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1. INTRODUCAO

O sertdo e o agreste pernambucano possuem uma situagao climatica bastante
dificil para a exploracdo agropecuaria, por apresentarem periodo chuvoso
concentrado em apenas trés meses do ano (Molion e Bernardo 2000). As palmas
forrageiras (Opuntia spp. e Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) fazem parte de um
conjunto de espécies que viabilizam a exploracdo pecuaria nas regides semiaridas,
pois sdo produtivas e tolerantes ao cultivo em locais de baixa precipitacdo e altas
temperaturas diurnas, condicdes semelhantes as registradas em boa parte do
semiarido brasileiro (Santos et al. 2001).

Nas ultimas décadas a area de cultivo da palma forrageira vem reduzindo
devido a cochonilha do carmim, Dactylopius opuntiae (Cockerell), inseto que provoca
danos nos cladodios pela injecdo de toxinas. As cultivares tradicionalmente
utilizadas: Redonda, Gigante e clone IPA-20, do género Opuntia e espécie Opuntia
ficus-indica, apresentam alta suscetibilidade a esta praga (Vasconcelos et al. 2009).
O Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA, por meio do programa de
melhoramento genético da palma forrageira, tem buscado por gendtipos superiores

resistentes ao inseto e mais produtivos que as cultivares ja liberadas.

Para a geracdo de novas cultivares existem dificuldades relacionadas a
reproducao desse vegetal, retardando o andamento de programas de melhoramento
genético. A biologia floral da palma € bastante complexa, certos mecanismos
reprodutivos, tais como apomixia e cleistogamia, hdo sdo bem esclarecidos, gerando

duvidas quanto a origem sexuada ou assexuada da progénie.

Outro problema encontrado em algumas espécies de palma forrageira € o
abortamento de frutos em cruzamentos controlados ou ndo. A causa dessas
abscisbes deve ser investigada e sanada, pois a incapacidade de produzir frutos
com sementes viaveis dificulta a propagacdo sexuada, fonte de variabilidade

genética a ser explorada pelos melhoristas.

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos reprodutivos de

apomixia e cleistogamia em acessos de palma forrageira do género Opuntia; além



de identificar as possiveis causas do elevado abortamento de frutos da cultivar
Miuda (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) e do Clone F8 (Opuntia atropes Rose).



2. CAPITULO | - MELHORAMENTO GENETICO DA PALMA
FORRAGEIRA: ESTADO DA ARTE

2.1. O semiérido

No inicio do século XX, 10 a 15% da zona habitavel do mundo foi classificada
como semiarida (Raya 1996), no entanto, o processo de desertificacdo, geralmente,
desencadeado por acbes humanas, favorece que outras regides tornem-se aridas ou
semidridas (Wickens 1998). Nessas areas, uma gestao hidrica eficiente é primordial
para a manutencédo da vida humana, animal e vegetal (Silva 2014).

No Brasil, o semiarido ocupa cerca de 11% do territério nacional,
predominantemente localizado no nordeste, abrange uma area estimada de 982.563
km? (Pereira 2007). O semiarido brasileiro apresenta temperatura média anual de
27°C; evapotranspiracdo potencial de até 2.000 mm.ano™; umidade do ar em torno
de 50%; e precipitacdo média anual oscilando entre 450 - 600 mm (SUDENE 1985).
Mesmo sob essas condi¢des o Brasil possui uma das regides semiaridas mais

chuvosas do mundo (Conti e Schroeder 2013).

Em conformidade com a sinopse do censo demografico para o semiarido
brasileiro, Pernambuco é um dos estados inclusos na regido semiarida brasileira,
cerca de 90% de sua area esta enquadrada nessas condi¢cdes; 66% dos municipios
desse estado estdo inseridos nessa regido. Demograficamente, 16% da populacéo
total do estado residem no semiarido e Caruaru, municipio do agreste, destaca-se
com o0 maior numero de habitantes dentre os municipios da porcdo semiarida de
Pernambuco — 314.912 (Medeiros et al. 2012).

A pecuéria é a principal atividade rural desenvolvida no semiarido nordestino,
com destaque para o rebanho de pequenos ruminantes — ovinos e caprinos — que,
respectivamente, representam 57% e 89% do montante nacional desses animais
(IBGE 2014). Geralmente, eles sdo criados extensivamente, alimentando-se das

espécies nativas e, durante a estiagem, mantidos por espécies forrageiras.

A caatinga, bioma caracteristico do semiarido brasileiro, € composta,
predominantemente, por espécies xeroéfitas adaptadas ao contexto hidrico da regiéo.

A familia botanica das cactaceas é uma das mais representativas desse bioma,
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constituindo importante fonte de Agua e carboidratos para os ruminantes. Um grande
namero de cactos possui utilizacdo forrageira, porém dentre eles destaca-se a

Palma Forrageira (Correia et al. 2012; Lucena et al. 2015; Almeida 2012).

2.2. A palmaforrageira

A Palma, espécie originaria do México, foi introduzida no Brasil em meados
do século XVII com a finalidade de exploracdo da Cochonilha do Carmim
(Dactylopius coccus Costa), inseto sugador cujo corante obtido de seu
processamento é amplamente utilizado pela industria (Flores-Flores 1999; Rocha
2012). Seu primeiro relato forrageiro foi registrado no inicio do século XX (Lima e
Gama 2001). Pesquisas comprovam sua versatilidade para os mais variados usos:
alimentar, farmacéutico, energético, forrageiro, entre outros. No semiarido brasileiro,
em especial no estado de Pernambuco, a palma esta intrinsicamente ligada a
producéo de leite, constituindo uma importante aliada para os pecuaristas durante a
estiagem (Lira et al. 2013; Nunes 2011).

A agua é o fator limitante para producéo leiteira, sendo assim, pelo seu
elevado teor d’agua, a palma torna-se imprescindivel na regido semiarida, tal fato foi
confirmado por Lima et al. (2003), avaliando a substituicdo do milho por palma (cv.
Miuda e cv. Gigante) constataram, em vacas mesti¢cas, uma reducéo significativa na
ingestdo diaria de agua, sem, no entanto, alterar sua producdo lactea. Ao que
parece, o incremento desta forrageira na dieta de pequenos ruminantes, também
reduz sua ingestdo d’agua, Bem Salem et al. (1996) conduzindo estudos com
ovelhas, identificaram reducdo significativa e gradativa do consumo d’agua, a

medida que o fornecimento de palma forrageira aumentava.

Outro ponto positivo da palma € sua digestibilidade, que por vezes é
equiparada a do milho. A substituicdo do fuba de milho por palma forrageira, em
vacas leiteiras, ndo demonstrou diferenca significativa quanto a digestibilidade
aparente e total (Oliveira 2014). Wanderley et al. (2012), em avaliacdo com ovinos
sobre a associacdo de palma forrageira com silagens e fenos de origem diversas,
concluiram que nao ha alteracdo significativa quanto a digestibilidade das
associacfes e destacam que a palma é uma excelente opcdo para a alimentacéo

animal no nordeste brasileiro.



Estima-se que a area de plantio destinada a palma forrageira, no semiarido
brasileiro, é de 400 - 550 mil hectares, compartilhados por diversos estados
nordestinos; Alagoas e Pernambuco sdo detentores das maiores areas de cultivo
(Santos et al. 1997; Araujo et al. 2005). A produtividade média atingida é bem
variavel em funcdo dos tratos culturais, incidéncia de pragas, doencas, e cultivar,
porém com corte anual e em condi¢Bes de sequeiro a produtividade de matéria seca
fica entre 4 — 50 t.ha™ (Santos et al. 1999). Alguns organismos praga merecem
destaque, pois podem reduzir a producdo do palmal. A ordem Hemiptera causa
grande prejuizo econdmico ao estado pernambucano. As cochonilhas - do carmim e
da escama - respectivamente, Dactylopius opuntiae (Cockerell) e Diaspis
echinocacti (Bouché, 1833), sdo insetos vorazes e capazes de causar danos
expressivos a producédo desta forrageira (Santos et al. 2002; Chiacchio 2008).

A palma forrageira pertence a familia botanica das cactaceas, que possui dois
géneros de utilizacao forrageira, sao eles: Opuntia e Nopalea. As espécies Opuntia
ficus—indica Mill e a Nopalea cochenillifera Salm Dyck sdo amplamente cultivadas
em Pernambuco (Rebman e Pikava 2001; Santos et al. 2014). Atualmente, as
cultivares Miuda (N. cochenillifera Salm Dyck) e Orelha de elefante mexicana (O.
stricta Haw) sdo bastante difundidas e aceitas em todo estado pernambucano
(Rocha 2012; Lopes et al. 2010; Santos et al. 1997).

2.2.1. Opuntia

O género Opuntia, possui cerca de 300 espécies altamente adaptadas as
condicBes aridas e semiaridas com pluviosidade variando de 200 — 450 mm.ano™
(Mohamed-Yasseen et al. 1996). Denominadas de xerdfitas, estas espécies
possuem alta eficiéncia no uso da agua e praticam a rota fotossintética CAM, ou
metabolismo acido das crassulaceas (MAC) (Han e Felker 1997; Stintzing e Carle
2005).

A O. ficus-indica var. inermis, ou simplesmente O. ficus-indica (Kiesling 1998),
€ desprovida de espinhos e tem grande destaque na alimentacdo animal (Silva e
Santos 2006). Outras espécies deste género também compartilham desta aptidao
alimenticia, como: O. robusta ssp. Larreyi; O. undulata x O. tomentosa (Ramirez-
Tobias et al., 2010); e O. stricta Haw (Lucena et al. 2013). A O. ficus — indica Mill &



constituida por agua (>90%), matéria seca (5-8%), carboidratos-nao-fibrosos (2-4%),
tracos de vitaminas, lipideos, minerais e proteinas (<1%) (Stintzing e Carle 2005;
Feugang et al. 2006; Araujo et al. 2004). As espécies deste género apresentam
variacao entre si quanto ao porte, formato dos cladodios e densidade de aréolas. O
sistema radicular tem distribuicdo horizontal e superficial; a floragdo ocorre
preferencialmente no terco médio superior da copa, onde os cladédios que recebem
maior incidéncia luminosa apresentam também, maior fertilidade (Kiesling 1998;
Segantini et al. 2010).

