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RESUMO

Physalis angulata L. (Solanaceae) € uma espécie medicinal tradicional podendo ser encontrada em
todo o territorio brasileiro. A utilidade medicinal atribuida decorre da producdo de substancias
complexas de interesse farmacoldgico como: vitaesterodides, fisalinas, flavonoides, esteroides,
acidos graxos, carotendides, acido ascorbico e alcaldides. Para a producao de farmacos, a industria
farmacéutica requer uma grande quantidade de matéria-prima, o que seria muito dispendioso e
geraria impactos expressivos no ambiente natural. Desse modo, faz-se necessario o
desenvolvimento de programas de melhoramento voltados para plantas medicinais, visando
assegurar a producdo industrial de metabdlicos especiais. Para iniciar o melhoramento genético de
uma espécie é necessario obter informacdes precisas sobre varias questdes fundamentais e uma
delas é o sistema reprodutivo. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi realizar um estudo sobre
o sistema reprodutivo de Physalis angulata, identificando o sistema de cruzamento preferencial por
meio de experimentos de polinizagdes controladas, testes de viabilidade e germinabilidade dos
grdos de polen e observacOes dos visitantes florais. Todas as variaveis avaliadas para estimar o
sistema preferencial de cruzamento de P. angulata indicaram que se trata de uma espécie auto-
compativel, e segundo a relacdo polen dvulo apresenta um sistema autbgamo facultativo. Os
corantes utilizados para estimar a viabilidade polinica ndo diferiram estatisticamente. A viabilidade
polinica foi alta utilizando o método colorimétrico, entretanto ndo houve germinacdo dos tubos
polinicos utilizando o método de germinacdo in vitro, sendo necessarios mais estudos e ajustes dos
meios de cultura. O fator hora influenciou a viabilidade dos grédos de pdlen e alcangou 96% as 14
horas utilizando o corante tetrazolio. A antese das flores de P. angulata durou em média dois dias,
iniciaram a abertura as 6 da manhd e o encerramento iniciou as 14 horas em condi¢bes de campo;
no segundo dia reabrem e fecham no mesmo horario. Em casa de vegetacéo, as flores abriram no
mesmo horario, mas o fechamento ocorreu por volta das 17 horas e reabriram no dia seguinte. Os
insetos visitantes mais frequentes foram da ordem Hymenoptera (Apis mellifera).

Palavras-chave: Camapu. Melhoramento genético. Sistemas reprodutivos. Germinacdo dos grédos
de polen. Visitantes florais.



ABSTRACT

Physalis angulata L. (Solanaceae) is a traditional medicinal species that can be found all over
Brazil. The medicinal utility attributed derives from the production of complex substances of
pharmacological interest as: vitaesteroids, fisalinas, flavonoids, steroids, fatty acids, carotenoids,
ascorbic acid and alkaloids. For pharmaceutical production, the pharmaceutical industry requires a
large amount of raw material, which would be very expensive and would generate significant
impacts on the natural environment. In this way, it is necessary to develop breeding programs aimed
at medicinal plants, in order to ensure the industrial production of special metabolites. In order to
initiate the genetic improvement of a species it is necessary to obtain accurate information on
several fundamental questions and one of them is the reproductive system. In this sense, the
objective of this work was to carry out a study on the reproductive system of Physalis angulata,
identifying the preferential crossing system through experiments of controlled pollinations, viability
tests and pollen grain germination and floral visitors observations. All variables evaluated to
estimate the preferential cross-breeding system of P. angulata indicated that this is a self-
compatible species, and according to the egg pollen ratio it presents a facultative autogamous
system. The dyes used to estimate pollen viability did not differ statistically. The pollen viability
was high using the colorimetric method, however, there was no germination of the pollen tubes
using the in vitro germination method, and further studies and adjustments of the culture medium
were necessary. The hour factor influenced the viability of the pollen grains and reached 96% at 14
hours using the tetrazolium dye. The anthesis of the flowers of P. angulata lasted on average two
days, they began the opening at 6 in the morning and the closure began at 14 o'clock in the field
conditions; on the second day they reopen and close at the same time. In a greenhouse, the flowers
opened at the same time, but the closure occurred around 5 pm and reopened the next day. The most
frequent insects were of the order Hymenoptera (Apis mellifera).

