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Resumo — Em funcdo do mecanismo genético de autoincompatibilidade gametofitica presente na macieira, é primordial que
um pomar possua genotipos polinizadores especificos para garantir a produgdo de frutos. Este estudo tem como objetivo
avaliar diferentes gendtipos polinizadores para o cultivar de macieira SCS445 Isadora. A verificagdo da compatibilidade genética
foi realizada via genotipagem de alelos S por marcadores de DNA especificos. Também foram realizadas poliniza¢Ges a campo
em Cagador, SC, por duas safras consecutivas, a fim de verificar a eficiéncia de cada gendtipo polinizador em ambiente de
pomar. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com seis e cinco repeticdes de 25 inflorescéncias de duas flores
cada, nas safras 2022/2023 e 2023/2024, respectivamente. Os cultivares SC5433 Felix 3, SCS5435 Felix 5 e SCS417 Monalisa
apresentam compatibilidade plena com ‘SCS443 Isadora’ e, embora ‘SCS425 Luiza’ seja semicompativel com ‘SCS443 Isadora’
por possuir um dos alelos em comum ($,), todas as plantas polinizadoras testadas se mostraram eficientes na fecundagdo do
gameta feminino das flores e sdo aptas para utilizagdo como gendtipo polinizador em pomares do cultivar SCS443 Isadora.

Termos para indexagdo: Alelos S; Autoincompatibilidade gametofitica; Malus domestica Borkh.; Marcadores de DNA;
Polinizagao artificial.

Pollinating genotypes indication for the apple variety SCS443 Isadora

Abstract — Due to the genetic mechanism of gametophytic self-incompatibility present in apple trees, an orchard must have
specific pollinating plants to ensure fruit production. This study aims to select pollinating plants for the apple cultivar SCS445
Isadora. Genetic compatibility between apple trees was verified by genotyping S alleles using specific DNA markers. Manual
pollinations were also carried out in Cagador, SC, Brazil, for two consecutive seasons, to verify the efficiency of each pollinator
in an orchard environment. The experimental design was randomized blocks, with six and five replicates of 25 inflorescences
of two flowers each, in the 2022/2023 and 2023/2024 seasons, respectively. The varieties SC5433 Felix 3, SCS435 Felix 5 and
SCS417 Monalisa are fully compatible with ‘SCS443 Isadora’, and although ‘SCS425 Luiza’ is semi-compatible with ‘SCS443
Isadora’ because it has one of the alleles in common (S5), all the pollinating plants tested were efficient in fertilizing the female
gamete of its flowers and are suitable for use as pollinators in orchards of the cultivar SCS443 Isadora.

Index terms: Alleles S; Gametophytic self-incompatibility; Malus domestica Borkh.; DNA markers; Artificial pollination.

Introducao

A macieira (Malus domestica
Borkh.), apesar de apresentar flores
hermafroditas, depende da poliniza-
¢do cruzada para a produgdo de frutos
em escala comercial. Essa necessidade
é atribuida a autoincompatibilidade
gametofitica, um mecanismo gené-
tico controlado pelo loco S presente
nas espécies do género Malus (Sassa,
2016). A presenca de alelos S idénticos
nos genitores impede a fertilizagdo do

gameta feminino, enquanto a presen-
¢a de um alelo em comum resulta em
semicompatibilidade, com formagdo de
frutos. A compatibilidade total, por sua
vez, ocorre quando todos os alelos S sdo
diferentes, maximizando a producdo de
sementes e frutos (Ahmad et al., 2022;
Matsumoto, 2014). A quantidade de
frutos, sementes e sua distribuicdo nos
carpelos sdo indicadores importantes
da compatibilidade genética entre ge-
notipos (Denardi e Stuker, 2008; Kvits-
chal et al., 2013).