Diversos fatores ambientais podem contribuir para o processo de
florescimento, destacando-se a temperatura, disponibilidade hidrica e fertilidade do
solo (Gutterman 1986; Segantini et al. 2010; Bowers 1996; Nerd e Mizrahi 1995).
Para O. ficus-indica e outras cactaceas, o florescimento pode ser induzido por
estimulantes fito-hormonais em conjunto com a reducao do fotoperiodo (Rohwer e
Heins 2007; Jiang et al. 2012; Aguilar e Chavez 1995). No género Opuntia, o
florescimento dura em média de quatro a cinco meses e geralmente, no hemisfério
sul, inicia-se nos meses de setembro - outubro (Wessels e Swart 1989; Nieddu e
Spano 1992). As flores sdo amarelas, de perianto completo, com antese ocorrendo
20 — 40 dias apos o surgimento do botéo floral; a duracdo da abertura floral oscila
entre 24 — 48 horas (Reyes-Aguero et al. 2006).

As espécies desse género sdo mondicas, no entanto existem relatos de
espécies que apresentam ginodioicia e dioicia (Diaz e Cocucci 2003). As abelhas
sd0 0s principais agentes polinizadores da palma forrageira, favorecendo a
polinizacdo cruzada, no entanto a autofecundacdo pode ser induzida durante a
visitacao floral, principalmente porque a maioria das espécies deste género € auto-
compativel. A interacdo inseto — estame estimula a liberacdo do pélen, que tende a
depositar-se no vetor da polinizacdo e no estigma da propria flor (Reyes-Aguero et
al. 2006; Grant e Hurd 1979).

2.2.2. Nopalea

O género Nopalea, também composto por espécies xerofitas adaptadas a
ambientes de temperatura diurna elevada, demonstra tolerancia as condi¢bes

semidaridas. Estudos sobre LTz, (temperatura letal para morte de 50% das células)
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realizados na espécie N. cochenillifera Salm-Dyck, relataram que as células do caule
suportaram temperaturas acima de 50°C (Nobel e Zutta 2008).

Por sua tolerAncia a temperaturas diurnas elevadas, a espécie N.
cochenillifera Salm Dyck tem se consolidado no semiérido pernambucano. Quanto a
sua constituicdo: 83 - 88% sdo de agua; 10 - 13% de matéria seca, 2 - 3,3% de
carboidratos-nao-fibrosos; < 2% de proteina, lipideos e minerais. Destacando-se no
uso forrageiro, essa espécie foi enquadrada no género Nopalea devido a diferencas
relacionadas a morfologia gamética, distinguindo-a das opuntias (Lim 2012; Li e
Taylor 2007; Wanderley 2008).

As nopaleas possuem 0s mais variados portes, dois a nove metros de altura;
com cladddios geralmente elipticos. Certas espécies destacam-se por sua
espinhosidade e porte elevado, no entanto a espécie utilizada na alimentacao animal
€ de porte moderado, variando entre dois e quatro metros, com espinhos geralmente
ausentes (Lim 2012; Britton e Rose 1963).

Os conhecimentos florais sobre o género Nopalea sédo bastante incipientes.
Um detalhamento mais especifico ocorreu na espécie N. cochelinifera Salm Dyck,
uma espécie mondica que possui flores modificadas em formato tubular, com
estruturas compactas e adensadas; sua polinizacéo é ornitofila, realizada pelo beija-
flor. Possuem cor vermelha ou laranja com pétalas que n&do desabrocham
completamente e parecem atrofiadas. Os estames sdo longos e ultrapassa as
pétalas, geralmente ficando em contato com o estigma e, por vezes, mais alto (Lim

2012). Sobre a reproducédo da espécie mencionada, pouco se compreende.

2.3. Panorama do melhoramento genético da palma forrageira

Com o descobrimento acidental do seu uso forrageiro, durante a seca de
1932, claddédios da palma forrageira foram disseminados para todo semiarido
nordestino. Logo, 0s primeiros ensaios agrondmicos e zootécnicos foram iniciados,
estudos primarios revelaram a ocorréncia de acidose ruminal e diarréias em bovinos
alimentados exclusivamente com palma forrageira e concentrado (Lima e Gama
2001; Santana et al. 1972). Esses relatos coibiram sua utilizacéo forrageira, pois se

pensava que esta cactacea poderia ser prejudicial aos ruminantes. Avaliacdes



subsequentes identificaram a necessidade complementar de adi¢édo fibrosa a dieta
animal, suplementar a palma, desta forma, maleficio algum ocorria (Lima et al. 1985;
Albuquerque et al. 2002). Em meados da década de 90, o Clone IPA-20 foi a
primeira cultivar liberada pelo programa de melhoramento genético da palma do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA (Santos et al. 1999).

As hibridacbes naturais podem ocorrer de maneira espontanea gerando
potenciais individuos de interesse para programas de melhoramento vegetal; a O.
occidentalis € um exemplo (Mondragén-Jacobo e Pérez-Gonzales 2001), no entanto,
como a poliploidia é um evento comum na palma forrageira, a formac¢éo de hibridos
entre espécies e, ou entre géneros torna-se muito dificultosa (Pinkava 2002;
Mondragon-Jacobo e Bordelon 1996; Griffith e Porter 2009). O numero bésico de
cromossomos do género Opuntia € N=11, formas diploides (2N) séo raras, o que de
fato ocorrem séo poliploides, triploides (3N) a octaploides (8N) (Majure et al. 2012).
O. ficus-indica, uma das espécies mais conhecidas do género, € uma octaploide por
alopoliploidia (Pinkava 2002; Griffith 2004).

Cruzamentos e autopolinizacbes controlados sdo frequentemente utilizados
nos programas de melhoramento genético da palma, essas a¢des sao possiveis
devido a manipulacéao floral. A emasculacao das flores na O. ficus-indica Mill segue
um protocolo: 1) Eliminacdo dos gloquideos, com um pincel; Il) Retirar a corola,
utilizando um estilete ou bisturi, cuidadosamente para evitar danos ao botéo; lIll)
Cortar, com tesoura ou estilete, as anteras; 1V) Eliminar residuos da operacdo com
esguichos d’agua; V) Enxugar com papel toalha, suavemente; VI) Esperar de 15 —
20 minutos para secagem; VII) Cobrir a flor com um saco de papel ou de TNT
(tecido-ndo-tecido); e VIII) Identifica-lo. (Bunch 1997; Mondragon-Jacob 1999).

Diversos programas de melhoramento contribuiram com excelentes materiais.
O México, através do Colégio de Pds-graduacdo da Escola Nacional de Agricultura
(COPENA), desenvolveu cultivares voltadas para producao de frutas e de cladodios
juvenis consumidos como hortalica: Copena V1 (CPV1), Copena F1(CPF1l), entre
outras. A Texas A&M University administra uma colecdo de palma forrageira e tem
um programa de melhoramento ativo. Italia, Africa e Brasil, selecionam materiais de
polinizacdo aberta, buscando identificar genétipos superiores (Mondragén-Jacobo e

Pérez-Gonzales 2001).



No Brasil, o Unico programa de melhoramento genético da palma é conduzido
pelo IPA, em conjunto com a UFRPE — Universidade Federal Rural de Pernambuco,
0 IPA possui mais de 1.350 acessos, desses: 1000 sao clones em processo de
avaliacdo e 350 sao genotipos oriundos de diversas regides do mundo. O Programa
lancou as cultivares predominantemente plantadas na regido e vem alcancando
incrementos produtivos ao longo dos anos (Santos et al. 2011). Essas cultivares séo
adaptadas as condi¢fes locais, porém nao apresentam a concatenacdo, em um so
genotipo, de um numero relevante de caracteristicas importantes para a regiéo.
Geralmente, possuem alguma susceptibilidade patogénica ou mal fisiologico, que

enfraquece a cultivar.

2.4. Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo da palma forrageira é bastante complexo, sendo pouco
compreendido em varias espécies do género Opuntia e Nopalea. Nestas existem
incertezas sobre certos mecanismos reprodutivos, bem como sobre a possiblidade
destes mecanismos ocorrerem simultaneamente na concep¢do das progénies
(Mondragon-Jacobo e Pérez-Gonzales 2001; Del Castillo 1999). Ainda que os
avancos citogenéticos e filogenéticos sejam relevantes (Majure et al. 2012; Pinkava
2002; Griffith 2004; Griffith e Porter 2009), a compreensao do sistema reprodutivo da
espécie alvo é de primordial importancia. O reconhecimento destes mecanismos
amplia as op¢des do melhorista, permitindo-o tomar decisdes para evita-los ou

explora-los.

Apenas dois por cento das espécies pertencentes a familia das cactaceas tem
sua biologia floral compreendida, ou seja, cerca de 1.560 espécies dessa familia
botanica carecem de informagdes sobre caracteristicas florais, estudos de
hibridacao, polinizacédo; morfologia e funcionalidade floral, e depressdo endogamica
(Mandujano et al. 2010).

A palma forrageira (Opuntia spp.) pode realizar fecundacdo cruzada e/ou
autofecundacdo com taxas varidveis em funcdo das condicdes ambientais e de
aspectos intrinsecos a propria espécie, sendo assim detentora de um sistema
reprodutivo misto e versatil (Nerd e Mizrahi 1997; Barbera et al. 1995; Mandujano et

al. 1996; Del Castillo 1999). Na O. retrorsa observou-se que: uma populacdo sobre



determinadas condi¢cdes de altitude realizava mais de 60% de autofecundacéo,
enquanto outra populagédo, de mesma espécie em localidade distinta, realizava 67%
de polinizacao cruzada (Bianchi et al. 2000).

Pouco tem sido feito para compreender a complexidade floral da palma
forrageira. Em algumas espécies, como Nopalea cochenillifera Salm Dyck, o
conhecimento sobre o sistema reprodutivo € completamente limitado ou inexistente,
assim o futuro do programa de melhoramento dessa forrageira depende,
principalmente, do entendimento a cerca do sistema reprodutivo e de sua biologia
floral.