Key words: Camapu. Breeding. Reproductive systems. Pollen grain germination. Floral visitors.
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INTRODUCAO GERAL

1.0 Recursos geneticos do género Physalis

Os recursos genéticos constituem a por¢do da biodiversidade que tem previsao de uso atual
ou potencial. Assim, compreendem as variedades elites, variedades melhoradas obsoletas,
variedades crioulas, linhas avancadas e espécies nativas. Dessa forma, 0s recursos genéticos sdo
portadores de genes de grande significado para conducdo do melhoramento genético das espécies
(QUEIROZ et al., 1999). Esses estudos permitem selecionar gendtipos, com ampla distancia
genética ou com atributos previamente identificados, desenvolvendo praticas de pré-melhoramento,
de clonagem e de multiplicacdo em massa de individuos que apresentam caracteristicas favoraveis
ou as suas diversas combinacdes (FISHER et al., 2005).

Os recursos genéticos apresentam importancia para a humanidade, tendo em vista a
variedade de culturas que estdo em nossa mesa e que foram obtidas através da insercdo do
germoplasma nos programas de melhoramento de diversas espécies. Um dos 6bices ao uso do
germoplasma seria 0 conhecimento amplo acerca dos acessos que se encontram conservados em
colecdes diversas, e que poderiam servir de base para incrementos em diferentes programas, além
de pesquisas basicas que antecedem os diferentes manejos que sdo corriqueiramente estabelecidos
nos centros de pesquisas. De acordo com Peeters e Williams (1984), h4 uma grande quantidade de
acessos sendo conservados em bancos de germoplasma, porém poucos sao usados como esperado.
Segundo Nass (2001) as atividades envolvidas nos bancos de germoplasma demandam diversas
areas do conhecimento, o que acarreta em um custo elevado e retorno em longo prazo. Dessa forma,
as atividades que envolvem a correta definicdo do sistema reprodutivo e que sdo objeto de estudo no
referido trabalho constituem informacGes importantes para posterior conducdo de programas de
melhoramento.

Para o bom aproveitamento dos recursos genéticos do género Physalis é importante
consolidar um banco de dados com informacGes sobre as diferentes colecdes existentes, a fim de
identificar possiveis duplicatas e variedades promissoras com base nas caracteristicas morfolégicas,
quimicas e agrondmicas, para posterior selecdo e reproducdo de varidveis desejaveis, tais como
rendimento, qualidade do fruto, resisténcia a doencas e composic¢ao quimica (FISHER et al., 2005).

Devido aos diversos usos, vem crescendo 0 interesse e 0S avangos nas pesquisas com essas
espécies, o que tém permitido consolidar uma base de dados de colegdes, visando a conservagéo da
variabilidade genética de algumas espécies do género. Na Colémbia, a colecdo Palmira representa a
variabilidade da espécie P. peruviana L. (BONILLA e ESPINOSA, 2003). Por sua vez, a colegédo
Corpoica e composta de 35 introdugdes de P. philadelphica, provenientes da Guatemala, 24



introducdes da Holanda (P. peruviana L., P. angulata L., P. cortomati Moc e Sesse, P. floridiana
Rydb., P. pruinosa L., P. alkekengi L., P. fuscomaculata Dunal, P. mendocina Phil., P.
philadelphica, P. curassavica L., P. ixocarpa Brot. e P. aequata J. Jacq.) e 39 entradas dos
departamentos de Antioquia, Caldas, Cundinamarca e Narino (CORPOICA, 2004; LIGARRETO et
al., 2005). A variabilidade genética de Physalis nos paises da América Latina e do Caribe é
representada por variedades tradicionais principalmente selvagens, exceto no Brasil, onde existem
variedades melhoradas de P. peruviana (EMBRAPA) e no México de P. philadelphica (IPGRI,
2000).