Considerando a importancia da po-
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linizacdo cruzada, os pomares comer-
ciais de macieira sdao compostos por
cultivares produtores de frutos (copa)
e por genotipos polinizadores. Além da
compatibilidade genética, a escolha dos
genotipos polinizadores leva em conta a
coincidéncia das épocas de floragdo e as
exigéncias edafoclimaticas, facilitando
o manejo do pomar (Albuquerque Ju-
nior et al., 2011; Brancher et al., 20203,
2020b, 2021; Kvitschal et al., 2013).

A caracterizagdo do genodtipo do loco
S por meio de marcadores moleculares
permite a identificagdo prévia de gend-
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tipos polinizadores compativeis com os
cultivares copa (Brancher et al., 20203,
2020b). Essa técnica é rapida, eficiente
e independe das condigdes ambientais,
sendo uma ferramenta valiosa para a
selecdo de gendtipos polinizadores e o
planejamento de novos cruzamentos
em programas de melhoramento gené-
tico da macieira.

O cultivar SCS443 Isadora tem como
principais atributos agronémicos a re-
sisténcia a mancha foliar de glomerella
— MFG (Colletotrichum spp.), menor
requerimento em frio comparado aos
cultivares tradicionais Gala e Fuji, sinto-
mas leves de sarna (Venturia inaequa-
lis), oidio (Podosphaera leucotricha) e
marssonina (Marssonina mali), matura-
¢do tardia dos frutos e 6tima qualidade
pos-colheita, destacando-se principal-
mente em armazenagem por longo pe-
riodo (Denardi et al., 2023). Langado em
2023 como um dos cultivares mais pro-
missores para cultivo no sul do Brasil,
‘SCS443 Isadora’ necessita da indicacao
de gendtipos polinizadores para cultivo
comercial na regido para que haja a pos-
sibilidade de se obter maxima produti-
vidade.

Logo, o objetivo deste trabalho foi
selecionar gendtipos polinizadores para
o cultivar de macieira SCS443 Isadora a
partir da genotipagem dos alelos S via
PCR, associada a realizacdo de cruza-
mentos com testes a campo.

Material e métodos

Os gendtipos candidatos testados
na polinizagdo do cultivar SCS443 Isado-
ra foram os cultivares SCS417 Monalisa,
SCS425 Luiza, SCS433 Felix 3 e SCS435
Felix 5. Como controle, foi realizada a
autopolinizacdo, cujo tratamento con-
sistiu na utilizacdo de pdlen do préprio
cultivar SCS443 lIsadora. Os cultivares
da série Felix foram desenvolvidos pela
Epagri e consistem em uma série langa-
da exclusivamente para fins de polini-
zacdo de outros cultivares comerciais.
Todos os tratamentos utilizados na po-
linizacdo das flores de ‘SCS443 Isadora’
foram escolhidos a partir de dados his-
téricos de fenologia (entre inicio e final
de floragdo) obtidos em Cagador, SC, du-
rante as safras 2007/2008 a 2013/2014
(Figura 1), de forma a garantir coinci-

déncia dos periodos de floragdo com
‘SCS443 Isadora’, associado a adequada
producdo e germinagdo de pdlen em
condi¢des de laboratdrio.

Os cruzamentos-testes a campo
foram realizados na Epagri - Estacdo
Experimental de Cagador, em Cagador,
SC, nos ciclos 2022/2023 e 2023/2024.
O estagio fenoldgico em que as polini-
zacOes dirigidas foram realizadas foi em
F (botdo rosado), antes da antese. Duas
flores por inflorescéncia foram selecio-
nadas, emasculadas e polinizadas ma-
nualmente, tendo sido descartadas as
flores excedentes. Subsequentemente,
foi realizada a protegao das inflorescén-
cias com papel Kraft por ao menos 72
horas, para evitar contaminacdes com
pdlen exdgeno. O tratamento-controle
foi caracterizado pela autopolinizacdao
(utilizando pdlen do préprio cultivar
SCS443 Isadora) e protegdo com papel
Kraft.