Dados métricos, relacionados a morfologia e biologia floral de uma espécie,
auxiliam na identificacdo do provavel sistema reprodutivo, através do OCI
(outcrossing index). indice obtido pelo somatério de trés avaliagdes: |) relaciona-se
ao diametro floral, basicamente, se a corola possuir um didmetro menor que 1mm,
recebe zero, diametro entre 1- 2 mm, recebe um, e entre 2 — 6 mm, recebe dois, e
guando for maior que 6mm recebe trés; 1l) Remete a separacao temporal entre a
deiscéncia das anteras e receptividade do estigma, homogamia ou protoginia
recebem zero, protandria recebe um; lll) relacdo espacial entre estigma e anteras,
se 0 estigma e as anteras estiverem no mesmo patamar — altura — com
possibilidade de se tocarem, recebe nota zero, caso contrario, recebem um. A
relacéo polen/évulo (P/O) também se destaca na identificagcdo do provavel sistema
reprodutivo (Cruden 1977) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificag&o reprodutiva proposta por Cruden (1977).

OCI Sistema reprodutivo P/O Log P/O
0 Cleistogamica 4,7 +0,7 0,65 +0,07
1 Autogamia obrigada 27,731 1,43 £0,05
2 Autogamia facultativa 168,5 22,1 2,15 +0,06
3 Alogamia facultativa 796,6 87,7 3,65 +0,06
4 Alogamia 5859,2 £ 936,5 3,65 +0,06

OCI: outcrossing index; P/O: relacdo entre o numero total de graos pélen e o nimero total de
6vulos; e Log P/O: Logaritmo da relacédo P/O.

A relacdo P/O é amplamente difundida em espécies cujo conhecimento sobre

0 sistema reprodutivo ainda é incipiente, como exemplos: Casearia grandiflora Camb
(Machado e Oliveira 2000); Cuphea melvilla Lindlay (Melazzo e Oliveira, 2012);
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Arrojadoa rhodantha — uma cactacea (Kiill et al. 2012). Seu célculo é simples e
resume-se a contagem do numero médio de graos de podlen/anteras e
posteriormente contagem de um numero médio de anteras/flores, logo a
multiplicacdo destas médias consistira em uma media de graos de polen/flor. Para o
namero de 6vulos, realiza-se a contagem do total de évulos de um grupo de flores,
obtendo-se a média. A relacdo é obtida pela divisdo do numero de grdos de pdlen
pelo nimero médio de évulos (Cruden 1977).

Os cruzamentos testes s&@o0 essenciais para a determinacdo precisa do
sistema reprodutivo de uma espécie, atuam complementando os resultados obtidos
pela relacdo P/O e OCI. Testando a auto-incompatibilidade em Miconia Ciliata (L.C.
RICH), Melo e Machado (1998), além de determinarem OCI e a relagdo P/O,

realizaram varias formas de cruzamentos controlados.

Pessoa et al. (2013) em pesquisa reprodutiva com a Smilax fluminensis
Steud, testaram tratamentos florais e verificaram a ocorréncia de apomixia em
inflorescéncias distintas, comprovando a apomixia facultativa da espécie. Seguindo
0 mesmo principio, em Microlicia fulva CHAM, Alvarenga et al. (2015) realizaram trés
tratamentos florais visando compreender melhor os meios de fertilizacdo da espécie,
por fim identificaram a polinizacdo cruzada como a técnica mais eficiente para

producéo de frutos.

No género Opuntia, Wang et al. (1996) realizaram uma série de tratamentos
florais em sete acessos de palma, dentre eles espécies utilizadas como forrageiras;
oito tratamentos florais foram aplicados, incluindo hibridacbes e emasculacdes,
parciais e totais. Esses tratamentos auxiliaram na identificacdo do sistema
reprodutivo adotado pelos clones, nesse caso, a apomixia nao foi registrada nos

clones avaliados.

Além deste complexo sistema de reproducédo, existem varias possibilidades
de fecundacéao por diferentes mecanismos reprodutivos: cleistogamia e apomixia ja
foram relatadas (Rosas e Pimienta 1986; Reyes-Aglero et al. 2006). A situacéo
torna-se ainda mais complexa quando se considera a possivel ocorréncia simultanea

destes mecanismos em uma mesma flor.
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2.4.1. Cleistogamia

Trata-se de um mecanismo reprodutivo que condiciona a autogamia, a
fertilizacdo ocorre antes da antese floral ou na sua eminéncia; a cleistogamia €
registrada em varias espécies e provavelmente é de cunho evolutivo, no entanto
fatores ambientais e genéticos podem corroborar para uma reversao parcial ou total
do mecanismo (Uphof 1938). Pesquisas conduzidas com espécies do género Ruellia
sugerem que fatores ambientais ou fisiologicos podem estar relacionados a
presenca de flores cleistogamas (Lima et al. 2005). Nas opuntias, a autofecundacéo
pode acorrer algumas horas antes da antese, caracterizando 0 mecanismo

reprodutivo cleistogamico (Pimenta 1990).

Em cruzamentos controlados a cleistogamia pode torna-se um problema. A
emasculacdo, processo de excisdo floral que exclui a parte masculina, deve ser
realizada antes que ocorra a fertilizagdo. Em Vigna unguiculata (L) Walp, espécie
cleistogamica, a emasculacdo € realizada 20 horas antes da antese, evitando o
contato do pélen com o estigma receptivel (Almeida Pereira et al. 2009; Freire Filho

et al. 2014).

AvaliacOes florais sobre a receptividade do estigma, quando realizadas
juntamente com inferéncias sobre a viabilidade do pdlen, auxiliam nas conclusdes
sobre a cleistogamia (Sahoo et al. 2005). Diversos trabalhos correlacionam
avaliacbes do gréo de pdlen com informacdes sobre a receptividade do estigma
visando justificar ou fundamentar os mecanismos reprodutivos (Franchi et al. 2007,
Bhattacharya e Mandal 2004; Forni-Martins et al. 1998; Grilli et al. 2011).

Dados sobre a viabilidade do pdélen sdo importantes quando se pretende
realizar hibridacdes, pois refletem o potencial reprodutivo masculino (Biondo e
Battistin 2012). A constatacdo desta viabilidade € prioritaria em muitos programas de
melhoramento; existem métodos diretos e indiretos para determinacao da viabilidade
e, por vezes, sao comparados. Geralmente, nos métodos diretos, o percentual de
graos de pdlen germinados, seja diretamente no estigma ou indiretamente em placa
de petri, representa a propria viabilidade polinica; jA os métodos indiretos, inferem,
muitas vezes, por coloracdo quais graos de pélen estéo viaveis. (Techio et al. 2006;

Einhardt et al. 2006); métodos diretos e indiretos tém sido relatados no género
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Opuntia. Em avaliac@es florais realizadas por método direto — in vitro — em clones do
género Opuntia constatou-se um alto nivel de viabilidade dos grdos de podlen no
momento da antese floral, corroborando para aumentar a chance de autofecundacao
(Wang et al. 1996; Weiss et al. 1993; Negrén-Ortiz 1998).

A receptividade do estigma é um artificio bastante usual nos estudos florais,
esta ferramenta possibilita inferir o percentual de estigmas viaveis e funcionais, ou
seja, quando alto, este percentual indicara o aumento da receptividade do estigma
aos graos de pdlen, permitido a germinacdo destes, se viaveis (Sanzol e Herrero
2001).

Existem diversos métodos que atestam a receptividade do estigma, dentre os
mais utilizados encontram-se: Perex Test Merk; Peroxtesmo KO; peroxido de
hidrogénio (H20,) a 3%; e solucao Baker (Dafni 1992; Dafni e Maués 1998; Kearns e
Inouye 1993). Estudos voltados a receptividade do estigma foram realizados com O.
macrocentra e constatou-se que néo havia ocorréncia de dicogamia, visto que logo
apos a abertura floral o estigma tornou-se receptivo, caracterizando esta espécie

como casmogamica (Mandujano et al. 2013).

2.4.2. Apomixia

E uma reproducdo assexuada via semente, ja registrada em mais de 300
espécies dos mais variados géneros vegetais, esse fendmeno trata-se de uma nao
reducédo celular que origina um embrido a partir do préprio tecido diploide materno
(Cruz e Federizzi 1998).

Wang et al. (1996), concluiram que os clones do género Opuntia, por ele
avaliados, ndo realizam apomixia, dentre eles a espécie O. ficus-indica Mill, no
entanto outros autores alegam que este fenbmeno € comum na espécie e no género
mencionado. Tisserat et al. (1979) relataram a ocorréncia de apomixia em: O.
aurantiaca Lindl., O. dillenii Haw., O. glaucophyla Wendl., O. leucantha Link., O.
rafinesquii Engelm e O. tortispina Engelm; Mondragon-Jacobo (2001) também

relatou a ocorréncia frequente de apomixia em cultivares do género Opuntia.