Atualmente, a Universidade Estadual de Feira de Santana dispde de uma colecdo do
melhorista de Physalis angulata oriunda de diferentes localidades dos estados da Bahia e Piaui, que
estdo sendo caracterizadas por descritores morfoagrondmicos e moleculares para serem
introduzidos no programa de melhoramento. Uma parte da variabilidade genética vem sendo
estudada por pesquisadores na mesma instituicdo, com diferentes espécies do género Physalis,
entretanto o maior volume de trabalhos obtidos foram executados com a Physalis angulata. Silva
(2007), avaliando caracteres quantitativos e qualitativos em progénies de autofecundacao da espécie
P. angulata, obteve resultados satisfatorios no que se refere a padrdes de herdabilidade de
caracteres, como peso e numero de frutos, altura da planta e aumento do teor de acUcares,
concluindo-se que € possivel obter avancos significativos na qualidade desses caracteres através do
melhoramento. O mesmo autor constatou incrementos na producdo de fisalinas, metabolito
secundario, em plantas selecionadas geneticamente, quando comparadas as plantas néo
selecionadas. Araudjo (2012) analisou a divergéncia genética de progénies de P. angulata, ap6s um
ciclo de selecdo, bem como as correlagcBes entre as varidveis estudadas e a caracterizagdo dos
cromossomos de P. angulata e P. peruviana. Tanan (2015) relatou o comportamento fenolégico, a
época de semeadura mais adequada para o crescimento e a produtividade de plantas cultivadas no
semiarido baiano, bem como, as caracteristicas fisicas e bioquimicas dos frutos de Physalis
angulata, Physalis ixocarpa e Physalis philadelphica. Santos et al. (2017) estudando o
comportamento meiético de P. ixocarpa relataram que a é meioticamente estavel e o processo de

microsporogénese é normal, resultando na formacéao de grdos de pdlen altamente viaveis.

2.0 Informacdes gerais da espécie Physalis angulata L.

O género Physalis L., descrito por Linneo em 1753, pertencente a familia Solanaceae, é
composto por cerca de 100 espécies distribuidas no continente americano. Ocorre nos Estados
Unidos da América, México, América Central, do Sul e Caribe, tendo como Unico representante nao

americano a Physalis alkekengi L. que é euroasiatica (D'ARCY, 1991; MARTINEZ, 1998;
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HUNZIKER, 2001). Dois tercos das espécies do género sdo endémicas do México, sendo esta
regido considerada o seu centro de diversidade (RUFATO et al., 2008). Constitui um grupo
representativo de plantas de ampla potencialidade. H& espécies que produzem frutos comestiveis, de
alto valor nutricional e alta demanda de comercializagdo nos mercados internacionais, como a
Physalis peruviana L., espécie de importancia medicinal comprovada e com ampla utilizacéo
popular, destacando a Physalis angulata L., e de importancia ornamental, a exemplo da Physalis
alkekengi (CARDENAS, 1981; LIGARRETO et al., 2005).

O nome Physalis tem origem grega, o termo “Physa”, significa bolha ou bexiga, e refere-se
ao calice permanente que envolve o fruto (Figura 1), considerada a caracteristica diagnéstica que
define o tdxon (HAWKES, 1991). As representantes do género sdo caracterizadas como ervas
anuais, em sua maioria comestivel e de cultivo facil. Possuem androceu pentdmero com anteras com
deiscéncia longitudinal, ovario com disco basal e fruto tipo baga, envolvido por um calice, que varia
na coloracdo a depender da espécie, apresentando cor verde, amarelo, laranja ou roxa, todos com
muitas sementes (SILVA e AGRA, 2005; LIGARRETO et al., 2005).

Physalis angulata ocorre em todas as regibes e em quase todos os dominios do Brasil,
exceto no Pampa, com predominancia em ambientes cuja vegetacdo original foi alterada, como
areas ruderais, agropecudrias e urbanas (STEHMANN et al., 2015). E uma erva, e em que pese a
literatura a classifique como autégama, ndo foram identificados estudos mais profundos para a
definicdo concreta do seu sistema reprodutivo preferencial. Apresenta porte ereto, ciclo anual,
relativamente curto e com producdo de frutos gque se inicia a partir do 3° e 4° meses, a partir da sua
data de semeadura, estendendo-se por um periodo de aproximadamente seis meses (LORENZI e
MATOS, 2002). O caule € do tipo aéreo, herbaceo, clorofilado, de ramificacdo simpodial com
tricomas simples unicelulares nucleados, sendo este Gltimo importante estrutura adaptativa a
temperaturas elevadas e ao combate a herbivoria, o qual também a caracteriza como planta invasiva
(SILVA et al., 2015). Suas flores séo solitarias, o calice é soldado até a metade e permanece nos
frutos. A corola é gamopétala amarelada e as anteras azuladas ou violetas, dorsifixas (GONEM et
al., 2000; SILVA e AGRA, 2005). Os frutos sdo pequenos, redondos, de coloracdo alaranjada
quando maduros (FREITAS e OSUNA, 2006). As sementes sdo elipséides e comprimidas, castanho

alaranjadas quando completamente maduras e esbranquicadas imaturas (SOUZA et al., 2010).