As avaliagbes contemplaram o nu-
mero total de frutos, a frutificacdo efeti-
va (%), a massa de frutos (g), o nimero
de sementes por fruto, o numero de
I6culos sem sementes e 0 numero de
I6culos com sementes.

O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso, com seis e cinco re-
peticbes de 25 inflorescéncias de duas
flores cada, nas safras 2022/2023 e
2023/2024, respectivamente. Utilizou-
se esquema fatorial 5 x 2 para investigar
o efeito da interagdo entre diferentes
gendtipos polinizadores (5 fontes de
pdlen) e anos (2 safras — 2022/2023 e
2023/2024). Os dados foram subme-
tidos a analise de variancia conjunta
(5 tratamentos x 2 anos), e os desdo-
bramentos e comparagdes entre mé-
dias feitas pelo critério de Scott-Knott
(P<0,05).

A verificagdo da compatibilidade ge-
nética entre cada gendtipo polinizador e
‘SCS443 Isadora’ foi realizada mediante
genotipagem dos alelos no lécus S, via
técnica de PCR, utilizando marcadores
de DNA especificos. O DNA de cada ge-
notipo foi extraido a partir de folhas jo-
vens e sadias coletadas aleatoriamente,
conforme protocolo estabelecido por
Revers et al. (2005), utilizando 0,1g de
tecido vegetal macerado. A nomencla-
tura, sequéncia de nucleotideos, tem-
peratura de anelamento e tamanho

dos amplicons (pb) de cada primer uti-
lizado, bem como detalhes das reagdes
de PCR sdo reportados por Brancher et
al. (2020a, 2020b). Nas reagbes de PCR
utilizaram-se cultivares padrdo que ja
possuem alelos S catalogados com in-
tuito auxiliar na determinagdo de cada
alelo S por comparagdo ao tamanho dos
respectivos fragmentos amplificados
esperados. Os cultivares padrdo utili-
zados na analise genotipica foram: Fuji
(S, e S,; GenBank n2 D50837 e D50836,
respectivamente), Golden Delicious (S,
eS,; U12199 e U12200, respectivamen-
te), Gloster (S, AF327223), Gala (55;
U19791), Marubakaido [S, e S,; (Aga-
pito-Tenfen et al, 2015)], Idared (S,

AB032246), Mcintosh (S, ; AB052683),
Delicious (S,,; AB035273), Alkmene
(S,,;AF327222), Mutsu (S,,; AB019184),

Granny Smith (S _; AF239809) e Brae-

23’

burn (S,,; AF016920). N&o se utilizou
cultivar padrdo apenas para o alelo S,
(AF016919), uma vez que ndo ha ne-
nhum gendtipo sabidamente portador
desse alelo S disponivel na Epagri. A no-
menclatura dos alelos S utilizada neste
trabalho foi proposta por Broothaerts,
Van Nerum e Keulemans (2004). Os
produtos da PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 3% uti-
lizando marcador padrdo de peso mole-
cular de 50pb, tendo sido as amostras
coradas com o fluorescente intercalante
GelRed” (Biotium, California, USA). A
imagem do perfil de amplificacdo dos
alelos S foi capturada em fotodocumen-
tador Kodak Gel Logic 212 Pro (Cares-
tream, New York, USA) equipado com
transiluminador UV. Os alelos S foram
considerados como presentes quando
apresentaram fragmentos de tamanho
coincidente tanto com o indicado na li-
teratura quanto aos fragmentos ampli-
ficados nos cultivares padrdo utilizados
para cada alelo S.

Resultados e discussao

Conforme apresentado na Figura 1,
todos os gendtipos polinizadores tes-
tados (‘SCS417 Monalisa’, ‘SCS425 Lui-
za’, ‘SCS433 Felix 3’ e ‘SCS435 Felix 5')
apresentam coincidéncia no periodo de
floragdo com o cultivar SCS443 Isadora.

