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RESUMO — No presente trabalho, estudaram-se caracteristicas associadas a germinag¢ao in vitro ¢ ao desenvolvimento in vivo do tubo polinico em
seis variedades-copa e de porta-enxertos de macieira como subsidios para o estabelecimento de programas de melhoramento genético. Utilizou-se
de pdlen de seis cultivares de macieira inoculado em meio de cultura com agar (10 g.L'') em agua destilada, combinados com concentragdes de
sacarose (0; 10; 20; 30; 40 € 50%) e acido borico (0 e 40 mg.L"). Para o estudo do desenvolvimento do tubo polinico, realizou-se coleta das flores em
quatro periodos (6; 12; 24 e 48 horas ap0s as polinizagdes) em M9 x Marubakaido e a autofecundag@o em M9, sendo os tubos polinicos analisados
em colorag@o de azul de anilina acidificada/carmim acético ¢ em fluorescéncia. A sacarose, em concentragdes entre 15% a 25%, pode ser empregada
com sucesso para a germinagao in vitro de graos de pdlen da macieira. O acido borico ndo teve efeito positivo para esta caracteristica. Na auséncia
do acido borico e na presenca de 15% de sacarose, observaram-se os maiores percentuais de germinagdo: Fuji (51,1%), Imperatriz (31,7%), M.9
(20,8%), Catarina (19,2%), Gala (13,7%) e Marubakaido (6,1%). Quanto ao desenvolvimento do tubo polinico, com 12 horas da polinizagdo, iniciou-
se a germinagdo no pélen, no estigma, no cruzamento M.9 x Marubakaido, e apds 24 horas da polinizagdo observou-se 83% de germinagdo. As
técnicas de coloragdo com azul de anilina acidificada com carmim acético e de visualiza¢do em fluorescéncia foram eficientes na visualizagio e
coloragdo dos graos de pdlen e do desenvolvimento dos tubos polinicos.

Termos para indexacio: Malus sp., pdlen, sacarose, fluorescéncia

GERMINATION OF POLLEN AND THE DEVELOPMENT OF POLLEN TUBES IN APPLE (Malus spp.)

ABSTRACT - In the present work it was studied features associated to the germination of pollen and the development of pollen tubes in six apple
varieties as subsidies for the establishment of genetic improvement programs. Pollen grains were inoculated in culture medium with distilled water,
agar (10 g. L"), combined with sucrose at 0, 10, 20, 30, 40 and 50% and boric acid at 0 and 40 mg. L. For the study of pollen tubes development
flowers were collected at 6, 12, 24 and 48 hours after antesis in M.9 x Marubakaido and in the self-pollinated M.9, being the pollen tubes analyzed in
staining with blue aniline with acetic carmim and in fluorescence. Sucrose in concentrations ranging from 15% to 25% can successfully be used for
the in vitro germination of pollen grains. Boric acid was not effective in promoting in vitro germination of pollen grains. In the absence of boric acid
and in the presence of 15% of sucrose it was observed the largest germination rates: Fuji (51.1%), Imperatriz (31.7%), M.9 (20.8%), Catarina (19.2%),
Gala (13.7%), and Marubakaido (6.1%). In the crossing M.9 x Marubakaido after 12 hours of pollination the pollen germination began in the stigma
and after 24hrs it was observed 83% of germination. The techniques employed were efficient in the visualization and coloration of the pollen grains
and of development of tube pollen.

Index terms: Malus sp., pollen, sucrose, fluorescence.

INTRODUCAO

A macieira (Malus spp) ¢ uma fruteira que pertence a familia
Rosaceae, subfamilia Pomoideae, género Malus. Malus x domestica
Borkh. ¢ um hibrido interespecifico e M. sylvestris Mill., M. prunifolia
Borkh. e M. baccata Borkh. estdo envolvidas em diferentes graus no
desenvolvimento da grande parte das variedades de macieira cultivadas
(Korban, 1986). Entretanto, nos Gltimos anos, outras espécies de Malus
tém contribuido para introducdo de genes em macieiras cultivadas, via
hibridacao sexual, por meio de cruzamentos controlados ou ao acaso
(Way etal., 1990). Os programas de melhoramento genético em macieira
buscam a obtencao de novas cultivares para ampliar a base genética e
com média a baixa exigéncia em frio e que, a0 mesmo tempo, sejam
polinizadoras compativeis.