Figura 1: Detalhes da planta de Physalis angulata. (A) Parte vegetativa de Physalis angulata; (B)
Flor e folhas de Physalis angulata; (C) Frutos envoltos pelos calices. UEFS/Horto Florestal, Feira
de Santana-BA, 2016.

A espécie P. angulata, conhecida popularmente como baldozinho, camapu, mullaca, bucho-
de-rd, é uma das mais representativas especies pertencentes ao género, com ampla descricdo na
literatura, em decorréncia dos atributos de importancia medicinal. Ademais, diversos estudos
quimicos e farmacoldgicos tém sido realizados com a espécie, sendo largamente empregada na
medicina popular de alguns paises, a exemplo dos indios amazoénicos que utilizam a infusdo de suas
folhas para inducéo de diurese (LORENZI e MATQOS, 2008). Em que pese a literatura expresse o
uso desta planta para fins medicinais, seus frutos apresentam qualidade nutricional com potencial de
uso, também, na alimentacdo humana, assim como descrito para P. peruviana.

Muitos estudos demonstraram significativa atividade anti-inflamatéria, anti-asmatica, anti-
diabética e anti-bacteriana, em decorréncia da presenca de fitoconstituintes, principalmente, de
efeitos imunoldgicos (SHARMA, 2015). Um importante fitoconstituite sdo as fisalinas, derivados
esterdides isolados de Physalis spp., com eficientes atividades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras. A atividade anti-inflamatoria das fisalinas, também, foi demonstrada em
modelos de isquemia intestinal e lesdo por reperfusdo, dermatite e artrite. No intuito de desenvolver
analgésicos eficazes no controle de todas as sindromes de dor, Lima et al. (2014), constataram uma
nova propriedade farmacoldgica, atividade antinociceptiva central para as fisalinas B, D, F e G
isoladas da P. angulata. Pesquisadores do Instituto de Pesquisa Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz),
investigam a produgdo de um inseticida natural com extratos de P. angulata para combater o
barbeiro, vetor transmissor da doenca de chagas (MEIRA et al., 2015). Silva et al. (2015) avaliaram
os efeitos do extrato aquoso de raizes de Physalis angulata sobre a proliferacdo e morfologia de
Leishmania e constaram alteragcdes importantes comprovando atividade antileishmania sem causar
efeitos citotoxicos as células hospedeiras humanas. Ademais, essas propriedades terapéuticas da

planta abrem possibilidade para ser utilizada como matéria-prima na industria farmacéutica ou em
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programa de fitoterapia, demandando estudos mais amplos, tendo em vista a recente pesquisa nesse
campo (AMARAL e SILVA et al., 2003).

Diante das diversas potencialidades descritas para a Physalis angulata, acredita-se tratar
de uma espécie promissora para ser melhorada geneticamente. Assim, ha uma ampla margem para
uma maior exploracao cientifica, afim de estabelecer melhor sua eficacia terapéutica e exploracao
comercial. Para isto, sdo necessarios estudos de pré-melhoramento da espécie a fim de estabelecer o
programa de melhoramento visando sele¢cdo de materiais promissores. Desse modo, faz-se
necessario a obtencdo de conhecimentos sobre o sistema reprodutivo, que servird de auxilio na
definicdo das técnicas mais apropriadas a serem utilizadas em cruzamentos dirigidos (ALLARD,
1971; SHARMA, 2015).

3.0 Sistema reprodutivo em Solanaceae

As plantas podem utilizar exclusivamente um dos modos de reproducao assexual ou sexual,
e adotar um sistema de cruzamento, autogamia ou alogamia. Entretanto, o mais comum é haver um
modo de reproducdo e sistema de cruzamento predominante, com eventos esporadicos do outro tipo
(BODANESE-ZANETTINI e CAVALLLI, 2003).