Quanto aos experimentos de polini-
zagao realizados a campo, nao se obser-
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Periodo de florescimento’?

Setembro Outubro
Cultivar Alelos S" T v % & & = wi s 6w s » # =
scs443 Isadora S5S,; ‘ 16/Seta 14/0ut ‘
scs417 Monalisa S,Sq 18/Seta 08/0ut |
scs425 Luiza Ss5Sy 13/Seta 14/0ut \
scsa3s Felix 3 S;3S % 04/Set a 17/0ut \
scs435 Felix 5 S;3Sy 18/Seta 17/0ut ‘

Figura 1. Periodo médio de florescimento dos gendtipos de macieira em Cagador, regido

Meio-Oeste de Santa Catarina

/1 Genotipagem realizada por meio de marcadores de DNA especificos
Fonte: BRANCHER et al. (2020a, 2020b); BRANCHER et al. (2021); /> Dados médios de vdrios anos
(2007/2008 a 2013/2014), coletados na Epagri/Estag¢éo Experimental de Cacador "José Oscar Kurtz",

Cagador, SC

Figure 1. Average flowering period of apple tree genotypes in Cagador, Mid-West region of

Santa Catarina State, Brazil

t Genotyping performed using specific DNA markers

Source: BRANCHER et al. (2020a, 2020b); BRANCHER et al. (2021)
2 Average data from several years (2007/2008 a 2013/2014), collected at Epagri/Cacador Experimental

Station "José Oscar Kurtz", Cagador, SC, Brazil

vou interacdo significativa entre a fonte
de pdlen utilizada e o ano agricola (sa-
fra) para nenhuma das caracteristicas,
tendo sido, portanto, analisadas no seu
efeito médio. Na média dos dois anos
de experimentos de polinizagdo a cam-
po realizados (ndo houve efeito signifi-
cativo do fator ‘ano’, somente dos tra-
tamentos de polinizagdo), o nimero de
frutos produzidos pela ‘SCS443 Isadora’
utilizando os quatro gendtipos poliniza-
dores foi igualmente maior do que a au-

topolinizacdo (Tabela 1). A presenca de
apenas alguns frutos de autopolinizacdo
no primeiro ano (2022/2023) pode ser
resultante de contaminagdo cruzada du-
rante a realizacdo da polinizagdo até a
retirada do papel Kraft. Na literatura po-
dem ser encontrados alguns relatos de
ocorréncia contaminagdo cruzada com
polen de gendtipos indesejaveis em
programas de melhoramento genético
por hibridagdes e, por consequéncia,
equivocos nos registros da genealogia

de novos cultivares langados (Brancher
et al., 2023; Sakurai; Brown; Weeden,
2000), o que da suporte a hipdtese da
ocorréncia de alguns poucos frutos nas
autofecundagdes do primeiro ciclo dos
cruzamentos-teste (2022/2023).

O mesmo comportamento se obser-
vou para a frutificacdo efetiva, em que
ndo houve diferenga entre os tratamen-
tos utilizados como fonte de pélen, sen-
do que todos os gendtipos polinizado-
res proporcionaram maior frutificacao
efetiva em comparacdo a autopoliniza-
¢do (Tabela 1).

Ndo houve diferenga na massa dos
frutos formados, independente do ge-
notipo polinizador utilizado (Tabela 2).
Da mesma maneira, ndo houve dife-
renga no numero de léculos com e sem
sementes na macieira ‘SCS443 Isadora’
entre as diferentes fontes de pdlen tes-
tadas (Tabela 2). Contudo, o nimero de
sementes por fruto formado, quando
se utilizou ‘SCS417 Monalisa’ como ge-
notipo polinizador, foi menor em com-
paragdo a ‘SCS425 Luiza’, ‘SCS433 Felix
3’ e ‘SCS435 Felix 5’ (Tabela 2), embo-
ra a quantidade média de sementes
formadas nos frutos pela utilizagdo de
polen de ‘SCS417 Monalisa’ tenha sido
suficientemente alta para ndo acarre-
tar problemas de deformacdo dos fru-
tos. Conforme reportado por Denardi
e Stuker (2008), magas com formato
simétrico e desenvolvimento normal
sdo afetadas pela formagdo ou ndo de

