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RESUMO

DE CONTI, Daniela. Caracterizacdo anatomico-fisiolégica e molecular da
compatibilidade reprodutiva de ameixeiras japonesa. 2012, 66f. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl.) € uma frutifera de grande destaque
mundialmente. No Brasil, é a espécie de ameixeira mais cultivada, pois apresenta
grande numero de cultivares adaptadas as diferentes condicfes climaticas das
regides onde é cultivada. Porém, alguns fatores limitam o aumento da producéo
nacional de ameixeiras, entre eles destaca-se a autoincompatibilidade gametofitica,
devido a presenca de um loco multialélico, contendo os denominados alelos-S.
Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi identificar fisiologicamente e
molecularmente os alelos-S de cultivares de ameixeira japonesa relacionados a
autoincompatibilidade gametofitica. Para a caracterizacao fisiologica, realizaram-se
experimentos de polinizacdo controlada no campo experimental da Embrapa Clima
Temperado (Pelotas/RS) e polinizacdo in vivo, em laboratério, de trés cultivares de
ameixeira japonesa (Ameérica, Gulf Blaze e Gulf Rubi) onde foram avaliados a
frutificacdo efetiva e o crescimento do tubo polinico (CTP), respectivamente. Para a
caracterizacdo molecular, os experimentos foram realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas — Caracterizacdo Molecular, (UFPEL/RS). Para tal
fim, foram analisadas 19 cultivares de ameixeira japonesa, por meio de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) com dois pares de primers especificos para
amplificacdo de alelos-S. Nos estudos de compatibilidade reprodutiva, a cv. América
apresentou alto fruit set quando polinizada com as cvs. Rosa Mineira (26,7%),
Amarelinha (8,7%) e Reubennel (12,7%). Os cruzamentos ‘Gulf Blaze’ x ‘Gulf Rubf’,
‘Gulf Rubi’ x ‘Gulf Rubi’ e ‘Gulf Rubi’ x ‘Gulf Blaze’ obtiveram um fruit set de 11,36%,
3,84% e 9,94%, respectivamente. Na polinizagdo in vivo o CTP atingiu o 6vulo ou
ovario nesses cruzamentos, com excecdo da autopolinizagdo da ‘Gulf Rubi’. N&ao
houve frutificagao efetiva, no campo, na autopolinizagao ‘América’ e ‘Gulf Blaze’ e no



cruzamento ‘Ameérica x ‘Pluma 7’. O CTP nesses cruzamentos nao chegou a atingir o
ovulo, com exceg¢ao da autopolinizacdo da ‘Gulf Blaze'. Apenas os cruzamentos
‘América’ x ‘Pluma 7’ sdo incompativeis e a cultivar América é autoincompativel. Na
amplificacdo de alelos-S, foi possivel obter a efetiva caracterizagédo de alelos-S das
cultivares estudadas, bem como, a escolha das polinizadoras mais compativeis com
as cultivares produtoras. Verificou-se que as cultivares América e Santa Rosa;
Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Purpura e Planta 21,
apresentaram incompatibilidade entre si.

Palavras-chave: Prunus salicina; autoincompatibilidade gametofitica; cruzamentos
dirigidos, alelos-S, PCR.



ABSTRACT

DE CONTI, Daniela. Anatomical-physiological and molecular characterization of the
reproductive compatibility of Japanese plum. 2012, 66f. Dissertacao (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The Japanese plum (Prunus salicina Lindl.) is a fruit of great prominence worldwide.
In Brazil, one of the most widely cultivated species of plum, because it presents
climatic conditions favorable to its cultivation. However, some factors limit the
increase in domestic production of plum trees, among them stands out the
gametophytic self-incompatibility, due to the presence of a multiallelic codominant
locus, containing the so-called S-alleles. Thus, the objective of this study was to
identify physiologically and molecularly S-alleles of Japanese plum cultivars related
to gametophytic self-incompatibility. For physiological characterization were carried
out controlled pollination experiments in the experimental field of Embrapa, Clima
Temperado (Pelotas/RS) and the pollination in vivo in laboratory, three cultivars of
Japanese plum (América, Gulf Rubi and Gulf Blaze) which were evaluated fruit set
and pollen tube growth (CTP), respectively. For molecular characterization,
experiments were performed in the Laboratory of Plant Tissue Culture and Molecular
Characterization, (UFPel / RS). To this end, we analyzed 19 Japanese plum cultivars
by Polymerase Chain Reaction (PCR) with two pairs of specific primers for
amplification of S-alleles. Crossings 'Gulf Blaze' x ‘Gulf Rubi' ‘Gulf Rubi’ x 'Gulf Rubi'
and 'Gulf Rubi' x 'Gulf Blaze' had a fruit set of 11.36%, 3.84% and 9.94%
respectively. In vivo pollination CTP reached the egg or ovarian in these crosses,
with the exception of self-pollination of 'Gulf Rubi'. There was no fruit set in the field,
self-pollination in '"América’ and 'Gulf Blaze' and crossing 'América x' Pluma 7 '. The
CTP in these crosses did not reach the egg, with the exception of self-pollination of
'Gulf Blaze'. Only the cross between 'América’ x 'Pluma 7' are incompatible, and
America is a self-incompatible cultivar. In amplification of S-alleles was possible to



obtain the effective characterization of alleles-S of cultivars studies, as well as, the
choice of pollinating more compatible with the cultivars producing. The cultivars
América and Santa Rosa; Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura
and Planta 21 showed incompatibility between them.

Key-words: Prunus salicina, gametophytic self-incompatibility, crosses, S-alleles,
PCR.
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1 INTRODUCAO GERAL

As espécies frutiferas apresentam um importante papel econémico no Brasil,
devido ao potencial de geracdo de emprego e renda, onde atualmente ocupa
posicdo estratégica na expansdo do agronegocio brasileiro. A base agricola da
cadeia produtiva gera 5,6 milhdes de empregos, ou seja, 27% do total da mao-de-
obra agricola ocupada no pais (PORTOCARRERO, 2005).

Depois de uma queda em 2009, a producéo brasileira de frutas voltou a
crescer em 2010. Com base nos numeros do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2011), estima-se uma safra de 43 milhdes de toneladas de frutas,
0 que representa 5,17% a mais que em 2009, quando chegou a 41 milhdes de
toneladas. A area plantada foi de 2,179 milh6es de hectares. Este resultado mantém
o Brasil como terceiro maior produtor mundial de frutas, atras apenas da China e da
india (IBGE, 2011).

Dentre as principais espécies frutiferas de clima temperado exploradas no
pais, destaca-se a ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl). Esta espécie possui
grande potencial para ampliagcdo da area cultivada, pois o volume produzido é
insuficiente para atender a demanda do mercado, onde se destina na quase
totalidade ao consumo in natura e uma pequena parte passa por processamento
industrial, em forma de passas, geléias, licores e destilados (CHAGAS et al., 2007).
Em 2010, a ameixeira ocupou o quarto lugar de fruta fresca mais importada, logo

apos a péra, maga e uva, totalizando cerca de 24 mil toneladas (IBRAF, 2011). O
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volume médio de ameixeira comercializado no pais entre 2002 e 2007, de acordo
com o CEAGESP/SP, é de 1 milhdo de toneladas/ano (INSTITUTO FNP, 2007).

A ameixeira é uma espécie frutifera arborea, perene, pertencente a familia
Rosaceae, subgénero Prunophora, género Prunus, sendo cultivada
economicamente em diversas partes do mundo. No Brasil, é cultivada
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
Paulo e Sul de Minas Gerais, devido as condicbes edafoclimaticas favoraveis ao
cultivo (PASINATO et al., 1998; BIASI et al., 2004). E uma das plantas frutiferas que
mais se difundiu nos Ultimos anos, sendo cultivada em varias condi¢ces climaticas,
devido as varias espécies existentes e ao resultado de hibridacdes ocorridas ao
longo do desenvolvimento da cultura. Este conjunto de fatores torna a ameixeira
uma cultura extremamente atraente para o melhoramento genético, permitindo o
desenvolvimento de cultivares que possuem variacdes bastante amplas em suas
caracteristicas genéticas e fenologicas (CASTRO et al., 2008).

Para muitos botanicos a ameixeira é considerada o nucleo central de
divergéncia do género Prunus que, por sucessivas variacdes originou os diferentes
géneros da familia das Rosaceaes. Duas espécies principais estruturam a maioria
das cultivares de ameixeiras atualmente cultivadas no mundo, sendo estas Prunus
domestica L. (ameixeira européia) originaria da Caucaso, Turquia e Pérsia, e Prunus
salicina Lindl (ameixeira japonesa) originaria do extremo Oriente (MADAIL, 2003).
Também fazem parte da constituicdo de muitas cultivares as espécies Prunus institia
Linn (ameixeira européia) e Prunus cerasifera Ehrh (ameixeira mirabolano). A
espécie mais cultivada no Brasil, de menor exigéncia em frio e mais adaptada as
condi¢cbes de invernos do sul do pais é P. salicina, comumente referida como
ameixeira japonesa. A ameixeira européia é pouco cultivada devido a alta exigéncia
em frio para a superacdo da dorméncia, porém, tem grande importancia econémica
em outros paises (REVERS; MACHADO, 2005).