A maioria das plantas com flores sdo hermafroditas potencialmente autoférteis, mas um
grande numero de espécies exibem mecanismos que incentivam ou reforcam a fecundacéo cruzada
(DARWIN, 1876). As vantagens da fecundacdo cruzada pode ter direcionado a evolugédo em
direcdo a emergéncia de um sistema de auto-incompatibilidade (MCCLURE, 2009). Porém,
analises feitas a partir de um banco de dados implicam que o sistema de incompatibilidade foi
ancestral nas Solanaceas; as transi¢cdes para sistemas compativeis sdo comuns e irreversiveis, e que
as espécies compativeis atualmente sdo mais numerosas do que as espécies com sistemas
incompativeis (IGIC et al., 2003).

Historicamente, a auto-incompatibilidade em plantas tem sido associada a um unico locus
com multiplos alelos, o locus S. Com os avan¢os decorridos da evolucdo das técnicas de biologia
molecular, descobriu-se que na realidade haviam no minimo dois produtos protéicos responsaveis
por este mecanismo, codificados por genes fortemente ligados, de forma que um seja transcrito
apenas no pistilo, enquanto que o outro transcrito na antera, no polen ou ainda no tubo polinico.
Esses sistemas de compatibilidade sdo baseados no reconhecimento de produtos celulares
especificos, sendo usado para regular a aceitacdo ou rejeicdo do polen depositado sobre o estigma.
Assim, os graos de pdlen incompativeis sdo reconhecidos e seletivamente inibidos (FRANKLIN-
TONG e FRANKLIN, 2003).



A familia Solanaceae, tem sido amplamente usada como modelo para estudos evolutivos da
auto-incompatibilidade em plantas, pois constitui uma das familias onde 0s mecanismos
fisiologicos e bioquimicos tém sido melhor compreendidos (CORREA, 2015). O mecanismo de
auto-incompatibilidade, nesta familia, geralmente é gametofitico baseada em RNase, 0 que impede
a fecundacdo de oOvulos pelo polen que combina o mesmo alelo (haploide) do locus da auto-
incompatibilidade (locus S) como um dos dois alelos transportados pela planta materna (DE
NETTANCOURT, 1977).

Em Solanaceae, ha basicamente dois grupos de proteinas S-RNases, um representado pelas
S-RNases, as quais estdo envolvidas com a rejeicdo do polen na auto-incompatibilidade
gametofitica e um outro grupo mais diverso que € denominado de S-like RNases, com funcdes
muito diversificadas. As S-RNases se apresentam na forma de um gene multialélico, altamente
polimorfico, que esta contido no locus S. O l6cus S € composto por uma combinagdo de proteinas
SLF (S-locus F-box), responsaveis pela determinacédo do fator polinico, e uma S-RNase produzida
apenas no pistilo, de forma que estes genes estdo fortemente ligados formando o haplétipo S. Esses
produtos génicos interagem possibilitando a rejeicdo do auto-pélen, num fenémeno denominado
distingdo colaborativa do pélen ndo proprio (CORREA, 2015).

Quando um grdo de polen compativel germina, ele produz proteina SLF (S-locus F-Box)
que possui o0 dominio complementar aquelas S-RNases secretadas pelo pistilo. Uma vez que as duas
proteinas se complexam, ocorre a poliubiquitinacdo da S-RNase, a ribonuclease nao € mais capaz de
realizar a degradacdo de RNAs e é direcionada para ser degradada no proteossomo. Contudo, se um
tubo polinico incompativel penetra no pistilo, ndo ocorre a formacdo do complexo proteico e,
consequentemente, as ribonucleases secretadas pelo mesmo penetram no tubo polinico causando o
cessamento do crescimento em fungdo da degradacdo do RNA ribossomal (MCCLURE et al.,
2011).

Dentro do género Physalis ha diferentes sistemas reprodutivos. P. peruviana possui
reproducdo mista, podendo ser polinizada pelo vento e insetos, entretanto, a autopolinizacdo
também ocorre (LAGOS et al., 2008; RUFATO et al., 2008). Physalis viscosa var. cinerascens tem
um sistema obrigatoriamente xenogamico e dependente de abelhas solitarias para polinizacdo. A
Physalis angulata segundo Lorenzi e Matos (2008) é autocompativel. Physalis ixocarpa é uma
espécie com sistema de incompatibilidade gametofitica e, assim, se comporta como alégama
obrigatdria (FISCHER et al., 2005). Entretanto, existem poucos estudos relacionados a fenologia,
biologia floral e mecanismos reprodutivos, aspectos importantes e decisivos para estabelecimento
de estratégias de conservacgdo, desenvolvimento e planejamento das espécies, e posterior selegdo de

métodos de melhoramento genético.