Na familia Rosaceae, ¢ comum a ocorréncia de auto-
incompatibilidade na qual o tubo polinico expressa um dos alelos S'e,
em contato com o pistilo, expressando este mesmo alelo, o
desenvolvimento do tubo polinico ¢ paralisado (Batlle et al., 1995;
Broothaerts et al., 1995). A cultivar polinizadora deve apresentar
coincidéncia do periodo de florescimento e compatibilidade do alelo S
com as plantas produtoras, além de produzir pdlen viavel (Neves et al.,
1997; Certal et al., 1999). Uma vez que a analise da fertilidade do pélen é
condi¢do preliminar indispensavel ao melhoramento genético classico,
dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento de graos de pélen sdo
fundamentais para os estudos da biologia reprodutiva e para o
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desenvolvimento de programas de melhoramento genético desta espécie,
pois permitem obter maiores sucessos nos cruzamentos (Flanklin et al.,
1995).

Técnicas de microscopia permitem analisar caracteristicas
associadas a germinacdo dos tubos polinicos e suas taxas de
crescimento, servindo também para analisar hibrida¢des efetivas em
programas de melhoramento genético e, assim, elucidar algumas formas
de incompatibilidade (Kears & Inouye, 1993). No presente trabalho,
estudaram-se caracteristicas associadas a germinagdo in vitro e ao
desenvolvimento in vivo do tubo polinico em seis variedades-copa e
de porta-enxertos de macieira como subsidios para o estabelecimento
de programas de melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Os graos de polen foram obtidos a partir de anteras de 50
flores das cvs. copas Catarina, Imperatriz, Gala, Fuji e dos porta-enxertos
Marubakaido e M.9, coletadas a campo, em estagio de baldo, na E.E.
Sao Joaquim, da Epagri/SC. Para a germinagao do pdlen in vitro, anteras
foram depositadas em pequenas bandejas de papel, em estufa, cuja
temperatura oscilou entre 20°C e 25°C, durante 72 horas.

Em um primeiro ensaio, utilizou-se de sacarose (0 ¢ 15 %) e
acido borico (0 e 40 mg.L") em meio de cultura com 10 g.I"' de agar
dispensado em placas de petri (10 ml/placa). No segundo ensaio, utilizou-
se dos graos de pdlen dos porta-enxertos Marubakaido e M.9 os quais
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foram testados em seis concentragdes de sacarose (0; 10; 20; 30; 40 ¢
50%), porém isento de acido boérico. Os graos de pdlen de cada cultivar
foram aspergidos sobre a superficie do meio de cultura com auxilio de
um pincel, e as culturas foram incubadas em BOD a 25°C, por trés horas.
Decorrido este tempo, realizou-se a contagem da percentagem dos graos
de polen germinados, considerando-se como tal aquele cujo
comprimento tivesse ultrapassado o diametro do proprio grao de pdlen.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
repetigdes por tratamento.

Para o estudo do desenvolvimento do tubo polinico, realizaram-
se a polinizag@o cruzada em M9 x Marubakaido e a autofecundagéo em
M9. As polinizagdes foram realizadas em trés pistilos por flor,
emasculadas de cada cinco flores, em trés arvores, constituindo trés
repeticdes. A coleta das flores foi feita em quatro periodos: 6; 12; 24 ¢ 48
horas apos as polinizagdes. Imediatamente apos a coleta das flores, os
estiletes foram fixados em Carnoy (3 partes de etanol 95%:1 parte de
acido acético glacial) ¢ levados ao laboratdrio. Utilizou-se de duas
técnicas de preparo de laminas para a visualizagao dos tubos polinicos:
atécnica de colora¢do com azul de anilina acidificada com carmim acético
¢ a técnica de fluorescéncia. Para a técnica de anilina azul acidificada
com carmin acético (Kears & Inouye, 1993), cortaram-se os pistilos na
base ou com os ovarios intactos longitudinalmente, os quais foram
corados sobre uma lamina de vidro, por 10 min, em uma gota de anilina
azul acidificada 0,1% em HCI 1IN, colocando-se a laminula e observando-
se em microscopio Olympus BX40.

