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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento do tubo polinico em cruzamentos entre
cultivares brasileiras de macieira. Realizou-se a polinizagdo dirigida entre cultivares com mesma época de
floracdo (34 cruzamentos). As polinizagdes foram realizadas em trés estigmas de cada uma das dez flores
emasculadas por cruzamento. O crescimento dos tubos polinicos foi avaliado por meio da técnica da
fluorescéncia, em flores coletadas 120 horas apds a polinizagdo. Na grande maioria das polinizagdes cruzadas,
houve alta percentagem de tubos polinicos que cresceram até o ovario. O acompanhamento do crescimento
do tubo polinico pela técnica de fluorescéncia permite separar cruzamentos compativeis ou parcialmente
compativeis dos incompativeis.

Termos para indexacdo: Malus domestica, frutificagdo efetiva, polinizagdo.
Pollen tube development of crosses among Brazilian apple cultivars

Abstract — The objective of this study was to evaluate pollen tube growth in crosses between Brazilian apple
cultivars. Artificial pollination was carried out among cultivars that bloom at the same time (34 crosses).
Pollination was done on three stigmas in each of the ten emasculated flowers per crossing. Fluorescence
was used to visualize pollen tube growth in flowers collected 120 hours after pollination. In most of the
cross-pollinations, high percentage of pollen tubes reached the ovary. The visualization of pollen tube growth
by the fluorescence technique permitted the separation of compatible or partial compatible crosses from the

incompatible ones.

Index terms: Malus domestica, fruit set, pollination.

O Estado de Santa Catarina destaca-se, ha varios
anos, como o maior produtor brasileiro de macga
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural
de Santa Catarina, 2009). Motivada pela grande
importancia socioeconomica da macieira no Estado,
a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo
Rural de Santa Catarina (Epagri) iniciou, em 1973,
um amplo programa de melhoramento genético dessa
frutifera, com objetivo principal de desenvolver e
avaliar cultivares adaptadas ao clima local e resistentes
as principais doengas e pragas existentes no Estado
(Denardi et al., 1987).

Por ser autoincompativel, a macieira precisa de
polinizagdo cruzada. A finalidade desse sistema de
polinizacdo é evitaraautofertilizagdo. Em macieira, esse
sistema é controlado por um tnico l6cus, denominado S
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(Broothaerts,2003). A autoincompatibilidade damacieira
¢ do tipo gametofitica e geneticamente controlada,
ocorrendo sempre que o pdlen e o estigma apresentam
o mesmo alelo S (Sakurai, 2000). Quando os alelos sdo
idénticos, o ritmo de crescimento do tubo polinico €
lento ou nulo, de tal forma que a sua penetragdo no
ovario ¢ retardada ou impedida (Santos et al., 2007).
Assim, mesmo atingindo o ovario, dificilmente ocorrera
a fecundacdo, pois o 6vulo, em geral, ja nao estara mais
receptivo (Schifino-Wittmann & Dall agnol, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento do tubo polinico em cruzamentos
compostos por diferentes cultivares de macieiras
desenvolvidas no Brasil.

O trabalho foi executado em dois locais: a parte
laboratorial foi desenvolvida no Laboratorio de
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Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal,
do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal de Santa Catarina, localizado no Municipio
de Florianépolis, SC, e a parte experimental de
polinizacdo e coleta a campo foi realizada na Estagao
Experimental de Cagador, da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria ¢ Extensao Rural de Santa Catarina, em
outubro de 2005.

Realizou-se a polinizagdo dirigida entre cultivares
(Tabela 1) com a mesma época de floracdo. Foram
selecionadas plantas em bom estado fitossanitario.
A emasculagdo das flores, em estadio de baldo pleno,

Tabela 1. Percentagem média de tubos polinicos que
atingiram o ovario e o 6vulo, 120 horas apds a polinizacdo a
campo, de flores em estadio de baldo rosado™.

Cultivar produtora  Cultivar polinizadora Tubos polinicos no ovario (%)

Daiane Fuji Suprema 100,0a
Baronesa Gala 100,0a
Fuji Suprema Gala 98,8a
Gala Fuji Suprema 97,2ab
Condessa Princesa 96,1ab
Fred Hough Fuji Suprema 91,1bc
Fred Hough Daiane 89,4cd
Baronesa Daiane 88,3cde
Imperatriz Fuji Suprema 88,3cde
Imperatriz Baronesa 87,2cdef
Fuji Suprema Fred Hough 86,7cdef
Fuji Suprema Baronesa 86,7cdef
Fred Hough Imperatriz 86,1cdef
Gala Fred Hough 86,lcdef
Daiane Baronesa 86,1cdef
Fuji Suprema Daiane 85,6cdef
Fred Hough Gala 83,3defg
Baronesa Imperatriz 83,3defg
Fred Hough Baronesa 83,3defg
Princesa Condessa 83,3defg
Fuji Suprema Imperatriz 80,6fg
Daiane Gala 77,2gh
Baronesa Fuji Suprema 73,9hij
Imperatriz Fred Hough 70,0ij
Gala Imperatriz 69,41j
Baronesa Fred Hough 69,4ij
Imperatriz Gala 67,8ij
Daiane Fred Hough 67,2ij
Duquesa Condessa 65,0
Gala Daiane 63,3j
Condessa Duquesa 52,2k
Imperatriz Daiane 16,71
Condessa Condessa 16,71
Daiane Imperatriz 16,71