Entre os fatores que limitam o aumento da producédo nacional de ameixeiras,
destaca-se a autoincompatibilidade reprodutiva do tipo gametofitica (GSI -
gametofitic  self-incompatibility) (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002;
RASEIRA, 2003; TAKAYAMA; ISOGAI, 2005), ou seja, a incapacidade de
autopolinizacdo de muitas cultivares, devido a presenca de um loco multialélico
(contendo os denominados alelos-S) que codifica para enzimas que interrompem a

formacdo do tubo polinico no processo de polinizacdo, impedindo a fecundacao.
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Como resultado, estas dependem de polinizadoras compativeis para produzirem
frutos, onde seu pdlen devera efetivamente fecundar o pistilo da cultivar produtora,
caso contrario ndo havera producéo.

A autoincompatibilidade (Sl - self-incompatibility) € um mecanismo genético
presente na maioria das angiospermas, que impede a autofecundacédo, admitindo
que o pistilo rejeite o pdlen de individuos geneticamente relacionados (WU et al,
2011) contribuindo na manutencdo e aumento da diversidade dentro das espécies
(ZHANG et al., 2009). Porém, é um dos maiores problemas no manejo das culturas
gue apresentam essa caracteristica e em programas de melhoramento genético de
varias espécies frutiferas, podendo comprometer significativamente a frutificacdo
efetiva e a produtividade dos cultivos (BANDEIRA et al., 2011).

No fendbmeno de autoincompatibilidade gametofitica o determinante feminino
€ uma ribonuclease (S-RNase) sendo expressa no pistilo, onde as suas proteinas,
localizadas principalmente na parte superior do estilete, atuam inibindo ou
degradando o RNA do tubo polinico que compartilha o mesmo alelo-S do pistilo
(MCCUBBIN; KAO, 2000; SCHIFINO-WITTMANN; DALL'AGNOL, 2002;
TAKAYAMA; ISOGAI, 2005; ZHANG et al., 2009). Por outro lado, o determinante do
polen-S € uma proteina F-box (SFB-S-haplotypespecific F-box) que geralmente atua
como componente ligante da ubiquitina, envolvida em uma via de degradacao
protéica (ZHANG et al., 2009), mediada pela ubiquitina de S-RNases de podlen
oriundo de cruzamento (TAKAYAMA; ISOGAI, 2005; ZHANG et al.,, 2009;
GHARESHEIKHBAYAT et al., 2011).

A maioria das espécies das cultivares de P. salicina apresentam o sistema de
AIG, onde, a identificacdo desses alelos-S € uma importante estratégia para o
estabelecimento de pomares com cultivares compativeis reprodutivamente e, dessa
forma, reduzir perdas no campo, devido a baixa frutificacdo efetiva (BANDEIRA et
al., 2011). Deve-se levar em consideracdo que além de fatores do clima e a
presenca de insetos no pomar, os quais podem interferir na polinizacdo, uma boa
frutificacdo efetiva depende também do uso de cultivares polinizadoras que
apresentam alelos compativeis e periodo de floracdo, parcial ou completamente
coincidentes.

Diferentes métodos tém sido utilizados para determinar se uma cultivar ou

genotipo é autocompativel ou autoincompativel. Estes incluem: testes de polinizacao
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controlada a campo e in vivo, crescimento do tubo polinico e avaliagdo molecular
dos alelos-S das cultivares (DONOSO et al., 2009).

Assim, caracterizar fisiolégica e molecularmente a compatibilidade
reprodutiva entre cultivares de ameixeira japonesa é de grande valia, pois possibilita
seu uso como subsidio para programas de melhoramento genético, além de ser uma
importante estratégia para o estabelecimento de pomares com cultivares
compativeis reprodutivamente e, assim, melhorar o fruit set e a producdo dos
pomares. A caracterizacdo desses alelos-S, associado a tecnologia de
transformacdo genética de plantas, poder4 num futuro proximo, potencializar os
trabalhos de melhoramento genético com o objetivo de obter cultivares autoférteis;
uma vez que o uso destas ferramentas da biotecnologia permite a introducéo de
sequéncias de S-RNases em orientacdo antisense, promovendo o silenciamento de
genes responsaveis por este tipo de fenotipo e, consequientemente, eliminando o
problema da autocompatibilidade reprodutiva, bem como acelerando o trabalho de
melhoramento genético desta espécie.

A presente dissertacdo esta dividida em dois artigos cientificos: o primeiro
investiga a compatibilidade reprodutiva de cultivares de ameixeira japonesa atraves
de polinizacdes cruzadas e analises laboratoriais. O segundo artigo foi realizada a
caracterizacdo molecular, através da identificacdo dos alelos-S associados ao
mecanismo de autoincompatibilidade gametofitica em ameixeira japonesa, por meio
da analise de PCR.
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HIBRIDACOES, ANALISE DE FRUIT SET E DO CRESCIMENTO DE TUBOS
POLINICOS PARA ESTUDO DA COMPATIBILIDADE REPRODUTIVA
ENTRE CULTIVARES DE AMEIXEIRA JAPONESA

DANIELA DE CONTI!, MARIA DO CARMO BASSOLS RASEIRA?, JOSE
ANTONIO PETERS®, VALMOR JOAO BIANCHI®,

RESUMO
O objetivo do trabalho foi caracterizar fisiologicamente a compatibilidade reprodutiva
de cultivares de ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl) por meio de hibridacdes,
analise do fruit set e do crescimento de tubos polinicos (CTP). O frui set foi
determinado 40 dias apo6s a hibridacdo controlada, realizadas a campo. O grau de
compatibilidade foi avaliado in vivo, para determinar o CTP. A cv. Ameérica
apresentou alto fruit set quando polinizada com as cvs. Rosa Mineira (26,7%),
Amarelinha (8,7%) e Reubennel (12,7%). Os cruzamentos ‘Gulf Blaze’ x ‘Gulf Rubi’,
‘Gulf Rubi’ x ‘Gulf Rubi’ e ‘Gulf Rubi’ x ‘Gulf Blaze’ obtiveram um fruit set de
11,36%, 3,84% e 9,94% respectivamente. Na polinizacdo in vivo o CTP atingiu o
Ovulo ou ovario nesses cruzamentos, com excec¢do da autopolinizag¢do da ‘Gulf Rubi’.
No campo, ndo houve frutificacdo efetiva na autopolinizacdo da ‘América’ e ‘Gulf
Blaze’ e no cruzamento de ‘América’ X ‘Pluma 7°. O CTP nesses cruzamentos nao
chegou a atingir o 6vulo, com excecdo da autopolinizagcdo da ‘Gulf Blaze’. Apenas 0s
cruzamentos ‘América’ x ‘Pluma 7’ sdo incompativeis e a cultivar América €

autoincompativel.

Termos para indexacdo: Prunus salicina, autoincompatibilidade, fruit set,

hibridizag6es, polinizacgéo in vivo.
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HYBRIDIZATIONS, ANALYSIS AND FRUIT SET POLLEN TUBE
GROWTH FOR THE STUDY OF REPRODUCTIVE COMPATIBILITY
BETWEEN CULTIVARS OF PLUM TREE JAPANESE

ABSTRACT
The objective of this work was to physiologically characterize the reproductive
compatibility of cultivars of Japanese plum (Prunus salicina Lindl) through
hybridization, analysis of fruit set and pollen tube growth (PTG). The fruit set was
determined 40 days after the controlled hybridization, carried out in the field. The
degree of compatibility was evaluated in vivo, to determine the PTG. The cv. América
had higher fruit set when pollinated with cvs. Rosa Mineira (26,7%), Amarelinha
(8,7%) and Reubennel (12,7%). Crossings ‘Gulf Blaze’ x ‘Gulf Rubi’, ‘Gulf Rubi x
Gulf Rubi’ and ‘Gulf Rubi x Gulf Blaze’ had fruit set of 11,36%, 3,84% and 9,94%
respectively. In vivo pollination PTG reached the egg or ovarian cancer in these
crosses, with the exception of self-pollination of ‘Gulf Rubi’. In the field, no fruit set
in self-pollination of ‘América’ and ‘Gulf Blaze’ and crossing ‘América x Pluma 7.
The PTG in these crosses did not reach the egg, with the exception of self-pollination
of ‘Gulf Blaze’. Only the crossroads '‘América’ x 'Pluma 7' are incompatible, and

America is cultivar self-incompatible.

Index terms: Prunus salicina, self-incompatibility, fruit set, hybridizations, in vivo

pollination.
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INTRODUCAO

A ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl.) é uma frutifera de clima temperado
cultivada economicamente em varias partes do mundo. No Brasil, € uma das espécies
de ameixeira mais cultivada, pois apresenta condi¢cdes climaticas favoraveis ao seu
cultivo (BIASI, 2004).

Em virtude das varias espécies existentes e do resultado de hibridagdes ocorridas
ao longo do desenvolvimento da cultura, principalmente pelo plantio de variedades
selecionadas, a ameixeira € considerada uma das frutiferas arbdreas que mais se
difundiu pelo mundo (CASTRO et al., 2008).

