfofisiologica permite um melhor
entendimento dos mecanismos de incompatibilidade existentes nas cultivares
utilizadas no programa de melhoramento genético, bem como subsidios para o

plantio e manejo de pomares para produgao de magas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MELHORAMENTO GENETICO DA MACIEIRA

O numero exato de espécies do género Malus ndo € conhecido;
entretanto, estima-se que variam de 25 a 122 (Ponomarenko, 1986). A
distingdo de espécies primarias a partir de hibridos interespecificos é dificultada
devido a falta de exatiddo nas andlises genéticas, bioquimicas e morfoldgicas.
A mesma incerteza aplica-se também para o centro de origem da Malus,
embora aceita-se que a macieira € originaria da Asia ocidental, regido do
Caucaso e China ocidental (Watkins, 1995). A maioria das cultivares de
macieira € dipléide (2n=34), mas varios estudos tém sugerido que seus
genomas seriam complexos polipléides (Zhang et al.,, 1988). A origem do
namero basico hapléide de espécies do género Malus e outras Pomoideae,
x=17, tem sido atribuida a hibridacdo ancestral entre dois tipos selvagens
remotos, Prunoideae (x=8) e Spiraeoideae (x=9) (Challice e Westwood, 1973).
Se isto de fato ocorreu, a macieira pode ser considerada uma espécie
alopolipléide.

Malus x domestica Borkh. é um hibrido interespecifico (Korban, 1986),

formado com contribuicdo gendmica de Malus sylvestris Mill., Malus prunifolia
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Borkh. e Malus baccata Borkh., que estariam envolvidas, em diferentes graus,
no desenvolvimento da grande parte das variedades de macieiras atualmente
cultivadas (Challice, 1981).

Watkins (1995) obteve evidéncias de que Malus sieversii € a espécie
gue mais tem contribuido para a formacédo de Malus domestica, e que espécies
como Malus prunifolia e Malus asiatica tém contribuido com a caracteristica
resisténcia a inverno rigoroso (hardiness winter) para algumas cultivares.
Resisténcia a doencas por outro lado, teria sido derivada de Malus zumi e
Malus floribunda. Contudo, Malus mandshurica é provavelmente a melhor fonte
de resisténcia a doencas do género Malus (Watkins, 1995). Entretanto, nos
altimos anos, varias outras espécies de Malus tém sido utilizadas como
doadoras de genes para novas variedades de macieiras cultivadas via
cruzamentos sexuais interespecificos, controlados ou ao acaso (Way et al.,

1990).

As espécies de macieira sao altamente heterozigotas, sendo a heterose
0 mecanismo para se estabilizarem ou se desenvolverem evolutivamente,
residindo na fecundacédo cruzada os principais eventos que conduzem a isso.
Segundo Brown (1975), praticamente todas as cultivares de macieira sao auto-
incompativeis em alto grau. Algumas delas sdo completamente auto-
incompativeis, e aquelas que parecem ser auto-compativeis produzem maior
guantidade de frutos com maior nimero de sementes quando polinizadas por
uma cultivar compativel, mostrando que, mesmo em tais casos, existe algum
grau de auto incompatibilidade.

Apesar de enorme variabilidade genética nas espécies do género Malus,

o melhoramento tem sido realizado somente com um limitado “pool” génico.
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Desta maneira, um grande numero de cultivares comerciais foram derivados
principalmente a partir de cruzamentos nos quais um dos genitores foi “Golden
Delicious” e/ou “Cox’s Orange Pippin” (Noiton & Shelbourne, 1992).

O desenvolvimento de novas cultivares requer pelo menos 12 anos. No
melhoramento convencional seleciona-se as plantas resultantes de uma
combinacao genética, via de regra obtida por hibridacdo dirigida. O periodo de
pré-selecdo pode demorar até dois anos e a selecdo dos genotipos
recombinantes de interesse (sele¢des) mais quatro anos. A partir de entdo, o
processo de avaliacdo em colec¢des leva, pelo menos, seis anos. Com o uso de
marcadores moleculares e outras técnicas como ‘ferramentas’ auxiliares, pode-
se dinamizar a avaliagdo de algumas caracteristicas especificas, facilitando
com isso o futuro processo de avaliagdo das progénies.

As populacdes segregantes a serem testadas, devem mostrar suficiente
variabilidade genética para proporcionar a sele¢cdo de gendétipos a campo que
satisfacam a demanda do mercado futuro (Shelbourne et al., 1986). Estas
populaces melhoradas devem incluir gendtipos que apresentam boa
adaptabilidade edafoclimatica e boas caracteristicas de frutificacdo (IPGRI,

1982).

A producdo brasileira estd baseada praticamente em duas cultivares,
Gala e Fuiji, cujos plantios estéo localizados e sao restritos a area de maior frio
hibernal, devido a suas exigéncias climaticas. A cultivar Fuji tem como
principais limitacbes a fraca coloracdo da epiderme e quando cultivada em
altitudes inferiores a 1.200 m apresenta desuniformidade de tamanho e formato
dos frutos. A cultivar Gala n&do consegue expressar todas as suas

caracteristicas em locais que apresentem frio hibernal insuficiente (< 1200 m).
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As opcdes de cultivares para atender as condigdes climaticas locais e, ao
mesmo tempo, as exigéncias do mercado brasileiro ainda sdo muito limitadas
(Denardi & Camilo, 1997). Outro fator importante € que a maioria das cultivares
polinizadoras ainda usadas tem frutos de sabor &cido, impréprio para o
mercado brasileiro e possui epiderme verde, que é pouco apreciada, como é o
caso das cultivares Willie Sharp e Granny Smith.

Devido a falta de adaptabilidade climatica das cultivares, associado aos
problemas com pragas e doencas, em 1973 a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Santa Catarina (EMPASC), hoje Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), iniciou um
programa de melhoramento genético da macieira (Hauagge & Bruckner, 2002).
Atualmente, o programa de melhoramento genético da macieira na
Epagri/Estacdo Experimental de Cacador e Epagri/Estacdo Experimental de
Sé&o Joaquim trabalham objetivando a criagdo de novas variedades imunes ou
resistentes as principais doencas como a sarna (Venturia inaequalis) e a
mancha foliar de Gala (Colletotrichum gloeosporioides) podriddo amarga
(Glomerella cingulata). O programa de Cacador também tem por objetivo
desenvolver cultivares com menos necessidade de frio, adaptadas as
condi¢cdes edafoclimaticas das regides produtoras do Estado de Santa
Catarina. A Epagri ja lancou varias cultivares de macieira provenientes do
programa de melhoramento genético, dentre elas: Primicia (Denardi et al.,
1986), Princesa (Denardi et al., 1986), Fred Hough (Denardi & Camilo, 1994),
Catarina (Boneti et al.,, 1996), Baronesa (Denardi & Camilo, 1997), Lisgala
(Denardi et al., 1997), Fuji Suprema (Petri et al., 1997), Condessa (Denardi &

Camilo,1998c), Daiane (Denardi & Camilo,1998a), Duquesa (Denardi &
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Camilo,1998b) e Imperatriz (Denardi & Camilo,2000) e Joaquina (Pereira et al.,

2003), cujas caracteristicas estédo explicitadas na Tabela 1.
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TABELA 1. Descricdo das das cultivares de macieira desenvolvidas pela Epagri e suas principais caracteristicas.

Descrigcédo Primicia Princesa Fred Hough Imperatriz Fuji-Suprema Joaquina
Origem E.UA E.UA E.UA BRASIL BRASIL E.UA

) D1R101T117 x NJ56 x Anna NJ — 76 x Coop — 14 ) o Mutagao da Fuji NJ-76 x Coop-14
Genitores Gala x Mollie’s Delicious

Porte da copa
Habito vegetativo

Exigéncia em frio

Periodo de floragédo
Inicio de maturagéo
Cor epiderme
Formato do fruto
Peso médio (g)

Cor da polpa

Sarna

Oidio

Podriddo amarga

Fonte

D1R103T245
Vigoroso
Aberto

Média (>500 horas)

03/10 a 15/10
15/01 a 15/02
Vermelho intenso
Arredondado

160
Branco-creme
Imune

Tolerante

Tolerante

Denardi et al., 1986.

Semi-vigoroso
Semi-aberto

Baixa (<450 horas)

25/08 a 20/09

15/01 a 30/01
Vermelho rajado
Arredondado cénico
150

Branco-creme
Suscetivel
Suscetivel
Suscetivel

Denardi et al., 1986.

Semi-ando
Fechado

Média (>500 horas)

20/09 a 10/10

20/02 a 15/02
Vermelho estriado
Arredondado cénico
135

Amarelo-creme
Imune

Suscetivel
Suscetivel

Denardi & Camilo,
1994,

Vigoroso
Semi-aberto

Média (>500 horas)

23/09 a 20/10
05/02 a 20/02
Vermelho estriado
Oblongo-cénico
150
Amarelo-creme
Suscetivel
Tolerante
Tolerante

Denardi & Camilo,
2000.

Vigoroso
Semi-aberto

Alta (>800

horas)

25/09 a 15/10
28/03 a 15/04
Vermelho-sdlido
Arredondado
125
Amarelo-creme
Suscetivel
Tolerante
Suscetivel

Petri et al.,
1997.

Semi-vigoroso
Semi-aberto

Alta (>800

horas)
09/09 a 30/09
19/02 a 01/03
Vermelho
Achatado-globoso
200
Amarelo-creme
Resistente
Tolerante
Suscetivel

Pereira et al.,
2003.

PDF Creator - PDF4Free v2.0

http://www.pdf4free.com

(continuagéo...)


http://www.pdfpdf.com/0.htm

10

Descrigcédo Baronesa Lisgala Catarina Condessa Duquesa Daiane
Origem BRASIL BRASIL BRASIL BRASIL E.UA BRASIL
) ) . Mutagao da Gala Fuji x PWR37T133 Anna x Gala x Princesa
Genitores Princesa x Fuji Gala x M-41
D1R100T147
Porte da copa Semi-vigoroso Semi-vigoroso Semi-vigoroso Semi-ando Vigoroso Semi-vigoroso
Habito vegetativo Semi-aberto Semi-aberto Semi-aberto Aberto Fechado Fechado

Exigéncia em frio
Periodo de floragéo
Inicio de maturagéo
Cor epiderme
Formato do fruto
Peso médio (g)

Cor da polpa

Sarna
Oidio
Podriddo amarga

Fonte

Média (>500 horas)
20/09 a 10/10
28/03 a 115/04
Vermelho opaca
Arredondado

130

Branco-creme

Tolerante
Tolerante
suscetivel

Denardi & Camilo,
1997a.