Para a técnica de fluorescéncia, colocaram-se os estiletes em
placas de relogio com NaOH 8N e, posteriormente, em estufa a 25°C por
10 a 15 minutos. Os estiletes foram depois lavados com agua destilada
por trés vezes e mantidos na agua até a sua transferéncia para uma
lamina com uma gota de solugdo de azul de anilina 0,1% em K,PO, (0,1
M). As observagdes foram feitas em microscopio invertido Olympus
IMT-2, com aparato do epiflorescéncia, com filtros de 450 nm. Foram
observadas cinco laminas para cada tratamento, contando-se o niimero
de grios de polen germinados e o comprimento dos tubos polinicos
encontrados em um determinado campo de visdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacio de pélen

No primeiro ensaio, observou-se interago significativa entre
os dois tratamentos. Na auséncia de acido borico e de sacarose, a cv.
Catarina apresentou maior percentagem (15,7 %) de germinagao de graos
de pdlen, seguida das cvs. Imperatriz (11,6%), Gala (7,7%), Fuji (6,8%),
M.9 (3,4%) e Marubakaido (0,4%). Na auséncia do acido borico e na
presenca de 15% de sacarose, observou-se maior percentagem de
germinagdo, quando comparada a auséncia de sacarose. Os seguintes
resultados foram observados: a cultivar Fuji apresentou a maior
percentagem de germinagao de pdlen (51,1%), seguida pela Imperatriz
(31,7%),M.9 (20,8%), Catarina (19,2%), Gala (13,7%) e Marubakaido
(6,1%). Com 40 mg.L!' de acido borico, observou-se inibi¢do na
germinagdo do polen em todas as cultivares testadas (Tabela 1). Nunes
et al. (2001) observaram percentual de germinagdo menor na cultivar
Fuji (20%) quando utilizaram 10% de sacarose e 40 mg.L"' de acido
borico. Em trabalho de Milutinovic et al. (1996), o acido borico apresentou

efeito positivo nos resultados, com 64,2 ¢ 88,3% para as cultivares
Jonathan ¢ Golden Delicious, respectivamente.

Os principais componentes do meio de germinagdo de pdlen
tém sido diferentes tipos e concentracdes de agucares e distintas
concentragdes de boro (Miranda & Clement, 1990; Lorenzon & Almeida,
1997). O carboidrato utilizado proporciona o equilibrio osmotico entre o
polen e o meio de cultura e fornece energia para o desenvolvimento do
tubo polinico (Stanley e Linskens, 1974). A adigdo de boro ao meio de
cultura mostra respostas variaveis conforme a espécie, ¢ seu mecanismo
de agdo consiste em interagir com o agucar ¢ formar um complexo
ionizavel agucar-borato, o qual reage mais rapidamente com as
membranas celulares (Pfahler, 1967; Askin et al., 1990). Diferengas em
relacdo ao comprimento do tubo polinico foram observadas nas cvs.
Catarina e Imperatriz e no porta-enxerto M.9 e na presenga de 15% de
sacarose e auséncia de acido borico, os quais apresentaram maior
comprimento comparativamente aquele verificado na presenga do acido
bérico (Figura 1).

FIGURA 1 - Crescimento dos tubos polinicos das cultivares: a) Catarina
- ac. Borico (0 mg.L") e sacarose (15%); b) Imperatriz - ac.
Borico (0 mg.L") e sacarose (15%); ¢) M.9 - ac. Borico (0
mg.L") e sacarose (15%); d) M.9 - 4c. Borico (40 mg.L ") e
sacarose (15%). Barra: 88pum.

No segundo ensaio, os resultados obtidos mostraram que as
diferentes concentragdes de sacarose promoveram modificagdes
significativas na taxa de germinacdo dos graos de pdlen das cvs
avaliadas. Graos de pdlen do porta-enxerto M.9 apresentaram
germinagdo superior aquela do porta-enxerto Marubakaido. Houve
aumento gradativo na germinagao até a concentragdo de 20% de sacarose
ereducdo nataxa de germinagdo em meio de cultura contendo 50% de
sacarose (Figura 2). Esses resultados sdo similares aqueles observados
por Raseira e Raseira (1996) em graos de pdlen de aragazeiro.