Porém, mesmo com grande potencial de cultivo no Brasil, alguns fatores tém
limitado o aumento da producéo nacional de ameixas, sendo o principal a escaldadura
das folhas, causada pela bactéria Xylella fastidiosa, que afeta a qualidade do material
propagativo, bem como variag6es climaticas, 0 uso de porta-enxertos inadequados e a
incapacidade de autopolinizacdo de muitas cultivares (RASEIRA, 2003).

A maioria das cultivares de P. salicina sdo autoincompativeis, devido ao
sistema de autoincompatibilidade gametofitica, determinado pela presenca de um loco
multialélico, contendo os denominados alelos-S (TAKAYAMA; ISOGAI, 2005) que
codificam para enzimas que interrompem o crescimento do tubo polinico no processo
de polinizacdo (KAUFMANN et al., 1992; NEWBIGIN et al., 1993; BOSKOVIC;
TOBUTT, 1996; DE NETTANCOURT, 1997; SAPIR et al., 2004). Como
consequéncia, para garantir a fecundacdo e niveis de producdo economicamente
aceitaveis, € necessario a implantacdo de pelo menos uma planta polinizadora para
cada quatro produtoras (CASTRO et al., 2008), com compatibilidade e periodo de
floracéo total ou parcialmente sincronizado (SAPIR et al., 2004).

A autoincompatibilidade ¢ um mecanismo genético em plantas hermafroditas
que impede a autofecundacéo, fazendo com que o pistilo rejeite o polen de individuos
geneticamente relacionados (WU et al., 2011). Portanto, € um mecanismo que
favorece a alogamia, promovendo, desta forma, a manutencdo da variabilidade

genética (ZHANG et al., 2009). Porém, & uma barreira para programas de
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melhoramento genético, que buscam a obtencdo de novas cultivares, e para 0 manejo
reprodutivo dos pomares.

A reacdo de autoincompatibilidade gametofitica é geneticamente determinada
pela presenca de um loco polimérfico (S), codificando dois genes ligados que
determinam os fenétipos do pélen e pistilo (KAO; TSUKAMOTO, 2004).

Quando o alelo-S do grdo de pélen haploide é diferente dos dois alelos-S do
pistilo, o tubo polinico pode crescer através do pistilo e fertilizar o dvulo. Por outro
lado, quando o alelo-S expresso no pdlen é o mesmo que qualquer um dos dois alelos-
S expressos no pistilo, o crescimento do tubo polinico € interrompido (GUERRA et al.,
2009).

Em Rosaceas, nas espécies autoincompativeis, o determinante do pistilo-S é
uma ribonuclease, S-RNase (TAO et al., 1999; ZHANG et al., 2009) que inibe o
crescimento do tubo polinico, degradando o RNA do tubo polinico (MCCUBBIN;
KAO, 2000; McCLURE et al., 2011). Por outro lado, o determinante do polen-S é uma
proteina F-box, (SFB S-haplotypespecific F-box) (YAMANE et al., 2003; ZHANG et
al., 2009) que geralmente atua como componente ligante da ubiquitina, envolvida em
uma via de degradacdo protéica (ZHANG et al., 2009), mediada pela ubiquitina de S-
RNases de pdlen oriundo de cruzamento (TAKAYAMA; ISOGAI, 2005).

O fruit set, como resultado da polinizacdo bem sucedida, € um dos requisitos para
se obter alto rendimento na producdo de ameixa japonesa. Sendo assim, devido a
consequéncia desta autoincompatibilidade gametofitica é essencial o planejamento do
pomar (GUERRA et al., 2009). Métodos confiaveis para determinar a compatibilidade
entre as diferentes cultivares incluem a caracterizagdo fisioldgica através de
polinizacdes controladas a campo, combinadas com andlises laboratoriais, para
determinar a viabilidade dos grdos de pdlen (SOUZA; RASEIRA, 1998). Além disso,
técnicas de microscopia permitem analisar caracteristicas associadas a germinacdo dos
tubos polinicos e suas taxas de crescimento, servindo também para analisar
hibridacdes efetivas em programas de melhoramento genético e, assim, elucidar
caracteristicas referentes a incompatibilidade reprodutiva (KEARS; INOUYE, 1993),

sendo considerado um teste de grande valia, uma vez que elimina resultados falsos de
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incompatibilidade por ndo serem influenciados pelos fatores ambientais, os quais, a
polinizacdo realizada a campo esté sujeita.

Dada a importancia da determinacdo da compatibilidade reprodutiva em espécies
frutiferas, o trabalho teve por objetivo caracterizar fisiologicamente a compatibilidade
reprodutiva de cvs. de ameixeira japonesa, por meio de hibrida¢des controladas,
seguidas da anélise de crescimento de tubo polinico e do fruit set, visando auxiliar
produtores e melhoristas na escolha dos melhores geno6tipos para polinizagdo cruzada

em programas de melhoramento e no manejo reprodutivo de pomares comerciais.

MATERIAL E METODOS

As analises de caracterizacdo fisioldgica da compatibilidade das cultivares de P.
salicina foram realizadas a campo e no laboratério de melhoramento genético, na
estacdo experimental da Embrapa Clima Temperada (Pelotas/RS) (Latitude 31° 42’ e
longitude 52° 21°) durante dois anos (2010 e 2011). Para isso foram realizadas
hibridagdes controladas, com as seguintes combinacdes de cultivares: América como
genitor feminino, polinizada com América, Rosa Mineira, Pluma 7 e Reubennel; Gulf
Blaze como genitor feminino, sendo Gulf Blaze e Gulf Rubi como genitor masculino;
Gulf Rubi como genitor feminino, sendo Gulf Blaze e Gulf Rubi como genitor
masculino.

Nas hibridagbes a campo, para cada cruzamento, foram utilizadas 150 flores em
estadio de baldo, sendo estas emasculadas (com excec¢do da cultivar América, pelo fato
de ser autoincompativel), polinizadas e ensacadas com tecido ndo tecido (TNT) branco
por um periodo de uma semana. Apos 40 dias foram avaliadas a percentagem de
frutificacdo efetiva (fruit set) em relagdo ao numero de flores polinizadas e ensacadas.
Como controle, foi realizada a autopolinizacdo das cultivares produtoras, nas gquais 0s
botdes florais foram emasculados e polinizados com o pélen da prépria cultivar.

Na polinizacdo in vivo, foram coletados quatro ramos de cada planta, com pelo
menos 20 flores em estadio de baldo e acondicionados no laboratério, a temperatura

ambiente (18-20°C). As flores foram emasculadas e polinizadas manualmente com o
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polen de interesse, de acordo com as combinagdes de cruzamentos (com exce¢do da
cultivar America, pelo fato de ser autoincompativel).

Apos 120 e 140 horas os pistilos foram coletados, fixados em solucdo FAA -
formol, acido acético e acido etilico (1:1:8), e armazenados em geladeira a 4°C, para
posterior avaliagdo da percentagem de grdos de pélen germinados e o crescimento do
tubo polinico (CTP) no pistilo, conforme o método de Wilson e Brown (1957), com
algumas adaptacGes, por meio de coloracdo histoquimica (CARVALHO, 1989).

Depois do preparo das l&minas, estas foram visualizadas em microscopio Optico
(Carl Zeiss do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP), com ocular de 10x e objetiva de 40x.
Foram observadas 20 laminas para cada combinacdo de cruzamento. Avaliou-se a
percentagem de gréos de pdlen germinados e o grau de crescimento do tubo polinico,
por meio da atribuicdo de notas de 1 a 7 (Tab. 1), baseado na classificacdo de Bandeira
et al (2011).

Nos cruzamentos realizados a campo, foi avaliada a percentagem de frutificacéo
das 150 flores polinizadas, e, nos cruzamentos in vivo, utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de cinco flores. Os
dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro, com o programa WinStat 2.0 (MACHADO;
CONCEICAO, 2003). Os dados da variavel percentagem de grdos de polen

12

germinados foram transformados para (x/100)7“, e os graus de desenvolvimento do

tubo polinico foram transformados para log (X).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos cruzamentos realizados a campo no ano de 2011, a cv. América apresentou
boa frutificacdo efetiva 26,7%, 8,7% e 12,7%, quando polinizada com as cvs. Rosa
Mineira, Amarelinha e Reubennel, respectivamente (Tab.2). A cv. Gulf Blaze se
mostrou compativel quando polinizada com a cv. Gulf Rubi (11,36%) e a cv. Gulf
Rubi se mostrou compativel com as cvs. Gulf Blaze (9,94%) e Gulf Rubi (3,84%).

Porém, no ano de 2010 a frutificacdo ocorreu somente quando a cv. América foi
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polinizada com a cv. Rosa Mineira (0,66%), cv. Gulf Blaze polinizada com a cv. Gulf
Rubi (9,8%) e cv. Gulf Rubi polinizada com a cv. Gulf Blaze (2,4%) (Tab.2). Nos
demais cruzamentos ndo houve frutificagdo, mas mesmo assim néo € possivel afirmar
que a falta de frutificacdo tenha ocorrido devido & incompatibilidade, sendo que este
fato pode estar relacionado a inUmeros fatores ambientais que podem influenciar no
sucesso da frutificacgéo.