Tratamentos florais, ou cruzamentos controlados, sédo utilizados para sanar a

hipétese de realizacdo da apomixia, bem como outros mecanismos reprodutivos:
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Rosa e Pimenta (1986) observaram, no género Opuntia, a formacéo de frutos com
sementes apds emasculacao floral. Teixeira e Machado (2004) utilizaram artificios
estatisticos para assegurar os resultados obtidos em campo, os tratamentos florais

foram comparados pelo teste de Qui-quadrado (%2).
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3. CAPITULO Il — INVESTIGACAO SOBRE A OCORRENCIA DE
APOMIXIA E CLEISTOGAMIA EM ACESSOS DO GENERO
OPUNTIA

3.1 Resumo

Os objetivos dessa pesquisa foram: I)Adquirir informagbes sobre o
florescimento e a fenologia floral de clones de palma forrageira do género Opuntia;
Il)Estimar a viabilidade do polen e a receptividade do estigma em trés momentos
florais distintos, pré-antese, antese e poés-antese; e lll)Verificar apomixia e
cleistogamia em acessos do género Opuntia. Cinco acessos da espécie Opuntia
ficus-indica Mill foram avaliados na estacdo experimental de Arcoverde — PE,
pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA: V23(IPA/200153);
37(IPA/200177); 73(IPA/100437); 92(IPA/100456); e 111(IPA/100473). Foram
obtidos dados sobre a viabilidade polinica, receptividade do estigma, niamero de
novos botdes florais relacionados a variaveis climaticas e dimensdes do botéo floral.
Dois tratamentos florais foram realizados para investigar a apomixia, estigma e
anteras removidos dois dias antes da antese, e cleistogamia, emasculacdo durante o
inicio da antese seguida de protecao para evitar presenca de agentes polinizadores.
O percentual de pegamento de frutos para cada tratamento floral foi determinado
entre o numero de frutos obtidos e o numero total de flores submetidas ao
tratamento. A viabilidade do pdlen manteve-se acima de 80% para todos os
momentos florais avaliados; a receptividade do estigma foi maxima, quatro horas
apos a antese; o numero de botdes florais foi maior entre os meses de agosto/2015
e outubro/2015, logo apés a temporada chuvosa, temperaturas menores e aumento
gradativo do comprimento do dia; os frutos, com sementes viaveis, cresceram tanto
em didmetro como em altura; o percentual de pegamento de frutos foi baixo nas
flores que receberam tratamento apomitico, 10 — 20%, e alto nas flores que
receberam tratamento para investigar a cleistogamia, 60 — 80%. A dicogamia por
protandria predominou nos clones avaliados; as flores sdo casmégamas de sistema
reprodutivo misto com autofecundacdes frequentes; a apomixia ocorre em baixa

frequéncia nos clones 111 e 37.
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3.2. Introducéo

A Palma forrageira (Opuntia spp. e Nopalea cochenillifera Salm-Dyck)
adaptou-se bem a regido semidrida brasileira, sua picagem ou trituracdo gera um
volumoso suculento utilizado na alimentagdo animal, principalmente, durante o
periodo seco (Silva e Santos 2006; Junior et al. 2014). No género Opuntia, varias
espécies mostram-se susceptiveis ao ataque de insetos sugadores, cujos danos
reduzem drasticamente a producdo. Tratamentos quimicos e o controle bioldgico
sdo eficazes, no entanto o desenvolvimento de cultivares resistentes € a alternativa
mais vantajosa (Santos et al. 2014; Santos et al. 1999).

Cerca de 90% das espécies pertencentes a familia botanica das cactaceas
carecem de informacdes florais e reprodutivas (Mandujano et al. 2010). Na palma
forrageira ndo é diferente: a O. ficus-indica Mill, uma espécie intensamente avaliada,
possui inconsisténcias sobre o acontecimento de alguns mecanismos reprodutivos;
ao que parece, eles se apresentam de forma variavel (Reyes-Aguero et al. 2006;
Bianchi et al. 2000; Del Castillo 1999).

No género Opuntia, as opinides divergem sobre os mecanismos reprodutivos
de apomixia e de cleistogamia. Tisserat et al. (1979) verificaram a ocorréncia de
apomixia em varias espécies do género Opuntia. Ja Wang et al. (1996), avaliando
clones de palma forrageira, afirmaram, categoricamente que este mecanismo nao
incide sobre os clones por eles avaliados. Quanto a cleistogamia, Pimenta (1990)
afirma que sua ocorréncia € comum no género, inclusive na espécie O. ficus-indica.

No melhoramento genético de plantas, o reconhecimento do sistema
reprodutivo € a chave para alcancar os objetivos do programa: a forma de
reproducao predominante deve ser identificada e os mecanismos reprodutivos que
podem ocorrer devem ser investigados (Borém e Miranda 2009; Vilela et al. 2012). O
acontecimento inesperado de certos mecanismos pode retardar e prejudicar o
andamento do programa de melhoramento genético.

Nesse contexto, objetivou-se: I)Adquirir informacdes sobre o florescimento e a
fenologia floral de clones de palma forrageira do género Opuntia; Il)Estimar a
viabilidade do pélen e a receptividade do estigma em trés momentos florais distintos,
pré-antese, antese e poés-antese; e lll)Verificar a apomixia e cleistogamia em

acessos do género Opuntia.
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3.3. Material e métodos

Cinco acessos da espécie O. ficus-indica Mill foram avaliados na estacdo
experimental de Arcoverde — PE, pertencente ao Instituto Agrondémico de
Pernambuco — IPA (8°26°01” S; 37°03'21” O): V23(IPA/200153); 37(IPA/200177);
73(IPA/100437); 92(IPA/100456); e 111(IPA/100473). Eles foram sorteados entre
350 acessos dispostos no banco de germoplasma da instituicdo (BAG). Os acessos,
com trés anos de idade, diferem quanto a origem, V23 e 37 sdo acessos importados
do México; 73, 92 e 111 foram obtidos no Brasil em populacbes de polinizacao
aberta. Cada acesso foi representado por quatro plantas no BAG, com espagcamento
de 2x1 metros, respectivamente entre linha e dentro de linha. As seguintes praticas
foram realizadas: roco das plantas invasoras, adubacdo organica com 20 t.ha™ de
esterco curtido e controle mecanico, por meio de escovacao, da cochonilha do

carmim - Dactylopius opuntiae (Cockerell).

3.3.1. Fenologia floral

Dez botdes de cada acesso foram selecionados para mensurar os dias até a
antese, o inicio dessa contabilizacdo ocorreu quando os botdes possuiam até dois
centimetros de altura (eixo longitudinal), e para identificacéo visual do momento em
que as anteras tornaram-se descentes; semanalmente, nesses mesmos botdes,
aferiu-se: diametro (eixo transversal) e altura, essa avaliagdo prosseguiu até a
guarta semana, buscando verificar a etapa de crescimento rapido do fruto (Barbera
et al. 1992); mensalmente, a partir de abril/2015 até dezembro/2015, foi
contabilizado o numero de novos botdes florais por acesso. O niumero mensal de
novos botdes foi relacionado com as variaveis meteoroldgicas de precipitacdo (mm),

temperatura (°C) e fotoperiodo (horas de luz diaria).

3.3.2. Viabilidade do pdélen e receptividade do estigma

Dezesseis flores por acesso foram previamente identificadas para andlise da
viabilidade do pdlen e da receptividade do estigma. Elas foram avaliadas em trés
momentos distintos: aproximadamente um dia antes da antese; durante a antese; e

guatro horas apds a antese. No primeiro momento oito flores foram avaliadas. As
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oito flores restantes foram avaliadas duas vezes: durante a antese e quatro horas

apos.

i. Viabilidade do polen

Em cada momento de avaliagdo foram coletadas oito amostras por acesso,
cada uma composta por 15 anteras. O método de coloracdo com anilina azul em
lactofenol foi utilizado (Hauser e Morrison 1964); as anteras de cada momento floral
foram prefixadas por 24 horas no corante, em seguida prosseguiu-se a contagem
com auxilio de microscopio 6ptico — 40x(Negro-Ortiz 1998), cada amostra foi
representada por suas anteras em uma lamina de observacdo, ao todo foram oito
amostras em cada momento supracitado para cada acesso avaliado. A viabilidade
por momento floral foi inferida através da relacdo entre o0 nimero médio de gréos de

polen viaveis em um total de 100 graos de polen aleatorios.

li. Receptividade do estigma

A receptividade do estigma foi avaliada por solucédo de peroxido de hidrogénio
a 3% e constatacao visual (Dafni 1992; Mandujano et al. 2013), a receptibilidade de
cada momento floral foi inferida através da relacdo entre o0 nimero de estigmas
viaveis pelo nimero de estigmas avaliados. A solucédo de peréxido de hidrogénio a
3% foi utilizada, juntamente com a constatacdo visual, no primeiro grupo de oito
flores. Nas flores remanescentes a receptividade foi verificada visualmente. As

observacdes foram realizadas com auxilio de lupa — 20x

3.3.3. Sistema reprodutivo

Foram identificadas 20 flores por acesso: 1) Dez flores foram manuseadas
para sanar as duvidas sobre a ocorréncia da cleistogamia, essas foram ensacadas
até o inicio da antese, nesse momento foram emasculadas e ensacadas novamente
II) Dez flores foram utilizadas para investigar a ocorréncia da apomixia, essas
tiveram estigma e anteras removidos dois dias antes da antese (Weiss et al. 1993;
Wang et al. 1996).

As flores que receberam os tratamentos foram acompanhadas até suas fases
finais de fruto ou abortamento. Verificou-se o percentual de frutificacdo entre o

namero de frutos esperados - numero total de flores submetidas ao tratamento floral
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- € 0 numero de frutos obtidos - frutos com, pelo menos, uma semente viavel.
Andlise, gréficos e histogramas foram efetuados através da planilha Microsoft Office
Excel®2007.

3.4. Resultados e discussao

Os acessos mostraram-se muito estaveis quanto ao numero médio de dias
para antese (Tabela 2). Entrando em concordancia com o periodo requerido para
abertura do botdo floral proposto por Reyes-aguero et al. (2006) de 20 a 40 dias.
Quanto ao periodo preferencial da antese, os acessos: V23, 37, 73 e 111, iniciaram
a abertura floral preferencialmente no periodo matutino, entre as 08:00 e 11:00
horas. J& o acesso 92 iniciou a abertura em horarios vespertinos, entre as 12:00 e
14:00 horas. Ha uma tendéncia para abertura floral durante os periodos diurnos
(Rosa e Pimenta, 1986; Schlindwein e Wittmann, 1997) (Tabela 2).

Tabela 2. Fenologia floral basica dos acessos da espécie O. ficus-indica Mill. Arcoverde - PE, 2016.

Acessos DPA PDA Més de avaliacéo
V23 23,7 £2,0 Matutino jul/15
37 23,2120 Matutino set/15
73 23,1+1.8 Matutino set/15
92 23,3+1,9 Vespertino set/15
111 23,915 Matutino set/15

DPA: dias para a antese, acompanhado do desvio padrdo; PDA: periodo preferencial da antese;
Més de avaliagdo: inicio da observacéo floral.