Tabela 1. Resultados da analise de variancia conjunta para as variaveis nimero de frutos produzidos e frutificagdo efetiva geradas pela
polinizagdo da cultivar de macieira SC5443 Isadora com diferentes fontes de pdlen nas safras 2022/2023 e 2023/2024 - Cacador, SC, 2024
Table 1. Results of the joint analysis of variance for total number of fruits and fruit set obtained by the ‘SCS443 Isadora’ pollination with
different pollen sources in the 2022/2023 and 2023/2024 seasons - Cagador, SC, 2024

N2 Frutos produzidos

Frutificagdo efetiva (%)

Cultivar polinizadora Alelos S

2022/23 2023/24 Média 2022/23 2023/24 Média
Autopolinizacdo S.S,, 1,17 0,00 0,64 b 5,8 0,0 3,18 b
SCS417 Monalisa 5,54 5,83 6,00 591a 29,2 30,0 19,55 a
SCS425 Luiza S, S, 7,17 4,40 591a 35,8 22,0 29,55 a
SCS433 Felix 3 5.5, 5,17 8,20 6,55 a 25,8 41,0 29,55a
SCS435 Felix 5 S.S, 4,00 3,80 391a 20,0 19,0 32,73 a
Média 4,67 5,60 4,58 23,33 22,40 22,91
CV.(%) - - 58,25 - - 58,25

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P>0,05).
Means followed by the same letter in the column do not differ from each other, according to the Scott-Knott test (P>0.05).
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Tabela 2. Massa média de frutos (g), nUumero médio de sementes por fruto, nimero médio de loculos carpelares com sementes e nimero
médio de ldculos carpelares sem sementes nos frutos gerados pela polinizagao de flores de ‘SCS443 Isadora’ com diferentes fontes de

pdlen nas safras 2022/2023 e 2023/2024 - Cagador, 2024

Table 2. Averages for fruit weight (g), number of seeds per fruit, number of carpel locules with seeds and number of carpel locules without
seeds in fruits generated by the pollination of ‘SCS443 Isadora’ with different pollen sources in the 2022/2023 and 2023/2024 seasons -

Cacador, SC, Brazil, 2024

Sifitven llEcem Massa dos frutos N2 sementes por N2 I6culos SEM N2 I6culos COM
(g) fruto semente semente

SCS417 Monalisa 99,08 a 5,51 b 1,48 a 3,65a
SCS425 Luiza 90,63 a 6,40 a 1,25 a 3,97 a
SCS433 Felix 3 93,26 a 6,72 a 1,15a 4,27 a
SCS435 Felix 5 100,59 a 7,03 a 1,23 a 4,04 a
Média 95,89 6,42 1,27 3,98
CV.(%) 13,43 18,18 49,42 17,18

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P>0,05).

Means followed by the same letter in the column do not differ from each other, according to the Scott-Knott test (P>0.05).

sementes em cada um dos cinco car-
pelos que formam as flores do género
Malus. Dessa forma, todos os gendtipos
polinizadores avaliados proporcionam
boa formagdao de sementes no cultivar
SCS443 Isadora.