Alta (>800 horas)
28/09 a 25/10

28/01 a 15/02
Vermelho sélido
Arredondado cénico
120

Branco-creme

Suscetivel
Tolerante
Suscetivel

Denardi et al., 1997.

Média (>500 horas)
22/09 a 09/10

19/03 a 02/04
Vermelho-rajado
Arredondado cénico
180

Amarelo-

esbranquicado
Resistente
Suscetivel
Suscetivel

Boneti et al., 1996

Baixa (< 500 horas)
05/09 a 25/09

05/01 a 15/01
Vermelho com estrias
Arredondado oblongo
120

Branco-creme

Tolerante
Tolerante
Suscetivel

Denardi & Camilo,
1998c.

Baixa (< 500 horas)

05/09 a 25/09

20/01 a 05/02

Vermelho-escarlate

Arredondado oblongo

120

Branco-creme

Resitente
Tolerante
Suscetivel

Denardi & Camilo,
1998b.

Média (>500 horas)
10/10 a 30/10
05/03 a 25/03

Vermelho-estriado
Cénico
125

Amarelo-creme

Resistente
Resistente
Resistente

Denardi &
Camilo, 1998a.
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3.2 POLINIZACAO NA MACIEIRA

7

Polinizacdo é o evento chave na reprodugcdo de plantas, agindo no
estimulo ao crescimento e desenvolvimento do ovario (Dong et al., 1998). E a
transferéncia do grao de pdlen da antera para o estigma. Segundo Jensen
(1973), o grao de pdlen que cai sobre o estigma de uma flor em poucas horas
germina. Crescendo varios milimetros por hora, este tubo prossegue através
dos tecidos do estigma e estilete, até atingir o évulo, caracterizando entdo a
fecundacao. A flor de macieira, de acordo com a descricdo de Brown (1975), é
periantada, completa, constituida por célice com cinco sépalas, corola com
cinco pétalas, aproximadamente vinte estames e pistilo dividido em cinco
estiletes. O ovario € infero e possui cinco carpelos, cada um contendo dois

6vulos.

Dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento fisiolégico de grdos de
polen sdo fundamentais para os estudos da biologia reprodutiva e do
melhoramento genético da macieira, pois asseguram maior Sucesso nos
cruzamentos. Knowlton (1935) observou grande variagdo na producdo de pélen
por antera entre cultivares. O autor verificou também que a producdo de pdlen
de uma cultivar varia de um ano para outro e de uma planta para outra no

mesmo ano.

Petri (1976) constatou que o niumero de gréos de pdlen por antera, de
diversas cultivares de macieira, na regidao produtora de Fraiburgo - Estado de
Santa Catarina, manteve-se entre dois e trés mil. Estes valores foram
considerados muitos baixos em comparagdo com o0s obtidos nos Estados

Unidos e Japéo, que oscilam entre cinco e dez mil grdos de pdlen por antera.
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A avaliagdo das plantas polinizadoras envolve polinizagdes manuais,
controladas a campo, combinadas com andlises laboratoriais, para determinar
a qualidade dos graos de pdlen (Souza e Raseira, 1998). Varias pesquisas tém
sido conduzidas visando estabelecer e/ou padronizar meios de cultura e
condi¢cdes ambientais para avaliar a viabilidade de polen em diversas espécies,
tais como Prunus avium (Askin et al., 1990), Malus domestica (Okuse, 1994;
Stosser et al., 1997), Pyrus spp. (Li et al., 1991; Souza e Raseira, 1998) e Vitis

spp. (Sharma e Bist, 1991).

Estigma

\

{ Antera
; «:;-;-./

st

Estilete

Filete

Sépala
Glandulas secretoras de néctar

Ovario

FIGURA 1: Diagrama de uma flor de macieira cortada longitudinalmente para

mostrar os seus componentes (Macdaniels & Heinicke, 1929).
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3.3 INCOMPATIBILIDADE NA MACIEIRA

A auto-incompatibilidade (Self Incompatibility - SI) é uma caracteristica
herdavel, onde a flor rejeita seu proprio pélen (Hugard, 1978). O tipo mais
comum é a incompatibilidade gametofitica Sl, presente na familia Rosaceae, na
gual a macieira (Malus X. domestica) se encontra classificada botanicamente
(Certal et al., 1999). Neste sistema, o tubo polinico expressa um dos alelos S,
guando em contato com o pistilo. Ao expressar um alelo idéntico a um dos
alelos do pistilo, o desenvolvimento do tubo polinico é paralisado, ocasionando
a ndo fecundagdo do 6vulo (Batlle et al., 1995; Broothaerts et al., 1995).
Modlibowska, em 1945, ja havia percebido que quanto maior o grau de
parentesco entre cultivares, maior era o grau de incompatibilidade. Além da
incompatibilidade de natureza genética multialélica para o gene S (Spiegel-Roy
e Alston, 1982), as relagdes de compatibilidade em macieira estdo sujeitas a
influéncias ambientais.

Segundo Richards (1997), o sistema de incompatibilidade teve pouca
atencdo no inicio, pois como a maior parte das espécies vegetais apresenta
flores hermafroditas, considerava-se a autofertilizagdo uma decorréncia natural
da constituicdo morfolégica. De Nettancourt (1977) relata que a primeira
publicacdo sobre o assunto foi a de Kolreuter, em 1764, descrevendo a auto-
incompatibilidade — Al em Verbascum phoeniceum. Richards (1997) relata que
Darwin, também chamado o pai dos estudos sisteméticos da reproducdo em
plantas, descreveu a ocorréncia de auto-incompatibilidade em algumas
espécies e, apesar de desconhecer 0s principios da genética, verificou que a Al

favorecia a alogamia. Com a redescoberta dos trabalhos de Mendel, no inicio

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

14

do século XX, houve um estimulo muito grande ao desenvolvimento de
trabalhos com a Al e sua relagcdo com a genética, sendo que na década de 20
surgiram os primeiros trabalhos sobre a heranca multialélica da Al gametofitica
(Richards, 1997). Entdo, o fenbmeno passou a ser abordado de mudltiplas
formas. Atualmente grande importancia estd sendo dada ao estudo desse
mecanismo, em virtude da relevancia em estudos de polinizagdo para
composicdo varietal dos pomares e para fins de melhoramento genético de
plantas.

A frutificacdo efetiva pode estar associada a fatores genéticos de
incompatibilidade entre cruzamentos ou associada a fatores ambientais, como
variacdes climaticas, com alternancia de frio e calor apdés a polinizacdo que
afetam o crescimento e a penetracdo do tubo polinico, como j& verificado
anteriormente por Willam e Maier (1977) e Soltész et al., (1997). Petri e
Pascoal (1981) e Schramm (1985) também verificaram que cruzamentos com
baixa frutificagcdo também estavam associados a fatores climéaticos, como
baixas temperaturas apés a floragdo, caréncia em numero de horas de frio no
periodo de dorméncia ou deficiéncia de carater fisiologico.

A macieira apresenta um sistema de auto-incompatibilidade gametofitica
(Gametophitic Self Incompatibility - GSI) que é controlada por um unico loco
multi-alélico, denominado de loco-S. O crescimento do tubo polinico é inibido
guando o alelos-S presente no pdélen é similar a um dos dois alelos-S
expressados no pistilo; estes por sua vez codifica varias glicoproteinas com
atividade S-RNases. Inicialmente marcadores isoenzimaticos e glicoproteinas-
S foram utilizados para os estudos de incompatibilidade genética. Essas

técnicas permitiram a identificagcdo de grupos de alelos-S (Batle et al., 1995;
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Manganaris e Alston, 1987; Sassa et al.,, 1994). Entretanto, esses trabalhos
eram bastante demorados e nao forneceram resultados muito claros.

Janssen et al. (1995) desenvolveram um método de genotipagem de
alelos-S, utilizando a amplificacéo via reacdo de polimerase em cadeia (PCR)
seguida de digestdo por enzima de restricdo. Este método é baseado na
utilizacdo de inciadores especificos de alelos-S, os quais foram previamente
sequenciados. As primeiras sequéncias de nucleotideos de cDNAs de alelos-S
foram inicialmente sequenciados por Broothaerts et al. (1995) e apresentam a
terminologia de S1, S2, S3, S5, S7 e S9. Posteriormente, varias outras
seqUéncias de alelos foram descobertas, tais como S4, S24, S26, S27, Sd
(Katoh et al., 1997; Sassa et al.,, 1996; Verdoodt et al. 1998, Kitahara et al.,
2000, Matsumoto e Kitahara et al., 1999).

Recentemente, Brothaerts (2003) prop6s uma re-numeracéo dos alelos
S, pois a nomenclatura (numeracdo) até entdo existente, contemplava o
mesmo alelo-S a véarias nomenclaturas. Van Nerum et al. (2001) mostraram
gue o alelo S22 (atribuido a cultivar Alkmene), o alelo S23 (cv. Delbard Jubile)
e o0 alelo S25 (cv. Merlijn) sado idénticos e também correspondem ao
previamente identificado alelo S27b (Verdoodt et al. 1998). Nesse mesmo
trabalho foi relatado que o alelo S25 encontrado na cv. Telamon era
correspondende ao alelo sequenciado S10. O mesmo estudo também mostrou
que o alelo "japonés” Sg (clonado por Matsumoto et al., 1999) correspondeu
ao alelo S20 de Boskovic e Tobutt (1999).