Existe uma sintonia entre o horario de abertura floral e a atividade de agentes
polinizadores, em especial das abelhas. Reyes-agtiero et al. (2006), relatam que
cerca de 90 espécies da ordem Hymenoptera, onde as abelhas estdo inseridas, ja

foram registradas visitando e realizando polinizacdo nas opuntias.

A quantidade de novos botdes florais foi maior entre os meses de
agosto/2015 e outubro/2015. Concatenando os dados florais com as variaveis
meteoroldgicas de precipitacdo (mm) e temperatura (°C) observou-se que: logo apos
um periodo de alta precipitacdo mensal, 90 mm (Figura 1), acompanhado de baixa
temperatura média mensal, 19°C (Figura 2), o nimero de novos botdes aumentou.

Assim, essas condicdes podem estimular o florescimento. Nerd e Mizrahi (1995)
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determinaram que temperaturas acima de 16°C, no hemisfério norte, séo
responsaveis pelo surgimento dos primeiros botBes florais; assim como Bowers
(1996), estudando o comportamento da O. engelmannii durante quatro anos,
verificou que a floracdo esta ligada a ocorréncia de chuvas, comparando anos de
baixa precipitacdo e anos normais. Segantine et al. 2009, estudando a fenologia do
fruto da palma, constataram que o0 aumento de temperatura pode estimular a
maturacdo de gemas florais. Caso semelhante ocorreu entre julho/2015 e
agosto/2015.
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Figura 1. Niumero médio de novos botdes florais por acesso relacionados a precipitacdo mensal

acumulada (mm) (IPA 2016).
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Figura 2. Nomero médio de novos botdes florais relacionados a temperatura média mensal (°C)
(INMET 20186).

Para a posi¢do geografica do experimento, o fotoperiodo oscilou entre, 11 h e

37 min, no dia mais curto, e 12 h e 37 min, no dia mais longo. No ano de 2015,
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esses dias foram calculados, respectivamente, em 22/junho e 21/dezembro
(Cornwall et al. 2010). A partir do final de Junho, observa-se o aumento mensal e
gradativo de novos botdes florais, corroborando com a possibilidade do aumento,
também gradativo, do fotoperiodo estd relacionada ao inicio do processo de
florescimento (Figura 1). Em outras cactaceas, dias curtos atrelados a baixas
temperaturas séo iniciadores do surgimento dos primeiros botdes florais (Rohwer e
Heins 2007; Jiang et al. 2012; Aguilar e Chavez 1995).

Alguns fatores ambientais tendem a estar relacionados ao processo de
florescimento em condi¢cdes normais, no entanto a simulagéo das condi¢cdes nativas
pode desencadear o processo de florescimento. Em San Luis Potosi — México,
centro de origem da palma — o surgimento dos primeiros botdes florais das espécies
O. robusta, O. streptacantha e O. leucotricha sucedem condi¢cfes de dia curto, 10 h
— 11 h, e temperaturas baixas, cerca de 8°C (Cornwall et al. 2010; Reyes-agtiero et
al. 2006; INEGI 2016). Em outras espécies essa simulacao € realizada, a exemplo
da cebola (Aguiar 1984), do crisantemo (David e Rossi 2010) e da cana de acucar
(Araldii et al. 2010). A manipulacdo desses fatores auxilia o programa de
melhoramento da cultura, pois propicia que espécies de longos periodos vegetativos

possam ser estimuladas a florescer, quando houver necessidade.

O acompanhamento semanal dos frutos indicou crescimento linear até a
guarta semana, essa tendéncia foi observada em frutos de polinizacédo aberta. Para
0 acesso V23 esse comportamento pode ser observado na Figura 3; para 0 acesso

37 na Figura 4; acesso 73 na Figura 5; 92 e 111, respectivamente nas Figuras 6 e 7.
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Figura 3. Curva caracteristica do desenvolvimento médio dos frutos do acesso V23 (IPA/200153).
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Figura 4. Curva caracteristica do desenvolvimento médio dos frutos do acesso 37 (IPA/200177).
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Figura 5. Curva caracteristica do desenvolvimento médio dos frutos do acesso 73 (IPA/100437).
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Figura 6. Curva caracteristica do desenvolvimento médio dos frutos do acesso 92 (IPA/100456).
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111(IPA/100473)
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Figura 7. Curva caracteristica do desenvolvimento médio dos frutos do acesso 111 (IPA/100473).

Como identificado por Barbera et al. (1994), nas primeiras quatro semanas 0s
frutos tiveram um crescimento rapido e linear. A presenca de sementes nos frutos
avaliados confirmou a fertilizag&o, seja ela por autogamia ou alogamia. Logo, frutos
com sementes viaveis tendem a crescer linearmente, em diametro e altura, nas
guatro semanas apoés hibridacdo natural; diferente dos frutos abortados, que né&o
formaram sementes viaveis em seu interior.

Independente do momento de avaliacdo, a viabilidade do pélen nos acessos
avaliados permaneceu acima de 80 %, indicando alta viabilidade polinica, no entanto
durante a fase de pré-antese as anteras nao estavam deiscentes. SO tornaram-se
deiscentes momentos antes da antese plena, nesse periodo, os valores de
viabilidade elevaram-se, para todos os acessos (Figura 8). Em O. spinosissima e O.
ficus-indica Mill, valores de viabilidade polinica entre 70-92% foram registrados no

momento da antese (Negron-Ortiz 1998; Wang et al. 1996).

A receptividade do estigma foi nula para todos 0os acessos enquanto botao
floral; mantendo-se nula durante a antese, exceto para 0 acesso 73, que apresentou
12,5% das flores com estigma receptivel; quatro horas depois da antese foram
registrados os maiores percentuais de flores com estigma receptivel. Os acessos
V23 e 37 apresentaram todas as flores avaliadas receptiveis, ja os acessos 73 e 111
apresentaram 87% de flores com estigma receptivel. O acesso 92 apresentou 75%

de suas flores receptiveis (Figura 8).
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O cruzamento de informacdes sobre a viabilidade polinica e a receptividade
do estigma, ao longo do tempo, facilita a identificacdo da realizacdo de alguns
mecanismos reprodutivos, como: dicogamia e cleistogamia (Martinez-Peralta et al.
2014; Mandujano et al. 1996).

No inicio da antese, os grdos de polen estavam viaveis e as anteras
deiscentes, 0 contato entre as anteras e a base do estigma favoreceu a deposicao
de gréos de polen (Figura 9). No entanto, os estigmas s6 mostraram-se receptiveis
qguatro horas apés a antese, caracterizando dicogamia por protrandia, comum em
cactdceas (Mandujano et al. 2010). Em O. ficus-indica, O. macrocentra, O.
polyacantha e O. fragilis (Nuttall), os maiores valores de receptividade do estigma
ocorrem momentos depois da antese (Tibe et al. 2008. Mandujano et al. 2013;
Ribbens e Anderson, 2011; Sanchez et al. 2013).

Figure 9. A: flor no inicio da antese; B: retirada dos verticilos florais; C: p6len depositado na base do
estigma.
Os tratamentos florais resultaram em 39 frutos, com ao menos uma semente

viavel em seu interior. Desses, 92% foram oriundos de flores utilizadas para verificar
a cleistogamia e 8% oriundo de flores para investigar a apomixia. Das 50 flores
utilizadas como tratamento para verificar a cleistogamia, 72% delas tornaram-se
frutos com sementes viaveis. Ja das 50 flores utilizadas para verificacdo da

apomixia, 6% delas tornaram-se frutos com sementes (Tabela 3).

Ao comparar o numero de frutos obtidos com o namero de cruzamentos
realizados, observou-se o elevado pegamento de frutos, 60 — 80%, conseguido nas
flores que foram emasculadas no inicio da antese para verificar a realizacdo da
cleistogamia; Ja as flores utilizadas para investigar a apomixia, que foram

emasculadas e tiveram seus pistilos retirados ainda na fase de botdo floral, o
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pegamento foi baixo, resumindo-se a trés frutos dos acessos 111 e 37,
respectivamente, dois frutos e um fruto. Logo, nos clones avaliados ocorreu
formacdo de frutos nas flores emasculadas no inicio da antese e, em baixa
frequéncia, ocorreu formacédo de frutos pelas flores utilizadas para investigar a
apomixia. Resultados semelhantes foram encontrados por Rosas e Pimienta (1986),
que verificaram a cleistogamia em O. ficus-indica, observando a deposi¢éo de pdlen
na base do estigma momentos antes da antese plena, resultando na formacéo de
frutos com sementes. Contudo, Wang et al. (1996) afirmaram que a apomixia ndo
ocorria nos clones de O. ficus-indica Mill por ele avaliados.

Tabela 3. Resultado dos tratamentos florais utilizados para verificar a cleistogamia e a apomixia.
Arcoverde-PE, 2016.

Tratamentos Acessos Camerlos [ Percenialde ornacio i
V23 10 8 80
37 10 7 70
I 73 10 6 60
92 10 7 70
111 10 8 80
V23 10 0 0
37 10 1 10
I 73 10 0 0
92 10 0 0
111 10 2 20

I: flores ensacadas até o inicio da antese, nesse momento foram emasculadas e ensacadas
novamente; Il: as flores tiveram estigma e anteras removidos dois dias antes da antese; frutos
obtidos: numero de frutos que continham, ao menos, uma semente viavel em seu interior;
percentual de formacéo de frutos (%) — (frutos obtidos / cruzamentos realizados)*100.

Aparentemente, os clones de palma forrageira apresentam dicogamia por
protandria, visto que existe assincronia entre a liberacdo de graos de polen viaveis e
a receptividade do estima. A deposicdo do polen ocorreu momentos antes da antese
plena, considerando que o estigma torna-se receptivel quatro horas apos antese, a
germinacao dos graos de pdlen deve ocorrer concomitantemente a maturacdo do
estigma. Semelhante ao relatado em espécies silvestres (Del Castillo 1999). Flores
cleistogamicas sdo aquelas que ainda fechadas fertilizam-se. Nesta perspectiva a
cleistogamia ndo ocorre, pois a receptividade do estigma condiciona 0 momento da

fertilizacdo a horas apds antese floral. Logo, os clones avaliados possuem flores
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casmogamas, nestas flores, a fertilizagdo ocorre apdés antese (Uphof 1938;
Mandujano et al. 2013).