Podem ocorrer diferengas no pegamento de frutos de um ano para outro, pois
além da incompatibilidade reprodutiva existente entre as cultivares, as condi¢des
climaticas no momento da polinizacdo e apos o florescimento, como por exemplo,
chuva, vento, geada e seca, também pode ocasionar variacdo na polinizacdo efetiva,
sendo estes fatores importantes a serem considerados (WEINBERGER, 1975;
BARBOSA, 2006).

Nos ultimos anos tem sido verificada baixa frutificacdo e/ou irregularidades na
producédo de péssego, nectarina e ameixa nos pomares de algumas areas da regido sul
do Brasil (NAVA et al., 2009). Este fato pode estar relacionado a antecipacdo do
florescimento em virtude da elevada temperatura no periodo que antecede a floragéo,
onde, segundo Albuquerque et al. (2000) a falta de fecundacdo neste caso, pode estar
relacionado com a imaturidade fisiologica dos ovulos devido a antecipacdo da
floracdo, além de possuir relagdo com a degeneracdo do gametofito masculino o qual
tem vida limitada. Esses autores também sugerem que este problema ocorre devido a
uma falta de sincronia entre o tempo necessario para 0 completo desenvolvimento do
saco embrionario e a vida Gtil do tubo polinico sob altas temperaturas.

Embora o crescimento incompleto da estrutura do évulo e do saco embrionario
possa em parte estar sob controle genético, a degeneracédo e o aborto do 6vulo podem
estar sob controle ambiental (LILLECRAPP et al., 1999), que segundo Nava et al
(2009), pode explicar as variacdes nos resultados de frutificacdo entre pomares
distintos da mesma cultivar e as diferencas ao longo dos anos.

No ano de 2010, segundo o Laboratério de Agrometeorologia da Embrapa
Clima Temperado (CPACT) - Pelotas/RS houve um aumento da temperatura acima do
normal no més de setembro, o0 que causou o ressecamento dos botdes florais que ja

haviam florescido. Quanto ao indice pluviométrico, pode-se observar que houve um
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aumento da precipitacdo no més de setembro, prejudicando a polinizacdo controlada,
realizada a campo. Ja no ano de 2011, a temperatura e a precipitacdo foram favoraveis,
resultando numa sincronia no processo de fecundacdo, ocorrendo assim uma boa
frutificacdo (Anexo A).

Em relagdo aos cruzamentos in vivo, realizados no laboratério, foi observada
uma baixa percentagem de grdos de pdlen germinados no estigma no ano de 2010 em
todas as cultivares avaliadas, indicando que muitos grdos de polen estavam inviaveis
(Fig.1). A percentagem de grdos de pdlen germinados no estigma no ano de 2011 foi
maior em relacdo a 2010, embora este valor ainda seja considerado baixo. No ano de
2010, no genitor feminino “América”, o pdélen da cv. Pluma 7 obteve 36,7% de
germinacdo, diferindo significativamente das cultivares Amarelinha (18,4%) e
América (8,0%), ndo diferindo das cultivares Reubennel (25,8%), e Rosa Mineira
(26,1%). Nos cruzamentos realizados com a cv. Gulf Blaze, ndo houve diferenca
estatistica em nenhuma das cultivares testadas (Fig.1). Entretanto, em 2011, no genitor
feminino “América” o pélen da cv. Reubennel obteve o maior numero de graos de
polen germinados no estigma (57,3%), diferindo significativamente das cultivares
Amarelinha (34,8%), Rosa Mineira (41,3%) e América (37,1%), ndo diferindo da cv.
Pluma 7 (54,0%) (Fig.1). Ja, em relacdo aos genitores femininos “Gulf Blaze” ¢ “Gulf
Rubi”, nao houve diferenga significativa em nenhuma das cultivares testadas (Fig.1).

Para o grau de desenvolvimento do tubo polinico (Fig.2), no ano de 2010, nos
cruzamentos realizados com a cv. América como genitor feminino, o pdélen das
cultivares Pluma 7 e Reubennel apresentaram CTP apenas até o estadio 2, nao
apresentando crescimento nos demais estadios. O tubo polinico da cv. Amarelinha
atingiu com 10% de incidéncia no grau 3, ndo apresentando crescimento nos estadios
posteriores. Ja na cv. Rosa Mineira, apresentou desenvolvimento do tubo polinico até
0 estadio 6, ou seja, tubo polinico proximo ao 6vulo. Quando o genitor feminino foi a
cv. Gulf Blaze, os grdos de polen da cv. Gulf Blaze apresentaram CTP até o grau 2,
obtendo maior incidéncia no grau 1 (85%). Ja, a cv. Gulf Rubi, apresentou
desenvolvimento do tubo polinico até o estadio 3, no segundo terco do estilete.

Em 2011, pode-se observar que nos cruzamentos realizados com a cv. América,

0 poblen das cultivares Amarelinha, Reubennel e Rosa Mineira apresentaram CTP até o
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estadio 6 (proximo ao 6vulo). O tubo polinico da cv. Pluma 7 atingiu 5% de incidéncia
no grau 5 (tubo polinico no interior do 6vulo), ndo apresentando crescimento nos
estadios posteriores. Ja na cv. América, apresentou desenvolvimento do tubo polinico
até o estadio 3, (tubo polinico do 2° terco do estilete). Quando utilizada a cv. Gulf
Blaze como genitor feminino, o polen da prdpria cultivar apresentou CTP até o estadio
6, que representa tubo polinico proximo ao 6vulo. Contudo, os grdos de pdlen da cv.
Gulf Rubi apresentaram incidéncia no grau 5 (tubo polinico no interior do ovario).
Entretanto, quando se utilizou a cv. Gulf Rubi como genitora feminina ambas as
cultivares Gulf Rubi e Gulf Blaze apresentaram CTP até o estadio 3.

Com base nos resultados registrados, verificou-se que os grdos de polen de
todas as cultivares utilizadas no presente estudo, foram capazes de germinar no
estigma, mesmo que esta percentagem tenha sido relativamente baixa. Este resultado
pode estar relacionado com a viabilidade do polen. No ano de 2010, foi verificada
baixa viabilidade do pdlen em todas as cultivares polinizadoras (1-10%). Porém, em
2011 a viabilidade foi maior, entre 13-82%, contribuindo assim para melhores
resultados (Anexo B).

Segundo Carvalho (1989) a baixa viabilidade do polen ocorrido de um ano para
outro na mesma cultivar estad relacionada com vérios fatores, como condi¢bes de
estresse hidrico, além do manuseio do podlen desde sua coleta até o teste de
germinacdo, assim como as condi¢Bes nutricionais da planta. Em 2010, houve um
periodo de maior incidéncia de chuva sendo que este fato pode ter sido o principal
responsavel pela baixa germinacéo do polen neste ano.

Em relacdo ao CTP, pode-se observar que ndo houve penetracdo do tubo
polinico no ovulo, obtendo apenas crescimento proximo a ele. Na AIG, os tubos
polinicos s6 irdo crescer e sO ird ocorrer fecundacdo se o alelo presente no grao de
polen ndo estiver presente no tecido diploide do estilete. Por outro lado, quando o0s
alelos sdo compativeis, apresentam estrutura normal, com deposi¢cdo reticulada de
calose na zona nuclear e de vacuolacéo, que protege e permite o seu desenvolvimento
para que ocorra a fecundacdo (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002). J4,
quando os alelos sdo incompativeis, estes induzem a formacao e depdsito irregular de
calose (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002), promovendo sua inibi¢ao
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ou paralisacdo do desenvolvimento, podendo romper-se devido & excessiva deposicao
da propria calose (RAMALHO et al., 1996).

O fato de ndo ter ocorrido a penetracdo do tubo polinico no évulo, mas sim sua
visualizacdo bem préximo ao mesmo, pode estar relacionada ao tempo decorrido ap6s
a polinizacdo, tendo em vista que estudos realizados por Carvalho (1989) com
cruzamentos entre cultivares de ameixeira, verificou que nem sempre o tempo de 120
horas seria suficiente para a fecundacgédo do évulo, sendo necessarias 144 horas. Porém,
de acordo com os resultados encontrados no presente estudo, verificou-se que apos
140h da polinizacdo in vivo os pistilos de todas as cultivares testadas estavam secos,
improprios para avaliagdo, o que confirma que as 120h sdo as mais adequadas para a
avaliacdo do crescimento do tubo polinico destas cultivares de ameixeira japonesa.

Além disso, a imaturidade do o¢rgdo reprodutor feminino também pode
influenciar na ndo penetragdo no ovulo (BANDEIRA et al., 2011). Mas isto ndo teve
influéncia negativa nos resultados do trabalho, pois o objetivo era apenas verificar se
as cultivares sdo ou ndo compativeis atraves do CTP. Para tanto, observou-se somente
se o tubo polinico ultrapassou a barreira da incompatibilidade, que se localiza no terco
médio do estilete (estadio 4).

Diante dos resultados das hibridagcdes a campo e da polinizacédo in vivo, pode-se
observar que 0s cruzamentos entre as cvs. América x Pluma 7 sdo incompativeis. Este
dado corrobora com os obtidos por Bandeira et al. (2011), os quais ndo registraram
fruit set neste cruzamento.