Os iniciadores especificos tém sido utilizados desde entdo, para
discriminar fenotipos-S em cultivares de macieira, e designar o alelo-S presente

como ferramenta para selecao de polinizadoras compativeis. A partir de entéo,
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genes do loco S presentes no pistilo tém sido clonados a partir de diversas

cultivares.
S 5 5, &
Pélen ——&b i /} Estigma (\
3? I
| |I — ! Estilo
{1
Antera ,'I I".‘
P [-W‘- ". | b A
|| r , . ¥ ,.- y
ah Ovario R
i l "L = l \ l' b]# )
AY u"! / Ovulo \ 'L'*- ”;/'
8,5, Antera 5 5' Pistilo S-S:. Pistilo 5,5, Pistil
Incompativel Semi- Compativel Compativel

FIGURA 2 : Sistema de auto-imcompatibilidade gametofitica em macieira

(SILVA & GORING, 2001).

O fendtipo do pdélen é determinado pelo seu préprio genoma hapldide.
Assim, o crescimento do tubo polinico é inibido quando o alelo-S do podlen é
igual a um dos alelos-S expresso no pistilo. Pode-se observar na Figura 2, que
no pistilo da esquerda (A), o grdo de pdlen da antera S1 ou S2 é auto-
incompativel com o pistilo S1S2. No pistilo do centro (B) apenas um dos alelos
S do pélen (S1 ou S2) é igual ao do pistilo (S1S3). Neste caso, a metade dos
graos de polen é compativel. J&, no pistilo da direita (C), nenhum dos alelos S
do pdlen (S1 ou S2) é igual aos do pistilo (S3S4): neste caso todos os graos de
polen podem germinar e crescer.

O desenvolvimento de iniciadores que detectem novos alelos-S leva a
novos entendimentos sobre o sistema de auto-incompatibilidade genética em
macieira, além de servir como ‘ferramenta’ para confirmar o ‘pedigree’ de

muitas cultivares. A andlise molecular permite também estabelecer grupos de
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cultivares cujos cruzamentos entre si sdo incompativeis, compativeis (ambos
alelos S diferem) e semi-incompativel (um alelo-S é comum) (Janssens et al.,
1995).

O conhecimento destes alelos-S permite também a selecdo correta de
parentais compativeis em programas de melhoramento genético. Da mesma
forma, este conhecimento garante uma ampla distribuicdo de alelos-S entre as
cultivares a serem selecionadas nas progénies segregantes, mantendo-se um

bom fluxo génico entre as cultivares (Sakurai et al., 1997).

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

18

4. OBJETIVOS

4.1 GERAL

O presente trabalho objetivou caracterizar os alelos-S de 12 cultivares
de macieira provenientes do programa de melhoramento genético da Epagri/

Estacdo Experimental de Cacador.

4.2 ESPECIFICOS

A) Otimizar rea¢des de PCR com os marcadores especificos de alelos-S;

B) ldentificar alelos-S envolvidos na incompatibilidade de 12 cultivares de
macieira através de marcadores;

C) Determinar a viabilidade da germinacgéo do pdlen in vitro;

D) Validar a identificagao de alelos-S em progénies de cruzamentos dirigidos;
E) Confirmar a incompatibilidade via combina¢cdes de cruzamentos dirigidos e

analise de frutificacdo efetiva nas suas progénies;
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5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado em dois locais. A parte laboratorial foi
desenvolvida no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal (LFDGV) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC, localizado no municipio de Florianépolis/SC e a parte
experimental, a campo, foi realizada na Epagri - Estacdo Experimental de

Cacador/SC.

5.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas 12 cultivares comerciais de macieira e duas selecbes
obtidas pelo programa de melhoramento genético da Epagri/Estacao
Experimental de Cacador e Estacdo Experimental de Sdo Joaquim, SC, além
de algumas cultivares referéncia que ja possuem os alelos-S determinados

(Tabela 2).
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Tabela 2 Lista de cultivares criadas e sele¢des obtidas pelo programa de

melhoramento genético da Epagri-SC com seus respectivos genitores, e

cultivares referéncias de alelos-S.

Cultivares e Selecbes

Parentais

Primicia
Princesa
Fred Hough
Catarina
Baronesa
Lisgala
Fuji Suprema
Condessa
Daiane
Duquesa
Imperatriz
Joaquina
Selegcédo M13-91
Selegcdo M46-94

D1R101T117 x D1R103T245
NJ — 56 x Anna
NJ — 76 x Coop — 14
Fuji x PWR37T133
Princesa x Fuiji
Mutacé&o cv. Gala
Mutacé&o cv. Fuiji
Gala x M-41
Gala x Princesa
Anna x D1R100T147
Gala x Mollie’s Delicious
NJ-76 x Coop — 14
Mollie’s Delicious x Princesa
Fred Hough x Gala

Cultivares referéncia

Gala, Fuji, Melrose, Coop 14, Grany Smith,
Mutsu, Golden Delicious, Delicious, Gloster,

Alkmene, ldared, Braeburn, NJ 56, Eva.

5.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas folhas jovens (inicio do ciclo vegetativo — na primavera

de 2004), das 12 cultivares comerciais e das duas selecdes obtidas pelos

programas de melhoramento genético das Estacées Experimentais de Cacador
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e de Sao Joaquim, Epagri, SC, e das cultivares referéncia de alelos-S (Tabela
2). As amostras foram coletadas e colocadas em sacos plasticos com sua
respectiva identificacdo. Em seguida, foram acondicionadas em caixa térmica
com gelo para o transporte da Estacdo Experimental de Cacgador até o
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) da

UFSC, onde foram armazenadas em freezer -20°C até a extragcdo do DNA.

5.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir de folhas jovens utilizando-se o
protocolo modificado de Doyle e Doyle (1987). As folhas jovens (100 a 150 mg)
foram colocadas em cadinhos de porcelana, onde foram imersas em nitrogénio
liguido e, em seguida, com auxilio de um bastdo de porcelana foram
maceradas até formar um fino p6. Sobre o macerado foi acrescentado 700 pl
de tampéo de extracédo (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20mM EDTA; 100 mM Tris-
HCL, pH 8,0; 1% PVP-40 e 2% [-mercaptoetanol) pré-aquecido a 60°C. Esta
solugdo foi entdo transferida para microtubos de 2,0 ml, os quais foram
incubados em banho-maria a 60°C durante 60 min.

Apoés a retirada dos tubos do banho-maria, esperou-se 0s mesmos
atingirem temperatura ambiente. Apds esta espera, em capela de exaustao, foi
acrescentado a cada tubo (amostra) 700 ul de CIA (cloroformio-alcool
isoamilico 24:1) para realizar a primeira extragdo. Em seguida, os tubos foram
invertidos por 5 min. Apés este procedimento, os tubos foram centrifugados a

10.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi retirado e transferido para um
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novo tubo de 1,5 ml, acrescentando-se 50 pul de uma solugcéo de 10% CTAB,
1,4 M NaCl, invertendo-se os tubos novamente por 5 min. O processo de
extracdo com CIA foi repetido trés vezes. O sobrenadante final foi transferido
para um tubo novo, adicionado-se 400 pl de etanol absoluto frio (-20°C) e
mantendo-o por 30 min ou mais a temperatura de —20°C. Os tubos foram entéo
centrifugados a 10.000 rpm por 10 min (para a formacéao do pellet).

Apoés a formacgdo do ‘pellet’, o sobrenadante foi descartado e o ‘pellet’
lavado duas vezes com 1 ml da solugéo de etanol 76% e 10 mM de acetato de
amonio por 10 min e uma vez com 1ml de etanol absoluto frio. Em seguida, o
pellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 70 pl de tampao TE
contendo 10 pg/ml de RNAse. Apés esta etapa, o mesmo foi incubado a
temperatura ambiente por 12 horas, para a digestdo do RNA.

A quantificacdo de DNA foi feita em gel de agarose (0,8%), corado com
brometo de etidio (0,02%), tendo como padréo de | DNA as concentracdes de
20, 50, 100 e 200 ng/ul. As amostras foram carregadas com 3 pl de uma
solugcdo estoque de tampéao [20 ml de TE, pH 8,0; 8 g de sacarose; 50 mg de
azul de bromofenol; 400 ul de brometo de etidio (Img/ml) e 1 pl de agua mili-Q
autoclavada). A determinacdo da concentracdo do DNA extraido foi feita por
comparacdo com os padrdes utilizados. O DNA ficou armazenado a —20°C até

0 usoO.
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5.4 REACAO COM MARCADORES ALELOS S

A reacéo padrédo de PCR (reacdo de polimerase em cadeia) foi ajustada
para um volume final de 15 pl, incluindo 1 X de tampé&o padréo (Invitrogen),
1,75 mM de MgCl, 200 uM de dNTPs, 1 uM de cada iniciador, 0.6 U de Taq
polimerase e 100 ng de DNA gendomico por reacdo. Foram testados 16
iniciadores disponiveis no GeneBank (http://www.ncbi.nilm.nih.gov) oriundos do
sequenciamento de cDNA de diversas cultivares (Tabela 3). As condi¢cbes de
amplificacdo foram: 3 min & 94°C, seguidos de 30 ciclos de 1 min & 94°C
(desnaturacdo); 1 min & 60°C (a temperatura de anelamento padrdo pode ser
alterada, dependendo do par de iniciadores) (Tabela 3) e 1 min & 72°C
(extensdo da Taq polimerase e incorporacdo dos nucleotideos, sendo que,
para os iniciadores S6 e S20 o tempo de extenséo foi ajustado para 45 s). Apos
os 30 ciclos, a reacéo foi submetida ao resfriamento a 4°C até ser retirada do
termociclador. Para discriminacdo dos alelos S4, S16 e S22, parte dos
produtos amplificados na PCR (10 nmi) foi digerida pela enzima de restricdo
Tagl(1 h, 65°C). Similarmente, para a discriminagéo do S20, parte dos produtos
amplificados na PCR (10 m) foi digerida pela enzima de restricao Nar | (durante
a noite, 37°C). Para todos os iniciadores desafiados, foram utilizados controles
positivos (cultivares referéncia que possuem o respectivo alelo-S) e controles
negativos (cultivares que ndo possuiam o respectivo alelo-S do iniciador) que
se encontram na Tabela 4.

Para visualizacdo e separacdo dos fragmentos amplificados foi utilizado
gel de agarose (2%), contendo 0,5 ug/ml de brometo de etideo em TBE 1X

(100 mM Tris/100 mM &cido bérico/2 mM de EDTA pH 8,0. Foi utilizado como
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marcador uma solugdo contendo fragmentos de tamanho conhecido (ladder) de
50 pb (Invitrogen), e as corridas eletroforéticas foram a 70 V pelo periodo de 3

horas.