4.0 Os graos de polen e a interacdo com o pistilo

O gréo de polen é um corpusculo de forma e estrutura variadas, sua formacéo ocorre dentro
das anteras e compreende dois eventos: a microsporogénese e a microgametogénese
(MASCARENHAS, 1992). O transporte dos grdos de pdlen para a superficie estigmatica pode se
dar pela atuacdo de mecanismos abioticos (vento, agua) e bidticos (insetos) (HORNER e PALMER,
1995).

Ao serem depositados na superficie estigmatica de uma flor, se o estigma estiver receptivo,
0s gréos de polen recebem sinais quimicos para germinarem, formando tubos polinicos. Estes sdo
formados por alongamentos da sua parede celular interna, a intina, que atravessa a mais externa, a
exina, através das aberturas polinicas (CRESTI et al., 1992; MARCOS FILHO, 2005).

O tubo polinico (gamet6fito masculino) se desenvolve no interior do estilete, liberando
enzimas responsaveis pela degradacdo de tecidos, para conduzir os gametas do pdlen ao ovario, até
penetrar no évulo. Ao atingir o saco embrionario (gametdéfito feminino), o tubo polinico cresce em
torno ou ao longo das células sinérgides e, antes de cessar 0 seu crescimento, o redireciona para o
aparelho filiforme aproximando a ponta do tubo aos gametas femininos, j& que as células
espermaticas ndo sdo moveis. Antes de romper e liberar as células espermaticas, ocorre uma
sinalizacdo extracelular intensiva entre o tubo polinico e uma das ou das duas células sinérgides
(CRESTI et al., 1992; MARCOS FILHO, 2005; HISCOCK e ALLEN, 2008).

As sinérgides sdo consideradas células do gametdfito feminino glandulares, que regulam a
atracdo do tubo polinico durante o ultimo passo do seu trajeto e a sua recepg¢do, que inclui a parada
do crescimento e a liberacao das células espermaticas. Ao liberar as duas células espermaticas, uma
fertilizar4 o ovo, enquanto a outra se fundirda com os dois nucleos polares da célula central
formando o endosperma triploide, tecido nutritivo que garante o crescimento do embrido que ira se
desenvolver em sementes (HISCOCK e ALLEN, 2008).

Os mecanismos de pré-fertilizacdo como a atracdo do esperma e do tubo polinico, a
recepcao das células espermaticas e o reconhecimento de gametas parecem altamente especificos
para as espécies. Okuda et al. (2009) relataram que os polipéptidos ricos em cisteina (CRPS) sdo 0s
quimioatrativos derivados das células sinérgides, mas outros segregados especificos da espécie
também sdo necessarios para a ativacao do esperma.

Além disso, o fon Ca®* é um importante mensageiro intracelular, envolvido em quase todos
0s mecanismos de fertilizacdo, tais como a polarizacdo e posterior germinagdo e o crescimento da
ponta do tubo polinico, regulando as fibras de actina e outras proteinas mediados através de um

gradiente (Ca**) concentrado na ponta. Outros fons, particularmente prétons (H*), potassio (K*) e



cloreto (CI"), também, contribuem na regulacdo do crescimento do tubo polinico (OKUDA et al.,
2009).

5.0 Visitantes florais em Solanaceae

Cada familia de planta apresenta caracteristicas morfologicas e fisioldgicas especificas que
podem atrair determinados grupos de visitantes e podem exprimir importantes implicagdes na
relagdo planta—animal, e também no sucesso reprodutivo da espécie (BARBOSA, 1997). Os
recursos florais mais procurados pelos animais polinizadores sdo polen e néctar. Além destes,
outros recursos também podem ser oferecidos, como: 0Oleos, resinas, perfumes, gomas, locais para
acasalamento e deposicéo de larvas (MACHADO e LOPES, 1998).

Segundo Albuquerque et al. (2006), dentre as diversas espécies de solanaceas, o tipo de
polinizacdo mais comum € a melitofilia, em funcéo, principalmente, da estrutura floral. Suas anteras
necessitam de uma vibracgdo para a liberacdo mecanica dos grdos de pélen (“buzz pollination™), o
que reduz o numero de polinizadores efetivos, levando-se em consideracdo que algumas espécies
ndo conseguem vibrar (VIANNA et al., 2007).