Segundo Raseira (2003) e Castro et al. (2008), a campo, para a cv. América
recomenda-se as cultivares polinizadoras Reubennel e Rosa Mineira, sendo que este
resultado também foi confirmado neste trabalho. Além destas cultivares, foi possivel
observar que a cultivar Amarelinha também pode ser utilizada como possivel
polinizadora da cv. América em trabalhos de melhoramento genético, confirmando os
dados obtidos por Bandeira et al. (2011).

A cultivar Gulf Blaze, segundo os resultados obtidos, pode ser considerada
autocompativel, podendo ser polinizadora da ‘Gulf Rubi’. Os cruzamentos entre ‘Gulf
Rubi’ x ‘Gulf Rubi’ e ‘Gulf Rubi’ x ‘Gulf Blaze’, conforme os resultados obtidos

podem ser considerados compativeis.
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Apesar de nédo ocorrer frutificagdo efetiva no ano de 2010 de algumas
cultivares, tais como Amarelinha e Reubennel, esta ocorreu no ano seguinte,
mostrando que os fatores climaticos podem ser determinantes no processo de
frutificagdo efetiva entre as diversas cultivares estudadas. Além disso, foi verificado o
crescimento do tubo polinico até o grau 6 na polinizacdo in vivo, confirmando a sua
compatibilidade reprodutiva.

Em relacdo a autocompatibilidade reprodutiva da cultivar Gulf Rubi, este fato
pode estar relacionado a presenca de um alelo relacionado a compatibilidade. Em
estudos realizados por Beppu et al. (2002), foram analisadas diversas cultivares,
usando os primers Pru-T,/PCE-R, dentre elas ‘Santa Rosa’, Late Santa Rosa’ ¢
‘Beauty, onde estas foram consideradas autocompativeis e constatou-se que elas
possuiam em comum os alelos Sc e Se. Qutras cultivares testadas apresentaram o
alelo-Sc, porém mostraram-se autoincompativeis, como ‘Oishiwasesumomo’ e ‘Tayo’.
Ja a cultivar ‘Rio’, que amplificou o alelo-Se, apresentou crescimento do tubo
polinico, ou seja, se mostrou autocompativel, o que demonstra que o alelo-Se pode ser
o responsavel pela inversdao da autoincompatibilidade presumida na cultivar ‘Santa
Rosa’.

Tao et al. (2002) também encontraram em cultivares de damasqueiro-japonés
um gene para S-RNase que poderia ser utilizado como marcador molecular de
autocompatibilidade, assim como o alelo-Se, citado anteriormente, que quando
detectado em ameixeira japonesa também podera ser utilizado para esta finalidade.

A partir do conhecimento dos alelos-S responsaveis pela incompatibilidade,
bem como do conhecimento de um alelo-S que possa reverter esta incompatibilidade,
ha a possibilidade, através de métodos biotecnoldgicos, da transferéncia de alelos entre
cultivares semicompativeis, mas que apresentem sincronia de floracao.

Através da caracterizacdo fisioldgica € possivel escolher com maior eficécia as
melhores cultivares polinizadoras para a formacgdo de pomares, uma vez que a simples
coincidéncia de floracdo entre cultivares, ndo € uma caracteristica confiavel para tal
procedimento. Aliada a técnica de caracterizacdo molecular dos alelos-S é possivel
obter com maior precisdo e confiabilidade as possiveis polinizadoras, contribuindo

assim para estudos de melhoramento genético e também na implantacdo de pomares
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com cultivares compativeis reprodutivamente. A partir destes estudos iniciais, uma
gama maior de cultivares deverdo ser avaliadas, ampliando desta forma o
conhecimento sobre a relacdo de compatibilidade entre gendtipos de ameixeira
japonesa para facilitar o manejo dos pomares e auxiliar o melhoramento genético da

espécie.

CONCLUSOES

Dos cruzamentos de ameixeira japonesa avaliados, apenas 0S cruzamentos
‘América’ x ‘Pluma 7’ apresentam incompatibilidade reprodutiva.

A cultivar America apresentou autoincompatibilidade reprodutiva.
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TABELA 1 - Estadios de desenvolvimento do tubo polinico no pistilo das cultivares

de ameixeira japonesa (Prunus salicina) polinizadas in vivo ),

MNotas® Grau de desenvolvimento do tubo polinico
1 Tubo polinico no estigma, sem penetrar no estilete
T 2 Tubo polinico no 1° tergo do estilete
| 3 Tubo polinico no 22 tergo do estilete
"\ 4 Tubo polinico no 3° tergo do estilete
//\«, 5 Tubo polinico no intenor do ovano
'L\@ | 6 Tubo polinico proximo ao ovulo
\ Y 7 Tubo polinico no dyvulo

) De acordo Franken et al. (1988) e adaptado por Bandeira et al. (2011).

TABELA 2 - Percentagem de frutificagdo efetiva dos cruzamentos controlados,
realizados a campo, nos pomares de ameixeira japonesa (Prunus

salicina Lindl.) da Embrapa Clima Temperado, na safra de 2009/2010

e 2010/2011.
Genitores femininos  Genitores masculinos Frutificacdo efetiva (%0)
2009/2010 2010/2011
América 0 0
Rosa Mineira 0,66 26,7
América Pluma 7 0 0
Amarelinha 0 8,7
Reubennel 0 12,7
Gulf Rubi 9,8 11,36
Gulf Blaze
Gulf Blaze 0 0
Gulf Rubi 0 3,84
Gulf Rubi
Gulf Blaze 2,4 9,94
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IDENTIFICACAO DOS ALELOS-S ASSOCIADOS A COMPATIBILIDADE
GAMETOFITICA EM AMEIXEIRA JAPONESA

DANIELA DE CONTI*, MARIA DO CARMO BASSOLS RASEIRA®, JOSE
ANTONIO PETERS®, VALMOR JOAOQ BIANCHI®.

RESUMO
A autoincompatibilidade gametofitica é governada pelo locos-S, sendo encontrada em
varias espécies de Prunus, incluindo a ameixeira japonesa. O conhecimento dos alelos-
S presentes em cada cultivar de ameixeira japonesa € essencial para definir quais
cultivares sdo compativeis sob aspecto reprodutivo, o qual contribui para uma maior
frutificacdo efetiva. O objetivo do trabalho foi identificar e caracterizar
molecularmente os alelos-S de 18 cultivares de ameixeira japonesa (Prunus salicina
Lindl) e verificar a compatibilidade entre os gendtipos avaliados. Para identificar os
alelos-S, dois pares de oligonucleotideos iniciadores especificos foram utilizados para
amplificar os alelos via PCR nas seguintes cultivares: Pluma 7, Gulf Rubi, Blood
Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Purpura, Amarelinha,
The First, Harry Pieckstone, Santa Rita, Planta 16 (Rosa Mineira x América), Selecao
A26 (Burbank), Planta 21 (Selecdo A26 x Estrela Pdrpura), Planta 19 (América X
Amarelinha), Methley e Simka. As condi¢bes da PCR utilizadas, bem como as
combinac@es de oligonucleotideos iniciadores ou primers, permitiram a identificacdo
de alelos-S nas cv. de P. salicina estudadas, bem como a indicacdo dos polinizadores
mais compativeis com algumas das principais cultivares utilizadas na producéo
comercial de frutas no Brasil. Verificou-se que as cultivares América e Santa Rosa;
Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura e Planta 21 apresentaram

incompatibilidade total entre si, devido compartilharem os mesmo alelos.

4 Bidloga, Mestranda em Fisiologia Vegetal, PPGFV — Departamento de Botanica — Instituto de Biologia — Universidade
Federal de Pelotas — RS, Bolsista CAPES, e-mail: danideconti@yahoo.com.br.

s Engenheira Agrénoma, Dr., Pesquisadora da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, email: bassols@cpact.embrapa.br.

6 Engenheiro Agrénomo, Prof. Dr. do Departamento de Botanica — Instituto de Biologia — Universidade Federal de Pelotas —
RS, e-mail: valmorjb@yahoo.com; japetersl@hotmail.com.
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Termos para indexacdo: Prunus salicina Lindl, autoincompatibilidade gametofitica,
PCR, alelos-S.
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IDENTIFICATION OF THE ALLELES-S ASSOCIATED WITH
COMPATIBILITY GAMETOPHYTES PLUM IN JAPANESE

ABSTRACT
The gametophytic self-incompatibility is genetically controlled by the S-loci which
occurring several Prunus species, including Japanese plum. Knowledge of the S-
genotypes in Japanese plum cultivars is essential to establishing productive orchards,
defining combinations of compatible cultivars. The objective of this work was to
identify and molecularly characterize the S- alleles of the 18 cultivars of Japanese
plum (Prunus salicina Lindl) and verify the compatibility between the genotypes. To
indentify S-alleles associated with self-incompatibility, two pairs of specific primers
were tested using PCR among cultivars Pluma 7, Gulf Rubi, Blood Plum, Wickson,
América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Pdrpura, Amarelinha, The First, Harry
Pieckstone, Santa Rita, Planta 16 (Rosa Mineira x América), Selecdo A26 (Burbank),
Planta 21 (Selecdo A26 x Estrela Pdrpura), Planta 19 (América x Amarelinha),
Methley e Simka. The conditions of PCR used as well as the combinations of primers
or primers, allowed the identification of alleles-S in cv. P. salicina studied, and an
indication of pollinators more compatible with some of the main varieties used in
commercial production of fruit in Brazil. America cultivars and Santa Rosa; Blood
Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Purpura and Planta 21 presented total

incompatibility with each other due to share the same alleles.