Tabela 3 Sequéncia de nucleotideos e condicbes de PCR para iniciadores

especificos alelo-S.

Tamanho do

Alglo Iniciadores Seqiiéncias (5’a 3) Temperaturade  fragmento
Anelamento amplificado
(pb)

FTC168 ATATTGTAAGGCACCGCCATATCA T

S1 FTC169 GGTTCTGTATTGGGGAAGACGCAC AA 60 530
OWB122  GTTCAAACGTGACTTATGCG

S2 OWB123 GGTTTGGTTCCTTACCATGG 60 449
FTC177 CAAACGATAACAAATCTTAC

S3 FTC226 TATATGGAAATCACCATTCG 57 500
FCT5 TCCCACAATACAGAACGAGA

S4 OWB249 CAATCTATGAAATGTGCTCTG 58, Taql 274
FTCI0 CAAACATGGCACCTGTGGGTCTCC

S5 FTC11 TAATAATGGATATCATTGGTAGG 60 346
FTC141 ATCAGCCGGCTGTCTGCCACTC

S6 FTC142 AGCCGTGCTCTTAATACTGAATAC 60, E 45 sec 850
FTC143 ACTCGAATGGACATGACCCAGT

s7 FTC144 TGTCGTTCATTATTGTGGGATGTC 60 302
OWB154  CAGCCGGCTGTCTGCCACTT

S9 OWB155 CGGTTCGATCGAGTACGTTG 62 343
FTCI12 CCAAACGTACTCAATCGAAG

S10 FTC228 ATGTCGTCCCGTGTCCTGAATC 60 209
FTC5 TCCCACAATACAGAACGAGA

S16 OwWB249 CAATCTATGAAATGTGCTCTG 60, Taql 274
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S19

S20

S22

S23

S24

S26

FTC229

FTC230

FTC141

FTC142

FTC5

OowB249

FTC222

FTC224

FTC231

FTC232

FCT14

FTC9

TCTGGGAAAGAGAGTGGCTC

TTTATGAACTTCGTTAAGTCTC

ATCAGCCGGCTGTCTGCCACTC

AGCCGTGCTCTTAATACTGAATAC

TCCCACAATACAGAACGAGA

CAATCTATGAAATGTGCTCTG

CAATCGAACCAATCATTTGGT

GGTGTCATATTGTTGGTACTAATG

AAATATTGCAACGCACAGCA

TTGAGAGGATTTCAGAGATG

GAAGATGCCATACGCAATGG

TTTAATACCGAATATTGGCG

60

60,E 45 sec, Nar |

60, Taql

60

60

55

25

304

920

274

237

580

194

* E 45 = Temperatura de extensao 45 °C.

Os géis foram visualizados em transluminador de luz UV e fotografados

para registro e analise em fotodocumentadora (Single UV M-20,UVP®), com

auxilio do programa DigDoclt. A andlise foi realizada discriminando as bandas,

baseada no nimero de pares de base (Figura 3), sendo utilizado como padrao

em outras cultivares referéncia (Tabela 3).
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FIGURA 3 Separacdo de produtos amplificados para cada alelos-S em

macieira. Cada linha mostra o peso molecular de alelo Unico especifico. M=
Ladder DNA 50 pb (150-750 pb) (Broothaerts, 2003).
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Tabela 4 Codigo no GeneBank, origem do cDNA clonado e cultivares

referéncia para alelos-S em macieira.

Alelo N° Origem do cDNA Cultivar Referéncias
GeneBank clonado referéncia
S1 D50837 Fuji* Fuji (S1Se) 'Sassa et al. 1996;
S2 U12199 Golden Delicious®>  Golden Delicious “Broothaerts et al. 1995:
(S2S3)
S3 U12200 Golden Delicious®>  Golden Delicious Broothaerts et al. 1995:

S4 AF327223 Gravenstein®

S5 U19791 Queen’s Cox*

S7 AB032246 Akane® Idared”

1

S9 D50836 Queen’s Cox* Fuji
S10  ABO052683 Discovery®,
Maypole®,
Mclintosh’, Prima®,
Telamon®
S16  AF016919 Baskatong®
S22 AF327222  Alkmene®, Delbard
Jubil®, Merlijn®
S19  AB035273  Delicious’ Starking
Delicious™®
S20  AB019184 Indo™
S23  AF239809 Granny Smith*?
S24  AF016920  Akane’ Braeburn®
S26  AF016918 Baskatong®

(S2S3)

Gloster (S4S16)  *van Nerum et al. 2001;

Gala (S,Ss)  “Janssens et al. 1995;
Idared (S5S;)  “Janssens et al. 1995;
*Kitahara et al. 2000;
Fuji (S1Se) “Janssens et al. 1995;
'Sassa et al. 1996
Mclntosh ’Richman et al. 1997;
(S10S(2s) ’Kitahara e Matsumoto 2002;
%van Nerum et al. 2001;
Baskatong  ®Verdoodt et al. 1998;
(816826)1

Alkmene (SsS,,) *Van Nerum et al. 2001;

®Matsumoto et al.
°Okuno 2000;

Delicious (SeS19) 2000;

Mutsu (S,S3Sz) “Matsumoto et al.1999;

Granny Smith  "*Schneider et al. 2001

(SSSZS)

°Kitahara et al.
8erdoodt et al. 1998;

Braeburn (S¢S.4) 2000;

Baskatong  ®Verdoodt et al. 1998;

(S16S26)

1 3 . . . . )
Os numeros sobrescritos nas cultivares de origem do ‘cDNA clonado’, correspondem aos seus

respectivos autores (Referéncia).
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5.5 SEGREGACAO DOS ALELOS-S

Para o estudo da segregacdo dos alelos-S, foram utilizadas 30
progénies (seedlings) do cruzamento realizado entre as cultivares Sel. M46-94
(S19S5) X Sel. M13-91 (S5 S10), que apresentam semi-compatibilidade (grau
de compatibilidade de 50%) e 36 progénies (seedlings) do cruzamento
realizado entre as cultivares Imperatriz (S3S5) X Catarina (S1S19), que
apresentam  compatibilidade total (grau de compatibilidade de 100%),
cruzamentos estes realizados em 2003 na Epagri Estagcdo Experimental de
Cacador. As reacOes de PCR foram feitas com DNA tanto dos parentais
guanto das progenies, de acordo com metodologia proposta anteriormente no
item 5.4. A andlise da proporcdo de segregacdo obtida com a esperada foi
testada utilizando-se teste c? (Beiguelman, 1991). Na progénie do primeiro
cruzamento a proporcdo esperada é de 1 S19S10 : 1 S5S10, enquanto na

segunda progénie é de 1 S3S1:1S5S1:1S3S19:1 S5 S109.

5.6 NUMERO DE ANTERAS E GRAOS DE POLEN

Seguindo metodologia proposta por KEARNS & INOUYE (1993), foram
coletadas quatro flores de cada cultivar e contado o numero de estames por
flor. Em seguida, foram coletadas cinco anteras de cada flor e estas foram
armazenadas individualmente em tubos de epperdorf de 1,5 pl contendo uma

solucdo de &acido lactico. Posteriormente, os graos de pélen de cada cultivar
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foram colocados em uma lamina e contados sob microscopio 6éptico, com
aumento de 100x.

A quantidade de graos de pdlen em cada antera (N) foi estimada
multiplicando-se a média do niumero de graos de pdlen da amostra (X) pelo
volume do acido lactico a qual foi realizada a diluicdo (1000 pl) e dividindo este
valor pelo produto entre o volume de &cido lactico da amostra (1,5 pl) e o
namero de anteras de cada tubo (5). Esse procedimento pode ser resumido
pela seguinte formula: N = X.133,33. Para estimar o numero de grdos de pdlen
produzido por flor, foi efetuada a multiplicacdo da estimativa média de graos de
polen por antera pelo numero de anteras por flor. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e a comparacao entre médias através do teste de Duncan

a 5% (Beiguelman, 2002).

5.7 GERMINACAO DE GRAOS DE POLEN in vitro

Para a determinacdo da taxa de germinacdo de pdlen foram utilizadas as
cultivares Baronesa, Condessa, Daiane, Duquesa, Eva, Fred Hough, Gala,
Imperatriz, Princesa e Suprema. Flores foram coletadas em estadio de baldo
rosado (fase de antese) e as anteras foram retiradas utilizando-se um estilete e
colocadas para secar em estufa, sob temperatura 20+5°C. até a completa
deiscéncia (liberacdo do polen). O pdélen seco foi entdo armazenado em tubos
de vidros (10 ml), vedados com algodéo e armazenado em dessecador mantido
a 4°C até sua utilizacdo, aproximadamente duas semanas. Para verificar a

viabilidade dos gréos de poélen antes da realizacdo dos cruzamentos a campo,
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estes foram submetidos a teste de germinagao in vitro, em meio de cultura com
10 g.L* de &gar suplementados com 100 g.L™ de sacarose (Merk) e 0,04 g.L™
de acido bérico (Galletta, 1983; Nunes, 2001) em placas de Petri. O pdlen foi
aspergido sobre o meio de cultura com auxilio de pincel de pele de camelo,
para se obter uniformidade de distribuicdo na superficie do meio de cultura. As
placas foram mantidas em incubadora (B.O.D) a 25°C. Ap6s duas horas da
inoculacao, foi procedido a leitura da germinagdo com auxilio de microscopio
binocular, considerando-se germinados os graos de podlen cujo tubo polinico
tinha comprimento de, pelo menos, o diametro do proprio grao de pdlen. Para
efeito de contagem, foram considerados cinco campos de leitura, totalizando ao
menos 250 graos de pélen, ou 50 gréos de pdlen por campo de leitura.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo
composto das dez diferentes origens de poélen (tratamentos) e cinco repeticoes
por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e a
comparacao entre médias feita através do teste de Duncan a 5% ((Beiguelman,

2002).