CV (%) 4,83

(DMédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Duncan, a 5% de probabilidade.

foi feita com uma tesoura especialmente preparada.
A seguir, as flores foram polinizadas com o dedo
indicador contendo o pélen. As flores foram cobertas,
a seguir, com saquinhos de papel encerado para
evitar contaminagdo com polen de outras origens.
No intervalo de tempo entre os cruzamentos, foi
feita assepsia das maos com alcool a 70%, de modo
a evitar contaminagdo com o ultimo polen usado.

As polinizagdes foram realizadas em trés
estigmas de cada uma das dez flores emasculadas
em cada cruzamento, com trés repeticdes. As flores
foram coletadas 120 horas apds as polinizagdes.
Imediatamente apos a coleta, os estiletes e estigmas
foram fixados em Carnoy com trés partes de etanol a
95% e uma parte de acido acético glacial, e levados
ao laboratorio. Para visualizar os tubos polinicos, foi
utilizada a técnica de fluorescéncia (Martin, 1959),
que consistiu em colocar os estiletes em placas de
relogio contendo NaOH 8N, e manté-los em estufa
a 40°C por aproximadamente 15 min. Em seguida,
os estiletes foram lavados por trés vezes com agua
destilada e mantidos em agua até a transferéncia
para uma lamina com uma gota de solucao de azul
de anilina a 0,1%, em K;PO, (0,1 mol L!).

As observagdes foram feitas em microscopio
invertido Olympus IMT-2, com aparato de
epiflorescéncia e com filtros de 450 nm. Depois
de observadas, as laminas foram classificadas de
acordo com a percentagem média de tubos polinicos
que atingiram o ovario e o 6vulo apds120 horas da
polinizagdo. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e a comparacdo entre médias foi calculada
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Mesmo havendo elevado parentesco entre as
cultivares estudadas, com predominancia dos
parentais 'Gala' e 'Fuji', a grande maioria das
combinagdes de polinizacdo cruzada teve alta
percentagem de tubos polinicos que cresceram até o
ovario (TPAO).

Nas combinagdes de parentais dos seis primeiros
cruzamentos mostrados na Tabela 1, a TPAO foi
acima de 90%, o que indica alta compatibilidade
gametofitica. Conforme Albuquerque Junior (2005),
essa caracteristica deve-se a auséncia de coincidéncia
de pelo menos um alelo S dentro de cada combinacao.
E importante salientar que o estreito parentesco
entre os parentais implica em maior risco de
incompatibilidade gametofitica (Broothaerts, 2004).
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Entre esses seis cruzamentos, embora exista
coincidéncia do ancestral 'Golden Delicious' nas
genealogias dos cruzamentos 'Baronesa’ x 'Gala'
e 'Condessa' x 'Duquesa’, o grau de parentesco ¢
baixo (avo ou bisavd), com pouca chance de ocorrer
coincidéncia de alelos S. Nos outros cruzamentos,
as percentagens de TPAO situaram-se entre 63,3% e
89,4% (Tabela 1).

De acordo com Albuquerque Junior (2005),
na faixa de 69,4 a 89,4% de TPAO, ha cinco
combinagdes que apresentam compatibilidade total:
'Imperatriz' x 'Fuji Suprema' e sua reciproca; 'Fuji
Suprema' x 'Fred Hough'; 'Fuji Suprema' x 'Daiane’
¢ 'Baronesa' x 'Fred Hough'. Porém, os percentuais
de TPAO desses cruzamentos foram muito
variaveis (Tabela 1). No cruzamento 'Baronesa'
x 'Fred Hough', que apresenta total divergéncia
dos alelos S, houve apenas 69,4% de TPAO, valor
significativamente inferior aos observados nos seis
primeiros cruzamentos citados. J4 no cruzamento
'Fred Hough' x 'Daiane', em que a divergéncia ¢
apenas parcial, o percentual de TPAO foi de 89,4%,
estatisticamente igual ao obtido no cruzamento
'Fred Hough' x 'Fuji Suprema', no qual hé total
divergéncia. E importante salientar que, neste
trabalho, consideraram-se apenas os graos de polen
que efetivamente alcangaram o ovario, e, além disso,
outros fatores podem ter interferido no crescimento
dos tubos polinicos. Outrossim, alguns cruzamentos
envolvendo parentesco em primeiro grau (pai x filha
ou mae x filho) apresentaram percentuais elevados
de TPAO.