Index terms: Prunus salicina Lindl, gametophytic self-incompatibility, PCR, S-

alleles.
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INTRODUCAO

Dentre as espécies de clima temperado exploradas no Brasil, a ameixeira tem
sido uma das frutiferas de maior difusdo nos ultimos anos, devido, principalmente, ao
plantio de cultivares variedades introduzidas (MOTA et al., 2010). Porém, o volume
produzido da fruta é ainda insuficiente para atender a demanda interna. Em 2010, a
ameixeira ocupou o quarto lugar de fruta fresca mais importada, totalizando cerca de
24 mil toneladas (IBRAF, 2011).

A ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl) tem predominio dentre as
especies de ameixeira cultivadas no Brasil, pois diversas cultivares encontra condicdes
favoraveis para o seu cultivo (SEGANFREDO, 1995), sendo de menor exigéncia ao
frio e mais adaptada as condigdes de invernos do sul do pais.

Mesmo com grande potencial de cultivo, alguns fatores tém limitado o aumento
da producdo nacional de ameixas, dentre eles destaca-se a autoincompatibilidade
gametofitica, ou seja, a incapacidade de autopolinizacdo de muitas cultivares
(RASEIRA, 2003). Assim, na formacdo de pomares de ameixeiras Sd0 necessarias
cultivares polinizadoras compativeis, em que o pdlen devera efetivamente fecundar o
pistilo da cultivar produtora, caso contrario ndo havera producao.

O mecanismo de autoincompatibilidade gametofitica (AIG) encontrado nas
familias Rosaceae, Solanaceae, Papaveraceae, dentre outras (GIBBS, 1986) é
determinado pela presenca de um loco multialélico, contendo os denominados alelos-
S. Este mecanismo envolve a presenca de uma ribonuclease, S-RNase como
componente do pistilo-S e uma proteina F-box (SFB-S-haplotypespecific F-box) como
componente do polen-S. Em uma situacdo de incompatibilidade, a S-RNase do pistilo
degrada o RNA do polen, evitando assim, o crescimento do tubo polinico (McCLURE,
2011; ZHANG et al., 2009).

Este sistema de AIG apresenta trés tipos de interacdo de compatibilidade:
quando ambos os alelos sdo comuns, estes sdo considerados totalmente incompativeis;
quando apenas um alelo € diferente, este é considerado parcialmente compativel;
porém, quando os quatro alelos sdo diferentes, estes sdo considerados totalmente
compativeis (KAUFMANN et al., 1992).
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N&o dispensando os ensaios de polinizagdo controlada a campo, a avaliagdo
molecular dos alelos-S, de cada cultivar, torna todo o processo de selecdo de uma
polinizadora muito mais eficiente, pois permite selecionar precocemente cultivares
totalmente compativeis, do ponto de vista genético-reprodutivo (MOTA; OLIVEIRA,
2005). A caracterizacdo desses alelos-S, quando associada a tecnologia de
transformacdo genética de plantas, podera potencializar os trabalhos de melhoramento
genético com o objetivo de obter cultivares autoférteis, na tentativa de melhorar a
frutificacdo efetiva e sua produtividade.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar molecularmente os alelos-S
relacionados a incompatibilidade gametofitica, de cultivares de P. salicina, visando a
auxiliar melhoristas na escolha dos melhores genotipos para polinizacdo cruzada em

programas de melhoramento e no manejo reprodutivo de pomares comerciais.

MATERIAL E METODOS

O material utilizado para as andlises constituiu-se de folhas jovens,
completamente expandidas e sadias, obtidas de ameixeira japonesa (P. salicina) das
cultivares Pluma 7, Gulf Rubi, Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa
Mineira, Estrela Purpura, Amarelinha, The First, Harry Pieckstone, Santa Rita, Planta
16 (Rosa Mineira x América), Selecdo A26, Planta 21 (Selecdo A26 x Estrela
Purpura), Planta 19 (América x Amarelinha), Methley e Simka, coletadas na Embrapa
Clima Temperado-Pelotas/RS. O DNA foi extraido a partir de amostras contendo 75
mg de folhas, usando 0 método descrito por Doyle e Doyle (1991). Apos, foi realizada
a quantificacdo do DNA em gel de agarose 0,8% e suas respectivas dilui¢bes para uma
concentragdo final de 5 ng pl™.

Para as reacdes de PCR, foram utilizados 20 ng de DNA de cada amostra; 2,5 ul
de 10x PCR buffer; 1,500 uM de MgCl,; 0,4 uM de cada primer (Tab. 1); 150 uM de
cada dNTPs; 1,25U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua Milli-Q para um

volume final de 25 pL. Os primers utilizados foram as combinag6es Pru-C2/PCE-R
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(YAMANE et al., 2001; TAO et al.,, 1999) e Pru-C2/Pru-C5 (TAO et al., 1999)
(Tab.1).

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (PCR Sprint — Thermo
Electron Corporation) com o perfil térmico inicial de 94°C por 5 min, 54°C por 2 min,
e 72°C por 3 min., seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 54°C por 2 min 72°C por 3
min e com um ciclo final de 94°C por 1 min, 54°C por 2 min, 72°C por 10 min. Os
fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, a 5 V cm™, usando como padrdo o marcador de massa molecular o DNA Ladder
100 pb (Ludwig).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A combinacédo de primers que apresentou melhores resultados de amplificacdo
foi a de Pru-C,/Pru-Cs (Fig.1), mostrando amplificacdo de alelos nas 18 cultivares
testadas. Cada cultivar apresentou dois alelos distintos, com excecdo das cultivares
Gulf Rubi, Amarelinha, Harry Pieckstone, Planta 19 (America x Amarelinha) e
Methley que apresentaram a amplificacdo de apenas um alelo. A combinacdo dos
primers Pru-C,/PCE-R (Fig.2) amplificaram os alelos em 13 cultivares testadas
(72,2%), sendo que destas, oito cultivares apresentaram dois alelos amplificados e
cinco obtiveram apenas um unico alelo [‘Gulf Rubi’, ‘The First’, ‘Friar’, ‘Sele¢do
A26’, ‘Planta 21°(Selecdo A26 x Estrela Parpura)].

Entre as combinagOes de primers testados, pode-se observar uma variagdo em
relacdo ao tamanho dos alelos obtidos entre as cultivares estudadas. Quando se utilizou
o primer Pru-C,/Pru-Cs oito diferentes alelos foram identificados entre as 18 cultivares
testadas. Estes alelos, conforme a visualiza¢do do resultado da amplificagcdo obtiveram
um tamanho variando de aproximadamente 700 a 1900 pb (Tab. 2). Quando se utilizou
os pares de primers Pru-C,/PCE-R, amplificou seis diferentes alelos, porém o tamanho
destes fragmentos foi menor do que os obtidos com a combinacdo de primers

anteriores, ficando em torno de 550 a 1500 pb (Tab.2). Esse menor tamanho dos alelos
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se deve ao fato do primer PCE-R ancorar numa regido intermediaria entre Pru-C, e
Pru-Cs, conforme pode ser visualizado na figura 3.

Beppu et al. (2002) utilizando os primers Pru-C,/PCE-R obtiveram a
amplificacdo de dois alelos em cada cultivar analisada, sendo que nove diferentes
alelos foram obtidos a partir das 17 cultivares avaliadas. Porém, quando estes autores
utilizaram os primers Pru-T,/PCE-R, apenas uma cultivar apresentou a amplificagéo
de apenas um alelo, sendo que as demais apresentaram os dois alelos.

Em cultivares de damasqueiro japonés, Yaegaki et al. (2001) verificaram que a
combinacdo de primers Pru-C,/Pru-Cs proporcionou a amplificacdo dos dois alelos nas
seis cultivares estudas. Porém, quando utilizou-se os primers Pru-C,/Pru-C,, a
amplificacdo de dois alelos foi observada em apenas trés cultivares das seis analisadas.
De acordo com Kodad et al. (2008), a amplificacdo de apenas uma banda em algumas
cultivares quando utilizado primers para a regido conservada (C;-Cs) € comum em
amendoeira, o qual pode ser valido também para outras espécies sob analise.

Esta auséncia de amplificacdo em algumas cultivares também foi observada no
presente trabalho, podendo estar relacionado, em alguns casos, significando a presenca
de um alelo nulo para aquele loco génico da cultivar avaliada, ou amplificacdo de
bandas de mesmo tamanho, ou seja, o0 loco estd em homozigose (KODAD et al.,
2008). Segundo Callen et al. (1993) alelos nulos séo observados com freqiiéncia em
locos de microssatélites sendo resultado de mutacgdes, como por exemplo, substituicdo,
insercdes e delecdes em um ou ambas as regides de anelamento dos primers.