5.8 DESENVOLVIMENTO DO TUBO POLINICO

Para o estudo do desenvolvimento do tubo polinico foi realizada a

polinizac&o dirigida entre cultivares que possuem a mesma época de floracéo,

conforme Tabela 5.
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Tabela 5: Cruzamentos para estudo do desenvolvimento do

realizados na Epagri/ Estacao Experimental de Cacador, SC.

30

tubo polinico,

CRUZAMENTOS

Produtora Polinizadora Produtora Polinizadora
Princesa X Condessa Fred Hough X Daiane
Duquesa X  Condessa Fred Hough X Baronesa
Condessa X Condessa Daiane X Imperatriz
Condessa X Princesa Daiane X Gala
Condessa X Duquesa Daiane X Fred Hough
Imperatriz X Gala Daiane X Baronesa
Imperatriz X  Fred Hough Daiane X Suprema
Imperatriz X  Daiane Baronesa X Imperatriz
Imperatriz X Baronesa Baronesa X Gala
Imperatriz X  Suprema Baronesa X Fred Hough
Gala X Imperatriz Baronesa X Daiane
Gala X Fred Hough Baronesa X Suprema
Gala X Daiane Suprema X Imperatriz
Gala X Baronesa Suprema X Gala
Gala X  Suprema Supema X Fred Hough
Fred Hough X Imperatriz Suprema X Daiane
Fred Hough X Gala Suprema X Baronesa
Fred Hough X Suprema

As polinizagoes foram realizadas em trés estiletes em cada uma das 10

flores emasculadas de cada cruzamento, com trés repeticées (30 flores por
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cruzamento). A coleta das flores foi realizada em cinco periodos: 24, 48, 72, 96
e 120 horas apos as polinizagdes (6 flores para cada periodo). Imediatamente
apos a coleta das flores, os estiletes foram fixados em fixativo Carnoy (3 partes
de etanol 95%:1 parte de acido acético glacial) e levados ao laboratério. Para
visualizacdo dos tubos polinicos foi utilizada a técnica de fluorescéncia
(MARTIN, 1959), que consistiu em colocar os estiletes em placas de relogio
com NaOH 8N em estufa a 40 °C por aproximadamente 15 min. Apds, os
estiletes foram lavados com agua destilada por trés vezes e mantidos em agua
até a sua transferéncia para uma lamina contendo uma gota de soluc¢do de azul
de anilina 0,1% em KsPO, (0,1 M). As observagOes foram feitas em
microscoépio invertido Olympus IMT-2 com aparato de epiflorescéncia com
filtros de 450 nm. ApGs observadas, as laminas foram classificadas de acordo
com a capacidade de germinacdo dos grdos de pdélen e da capacidade de
crescimento dos tubos polinicos, utilizando-se a classificacdo proposta por

Carvalho (1989). As classes de avaliacdo encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 Classes para avaliagcdo do comprimento do tubo polinico crescido no

estilete de flores de macieira. CCA/UFSC, Floriandpolis, 2005.

Classes ' Crescimento do tubo polinico no estilete

1 Tubo polinico ndo ultrapassando o estigma

2 Tubo polinico entre o estigma e a metade do estilete
3 Tubo polinico entre a metade e 2/3 do estilete

4 Tubo polinico entre 2/3 do estilete e entrada do ovario
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5 Tubo polinico penetrando no ovario

6 Tubo polinico penetrando no 6vulo

(*) Classificacéo proposta por Carvalho (1989).

5.9 FRUTIFICACAO EFETIVA

Para o estudo da frutificacdo efetiva (fruit-set), foram realizados quatro
cruzamentos (Tabela 7), no periodo de 21/09/05 a 21/10/05, na Estacé&o
Experimental de Cacador. Os parentais foram escolhidos de acordo com o grau
de incompatibilidade alélica, encontrado pela anélise molecular dos alelos-S

feita no laboratério.

Tabela 7 : Cruzamentos para o estudo da frutificagcdo efetiva (fruit set).

Epagri/Estacéo Experimental de Cacador, SC, 2005.

Cruzamento Grau de

Incompatibilidade

Baronesa (S3Sg) x Fred Hough (S5S19) 0%

Baronesa (S3Sg) X Imperatriz ( Sz Ss) 50%
Fred Hough (SsSi9) X Fred Hough (S5 Si1g) 100%
Imperatriz (S3Ss) x Daiane (S3 Ss) 100%
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Foram selecionadas nove plantas sadias em cada cruzamento e
realizada a emasculagdo com o auxilio de uma tesoura nas flores em estadio
de baldo. Imediatamente apds, as flores foram polinizadas passando-se
levemente sobre o estigma o dedo indicador contendo o pélen. Em seguida, foi
feito o ensacamento das flores com papel encerado para evitar possivel
contaminacdo com pélen de outras origens. Para a utilizacdo de podlen de
cultivares diferentes foi realizada assepsia com alcool no dedo indicador, assim
evitando uma possivel contaminagdo. Foram polinizadas 250 flores em cada
cruzamento. Quarenta dias apos a polinizacdo, determinou-se a percentagem
“de pega” de frutos (frutificacdo efetiva) através da formula: frutificacdo efetiva

= (n° de frutos/ n° de flores polinizadas) X 100 (PETRI e PASQUAL, 1981).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 QUANTIFICACAO DO DNA

O DNA extraido foi quantificado e todas as amostras mostraram
concentragdo maior que 100 ng/ul (Figura 4), que € a concentracdo exigida

para as reacGes com os iniciadores especificos de alelos S (Broothaerts, 2003).
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Figura 4 Quantificagcdo de DNA feita em gel de agarose (0,8%), corado com
brometo de etidio (0,02%), tendo como padrdo as concentra¢cbes de 20, 50,
100 e 200 ng/ul de | DNA. Numeros de 1 a 14 correspondem as cultivares de
macieira Primicia, Princesa, Fred Hough, Catarina, Baronesa, Lisgala, Fuji
Suprema, Condessa, Daiane, Duquesa, Imperatriz, Joaquina, M46-94 e M13-
91, respectivamente.
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6.2 REACAO COM MARCADORES ESPECIFICOS DE ALELO-S

Dos 16 iniciadores testados, 10 amplificaram em temperatura de 60 °C,
revelando produtos de 209 a 530 pares de bases (pb). Os iniciadores ‘FCT5,
OwB249’, ‘FTC5, OWB249’, ‘FTC141, FTC142’ e ‘FTC5, OWB249' foram
submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Tag | e Nar | e
apresentaram respectivamente 274, 274, 920 e 920 pares de base. Os alelos-S
correspondentes a esses quatro iniciadores ndo foram amplificados nas
cultivares objeto do presente estudo, mas apenas nas respectivas cultivares
referéncia. Com base na similaridade com os produtos amplificados nas
cultivares referéncias foram identificados 26 alelos-S em doze cultivares de
macieira e duas selecbes do programa de melhoramento genético da

Epagri/Estacdo Experimental de Cagador (Figura 5, Tabela 8).

Figura 5 Separacdo de produtos amplificados (alelo-S). L= marcador de 50 pb

(Invitrogen). Numeros em cada linha correspondem as cultivares: 1: Primicia ,
2. Princesa, 3: Fred Hough, 4: Catarina, 5: Baronesa, 6: Lisgala, 7: Fuji

Suprema, 8: Condessa, 9: Daiane, 10: Duquesa, 11: Imperatriz e 12: Joaquina.
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Tabela 8 Cultivares e sele¢bes estudadas com seus respectivos alelos-S

encontrados. CCA/UFSC, Florianépolis, 2005.

Cultivares e Sele¢cdes Alelo-S Tamanho do fragmento
encontrado amplificado (pb)

Primicia S24 580
n.a. n.a.
Princesa S3 500
S5 346
Fred Hough S5 346
S19 304
Catarina S1 530
S19 304
Baronesa S3 500
S9 343
Lisgala S2 449
S5 346
Fuji Suprema S1 530
S9 343
Condessa S2 449
n.a. n.a.
Daiane S3 500
S5 346
Duquesa S2 449
S3 500
Imperatriz S3 500
S5 346
Joaquina S5 346
S19 304
M46-94 S5 346
S19 304
M13-91 S5 346
S10 209

n.a. = ndo amplificado

As cultivares Daiane, Imperatriz e Princesa amplificaram os iniciadores
‘FTC177, FTC226’' e ‘FTC10, FTC1l correspondente aos alelos S3 e S5,
conforme observado anteriormente nas cultivares referéncia Golden Delicious

(Broothaerts et al., 1995) e Gala (Janssens et al., 1995) (Tabela 4).
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Segundo a genealogia da cultivar Daiane, o alelo S5 seria herdado da
cultivar Gala (S2S5) (Janssens et al., 1995) e o alelo S3 da cultivar Princesa
(S3S5), pois a mesma é oriunda do cruzamento Gala x Princesa (Figura 6).

As reacbes de PCR com DNA das cultivares Fred Hough e Joaquina,
gue sao irmaos-inteiros, amplificaram os pares de iniciadores ‘FTC10 e FTC1Y1’
e 'FTC229 e FTC230’ revelando, portanto, os dois alelos de incompatibilidade
S5 e S19 em ambas cultivares (Tabela 8). Com o DNA de ‘Lisgala’ foram
amplificados os iniciadores ‘OWB122, OWB123' e ‘FTC10, FTC11’ resultando
em produtos com 449 e 346 pb, respectivamente, sendo estes, referentes aos
alelos S2 e S5. Tais produtos ja haviam sido observados na cultivar ‘Gala’. Este
resultado era esperado, pois a cultivar Lisgala é originada de uma mutacéo

natural da cultivar Gala.

Kidd’'s Orange Red

(5559)
~ Gala
(52S5)
Golden Delicious
(82S3)
Daiane -{
(S3S5)
Nj-56
k" Princesa
(S3S5)
Anna

FIGURA 6 Representagcdo genealdgica da cultivar de macieira Daiane, com 0s

alelos-S dos pais (Denardi e Camilo, 1998a).

Na cultivar ‘Suprema’ foram amplificados os produtos do par de

iniciadores ‘FTC168, FTC169' de aproximadamente 530 pb, e do par de
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iniciador ‘OWB154, OWB155’ com 343 pb, referente aos alelos S1 e S9, os
mesmos encontrados anteriormente na cultivar Fuji (Sassa et al., 1994), a qual
deu origem a esta cultivar também por mutacao natural.