Como representante do género Physalis, a espécie P. peruviana possui a abelha Apis
mellifera L. como principal polinizador. Porém espécies dos géneros Xilocopa sp., Bombus sp.,
Diptera, dentre outros, também, visitam as flores de Physalis peruviana (MOSQUERA, 2002).

Outras espécies de solanaceas (p.e., berinjela), também sdo polinizadas por abelhas do
género Bombus sp. (SLAA et al., 2006). Entretanto, Montemor (2009) relatou que dentre as abelhas
que foram observadas visitando as flores da berinjela, apenas Exomalopsis sp.,
Pseudaugochloropsis graminea e Bombus atratus foram consideradas os mais importantes agentes
polinizadores da cultura. Em pimenta malagueta, a Apis mellifera L. e abelhas solitarias de varias
espécies foram os visitantes comuns, sendo, portanto, consideradas polinizadores potenciais dessa
cultura (BOSLAND e VOTAVA, 1999). Na cultura do tomateiro, Dogterom et al. (1998) citam
abelhas dos género Bombus como eficientes polinizadores, tais como Bombus terrestris, Bombus
vosnesenkii. Freitas et al. (2006) mencionam, também, as abelhas do género Exomalopsis, Epicharis

e Centris como boas polinizadoras do tomateiro.

6.0 Melhoramento genético de plantas medicinais

A producdo de farmacos pela industria farmacéutica requer uma grande quantidade de
matéria-prima, principalmente por conta de algumas plantas fornecerem pequenas quantidades de
principios ativos, sendo necessaria maior quantidade de material vegetal, o que seria muito

dispendioso, além disso, esse material vegetal ao ser retirado diretamente da natureza poderia
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causar diminuicao das populacdes, perda de diversidade genética, extin¢des locais e degradacéo do
habitat (AMARAL e SILVA, 2003; VINES, 2004). Esses compostos de interesse produzidos pelas
plantas sdo majoritariamente metabolitos secundarios, que funcionam como respostas adaptativas a
condicdes de temperatura e luz variaveis (p.e., antioxidantes), estresse (p.e., prolina), infeccao (p.e.,
flavanoides) ou herbivoria (p.e., alcaloides) (VINES, 2004).

O desenvolvimento de programas de melhoramento voltados para plantas medicinais, visa
aumentar a potencialidade dos compostos de interesse, reduzir 0s niveis de toxinas e aumentar a
uniformidade e previsibilidade dos extratos, assegurando assim a producdo industrial dos
metabolicos especiais, destinados a fins terapéuticos. Hoje em dia existe o interesse em manipular a
via biossintética das plantas para produzir precursores de drogas (STEVENSON, 2004). Em Mentha
spp (horteld), caminhos biossintéticos foram projetados para modificar a producdo de 6leo essencial
nos tricomas e para aumentar a resisténcia da planta para infec¢do fungica e estresse abidtico
(VERONESE, 2001). Em Lotus corniculatus a introducao de Sn (um gene de classe myc de milho)
resulta na melhora do metabolismo fenolico, notavel com a acumulagdo de antocianinas vermelhas
em camadas de células subepidérmicas da base da folha e do peciolo e indugdo da diferenciacdo de
células que biosintetizam taninos condensados (ROBBINS et al., 2003).

No Brasil, a Embrapa Amazonia Ocidental conta com Bancos Ativos de Germoplasmas de
Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares. Os trabalhos deram inicio em 1996, com a coleta
dos materiais nos estados do Amazonas, Acre e Pard, objetivando a promocédo da conservagdo ex-
situ para uso futuro no melhoramento genético. As espécies que compde o banco de germoplasma
sdo: a sacaca, Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), a sacaquinha, Croton sacaquinha Benth.
(Euphorbiaceae), o crajiru ou pariri, Arrabidaea chica (Bignoniaceae) e a pedra-hume-cad, Myrcia
sphaerocarpa Mart. (Mirtaceae). Os materiais vegetais de plantas do BAG e da cole¢do vem sendo
objeto de pesquisas e recentemente tem dado énfase ao estudo fitoquimico dessas espécies. (FILHO
et al. 2000; CHAVES et al. 2003).