Quanto aos alelos S identificados
nos genotipos avaliados, o cultivar
SCS443 Isadora apresenta gendtipo
S.S,, Considerando os gendtipos polini-
zadores testados, apenas ‘SCS425 Luiza’
(5,S,) se mostrou semicompativel, pois
apresentou um dos alelos em comum
com ‘SCS443 Isadora’, o alelo S.. Todos
os demais gendtipos polinizadores con-
siderados nesse estudo sdo totalmente
compativeis com ‘SCS443 Isadora’ (Ta-
bela 1). Brancher et al. (2020a, 2020b)
ja reportaram que, quando ha compa-
tibilidade entre os alelos S, o tubo po-
linico cresce normalmente até alcangar
o 6vulo, resultando em uma fecundagao
bem-sucedida. Isso maximiza a produ-
¢do de frutos e a viabilidade das semen-
tes (Garratt et al., 2016; Pilati; Fontana;
Angeli, 2020). Considerando as informa-
¢Oes genéticas, todos os gendtipos poli-
nizadores testados apresentam compa-
tibilidade para serem utilizados em po-
mares comerciais de ‘SCS443 Isadora’,
sendo ao menos semicompativeis.

Em tese, a formagdo de frutos e de
sementes nos frutos seria maior entre
gendtipos completamente compativeis

88

do que entre gendtipos semicompati-
veis, porém essa diferenca ndo foi iden-
tificada na polinizagao artificial, como ja
identificado por Brancher et al. (2020b).
Quando se trata do comportamento dos
cultivares em condigdes de manejo co-
merciais, seja com polinizagdo aberta,
seja com polinizagdo direcionada, ha
maior formacdo de frutos e sementes
por fruto em cruzamentos totalmente
compativeis em compara¢do a cruza-
mentos entre gendtipos semicompati-
veis (Olhnuud et al., 2022; Schneider et
al., 2001). Contudo, a utilizagdo de cul-
tivares semicompativeis é possivel, des-
de que se disponha no pomar de maior
propor¢do de insetos polinizadores e
de plantas do genétipo polinizador em
comparagdo as proporgdes convencio-
nalmente utilizadas em pomares comer-
ciais que, via de regra, variam entre 12 e
20% de plantas do gendtipo polinizador
(Hoffmann et al., 2004). Nesse contex-
to, a utilizacdo dos cultivares SCS417
Monalisa e SCS425 Luiza em sistemas
de filas alternadas com ‘SCS443 Isado-
ra’ é uma pratica sugerida, pois mesmo
‘SCS425 Luiza’ sendo semicompativel,
é possivel garantir grande quantidade
de podlen para polinizagdo no pomar
e, portanto, altas taxas de frutificacdo
efetiva sem a necessidade de inclusdo
de plantas de algum gendtipo poliniza-
dor silvestre especifico no pomar. Isso

pode maximizar o potencial produtivo
da area, pois ndo ha a necessidade de
ocupacdo de area de pomar com plan-
tas que ndo produzem frutos de quali-
dade comercial, como é o caso dos cul-
tivares da série Felix. No entanto, como
as épocas de maturacdo e colheita dos
frutos de SCS417 Monalisa, SCS425 Lui-
za e SCS443 Isadora sdo diferentes, é
importante que o produtor esteja bas-
tante atento ao manejo fitossanitario
do pomar, para evitar a colheita de ma-
¢as dentro do periodo de caréncia dos
produtos convencionalmente utilizados.

- O cultivar SCS443 Isadora nao
possui caracteristica de autofertilidade,
pois a autopolinizagdo ndo gerou frutos
nos experimentos de campo;

- Os cultivares SCS433 Felix 3
(5,5,,), ‘SCSA435 Felix 5 (S,S,) e SCS417

M30rzwealisa (5,S,,) apresentam compatibi-
lidade plena, enquanto que ‘SCS425 Lui-
za’ (8,S,) € semicompativel com ‘SCS443
Isadora’ (S.S,,).

- Os cultivares copa SCS417 Mo-
nalisa e SCS425 Luiza, bem como os cul-
tivares polinizadores SCS433 Felix 3 e
SCS435 Felix 5, sdo indicados como ge-
noétipos polinizadores em pomares co-

merciais da macieira ‘SCS443 Isadoral.
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