Outra explicacdo da auséncia de amplificacdo dos alelos-S pode estar
relacionada com a capacidade dos primers para amplificar os alelos-S presente nas
cultivares estudadas, isso implicaria na necessidade de desenvolver primers
especificos para reconhecer com precisdo os alelos-S presentes em cada cultivar ou
gendtipo (DONOSO et al., 2009). Entretanto, esta especificidade dos primers poderia
os tornar ineficientes para analise de outras cultivares, limitando-se a identificacdo de
poucas cultivares.

No presente trabalho quando utilizou-se o conjunto de primers 1Z1 e 1Z4,
apenas trés cultivares apresentaram amplificacdo e de apenas um alelo em cada uma,

sendo que este fato se justifica quando se leva em consideracdo que estes primers
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amplificam apenas sequéncias exclusivas de um alelo-S especifico (SAPIR et al.,
2004).

Os primers utilizados foram sintetizados de acordo com as informacgdes
disponiveis na literatura, tendo como local de referéncia a regido conservada entre
diferentes espécies de Rosaceas. Na figura 3, observa-se um esquema dessas regides e
os locais de onde foram obtidos os primers. De acordo com Beppu et al. (2002), da
regido conservada C; se obteve o primer PCE-R e, encontra-se entre as regioes
conservadas C, e Cs das quais foram obtidos Pru-C, e Pru-Cs, respectivamente.

Os resultados de PCR dos dois conjuntos de primers utilizado para flanquear as
regides (Pru-C,/PCE-R e Pru-C,/Pru-Cs) mostrou tamanhos de fragmentos diferentes,
porém um padrdo semelhante de distribuicdo de bandas entre as cultivares (Tab.2,
Fig.1 e Fig.2). Variagdes semelhantes as obtidas no presente trabalho, com os referidos
conjuntos de primers foram obtidas por Beppu et al. (2002) e Mota et al. (2010).

Em relacdo a autoincompatibilidade entre as cultivares, com base na
amplificacdo com os dois diferentes pares de primers testados, pode-se obter a planta
mais adequada para ser usada como polinizadora. De acordo com a figura 1 e tabela 2,
na amplificagdo com os primers Pru-C,/Pru-Cs, a cv. América apresentou alelos de
tamanho em torno de 1900 e 1500 pb, padrdo semelhante a da cv. Santa Rosa. Ja, as
cultivares Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira Estrela Purpura e Planta 21
apresentaram alelos de tamanho em torno de 850 e 700 pb. Quando utilizou-se o0s
primers Pru-C,/PCE-R (Fig. 2 e Tab. 2), as cultivares Blood Plum, Wickson, Rosa
Mineira apresentaram alelos em torno de 650-550 pb. Estas evidéncias sugerem que
estas sete cultivares apresentam autoincompatibilidade e, dentre as 18 testadas, sdo as
Unicas com incompatibilidade total entre elas. Pesquisas realizadas por Mota et al.
(2010) com cultivares de ameixeira japonesa, também encontraram os mesmos perfis
eletroforéticos das cultivares Santa Rosa e América, confirmando a sua
autoincompatibilidade e os dados de amplificacdo obtidos no presente trabalho.

Verificou-se semi-compatibilidade (SC) entre algumas cultivares, as quais
tiveram amplificados dois alelos, porém apresentaram apenas um alelo em comum
(Tab. 3 e 4, Fig.1 e 2). Algumas cultivares também amplificaram dois alelos, mas

nenhum alelo em comum, mostrando-se dessa forma compativeis (C) entre si. J,
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algumas cultivares, que amplificaram apenas um alelo, podem ser consideradas com
autoincompatibilidade parcial (AIP) como ocorreu com as cv. Gulf Rubi, Amarelinha,
Harry Pieckstone, Planta 19 e Methley na amplificagdo com os primers Pru-C,/Pru-Cs
e com as cv. Gulf Rubi, The First, Friar, Selecdo A26 e Planta 21 com os primers Pru-
C,/PCE-R.

Embora o sequenciamento € uma estratégia adequada para comprovar a
identidade dos alelos-S, uma outra forma de confirmar a identidade dos alelos é pela
verificacdo da descendéncia, ou seja, confrontando o perfil eletroforético dos alelos de
cada cultivar com seus respectivos genitores.

Dentre as cultivares estudadas, pode-se confirmar a descendéncia dos alelos da
Planta 16 (Rosa Mineira x América) a qual herdou um alelo da cv. América (1900 pb)
e o outro alelo foi herdado da cv. Rosa Mineira (850 pb). A Planta 21 (Selegdo A26 x
Estrela Parpura) obteve a amplificagéo de dois alelos, sendo um destes herdado da cv.
Estrela Parpura (700pb) e o outro foi herdado da ‘Selecdo A26° (850pb).

A cv. Harry Pickstone (Methley x Wickson) amplificou apenas um alelo sendo
este herdado da cv. Wickson, porém ndo se conseguiu a amplificacdo do segundo
alelo, derivado de Methley. A cv. Planta 19 (América x Amarelinha) também
amplificou apenas um alelo, estando este em homozigose, ndo apresentando nem um
dos alelos dos seus referidos genitores. Este fato por ter ocorrido devido a néo
amplificacdo de um dos alelos da cv. América, ou entdo a possivel contamina¢do com
polen de outra cultivar na hora da polinizacdo.

A analise dos alelos-S e da genealogia tem permitido a predicdo dos genotipos
S-RNase de cultivares, a identificacdo de possiveis relacdes genéticas e especulacdes
sobre a origem de alguns alelos S-RNases.

Com a identificacdo dos alelos-S foi possivel estabelecer uma nova relacéo de
polinizadoras para as cultivares estudadas, sendo que algumas foram determinadas
através de métodos convencionais de polinizacdo e testes de crescimento do tubo
polinico, ou seja, estudos morfoldgicos (Tab.5). Nesta nova relacdo somente foram
utilizadas as cultivares que mostraram compatibilidade completa.

Vale ressaltar que além dos dados de compatibilidade reprodutiva através de

analises moleculares, deve-se levar em consideracdo a variabilidade das condi¢cbes
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climaticas, principalmente em relacdo a temperatura e época de floragdo, sendo estes
pontos chave para uma 6tima frutificacdo efetiva.

A identificacdo dos alelos S-RNase permitiu a atribuigdo das cultivares de
ameixeira japonesa aos seus correspondentes grupos de compatibilidade, sendo que
esta informacdo é valiosa para a selecdo de genétipos para programas de
melhoramento genético e para selecdo adequada de cultivares polinizadoras em
pomares comerciais, pois a selecdo baseada somente com base na coincidéncia, parcial
ou total no periodo de floragdo ndo é suficiente para escolher com precisdo as

melhores cultivares polinizadoras.

CONCLUSOES

As combinacbes de primers, bem como as condigdes de PCR utilizadas,
permitem a efetiva caracterizacdo de alelos-S nas cultivares de P. salicina estudadas.

Os cruzamentos entre América e Santa Rosa; Blood Plum, Wickson, Rosa
Mineira, Estrela Parpura e Planta 21 apresentaram incompatibilidade entre si.

O conhecimento dos alelos-S permite a escolha satisfatoria de cultivares

polinizadoras, mais compativeis com as cultivares produtoras.
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TABELA 1- Combinacdo de primers usados na amplificacdo de alelos-S, com suas

respectivas sequéncias de nucleotideos e temperatura de anelamento.
UFPel/Pelotas, 2011.

Designacéo o Temperatura L
) Sequéncia (5-3") Referéncia
do primer anelamento (°C)
Pru-C, CTATGG CCAAGT AATTATTCAAACC 54 Tao et al., 1999,
PCE-R TGTTTGTTCCATTCGCYTTCCC Yamane et al., 2001
Pru-C, CTATGG CCAAGT AAT TATTCAAACC
54 Tao et al., 1999.
Pru-Cs TAC CACTTC ATGTAACAACTGAG
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TABELA 2- Combinacdo de primers e tamanho aproximado (em pares de base) dos

alelos-S amplificados em cultivares de ameixeira-japonesa (Prunus
salicina Lindl). UFPel/Pelotas, 2011.

Primers Primers
Cultivar Forward: Pru-C, Forward: Pru-C,
Reverse: Pru-Cs  Reverse: PCE-R

Pluma 7 1900-1400 _
Gulf Rubi 1500 1400
Blood Plum 850-700 650-550
Wickson 850-700 650-550
América 1900-1500 _
Santa Rosa 1900-1500 _
Rosa Mineira 850-700 650-550
Estrela Parpura 850-700 _
Amarelinha 850 1500-650
The First 1500-950 1200
Harry Pickstone 700 _
Santa Rita 1400-850 1200-650
Planta 16 1900-850 900-650
Friar _ 1400
Selecdo A26 950-850 550
Planta 21 850-700 550
Planta 19 1700 1500-1400
Methley 1700 1500-1200
Simka 1400-1200
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TABELA 3- Relacdo de compatibilidade gametofitica entre cultivares de ameixeira

japonesa baseada nos alelos-S do loco Pru-C,/Pru-Cs, amplificados por
PCR. UFPel/Pelotas, 2011.