Desenvolvimento do tubo polinico

A proporcdo de graos de pdlen observada entre os sistemas
de polinizagdo foi bastante diferenciada e também quanto ao periodo
de coleta ap6s a polinizagdo. Em coletas realizadas 6 horas apés as

TABELA 1 - Taxas de germinagdo in vitro de graos de pélen de macieira em diferentes concentragdes de sacarose ¢ acido borico.

Ac. borico (mg.L")/Sacarose (g.L ")

Ac. borico (mg.L")/Sacarose (g.L ")

Cultivares 0/0 400 0/150 407150
Catarina 15,7a B 0a C 192d A 0aC
Imperatriz 11,6 b B 0a C 3,7b A 0a C
Gala 7,7¢ B 0a C 13,7¢ A 0a C
Fuji 6,8d B 0a C 51,1a A 0a C
M.9 34e B 0a C 20,8¢c A 0a C
Marubakaido 04f B 0a C 6,1 f A 0a C

Meédias com letras iguais, minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de SNK, a 5% de probabilidade.
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polinizagdes, nao foram observados graos de polen germinados. A partir
das 12 horas, 30% dos grdos de pdlen iniciaram a germinag¢do no
cruzamento M.9 x Marubakaido, e seus tubos polinicos apresentaram
comprimento médio de 16,65 pm. Apos 24 horas da polinizacdo, foi
observada 83% de germinagdo com tubos polinicos de até 528 pm de
comprimento (Tabela 2, Figuras 3A, 3B). Na autofecundagido de M.9,
depois de 24 ¢ 48 horas da polinizagdo, observaram-se taxas de 6,25%
¢ 6,45% de germinagdo de polen, respectivamente. O diametro médio do
grdo de poélen foi de 16,65 um e o do ovario, em torno de 616 um (Figura
3Ce3D).
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FIGURA 2 - Germinagdo de pdlen in vitro dos porta-enxertos de macieira
Marubakaido ¢ M.9 em resposta a diferentes
concentragdes de sacarose.

Em relagdo ao protocolo para visualizagdo de tubos polinicos,
a utilizacdo de laminas coradas com a técnica de anilina azul/carmin
acético permitiu a obten¢do de bom contraste entre o polen germinado
€ o0 estigma, pois o carmin acético corou de escuro os tubos polinicos
(Figura 3A). Contudo, a fluorescéncia mostrou-se mais eficiente quanto
a intensidade e visibilidade dos graos de polen (Figura 3B). Na
autofecundacao do porta-enxerto M.9, foi observada a permanéncia de
graos de pélen na parte apical do estilo, presos as papilas estigmaticas
(Figura 3E/F), evidenciando assim que a barreira de incompatibilidade
ocorreu na parte apical do estilo. Este fato foi também constatado com
a cv. StarKrimson, onde menos de 1% dos tubos polinicos alcangaram
a base do estilo 48 horas apos a polinizagao (Moltalti e Filiti, 1984). A

auto-incompatibilidade pode agir em trés estagios, inicialmente inibindo
a germinagdo de graos de pdlen e do crescimento de tubo de polinico,
ou causando aborto de embrides (Weller & Ornduff, 1989).

FIGURA 3 - Desenvolvimento dos tubos polinicos: a) 12 horas apds a
polinizagdo, barra: 44 um técnica de azul de anilina
acidificada/carmin acético; b) 24 horas apos a polinizagao,
barra: 44 um, fluorescéncia; ¢) didmetro do polen, barra:
22 um; d) ovario, barra: 22 um, ef) localizacgdo apical dos
graos de polen, barra: 88 pm.

TABELA 2 - Numero médio de graos de polen observados e germinados, com a utilizagao da técnica de azul de anilina acidificada/carmin acético.

Polinizagao Periodo de coleta  Graos de pdlen observados  Gréos de polen germinados (%) Graos de pdlen germinados
6 14 0 0
. 12 34 12 30
M.9 x Marubakaido 24 25 20 33
48 24 18 75
6 22 0 0
12 32 0 0
M..9 autofecundada 24 24 ) 6.25
48 31 2 6,45
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visualizag@o e coloracdo dos graos de pdlen e de tubos polinicos.
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