Na cultivar Catarina, os iniciadores amplificados foram ‘FTC168,
FTC169 e ‘FTC229, FTC230' com aproximadamente 530 pb e 304 pb,
respectivamente, exatamente o tamanho dos produtos esperados para este
dois alelos. O alelo S1 foi herdado da ‘Fuji’ (S1S9), um dos seus genétipos
parentais. O alelo S19 foi herdado provavelmente da selecdo PWR37T133.

Os alelos S3 e S9 foram amplificados na ‘Baronesa’, correspondentes
aos iniciadores ‘FTC177, FTC226’ e ‘OWB154, OWB155’. As presencas dos
alelos S3 e S9 nesta cultivar é resultado da heranca das cultivares Princesa
(S3S5) e Fuji (S1S9), respectivamente, uma vez que a cv. Baronesa é

resultante do cruzamento entre ambas (Figura 7).

Rall’s Janett
(S152)
Fuji
(S159)
Delicious
(59528)
Baronesa
(S953)
Nj-56
Princesa
(S355)
Anna

Figura 7 Representagcdo genealdgica da cultivar de macieira Baronesa, com 0s

alelos S dos parentais (Denardi e Camilo, 1997).
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Os produtos dos iniciadores ‘OWB122, OWB123' e ‘FTC177, FTC226’,
referente aos alelos S2 e S3, foram verificados na cultivar ‘Duquesa’.

Com o DNA da selecao M46-94 foram amplificados os produtos dos
iniciadores ‘FTC10, FTC11' e ‘FTC229, FTC230’, referente aos alelos S5 e
S19. Os alelos S5 e S19 dessa selecao provavelmente foram herdados das
cultivares Gala (S2S5) e Fred Hough (S5S19), respectivamente.

A selecéo M13-91 exibiu os alelos S5 e S10, sendo que desses o alelo
S5 provavelmente foi herdado da cultivar parental Princesa que apresentou
amplificacdo para os alelos S3 e S5. O alelo S10, é provavelmente oriundo do
parental Mollie’s Delicious.

Foi identificado nas cultivares Primicia e Condessa apenas um dos
alelos de incompatibilidade, sendo que para a ‘Primicia’ foi amplificado o
produto do iniciador correspondente ao alelo S24 e na cultivar ‘Condessa’ ao
alelo S2, sendo que nesta Ultima, o alelo S2 provavelmente foi herdado da
cultivar parental Gala (S2S5). O segundo alelo de cada uma dessas duas
cultivares permanece néo identificado.

A partir destes resultados pode-se inferir que a cultivar Daiane,
Imperatriz e Princesa, por possuirem os mesmos alelos (S3 e S5), devem ser
totalmente incompativeis entre si, 0 que acontece também entre as cultivares
Fred Hough e Joaquina, que possuem o0s alelos S5 e S19 para a
incompatibilidade gametofitica. Por outro lado, a composi¢éo alélica da ‘Lisgala’
exibe apenas um alelo em comum com as cultivares ‘Princesa’, ‘Fred Hough’,
‘Catarina’, ’'Daiane’, ‘Duquesa’, ‘Imperatriz’ e ‘Joaquina’, indicando

compatibilidade parcial com estas.
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Os alelos da ‘Suprema’, por ndo mostrarem similaridade total (dois
alelos em comum) com todas as cultivares estudadas, ndo deve apresentar
problemas de incompatibilidade gametofitica com estas. A cultivar ‘Catarina’,
descendente direta da ‘Fuji’, e por isso herdou somente um dos alelos desta,
deve ser parcialmente compativel, tanto com ‘Fuji’, quanto com ‘Fuji Suprema’.
Por fim, a cultivar ‘Catarina’, a exemplo da ‘Fuji Suprema’, também pode ser
compativel com todas as cultivares por possuir pelo menos um dos alelos
diferentes aos daquelas.

Nas cultivares ou selecdes estudadas, a frequiéncia dos alelos S3 e S5
foi bastante elevada (Figura 8), sendo que o alelo S3 foi detectado em cinco
cultivares ou selecdes, representando 19,23% de todos os alelos encontrados,
por sua vez, a frequéncia do alelo S5 foi ainda maior, pois esta presente em
oito cultivares ou selecbes avaliadas, representando 30,7% dos alelos
encontrados no estudo.

Esta alta frequiéncia destes dois alelos-S pode estar relacionada com o
modelo atual de melhoramento genético que vem sendo empregado para a
cultura da macieira em todo o mundo, pois um grande namero de cultivares
comerciais foi derivado principalmente de cruzamentos nos quais um dos
genitores foi “Golden Delicious” e/ou “Cox’s Orange Pippin” (Noiton &
Shelbourne, 1992). Estas cultivares elites possuem, respectivamente, 0s
gendtipos S2S3 e S5S9, cujos alelos foram citados por Broothaerts et al.,
(2004) como os alelo-S de maior freqiiéncia em 150 cultivares mais utilizadas
em programas de melhoramento genético em todo o mundo.

No presente trabalho ndo foram detectados os alelos S4, S6, S16, S22,

S23 e S26, que foram classificados por Broothaerts et al., (2004), como alelos-
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S extremamente raros. Contudo, dois alelos-S ainda nao foram identificados,
um na cultivar Primicia e outro na Condessa. Assim, ndo se pode descartar a
hip6tese que um ou dois desses poderiam estar presentes neste conjunto de

cultivares estudadas.
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Figura 8 Frequéncia dos alelos-S nas cultivares e selecdes objeto deste

estudo. CCA/UFSC, Florianépolis, 2005.

6.3 SEGREGACAO DOS ALELOS-S

O estudo da segregacao dos alelo-S foi realizado com 30 descendentes
(‘seedlings’) de um cruzamento semi-compativel: [Selecdo M46-94 (S19 S5) X
Selecdo M13-91(S5 S10)] e com 36 descendentes (‘seedlings’) de um
cruzamento 100% compativel: [Imperatriz (S3S5) X Catarina (S1 S19)].

No cruzamento semi-compativel, “Selecdo M46-94 (S19 S5) X Sele¢éo

M13-91(S5 S10)”, o padrdao de bandas reveladas nas progénies indicou a
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segregacdo dos gendtipos S5S10 e S10S19 na proporcdo 1:1 (c? = 0,133)
(Tabela 9). Tais gendtipos foram esperados em razdo do cruzamento efetuado,
que foi entre duas sele¢des semi-compativeis.

No cruzamento entre as cultivares Imperatriz (S3S5) X Catarina (S1
S19), a segregacdo observada dos gendtipos S1S3, S1S5, S19S5 e S3S19 foi
de 1:1:1:1, respectivamente (c* = 0,44). Assim, a segregacdo dos alelos-S
ocorreu na proporcéo esperada (Tabela 10).

Estes resultados estdo de acordo com o que foi verificado anteriormente
por Manganaris e Alston (1987) e Batlle et al. (1995), que obtiveram esta
proporcdo de segregacdo nos cruzamentos compativeis que efetuaram com

outras cultivares de macieira.

Tabela 9 Segregacéo genotipica na progénie do cruzamento entre as sele¢cdes

M46-94 e M13-91. CCA/UFSC, Florianépolis, 2005.

Cruzamento / ‘Seedlings’ Gendtipo da Progénie z Probabilidade
Alelos-S (N) S5S10 S10S19

M-46/94 x M-13/91 30 16 14 0,133 0,70<P<0,80
(S19S5) x S5S510) (100) (53,33) (46,66)

2 Qui-quadrado com um grau de liberdade
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Tabela 10 Segregacdo para alelos-S no cruzamento entre as cultivares

Imperatriz X Catarina. CCA/UFSC, Florianopolis, 2005.

Cruzamento ‘Seedlings’ Gendtipo da progénie 2 Probabilidade
Alelos-S (N°) S1S3 S19S5 S1S5 S19S3

Imperatriz X 36 10 8 10 8 0,44 0,90<P<0,95
Catarina (100) (27,77) (22,22) (27,77) (22,22)

(S3S5) x (S1S19)

2 Qui-quadrado com trés graus de liberdade

6.4 NUMERO DE ANTERAS POR FLOR E NUMERO DE GRAOS DE POLEN

POR ANTERA

O ndamero de anteras por flor variou de 16,3 a 20 nas diferentes
cultivares avaliadas (Tabela 11). As cultivares Baronesa, Fuji Suprema e
Imperatriz revelaram o maior niamero de anteras por flor, média de 20
anteras/flor. A cultivar Condessa revelou um nimero médio de anteras por flor
menor (16,3) . E importante salientar que nem sempre o maior nimero de
anteras é indicativo de uma maior quantidade de graos de pélen por flor, e que
a quantidade de anteras formadas em uma flor pode variar de um ano para o
outro, pois as condi¢cdes ambientais tem grande influéncia na formacéo desse

orgao (Petri, 1976).
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Tabela 11 Numero de anteras por flor em diferentes cultivares de macieira.

CCA/UFSC, Florianopolis, 2005.

CULTIVAR Minimo Maximo Média*
Baronesa 20 20 20,0 a
Fuji Suprema 20 20 20,0 a
Imperatriz 20 20 20,0 a
Lisgala 19 20 19,8 a b
Joaquina 19 20 19,3 a b
Princesa 17 20 19,0 a b
Fred Hough 18 20 19,0 a b
Daiane 19 19 19,0 a b
Catarina 18 20 19,0 a b
Primicia 16 20 18,8 a b
Duquesa 17 19 18,0 b
Condessa 14 20 16,3 c
CV =6,02

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade.

Quanto ao numero de graos de pdlen por antera, destacou-se as
cultivares Imperatriz e Lisgala, com média de 5.185 e 5.166 grédos de pdlen por
antera, respectivamente (Tabela 12), totalizando 103.700 e 101.770 gréos de
polen por flor, respectivamente. Esses valores estdo bem acima dos
encontrados por PASQUAL & PETRI (1980), os quais encontraram numeros
que variaram de 696 a 4.318, para as cultivares utilizadas naquela época no

Basil. As maiores quantidades de grdos podlen por antera encontradas nas
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cultivares desenvolvidas no Sul do Brasil (Tabela 12), podem estar

relacionados a melhor adaptacéo climatica dessas cultivares .