Primers: Forward: Pru-C, Reverse: Pru-Cs

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Pluma 7 (1) Al C C CScscCcCC C C Cscscc C C C sC
Gulf Rubi (2) AP C CSCSCCC CsS CCCGCGCC C C
Blood Plum (3) Al Il C C I 1 SC C sCscscCscC 1 C C C
Wickson (4) Al C C I 1 SC sC scscsc 1 C C C
América (5) Al 1 C C C sC C Csccc Cc Cc c
Santa Rosa (6) Al c SsC C C sC c ¢ ¢Cc ¢C
Rosa Minegira (7) Al 1 SC C sSC sCscCscC I C C C
Estrela Purpura (8) Al SC sC scscsc 1 C C C
Amarelinha (9) AIP C sCscCscsc c C C
The First (10) Al C C CscCcC C C c
Harry Pickstone (11) AP C C sC ¢ C ¢C
Santa Rita (12) Al SC sCsC C C C
Planta 16 (13) Al SCsC C C ¢C
Selegdo A26 (14) Al SC C C ¢C
Planta 21 (15) Al C C C
Planta 19 (16) AIP SC C
Methley (17) AlP C
Simka (18) Al

| — Auto-incompativel; SC — Semi-compativel; C — Compativel; e | — Incompativel; AIP —

Autoincompatibilidade parcial.
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441  TABELA 4- Relacdo de compatibilidade gametofitica entre cultivares de ameixeira
442 japonesa baseada nos alelos-S do loco Pru-C,/PCE-R, amplificados por
443 PCR. UFPel/Pelotas, 2011.

Primers: Forward: Pru-C, Reverse: PCE-R

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Gulf Rubi (1) AP C C C C C C C sC C C sC C
Blood Plum (2) Al I SC C SsC sC ¢C sC sC C ¢C
Wickson (3) Al 1 SC C SsC sC ¢C sC sC C ¢C
Rosa Mineira (4) Al SC C SsC sCc ¢C sC sC C ¢C
Amarelinha (5) AP C SC SC C C C SC sC
The First (6) AP sC C C C C C sC
Santa Rita (7) Al sC C C C C sC
Planta 16 (8) Al C C C cC C
Friar (9) AP C C sC C
Selecdo A26 (10) AlIP C C C
Planta 21 (11) AIP C C
Planta 19 (12) Al SC
Methley (13) Al

444 Al — Auto-incompativel; SC — Semi-compativel; C — Compativel; e | — Incompativel; AIP —
445 Autoincompatibilidade parcial.

446
447
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448 TABELA 5- Relacédo de cultivares de ameixeira japonesa e suas polinizadoras estabelecidas a partir das analises de compatibilidade

449

dos alelos-S amplificados. UFPel/Pelotas, 2011.

Cultivares Cultivares qulnlgadoras Cultivares Polinizadoras (Indicadas a partir de dados moleculares)
Produtoras Tradicionais
. Gulf Rubi, Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura, Amarelinha, The First, Harry Pieckstone, Selecédo
Pluma 7 Blood Plum, Amarelinha A26, Planta 21, Planta 19, Methley.
Gulf Rubi Pluma 7, Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura, Amarelinha, Harry Pieckstone, Santa Rita, Planta 16,
- Selecéo A26, Planta 21, Methley, Simka.
Blood Plum _ Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Planta 19, Methley, Simka.
Wickson _ Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Planta 19, Methley, Simka.
- . Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura, Amarelinha, Harry Pieckstone, Santa Rita, Friar, Selecdo A26,
América Reubennel, Rosa Mineira .
Planta 21, Planta 19, Methley, Simka.
Santa Rosa Santa Rita, The First e Wickson Blood Plum, Wickson, Rosa er_1e|ra, Estrela Parpura, Amarelinha, Harry Pieckstone, Santa Rita, Friar, Selecdo A26,
Planta 21, Planta 19, Methley, Simka.
Rosa Mineira Relativa autofertilidade Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Planta 19, Methley, Simka.
Estrela Plrpura _ Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Friar, Planta 19, Methley, Simka.
Amarelinha Blood Plum, Pluma 7 e Friar Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Harry Pieckstone, Friar, Planta 19, Methley, Simka.
. . Pluma 7, Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Estrela Parpura, Amarelinha, Harry Pieckstone, Santa Rita, Friar, Planta
The First Santa Rita, Santa Rosa e Methley

Harry Pieckstone

Santa Rita
Planta 16
Friar
Selecdo A26
Planta 21

Planta 19
Methley

Simka

Wade, Wickson

Santa Rosa, Methley e The First

21, Planta 16, Planta 19, Simka.

Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, Amarelinha, The First, Santa Rita, Planta 16, Selecdo A26, Planta 19,
Methley, Simka.

Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Harry Pieckstone, Friar, Planta 19, Methley.

Gulf Rubi, The First, Harry Pieckstone, Planta 19, Methley, Simka, Friar.

Blood Plum, Wickson, Rosa Mineira, Amarelinha, The First, Santa Rita, Planta 16, Selecdo A26, Planta 21, Methley.
Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, Harry Pieckstone, Planta 19, Methley, Simka.

Pluma 7, Gulf Rubi, América, Santa Rosa, The First, Planta 19, Methley, Friar, Simka.

Pluma 7, Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Parpura, The First, Harry Pieckstone, Santa
Rita, Planta 16, Amarelinha, Selecdo A26, Planta 21, Simka.

Pluma 7, Gulf Rubi,Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Purpura, The First, Harry
Pieckstone, Santa Rita, Planta 16, Selecdo A26, Planta 21, Simka.

Gulf Rubi,Blood Plum, Wickson, América, Santa Rosa, Rosa Mineira, Estrela Prpura, Amarelinha, The First, Harry
Pieckstone, Planta 16, Selegdo A26, Planta 21, Planta 19, Methley.
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FIGURA 1- Padrdes de amplificacdo de alelos-S obtidos com os iniciadores Pru-
C,/Pru-Cs em 18 cultivares de ameixeira-japonesa (Prunus salicina
Lindl). UFPel/Pelotas/RS, 2011.

Gulf Rubi
Blood Plum
Wickson
Rosa Mineira
Amarelinha
The First
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FIGURA 2- Padrbes de amplificacdo de alelos-S obtidos com os iniciadores Pru-
C,/PCE-R em 13 cultivares de ameixeira-japonesa (Prunus salicina
Lindl). UFPel/Pelotas/RS, 2011.
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Pru-C; PCE-R Pru-Cs
] | RHV ] 1 (|
|| | ] || |
Cl1 C2 C3 C4 Cs

FIGURA 3-Representacdo esquematica das regiGes conservadas para alelos-S
em Rosaceas, C1, C2, C3, C4 e C5 conforme Beppu (2002). Localizacdo
dos primers utilizados nas anélise de PCR, Pru-C,, PCE-R e Pru-Cs e,

uma regido hipervariavel (RHV).
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CONSIDERACAOES FINAIS

Os resultados dos estudos anatdomico-fisioldgico deste trabalho sao de grande
valia, tendo em vista a auséncia de publicacdes atualizadas sobre a compatibilidade
reprodutiva entre cultivares adaptadas a nossa regido; servindo de subsidio para
programas de melhoramento genético, uma vez que podem ser contrastados com
informagbes de sequenciamento dos alelos-S de cada uma das cultivares,
aprimorando, desta forma, o conhecimento a respeito da compatibilidade reprodutiva
entre cultivares de ameixeira japonesa (P. salicina).

Os estudos fisiologicos confirmaram dados da caracterizagcdo molecular dos
alelos-S de algumas cultivares dessa espécie, entretanto seria necessario
caracterizar molecularmente oss alelos de outras cultivares de interesse para a
regido, comparando com os resultados obtidos neste trabalho.

As condicdes de PCR utilizadas, bem como as combinacbes de primers
utilizadas, permitem a efetiva caracterizacao de alelos-S nas cultivares de P. salicina
estudadas.

O conhecimento dos alelos-S permite a escolha satisfatoria de cultivares
polinizadoras mais compativeis com as cultivares produtoras.

A identificacdo desses alelos é muito importante para reduzir perdas no
campo, bem como para serem utilizados com o intuito de realizar transformacao
genética, para o silenciamento dos alelos-S de interesse, objetivando obter plantas
autoférteis, o que facilitaria 0 manejo dos pomares, aumentando a produtividade e

uniformizando a producéo dos frutos.
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Anexo A

Anexo A - Representacdo mensal da pluviosidade (mm) no periodo de janeiro a
dezembro de 2010 (A) e 2011 (E). Distribuicdo das temperaturas, médias
(B, F), méximas (C, G) e minimas (D, H) mensalmente no periodo de
janeiro a dezembro de 2010 e 2011 respectivamente. (FONTE: Estagéo
Agroclimatolégica de Pelotas)
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Anexo B

Anexo B - Percentagem de germinacgdo in vitro dos grdos de pélen de cultivares de
ameixeira japonesa (P. salicina Lindl.), utilizados nos experimentos de
polinizagcdo controlada realizada in vivo e no campo experimental da
Embrapa Clima Temperada (CPACT) no ano de 2010 e 2011. Pelotas/RS,
2011.

Cultivar & Viabilidade do gréo de polen (%)

2010 2011
América 10 Sem pdlen
Amarelinha 1 13
Rosa Mineira 1 28
Pluma 7 0 0
Reubennel Sem polen 82
Gulf Blaze 14 28

Gulf Rubi 2 0