A formacdo de frutos pelas flores emasculadas no inicio da antese ocorre
devido a um mecanismo de seguranca intrinseco a espécie, que favorece a
autofecundacéo apos abertura floral e evita a ndo formacdo de frutos, no entanto,
depois da antese o estigma também se torna receptivel a poélen exdégeno, fato que
caracteriza o sistema reprodutivo dessa espécie como misto (Reyes-Aguero et al.
2006).

3.5. Consideracg®es finais

O florescimento parece estar relacionado a precipitacdo mensal acima de 90
mm, temperatura mensal de 20°C e aumento gradativo do fotoperiodo. Os frutos,
como sementes viaveis, tenderam a continuar crescendo nas primeiras quatro

semanas.

A assincronia entre a maturacdo do estigma e a deiscéncia das anteras

configurou a dicogamia por protandria para os clones avaliados.

Em hibridacdes artificias deve-se evitar polinizacdo no momento da antese, so
realizando-as quatro horas apés, contudo a emasculacao deve ser realizada ainda

na fase de botdo (aproximadamente, um dia antes da antese).

As flores sdo casmogamas, com sistema reprodutivo misto, realizando
autofecundacGes naturalmente apoOs abertura floral. Assim, a cleistogamia foi

descartada.

Ocorreu apomixia apenas em dois acessos (37 e 11) com frequéncia baixa
(10-20%).
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4. CAPITULO Ill = O ABORTAMENTO DE FRUTOS NAS ESPECIES
Opuntia atropes Rose E Nopalea cochenillifera Salm-Dyck.

4.1. Resumo

O objetivo foi identificar os principais fatores envolvidos no abortamento de
frutos das espécies de palma forrageira — Opuntia atropes Rose. e Nopalea
cochenillifera Salm-Dyck. 48 plantas foram avaliadas em Arcoverde — PE, 24 de
cada espécie. Nelas, trés tipos de polinizacdo foram realizados: polinizacdo manual,
com mistura de pélen; polinizacdo aberta natural; e autopolinizacdo. Em metade das
plantas avaliadas, cinco litros foram aplicados, semanalmente, como suplementacao
hidrica. Avaliou-se em delineamento inteiramente casualizado com esquema fatorial
- entre os tipos de polinizacdes e a suplementacédo hidrica - de seis repeti¢cdes: peso
de fruto; nimero de frutos abortados; diametro do fruto (eixo transversal); e altura do
fruto (eixo horizontal). N&o existiu diferenca significativa pelo teste F entre a
interacdo dos tipos de polinizacdo e a suplementacdo hidrica. Ocorreu diferenca
significativa (p<0,01) dentre os tipos de polinizacdo: as flores polinizadas
manualmente apresentaram frutos mais pesados, com menor numero de
abortamento, e maiores; as flores sob polinizacéo livre foram, no geral, medianas e
as autofecundadas apresentaram os piores indices, sobre tudo, ndo formaram frutos
com sementes viaveis. A suplementacédo hidrica apresentou diferenca significativa
(p<0,05), mostrando que: o incremento d’agua os frutos apresentaram-se mais
pesados e maiores, no entanto ndo houve reducéo significativa do numero de frutos
abortados. Os clones de O. atropes Rose apresentaram frutos com numero
significativamente maior de sementes, quando submetidos a suplementacéo hidrica.
Pelo total abortamento de frutos oriundos de flores autofecundadas, com ou sem
suplementacdo hidrica, pode-se concluir que estas espécies, aparentemente,
possuem algum mecanismo de auto-incompatibilidade; elas sédo exclusivamente
albgamas; e os frutos da O. atropes Rose, obtidos com suplementacédo hidrica,

possuiram namero de sementes significativamente maior.
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4.2. Introducéo

Nas cactaceas, os principais fatores relacionados ao abortamento de frutos,
sdo: estresses bidticos e abidticos, baixa viabilidade polinica, auséncia de
polinizadores e autoincompatibilidade. A polinizacdo é o principio béasico para
formacé&o de frutos, exceto na apomixia e partenocarpia, no entanto isso ndo impede
gue flores polinizadas abortem (Holland e Deangelis 2002; Inglese et al. 2002;
Marques et al. 2012; Nerd et al. 1991; Stephensom 1981). Pifia et al. (2007),
avaliando o abortamento de frutos na Opuntia microdasys, identificaram que essa
espécie, provavelmente, € auto-incompativel, pois apresentou grande taxa de
abortamento nas autofecundacgfes, tanto em situacdes favoraveis a producao de
frutos como em situacdes desfavoraveis. Sobre esse assunto, Boyle (1997) comenta
gue aproximadamente 30% dos géneros da familia botanica cactacea apresentam

espécies auto-incompativeis

A utilizacdo de tipos variados de polinizacdo, como, autofecundacdes e
hibridacdes, possibilitam o reconhecimento do sistema reprodutivo da espécie, de
sua funcionalidade e regras (Alvarenga et al. 2015; Pessoa et al. 2013). O
abortamento de frutos por flores autofecundadas foi um evento chave na

determinacao da autoincompatibilidade em O. microdasys (Mandujano et al. 2010).

Como diversos eventos podem estar relacionados ao pegamento dos frutos, o
objetivo desta pesquisa foi identificar as causas do elevado abortamento de frutos da

palma forrageira — O. atropes Rose e N. cochenillifera Salm-Dyck.

4.3. Material e métodos

Duas espécies, O. atropes Rose (IPA-200008/F8) e N. cochenillifera Salm-
Dyck (IPA-10004/Miuda), respectivamente, clone F8 e cultivar Miada (Figura 10),
foram avaliadas na estacdo experimental de Arcoverde — PE, pertencente ao
Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA (8°26'01” S; 37°03’21” W). Vinte e quatro
plantas de cada espécies foram utilizadas. O plantio ocorreu em 2014 ocupando
uma area de 60m2 com espacamento de dois metros entre linha por um metro entre
planta. No ano de 2015 registraram-se 405 milimetros de chuva acumulada, 60%

abaixo da média historica, a avaliacdo ocorreu nos meses de setembro de 2015 a
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novembro de 2015, com o inicio do florescimento pleno, nesse periodo menos de 30
mm de chuva foram registrados (IPA 2016).

Cruzamentos e autofecundacdes foram realizados em 192 flores, além de 96
flores mantidas e observadas sob polinizagdo aberta natural. Essa flores foram
dispostas em 48 plantas, 24 de cada espécie: 12 receberam suplementacao de cinto
litros d’agua semanalmente, e as remanescentes, néo receberam (Lima et al. 2015).
Para contencéo da lamina aplicada, uma depresséo circular ao redor da planta foi
confeccionada com aproximadamente 0,70 m de diametro (Figura 11). A adubacé&o
foi realizada em todas as plantas com trés quilogramas de esterco bovino curtido,
em junho de 2015. Para cada espécie, o delineamento adotado foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial com seis repeticbes, as parcelas foram
constituidas por duas plantas. Os fatores admitidos foram os tipos de polinizagdo —
polinizagdo manual, polinizagcdo aberta e autopolinizagéo - e suplementacédo hidrica

Ou nao.

4.3.1. Sistema reprodutivo e relacdo poélen/ovulo

Dez flores de cada espécie foram utilizadas para investigacdo do sistema
reprodutivo (OCI - outcrossing index), indice proposto por Cruden (1977). A relacao
P6len/Ovulo (P/O) foi obtida nessas mesmas flores: o nimero de gréos de polen foi
determinado por uma meédia obtida da contagem de trés anteras em cada uma das
flores; o numero médio de anteras foi determinado através das dez flores; esse
mesmo raciocinio foi utilizado para determinacdo do numero médio de 6évulos. Para
a contagem relacionada aos graos de podlen, utilizou-se microscopio Optico com
aumento de 40x; para a contagem relacionada a numero de anteras e o6vulos,

utilizou-se lupa — 20x.
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Figura 10. Esquerda: detalhe floral da espécie O. atropes Rose, em plena antese. Direita: detalhe
floral da espécie N. cochenillifera Salm-Dyck no canto inferior da imagem, em plena antese.

<\ =0 s

Figura 11. Detalhe a esquerda para planta logo apés receber a suplementacao semanal d
direita planta mantida sem suplementacéo.
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4.3.2. Viabilidade do pélen e receptividade do estigma

Dezesseis flores foram utilizadas, por espécie. Um conjunto de quatro flores
foi avaliado aproximadamente um dia antes da antese; durante a antese; 08:00
horas pds-antese; e 24:00 horas pds-antese. A viabilidade do podlen foi atestada pelo
método de coloracdo com azul de anilina em lactofenol, observou-se, além da
viabilidade polinica, 0 momento inicial da deiscéncia das anteras; a receptividade do
estigma pelo método de peroxido de hidrogénio a 3% e por constatacao visual (Dafni
1992; Mandujano et al. 2013; Hauser e Morrison, 1964). A viabilidade média por

horéario foi determinada pelo nimero de grédos de pdlen viavel (azul escuro) (Figura
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12) em um grupo de 100 gréos de pélen; a média das quatro observacgdes originou a
viabilidade por horario (Negron-Ortiz 1998).

A receptividade média por horério foi obtida através da relacdo de estigmas
receptiveis pelo numero total de estigmas (Mandujano et al. 2013).

T

o e

&
®

Figura 12. Grdos de pdlen, pré-fixados por 24 horas em corante azul de anilina em lactofenol,
observados em microscopio éptico. Azul escuro representa pélen viavel; azul translicido representa
graos inviaveis ou malformados.

4.3.3. Tratamentos florais

Duas flores por tipo de polinizagcdo foram identificadas em cada planta,
totalizando seis flores por planta avaliada. A média por parcela foi obtida entre

guatro flores. Foram utilizadas 288 flores, 144 de cada espécie.