Tabela 12 Numero médio de grdos de pdlen por antera, nimero médio de

anteras por flor e nimero de graos de polen por flor. CCA/UFSC, Florianopolis,

2005.

Cultivar Graos de pélen Anteras Gréos de

por antera por flor polen por flor

Imperatriz 5.185 a 20,0 103.700
Lisgala 5.166 a 19,7 101.770
F Suprema 4.999 a 20,0 99.980
Princesa 4934 a 19,0 93.746
Daiane 4884 ab 19,0 92.796
Catarina 4.624 bc 19,0 87.856
Joaquina 4422 cd 19,2 84.902
Primicia 4.255 de 18,7 79.568
Baronesa 4.130 de 20,0 82.600
Fred Hough 3.980 e 19,0 75.624
Condessa 3.44 f 16,2 55.924
Duquesa 2.981 g 18,0 53.658
CV=4,63

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, segundo o teste

de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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6.5 GERMINACAO DE POLEN IN VITRO

Os resultados obtidos mostraram que todas as cultivares estudadas
produzem pdélen com boa capacidade germinativa (Figura 9). A taxa média de
germinacgao foi maior que 60% em todas as cultivares (Tabela 13), situando-se
bem acima dos 30% citados por diversos autores como suficiente para
assegurar boa fertilizagcdo e boa frutificacdo efetiva (Keulemans et al.,, 1994;
Macdaniels e Heinicke, 1929; Knowlton, 1935).

Por outro lado, a analise de variancia mostrou diferengas significativas
na taxa de germinacdo do poélen entre as cultivares estudadas. O teste Duncan
a 5% permitiu separar as cultivares em dois grupos distintos. Os graos de pdlen
da ‘Princesa’ e da ‘Condessa’, com 73,2% e 72,0% de germinacéao,
respectivamente, germinaram em taxas significativamente maiores que o pdlen
das demais, cuja germinagao variou de 64,8% na ‘Eva’ a 59,6% na Suprema
(Tabela 13).

As cultivares Princesa e Duquesa sao utilizadas como polinizadoras das
cultivares comerciais que apresentam baixa necessidade de frio no Sul do
Brasil como a cultivar ‘Condessa e a Eva'. As cultivares Baronesa e Fred
Hough s&@o usadas como polinizadoras da cv. Imperatriz para climas de
invernos amenos, mediante quebra de dorméncia artificial. Para climas mais
frios, no Meio Oeste catarinense, estas duas cultivares vem apresentando boa
eficiéncia como polinizadoras das cultivares Gala e Fuji Suprema (Denardi e
Camilo, 1997). A cv. Baronesa € usada como polinizadora da cv. Fuji e a cv.
Fred Hough, juntamente com a Imperatriz, para a cv. Gala (Tabela 14). Neste

estudo, todas elas mostraram boa capacidade germinativa do pdlen, variando

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

47

de 59,6% na ‘Fuji Suprema’ a 73,2% na ‘Princesa’, demonstrando bom
potencial como polinizadoras.

Neste estudo foi avaliado a capacidade germinativa de graos de pélen,
apenas das cultivares utilizadas como polinizadoras, segundo recomendacoes

da Epagri (Tabela 14).

Tabela 13 Percentagem de germinacdo in vitro de grdos de podlen de 9
cultivares de macieira desenvolvidas no Sul do Brasil. CCA/UFSC,

Floriandpolis, 2005.

Cultivar Percentagem de germinacéao
Princesa 73,2 a
Condessa 72,0a

Eva 64,8 b
Baronesa 64,0 b
Fred Hough 63,2 b
Imperatriz 61,2 b
Daiane 61,2 b
Duquesa 60,0 b

Gala 60,0 b
Suprema 59,6 b
C.V.=8,77

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Duncan (P
0,05).
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Tabela 14 Distribuicdo das cultivares produtoras e respectivas polinizadoras

para o Sul do Brasil. Epagri/EECD, Florian6polis, 2005.

Cultivar produtora Cultivares polinizadoras
Condessa Princesa e Duquesa
Eva Princesa e Duquesa
Imperatriz Baronesa e Fred Hough
Daiane Sansa e Granny Smith
Gala Fuji Suprema, Imperatriz

e Fred Hough

Suprema Gala, Baronesa e Fred Hough

Fonte: Epagri, 2005.

Figura 9 Germinagdo de grdos de polen em meio de cultura, mostrando o

desenvolvimento do tubo polinico. CCA/UFSC, Florianépolis, 2005.
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6. 6 DESENVOLVIMENTO DO TUBO POLINICO

Mesmo havendo grande numero de parentais em comum - elevado
parentesco - entre as cultivares estudadas, com destaque para 0s parentais
Gala e Fuji, na grande maioria das polinizagdes cruzadas, houve altas
percentagens de tubos polinicos que cresceram até o ovario.

As combinagcBes de parentais dos cinco primeiros cruzamentos, a
excecao feita ao cruzamento ‘Condessa x Princesa’, no qual um dos alelos-S
da primeira ndo é conhecido, apresentaram compatibilidade gametofitica total,
pois 0s parentais em cada cruzamento eram portadores de diferentes alelos S
(Tabela 8). Os dados da Tabela 15 confirmam isto. Os cinco cruzamentos
referidos foram o0s que apresentaram as maiores percentagens de tubos
polinicos que alcancaram o ovéario (acima de 90%). Nos cruzamentos
envolvendo parentais semi-compativeis (Tabela 8), as percentagens de tubos
polinicos que alcancaram o ovario situaram-se na faixa de 63,33% a 89,44%.
J&4 nos ultimos trés cruzamentos mostrados na Tabela 15, envolvendo
parentais com ambos o0s alelos S coincidentes, as percentagens de tubos
polinicos no ovério ficaram significativamente menores que nos demais
cruzamentos. Isto confirma a presenca de incompatibilidade gametofitica total,
tanto nos dois cruzamentos (‘Imperatriz x Daiane’ e a reciproca), quanto na

auto-polinizagdo da cv. Condessa.

No entanto, em alguns cruzamentos listados na Tabela 15, cujos
parentais ndo apresentam coincidéncia de alelos S, como ‘Imperatriz x ‘Fuji
Suprema’ e a respectiva reciproca, e ainda ‘Fred Hough x Baronesa' e

reciproca, os valores de percentagens de tubos polinicos que atingiram o
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ovario ficaram significativamente abaixo das percentagens dos primeiros quatro
cruzamentos (100%, 100%, 98,8% e 97,2%), mesmo na presenca de alta
percentagens de polen viavel (Tabelas 13). E importante salientar que neste
estudo, considerou-se apenas os graos de polen que efetivamente alcancaram
o ovario. Provavelmente outros fatores podem estar interferindo na evolugéo
dos tubos polinicos. Pode-se tomar como exemplo a combinagdo ‘Daiane’ X
‘Fuji Suprema’ (compatibilidade plena), que resultou na totalidade dos tubos
polinicos no ovario; ja na reciproca ‘Fuji Suprema’ x ‘Daiane’, a percentagem
de tubos polinicos no ovario foi significativamente menor (85,6%). Estes
resultados ndo devem ter relagcdo com a capacidade de germinagédo do pdlen,
pois os percentuais nao foram diferentes entre as duas cultivares (Tabela 13),
mas podem ter relagdo com causas estruturais dos 0rgdos reprodutivos ou

causa ainda desconhecida.

Tabela 15- Percentagem média de tubos polinicos que atingiram o ovario e o
ovulo cento e vinte horas apos a polinizagdo a campo, de flores em estadio de

baldo rosado. CCA/UFSC, Florianopolis — SC, 2004.

Cv. Produtora Cv. Polinizadora Tubos polinicos no ovario (%)
Daiane (S3 s5) Fuji Suprema (S1s9) 100,0 a

Baronesa (S3 S9) Gala (S2 s5) 100,0 a

Fuji Suprema (S1s9) Gala (S2 Sb) 988 a

Gala (s2 s5) Fuji Suprema (s1s9) 97,2 a b

Condessa (S2) Princesa (S3 S5) 96,1 a b

Fred Hough (s5s19)  Fuji Suprema (s1s9) 91,1 b c

Fred Hough (s5s19) Daiane (S3 S5) 89,4 cd
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Baronesa (S3 S9)
Imperatriz (S3 S5)
Imperatriz (S3 S5)
Fuji Suprema (S1 S9)
Fuji Suprema (S1 S9)
Fred Hough (s5 s19)
Gala (s2 s5)
Daiane (S3 S5)
Fuji Suprema (S1 S9)
Fred Hough (s5 s19)
Baronesa (S3 S9)
Fred Hough (s5 s19)
Princesa (S3 S5)
Fuji Suprema (S1 S9)
Daiane (S3 S5)
Baronesa (S3 S9)
Imperatriz (S3 S5)
Gala (s2 s5)
Baronesa (S3 S9)
Imperatriz (S3 S5)
Daiane (S3 S5)
Duquesa (S2 S3)
Gala (s2 s5)
Condessa (S2)

Imperatriz (S3 S5)
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Daiane (S3 S5)

Fuji Suprema (S1 S9)
Baronesa (S3 S9)
Fred Hough (s5 s19)
Baronesa (S3 S9)
Imperatriz (S3 S5)
Fred Hough (s5 s19)
Baronesa (S3 S9)
Daiane (S3 S5)

Gala (s2 s5)
Imperatriz (S3 S5)
Baronesa (S3 S9)
Condessa (S2)
Imperatriz (S3 S5)
Gala (s2 s5)

Fuji Suprema (S1 S9)
Fred Hough (s5 s19)
Imperatriz (S3 S5)
Fred Hough (s5 s19)
Gala (s2 s5)

Fred Hough (s5 s19)
Condessa (S2)
Daiane (S3 S5)
Duquesa (S2 S3)

Daiane (S3 S5)

88,3
88,3
87,2
86,7
86,7
86,1
86,1
86,1
85,6
83,3
83,3
83,3
83,3
80,6
77,2
73,9
70,0
69,4
69,4
67,8
67,2
65,0
63,3
52,2

16,7
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Condessa (S2) Condessa (S2) 16,7 m
Daiane (S3 S5) Imperatriz (S3 S5) 16,7 m
Cv =483

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.