Nas combinagdes 'Fuji Suprema' x 'Baronesa’,
'Gala' x 'Daiane' e 'Gala' x 'Imperatriz', e suas
respectivas reciprocas, em que a cultivar Baronesa
¢ filha da cultivar Fuji Suprema, e¢ 'Daiane' ¢
'Imperatriz' sdo filhas da 'Gala', os percentuais de
TPAO variaram de 63,3%, em 'Gala' x 'Daiane', a
86,7%, em 'Fuji Suprema' x 'Baronesa' (Tabela 1).
Apesar do estreito parentesco nesses cruzamentos,
Albuquerque Junior (2005) observou coincidéncia
apenas parcial de alelos S, o que assegura 50% de
compatibilidade gametofitica nessas combinagdes.
Esses resultados divergentes ndo devem ter relacdo
com a capacidade de germinacdo do podlen, mas
podem ter relacdo com causas estruturais dos 6rgaos
reprodutivos ou causa ainda desconhecida.

Por sua vez, nos cruzamentos que envolveram
as duas filhas da cultivar Gala — 'Imperatriz’ x
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'Daiane’ e seu reciproco, com total coincidéncia dos
alelos S (Albuquerque Junior,2005) — houve apenas
16,7% de TPAO que, juntamente com o obtido na
autofecundacdo da'Condessa’, sdo significativamente
inferiores aos demais.

Na Figura 1, pode-se observar o desenvolvimento
do tubo polinico em um cruzamento totalmente
compativel e em outro incompativel. As Figuras 1 A
e C mostram 6tima germinacao de polen da cultivar
Fuji Suprema na superficie estigmatica da cultivar
Imperatriz. Pode-se observar a grande quantidade
de tubos polinicos da cultivar Fuji Suprema
em crescimento ao longo do pistilo da cultivar
Imperatriz. Ndo ha parentesco préximo entre as
cultivares Fuji Suprema e Imperatriz. O contrario
¢ observado nas Figuras 1 B e D, que mostram, na
primeira, a auséncia de germinacdo do pdlen da
cultivar Daiane nos estigmas da cultivar Imperatriz
e, na segunda, os filetes da cultivar Imperatriz depois
de polinizada com pdélen da cultivar Daiane, sem
desenvolvimento dos tubos polinicos. Nesse segundo
caso, os dois parentais cruzados tém como ancestral
comum e proximo a cultivar Gala, e como ancestral
mais distante, aparecendo com mais frequéncia,
a cultivar Golden Delicious (Broothaerts, 2004).
Conforme mostrado na Tabela 1, apenas 16,7%
dos tubos polinicos desse cruzamento conseguiram
atingir o ovario. Essa percentagem ¢ muito baixa,
e constitui-se em forte indicativo de que existe
incompatibilidade gametofitica entre essas duas
cultivares. A autoincompatiblidade pode agir em
trés estagios, inicialmente inibindo a germinagao de
graos de polen e do crescimento do tubo polinico,
e ou causando aborto de embrides (Dantas et al.,
2005).

O forte gradiente de variagdo no padrao de
desenvolvimento dos tubos polinicos em dire¢do ao
ovario indica que entre os cruzamentos realizados
existem combinag¢des desde plenamente compativeis
até plenamente incompativeis.

A quantidade de tubos polinicos que alcanga o
ovario nao ¢ indicativo suficiente para se estabelecer
o grau de compatibilidade gametofitica em macieira,
uma vez que os valores obtidos dos cruzamentos e
de suas reciprocas podem variar significativamente.
Com excecdo do cruzamento 'Imperatriz' x 'Daiane’
e sua reciproca, todas as demais combinagdes desse
trabalho apresentam boa percentagem de tubos
polinicos que alcangam o ovario.
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A

Figura 1. Acompanhamento do desenvolvimento do tubo polinico em cruzamentos entre
cultivares brasileiras de macieira pela técnica de fluorescéncia (Martin, 1959). A, superficie
estigmatica da cultivar Imperatriz, com poélen da cultivar Fuji Suprema (apds cruzamento 100%
compativel); B, superficie estigmatica da cultivar Imperatriz, com polen da cultivar Daiane
(cruzamento 100% incompativel); C, estilete aberto apos cruzamento dirigido da cultivar
Imperatriz com a cultivar Fuji Suprema (cruzamento 100% compativel); D, estilete aberto
apos cruzamento dirigido da cultivar Imperatriz com a cultivar Daiane (cruzamento 100%

incompativel).
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