Para a N. cochenillifera Salm-Dyck foram aplicados os seguintes tipos de
polinizacdo: | (48 flores): autopolinizacao; 1l (48 flores): polinizacdo aberta (P.A); e
[l (48 flores): polinizacdo manual, com mistura obtida da coleta proporcional de
polen dos acessos: [PA-10004/Miada (N. cochenillifera Salm-Dyck); [IPA-
200205/Sertania (N. cochenillifera Salm Dyck); e IPA-200021/F,; (N. cochenillifera).
Para O. atropes Rose, os tratamentos foram 0s mesmos, no entanto a polinizacao
manual ocorreu com a mistura proporcional de pdélen entre os acessos: IPA-
200008/Fg (O. atropes Rose), IPA-200024/F,4 (O. atropes Rose) e IPA-200016 (O.
stricta Haw) (Pifia et al. 2007). A emasculacéao floral ocorreu conforme metodologia
descrita para o género Opuntia, ha ocasido adaptada para o género Nopalea (Bunch
1997; Mondragdn 1999). Os tipos de polinizacao s6 foram realizados 40 dias apds o

inicio da suplementacéo hidrica (Mulas e D'hallewin,1996).
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4.3.4. Anédlises estatisticas

Obtiveram-se como varidveis: peso de frutos (PF); namero de frutos
abortados (NFA); largura final do fruto (eixo transversal - mm); e altura final do fruto
(eixo horizontal - mm). Estas variaveis foram testadas pelo teste F e, quando
significativo, tiveram suas médias comparadas pelo teste de Turkey a 5%. O
software utilizado foi o Sisvar 5.3° (Ferreira 2011). Para realizacdo do teste ndo
paramétrico de Man-Whitney (teste U) foi utilizado o software BioEstat 5.3°. Graficos
e Histogramas foram confeccionados através da planilha Microsoft Office Excel®
2007.

4.4. Resultados e discussao

A espécie N. cochenillifera Salm-Dyck apresentou viabilidade polinica
mediana para os momentos florais observados. Ainda na fase de botdo, sua
viabilidade média foi de 52,2% (o = £ 2,4), porém sem deiscéncia das anteras; ja
durante a antese, com a deiscéncia das anteras, 61,2% (o = = 2,5) dos grdos de
polen observados mostraram-se viaveis; viabilidades polinicas de 50,7% (0 = £ 2,2)
e 48,4% (o = £ 2,9) foram obtidas 08:00 e 24:00 horas ap6s a antese,
respectivamente. Enquanto botéo, a receptividade do estigma foi nula, no entanto no
momento da antese plena registrou-se 75% de receptividade; 08:00 e 24:00 horas
apos a antese a receptividade do estigma foi, respectivamente, 100% e 75% (Figura

13). No momento da antese a viabilidade polinica e a receptividade do estigma

Nopalea cochenillifera Salm Dyck (IPA- Opuntia atropes Rose (IPA-200008/F8)
10004/Midda) 100 80
63 100
a8 70
61 20
80 96 60
59 g E g
pre 70 g
_a_:, 57 2 F 94 50 S
= s0 ¥ 8 g
5 =3 4 € o a0 8
g =% | 4 3
% s k] E E
= a0 E £ 90 30 g
£ 2 ES ]
g1 0 B &
-] 88 20
49 20
a7 86 10
10
45 o 84 o
Bot3o Antese 08:00 24:00 BotZo Antese 08:00 24:00
i iabilidade do pélen  =—=—Receptividade do estigma i/ iabilidade do polen (%) =t Re ceptibilidade do estigama (%)

Figura 13. Viabilidade polinica (%) e receptividade do estigma (%) nas espécies N. cochenillifera
Salm Dyck; e O. atropes Rose, respectivamente.
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foram altas, tal situagdo possibilita o acontecimento de autofecundacbes. A
proximidade entre as anteras e o estigma amplia esta chance (Figura 10).

A espécie O. atropes Rose destacou-se por viabilidade polinica elevada ao
longo dos momentos de avaliagdo. No boté&o floral, a viabilidade foi de 93% (o = *
2,6), contudo ndo ocorreu deiscéncia das anteras; durante a antese, com a
deiscéncia das anteras, registrou-se 98,2% (o = £ 1,2); 08:00 e 24:00 horas depois
das anteses, os valores médios de viabilidade polinica foram, respectivamente,
92,3% (0 =+ 1,7) € 90,1%( 0 = + 1,9). No botéo floral a receptividade de estigma foi
nula; durante a antese 25% das flores avaliadas mostram-se receptiveis aos graos
de pélen; 08:00 e 24:00 horas depois da antese 75% e 50% das flores avaliadas
possuiam o estigma receptivel, respectivamente (Figura 13). No momento da antese
a viabilidade polinica era alta e a receptividade do estigma baixa, possibilitando
ocorréncia de dicogamia por protandria, comum nas cactaceas, onde as anteras
liberam pélen viavel antes do estigma tornar-se receptivel, favorecendo a alogamia
(Mandujano et al. 2010). Situacao oposta ocorre na O. macrocentra, nesta espécie,
de mesmo género, ndo se constatou atuacao da dicogamia (Mandujano 2013).

Com base nas informacdes de viabilidade polinica e receptividade do estigma,
foi possivel inferir sobre o provavel sistema reprodutivo de cada espécie. Para a N.
cochenillifera Salm Dyck a relacédo P/O de 387,48 (c = + 27,58) e o indice OCI de 2
corroboram com um sistema reprodutivo autogamico facultativo ou alogamico
facultativo; com distancia média espacial entre anteras e estigma de 0,2 mm. Ja a
O. atropes Rose possui fortes caracteristicas de um sistema alogamico, relacéo P/O
de 2.701,4 (0 = £ 301,1) e indice OCI de 4 (Tabela 4); com distancia média espacial
entre anteras e estigma de 6,5 mm. Cruden (1977) define autogamicas facultativas
como espécies autocompativeis e frequentemente autdgamas; alogamicas
facultativas como autocompativeis com tendéncia a dicogamia; e alogamicas como

vegetais adaptados a alogamia e com chance de serem auto-incompativeis.

O teste F detectou diferencas significativas nos tipos de polinizacdo e na
suplementacao hidrica (Tabela 5). A interacdo ndo foi significativa, em ambas as
espécies avaliadas. Os Coeficientes de variacdo (CV), para as caracteristicas: PF
(9); NFA; diametro (mm); e altura (mm), foram, respectivamente para a espécies N.

cochenillifera Salm Dyck, 17,4%; 28,3%, 6,64%; e 6,33%. Para a espécie O. atropes
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Rose: 16,51%; 32%; 4,64%; e 5,70% (Tabela 5). Todas as flores autofecundadas

tenderam a produzir frutos abortados, sem sementes vidveis em seu interior.

Tabela 4. Caracterizacéo floral das espécies, segundo Cruden (1977). Arcoverde - PE, 2016.

Espécies

Caracteristicas  Nopalea cochenillifera Salm Dyck  Opuntia atropes Rose
Pélen/Antera 278,6 (0 =+17,4) 464,3(c0 = £ 9,8)
N® de Anteras 305,3 (0 =+ 10,8) 372,3 (0 =+4,8)
N® de pdlen total 85012,2 (0 = + 5269,1) 172835,8(c = £ 3061,7)
N¢ de 6vulos 219,9 (0 =+ 13,49) 64,7 (0=%7,3)
Relacdo P/O 387,48 (0 = £ 27,58) 2701,4 (o0 =+ 301,1)
OcClI 2 4

Polen/Antera: nimero médio de grdos de pdlen por antera; N° de Anteras: nimero médio de
anteras; N® de pdlen total: nimero total de grdo de polen por flor; N® de 6vulos: nimero médio de
ovulos; relagdo P/O: relagédo pdlen por 6vulo; OCI: indice obtido pelo somatério de caracteristicas
florais (Cruden 1977).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para ambas espécies; os valores correspondem ao
F(calculado), exceto para a linha referente ao coeficiente de variacdo (CV). Arcoverde - PE, 2016.

N. cochenillifera Salm Dyck

Fontes de variacao PF (9) NFA Diametro (mm)  Altura (mm)
Tipos de polinizagéo (T) 63,43*  31,44* 71,34* 51,04**
Suplementacdo hidrica (I)  4,48* 1,00 4,52* 1,78 NS
Interacao (T * I) 2,36 VS 0,33NS 2,47 NS 0,61 NS
CV (%) 17,4 28,3 6,64 6,33
O. atropes Rose
Fontes de variacéo PF (9) NFA Diametro (mm)  Altura (mm)
Tipos de polinizagéo (T) 82,60** 4,87* 48,54** 33,89**
Suplementacdo hidrica (I) 1,955 2,3NS 4,53* 4,93+
Interacao (T * I) 0,28 NS 0,77 NS 2,37 NS 0,065 M=
CV (%) 16,51 32 4,64 5,70

PF: peso de fruto (g); NFA: nimero de frutos abortados; Diametro: didametro do fruto (mm); e Altura:
altura do fruto (mm). **: significativo a 1%; *: significativo a 5%; "> n&o significativo, pelo teste F.

Para peso de fruto (PF), na espécie N. cochenillifera Salm Dyck, ha diferenca

(p <0,01) entre as médias ocasionada pelos tratamentos florais: cruzamento (22,6 g);

polinizacédo aberta (13,43 g); e autofecundacéo (10,26 g). Para o peso de fruto (PF)

na O. atropes Rose, os tratamentos florais alcancaram as seguintes médias:

cruzamento (12,44 g); polinizacdo aberta(10,65 g); e autofecundagéo (7,27 g), com
diferenca significativa (p <0,01) (Tabela 6).
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O numero de frutos abortados (NFA) pela espécie N. cochenillifera Salm Dyck
apresentaram diferenca significativa (p <0,01) para os tratamentos florais:
cruzamento (2,46 frutos) destacou-se isoladamente; o namero de frutos abortados
entre a polinizagcédo aberta (9 frutos) e a autofecundacao (12 frutos) ndo diferiram
significativamente pelo teste de Tukey a 5%. A espécie O. atropes Rose apresentou
diferenca significativa (p <0,01) no namero de frutos abortados com relacdo aos
tratamentos florais aplicados: o cruzamento (6,96 frutos) formou um primeiro grupo;
polinizagédo aberta (9 frutos) e a autofecundacéo (12 frutos) formaram um segundo
grupo, de acordo com o teste de Tukey a 5% (Tabela 6).