Na Figura 10 pode-se observar o desenvolvimento do tubo polinico em
um cruzamento compativel e em outro cruzamento incompativel. Destaca-se
em C a grande quantidade de tubos polinicos crescendo ao longo do pistilo,
mostrando-se um cruzamento altamente compativel. Ja, ao contrario é

observado em D, onde os tubos polinicos ndo conseguiram desenvolvimento.

Figura 10 A- Superficie estigmética da cultivar Imperatriz, com poélen da cultivar
Suprema (Cruzamento 100% compativel). B - Superficie estigmatica da cultivar
Imperatriz, com poélen da cultivar Daiane (Cruzamento 100% incompativel). C-
Estilete aberto (cruzamento dirigido da cultivar Imperatriz com a cultivar Suprema -
Cruzamento 100% compativel). D- Estilete aberto (cruzamento dirigido da cultivar
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Imperatriz com a cultivar Daiane - Cruzamento 100% incompativel) CCA/UFSC -

Floriandpolis, 2005.
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6. 7 FRUTIFICACAO EFETIVA

O cruzamento que apresentou a maior frutificacdo efetiva foi o cruzamento
entre as cultivares ‘Fred Hough' x ‘Baronesa’, produzindo frutificacdo efetiva de
95,4%, provando a alta compatibilidade gametofitica existente entre estas cultivares
e demonstrando ser uma combinacdo perfeita para pomares de macieira. Isto
também revela que os testes de laboratorio, ou seja, de germinagdo e
desenvolvimento do tubo polinico in vitro sdo eficientes, pois igualmente
comprovaram a alta compatibilidade entre essas duas cultivares.

No cruzamento ‘Imperatriz’ x ‘Baronesa’, a frutificacdo efetiva (84,1%) foi
inferior ao do cruzamento mencionado anteriormente, mas evidencia também a
existéncia de compatibilidade entre estas cultivares. Entretanto, pela analise dos
alelos-S (Tabela 8), estas foram classificadas como semi-compativeis, em razédo da
presenca do alelo S3 nas duas cultivares. Com estes resultados, pode-se inferir que
com o polimorfismo apenas em um dos alelos-S é possivel obter uma boa
frutificacéo efetiva.

No outro extremo, estd o cruzamento ‘Imperatriz’ x ‘Daiane’, no qual foi
observado uma frutificacdo efetiva muito baixa (5,7%), indicando uma alta
incompatibilidade entre estas cultivares (Tabela 16). O mesmo resultado pode ser
inferido pela analise molecular dos alelos S, revelando que ambas cultivares
possuem o0 mesmo par de alelos-S (S3 e S5) (Tabela 8).

Essa taxa de frutificacdo encontrada (5,7%) no cruzamento ‘Imperatriz’ X
‘Daiane’ é superior a zero (taxa esperada) e pode ser decorrente da parternocarpia,

que € varidvel dependendo da cultivar e das condi¢cdes climaticas ou de uma
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eventual contaminagéo de pdlen. Entretanto, 0 mesmo fendmeno ndo ocorreu com a
autopolinizacdo da cultivar Fred Hough, em que também foi observado com clareza
a expressado plena da auto-incompatibilidade gametofitica, resultando na formacao

de nenhum fruto (0%).

TABELA 16 Frutificagdo efetiva obtida durante o ciclo de 2005/06 nas cultivares
Baronesa, Daiane, Imperatriz e Fred Hough, polinizadas com cultivares de diferentes

niveis de incompatibilidade gametofitica. Epagri/EECD, Florianépolis, 2005.

Produtora Polinizadora Frutificacao Efetiva (%)

Fred Hough Baronesa 95,4
Imperatriz Baronesa 84,1
Imperatriz Daiane 5,7

Fred Hough Fred Hough 0,0
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Figura 11 (A) estédio ideal para cruzamentos (bal&do), (B) trés flores j& emasculadas e uma sendo emasculada com

o auxilio da tesoura, (C) frasco de vidro com polen e flor a ser polinizada e (D) polinizacéo realizada com a ponta

do dedo indicador.
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Figura 12 (A) flor recém ensacada apés a polinizacéo, (B) planta com diversas flores polinizadas e ensacadas, (C)

flores amareladas e caindo devido a incompatibilidade gametofitica e (D) frutos oriundos de um cruzamento

compativel.
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7 CONCLUSOES

Conforme os objetivos propostos e com base nos resultados obtidos nesse

trabalho, considerando as metodologias empregadas pode-se concluir que:

1. As cultivares objeto deste estudo (Condessa, Princesa, Eva, Duquesa,
Imperatriz, Gala, Fred Hough, Daiane, Baronesa e Fuji Suprema) produzem
polen com boa capacidade germinativa, sendo aptas para serem utilizadas
como polinizadoras;

2. Os resultados da andlise molecular dos alelos S podem ser considerados
robustos, ndo s6é pela inferéncia a partir das cultivares referéncias, mas
também pelas analises de herdabilidade e frutificagdo efetiva feitas nas
progénies.

3. Em termos de incompatibilidade gametofitica controlada pelos alelos S,
dentre as cultivares estudadas existe compatibilidade total entre pdlen e
estigma nas seguintes combinacbes e seus respectivos cruzamentos
reciprocos:

a. Princesa x Catarina, Princesa x Suprema;
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Fred Hough x Baronesa, Fred Hough x Suprema e Fred Hough x
Duquesa,

Catarina x Baronesa, Catarina x Lisgala, Catarina x Daiane, Catarina x
Duquesa e Catarina x Imperatriz;

Baronesa x Lisgala e Baronesa x Joaquina;

Lisgala (ou Gala) x Suprema (ou Fuiji)

Suprema x Daiane, Suprema x Duquesa, Suprema Xx Imperatriz,
Suprema x Joaquina;

Duquesa x Joaquina

4. Em termos de incompatibilidade gametofitica controlada pelos alelos S,

dentre as cultivares estudadas existe compatibilidade parcial entre pélen e

estigma nas seguintes combinacfes e seus respectivos cruzamentos

reciprocos:

a. Princesa x Fred Hough, Princesa x Baronesa, Princesa x Lisgala,

Princesa x Duguesa e Princesa x Joaquina;

Fred Hough x Catarina, Fred Hough x Lisgala, Fred Hough x Daiane,
Fred Hough x Imperatriz;

Catarina x Suprema e Catarina x Joaquina

Baronesa x Suprema, Baronesa x Daiane, Baronesa x Duquesa e
Baronesa x Imperatriz;

Lisgala x Daiane, Lisgala x Duquesa, Lisgala x Imperatriz e Lisgala x
Joaquina;

Daiane x Duquesa e Daiane x Joaquina;

Imperatriz x Joaquina;
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5. Em termos de incompatibilidade gametofitica controlada pelos alelos S,

dentre as cultivares estudadas existe incompatibilidade total entre pdlen e

estigma nas seguintes combinacfes e seus respectivos cruzamentos

reciprocos:

a.

b.

C.

d.

Princesa x Daiane;
Princesa x Imperatriz;
Daiane x Imperatriz;

Fred Hough x Joaquina;

6. Os resultados da andlise de desenvolvimento do tubo polinico para avaliagdo

do grau de incompatibilidade existente entre os cruzamentos estudados

podem ser considerados, pois 0s mesmos foram confirmados pela anélise

molecular e andlise de frutificacéo efetiva.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Em razdo da incompatibilidade gametofitica, sob controle da série alélica S
ser um dos principais obstaculos na fertilizagdo entre cultivares de macieira, 0
escopo principal deste estudo foi caracterizar os alelos do loco S nas cultivares
introduzidas no mercado pela pesquisa brasileira.

Especificamente, a abordagem empregada foi eficiente na identificacdo dos
alelos de 12 dos 14 gendtipos estudados. No nosso conhecimento, este trabalho é
pioneiro no pais, o que o reveste de especial significado. Além disso, outras
caracteristicas da biologia reprodutiva também foram acessadas, com preciséo
estatistica, revelando que as metodologias utilizadas foram adequadas.

O conhecimento dos respectivos alelos-S das diferentes cultivares,
possibilitara também estabelecer combinacdes de parentais, em programas de
melhoramento genético, com ampla gama de alelos S, contribuindo assim para o
aumento da diversidade genética da espécie e o desenvolvimento de cultivares mais
“adaptaveis em termos geneéticos”.

Em termos gerais, os resultados obtidos no presente trabalho revelaram que o
melhoramento genético da macieira realizado no Sul do Brasil vem seguindo o
mesmo padrdo genético dos diversos programas de melhoramento genético

conduzidos em outros paises. A despeito da enorme variabilidade genética existente
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no germoplasma mundial de macieira, os melhoristas vém utilizando um “pool”
génico muito limitado, com base genética muito estreita, envolvendo na maioria das
situagdes apenas as cultivares elite, principalmente as do grupo ‘Delicious’, do grupo
‘Golden Delicious’ e, atualmente, as descendentes destas, as cultivares Gala e Fuji.
Esta estratégia tem como consequéncia a geragcado de cultivares incompativeis entre
si, em razdo da concentracdo de poucos alelos S.

O estudo néo teve a pretensdo de resolver por completo esta questao, pois
sabe-se que outros fatores de ordem heteromérfica podem estar relacionados com
os problemas de fertilizacdo em macieira. Porém, uma vez conhecidos estes alelos,
sera mais seguro fazer as escolhas corretas das combina¢cbes de parentais em
programas de melhoramento genético. Por outro lado, os resultados aqui
encontrados facilitardo a definicdo de combinacdes “polinizadoras/produtoras” para
fins comerciais.

Finalmente, este trabalho é um passo significativo da parceria entre a UFSC e
a Epagri, permitindo a primeira ndo s6 o avango no conhecimento cientifico e a
formacdo de pesquisadores como também a utilizagdo de resultados para o
aumento da eficiéncia das atividades de pesquisa pela segunda. Dessa parceria

espera-se a continuacdo dos trabalhos visando aprofundar o conhecimento sobre a

auto-incompatibilidade em macieira.
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