Tabela 6. Médias do fator tipo de polinizacdo, para cada espécie. Arcoverde - PE, 2016.

N. cochenillifera Salm Dyck

Tratamentos PF (9) NFA Diametro (mm) Altura (mm)
Cruzamento 2206 A 246 A 32,08 A 40,58 A
Polinizacéo aberta 13,43 B 9B 25,66 B 34,41 B
Autofecundacgao 1026 C 12B 23,66 C 31,50C

O. atropes Rose

Tratamentos PF (9) NFA Diametro (mm) Altura (mm)
Cruzamento 12,44 A 6,96 A 30,75 A 32,75 A
Polinizac&o aberta 1065B 9AB 29,66 A 31,33 A
Autofecundacéo 7,27 C 12B 25,66 B 27,16 B

PF: peso de fruto (g); NFA: numero de frutos abortados; Diametro: didmetro do fruto (mm); e Altura:
altura do fruto (mm). Valores acompanhados por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey a 5%.

Para a espécie N. cochenillifera Salm Dyck os frutos foram sempre maiores (p
<0,01) em diametro e altura, nos cruzamentos (32,08mm e 40,58mm); foram
medianos nos frutos de polinizacdo aberta (25,66mm e 34,41mm) e menores nas
autofecundacdes (23,66mm e 31,50mm). A diferenca foi significativa (p <0,01) para
O. atropes Rose: os frutos oriundos de cruzamento (30,75mm e 32,75mm) e de
polinizacdo aberta (29,66mm e 31,33mm) nao diferiram quanto ao diametro e a
altura pelo teste de Tukey a 5%, ja as autofecundacdes deram origem, novamente, a

frutos menores (25,66mm e 27,16mm) (Tabela 6).

Na espécie N. cochenillifera Salm Dyck, existiu diferenca significativa (p
<0,05) entre o peso dos frutos (PF) submetidos a suplementacédo hidrica (16,189) e
0 peso dos frutos que nao foram submetidos a ela (14,31 g). N&o existiu diferenca
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significativa entre o peso do fruto (PF) para estas duas condi¢cdes na espécie O.
atropes Rose (Tabela 7). Mulas e D'hallewin (1996), avaliando peso e outras
caracteristicas de fruto em O. ficus-indica, notaram, que nas parcelas irrigadas, o
peso do fruto, dobrou, quando comparado a parcelas sem irrigacéo.

Tabela 7. Médias do fator com e sem suplementacéo hidrica de cinco litros. Arcoverde - PE, 2016.

N. cochenillifera Salm Dyck

Suplementagdo PF (g) NFA Diametro (mm) Altura (mm)
Com 16,18 A 10.96 A 27,77 A 36 A
Sem 14,31 B 125A 26,50 B 35A

O. atropes Rose
Suplementagdo  PF (g) NFA Diametro (mm) Altura (mm)
Com 10,51 A 12,42 A 29,16 A 31,05 A
Sem 9,73 A 155A 28,22 B 29,77 B

PF: peso de fruto (g); NFA: nimero de frutos abortados; Didmetro: diametro do fruto (mm); e Altura:
altura do fruto (mm). Valores acompanhados por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem
significativamente de acordo com o teste de Tukey a 5%.

Quanto ao numero de frutos abortados (NFA), ndo houve diferenca
significativa quanto a suplementacéo hidrica, para ambas as espécies (Tabela 7). O
motivo do grande abortamento de frutos ndo deve estar relacionado a escassez
d’agua, essas espécies aparentemente apresentam algum mecanismo de
autoincompatibilidade, notado pelo total abortamento nas autofecundacoes,
semelhante ao constatado por Pifia et al. (2007) em O. microdasys. De Nettancourt
(1997), relata a existéncia de um sistema de incompatibilidade genético comandado
por varios alelos, ja descrito em diversas familias botanicas, com possivel atuacéo
nas cactaceas. A propagacdo via assexuada, por cladédios, pode ampliar,
inconscientemente, o abortamento destas espécies, pois se esta incompatibilidade
for norteada por mecanismo genético, individuos idénticos tenderdo a ndo produzir

frutos.

Mistro et al. (2013) relatam a problematica de Coffea canefora em escala
comercial. Uma cultivar clonal dessa espécie deve ser composta por varios
gendtipos, pois, caso contrario, ndo havera formacao de frutos, muito menos de
sementes. Logo temos duas possibilidades: ou a N. cochenillifera Salm Dyck e a O.

atropes Rose séo constituidas por varios genotipos; ou aceitam polen de espécies e
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variedades, compativeis. Pois, flores mantidas sob polinizacdo aberta formaram
frutos com sementes viaveis, assim como flores polinizadas manualmente com a

mistura de gréaos de pdlen.

Outro fator que pode ampliar o elevado grau de abortamento de frutos é a
reducdo de polinizadores. A O. atropes Rose é uma espécie de polinizacdo
exclusivamente entomofila, realizada por abelhas e borboletas (Reyes-Aglero et al.
2006). Ja a N. cochenillifera Salm Dyck tem polinizagdo ornitéfila, realizada pelo
beija-flor (Grant e Hurd, 1979). Esses agentes podem ter sofrido alguma reducao
populacional, pois a polinizacdo manual reduziu bastante o abortamento floral. Fato
semelhante foi registrado em Arrojadoa rhodantha (Cactaceae), nesta espécie sO
foram produzidos frutos nas condi¢cbes naturais, com a presenca confirmada dos

polinizadores, e manualmente (Kiill et al. 2012).

Para a espécie N. cochenillifera Salm Dyck, a diferenca entre o diametro do
fruto que receberam a suplementacdo (27,77mm) e dos que nao receberam
(26,50mm) mostrou-se significativa (p <0,05). Na espécie O. atropes Rose, a
diferenca entre o diametro dos frutos suplementados (29,16) e dos frutos néo
suplementados (28,22) foi significativa (p <0,05). Quanto a altura a N. cochenillifera
Salm Dyck ndo mostrou diferenca significativa para essa variavel, sob estas
condi¢Bes. Enquanto a O. atropes Rose demonstrou diferenca significativa (p <0,05)
entre frutos suplementados (31,05mm) e fruto que néo receberam a adicdo d’agua
(29,77mm) (Tabela 7).

A polinizacdo cruzada favoreceu um numero consideravel de frutos com
sementes, permitindo inferir sobre a influéncia da suplementacéao hidrica no niumero
e no peso das sementes. Basicamente para a N. cochenillifera Salm Dyck o nimero
médio de sementes, nos frutos que receberam a adi¢cao d’agua, foi de 47,3 (o0 = *
27,5); e nos frutos que néo receberam foi de 36,6 (o0 = £ 12,37). O peso médio de
sementes dos frutos mantidos sob suplementacdo foi de 1,1 g (0 = = 0,28) na

condicao oposta foi de 0,7 g (o = + 0,24) (Figura 14).
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Figura 14. Namero de sementes e peso de sementes (g) para as espécies: N. cochenillifera Salm
Dyck; e O. atropes Rose. Quantitativo oriundo dos tratamentos florais com cruzamentos, através da
mistura de graos de pélen.

Para a O. atropes Rose o numero médio de sementes obtido nos frutos
conduzidos sob suplementacao foi de 18,40 (o0 = + 2,2); enquanto que nos frutos
conduzidos sem adigdo d’agua foi de 10,40 (o = £ 1,0). Para o peso de sementes
verificou-se, na condi¢cdo suplementada, 0,31 g (o = £ 0,05); e na condi¢cdo oposta,
0,17 g (o0 = = 0,02) (Figura 14). Para o numero de sementes na O. atropes Rose
verificou-se diferenca significativa através do teste U (U= 0,50; p< 0,01) entre as
condi¢cbes com suplementacdo e sem. Para as demais situacdes nao foi constatado
diferenca significativa. Em O. microdasys, Pefia et al. (2007), nao identificou
diferenca significativa na producdo de sementes sob condicdo aceitavel de
disponibilidade hidrica. Ja Mulas e D'hallewin (1996), em O. Ficus-indica, verificaram
diferenca entre o peso das sementes, sendo maior nos frutos conduzidos sob

irrigacao.

4.5, Considerac@es finais

A avaliacdo prévia do sistema reprodutivo indicou a possibilidade de
autofecundacédo na espécie N. cochenillifera Salm Dyck, contudo a utilizacdo de
variados meios de polinizagdo indicou que essa espécie é aldbgama e,
provavelmente, auto-incompativel. A O. atropes Rose foi classificada corretamente

como alégama e, provavelmente, também é auto-incompativel.
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A N. cochenillifera Salm Dyck apresenta estigma receptivel logo apds a
antese, enquanto a O. atropes Rose mostra visivel aumento de receptividade 08:00
horas apds antese. Durante a antese é o melhor momento para coletar podlen,

guando o objetivo for hibridizagdo, neste momento a viabilidade é maxima.

Para a hibridagdo os melhores momentos sdo: no momento da antese e oito
horas apds, respectivamente para as espécies N. cochenillifera Salm Dyck e O.
atropes Rose

A suplementacdo hidrica ndo contribuiu para reduzir o namero de frutos

abortados.

Os frutos polinizados manualmente e mantidos sob suplementacdo tendem a
possuir um maior numero de semente na espécie O. atropes Rose. Esse fato pode
contribuir para o melhoramento genético da espécie, devido a facilidade na obtencéo

de um maior nimero de progénies.
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5. Conclusodes

1- Os clones avaliados do género Opuntia possuem flores casmogamas de
sistema reprodutivo misto que realizam autofecundacdes frequentemente.

N&o ocorre cleistogamia, contudo a apomixia foi registrada nos clones 37 e
111.

2- As espécies N. cochenillifera Salm Dyck e O. atropes Rose, provavelmente,
sdo auto-incompativeis.
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