Na Universidade Estadual de Feira de Santana, o programa de Pés-Graduacdo em Recursos
Genéticos Vegetais, tem desenvolvido teses e dissertacdes com espécies do género Physalis, através
da insercédo dos acessos da colecdo do melhorista, permitindo a obtencdo de trabalhos de relevancia
para essas culturas. Entre muitos trabalhos, e considerando a importancia fitoterapica destas
espécies, destaca-se Silva (2007) através da identificacdo de variacGes na producdo de fisalinas,
substancia de interesse farmacoldgico, entre plantas selecionadas pelo método da sele¢cdo massal.
Atualmente, trabalhos de caracterizagdo morfoagrondmica, bioquimica e molecular estdo em

andamento, e poderdo nortear as atividades de pesquisas para diferentes fins, tendo em vista a



potencialidade das espécies do género Physalis, e servindo de base para novos estudos que
contribuirdo significativamente para o futuro do programa de melhoramento dessas culturas.
Entretanto, para iniciar o melhoramento genético de uma dada espécie é necessario conhecer o seu
sistema reprodutivo, pois a conducéo e escolha do método variam em funcgéo da natureza autégama,
alébgama ou mista do material a ser melhorado (ALLARD, 1971). Os estudos de biologia
reprodutiva sdo fundamentais e constituem informacdes precisas de pré-melhoramento. Conhecer a
viabilidade dos grdos de pdlen auxilia na identificacdo de gametas masculinos com potencial para
serem usados na hibridacdo, permitindo identificar o periodo maximo em que os grdos de polen
podem permanecer conservados sem perder a capacidade de germinar e 0 melhor momento para
fertilizar. Dessa forma, sdo informac0Oes relevantes para o melhoramento, permitindo um maior
direcionamento e seguranga nos cruzamentos realizados, aumentando, por conseguinte, a eficiéncia
do processo (DAMASCENO JUNIOR et al., 2008).

A viabilidade dos grdos de pdlen é a medida da fertilidade masculina, e pode ser
determinada por meio de diferentes técnicas (DAFNI, 1992: KEARNS e INOUYE 1993). Os
métodos diretos, como a inducdo da germinacéo in vitro (DUTRA et al., 2000; PIO et al., 2007), in
vivo, pela observacdo do crescimento do tubo polinico sobre o estigma e o pistilo, e formacéo de
sementes ap0s a polinizacdo (GALLETTA, 1983). Os métodos indiretos sdo baseados em
parametros citoldgicos, como a coloracdo (KEARNS e INOUYE, 1993).

Levando em consideracdo a importancia das informagdes sobre a biologia reprodutiva para
o0 estabelecimento eficiente do melhoramento genético da espécie, o presente trabalho teve com
objetivo determinar a viabilidade dos grdos de pdlen de Physalis angulata, utilizando diferentes
métodos (histoquimicos e in vitro), bem como esclarecer o seu sistema reprodutivo e 0 modo
preferencial de cruzamento, além de identificar os insetos visitantes das flores que possivelmente

podem estar envolvidos na polinizacédo da espécie.
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VIABILIDADE POLINICA, INTERACAO POLEN-PISTILO E
EFICIENCIA REPRODUTIVA DE Physalis angulata L.
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RESUMO

Physalis angulata L. € uma planta medicinal que produz também frutos ricos em vitaminas, com
potencial para serem explorados economicamente. O entendimento dos mecanismos de
compatibilidade intra e interespecificos podem auxiliar na obtencdo de variabilidade necessaria a
selecdo de gendtipos que otimizem a produgdo de metabolitos de interesse, caracteristicas
morfoagrondmicas e formas de cultivo da planta. Nesse sentido, foi avaliado neste trabalho o
sistema reprodutivo de P. angulata a partir da relacdo Pélen:Ovulo, experimentos de polinizago
envolvendo andlise de pistilos por microscopia de epifluorescéncia, taxa de frutificacdo e
germinacgdo de sementes. Adicionalmente, foi estimado a viabilidade dos gréos de pdlen, mediante
métodos direto e indireto, e proposto o corante mais apropriado para a espécie. Os corantes
utilizados para estimar a viabilidade polinica ndo diferiram estatisticamente, e a viabilidade polinica
foi alta. A viabilidade dos gréos de polen foi alterada com o passar das horas e alcancou 96% as
14:00h, utilizando o corante tetrazdlio. Entretanto, ndo houve formagdo de tubos polinicos (i.e.,
germinacéo in vitro), sendo necessarios mais estudos e ajustes dos meios de cultura. A partir dos
parametros avaliados para determinar o sistema reprodutivo de P. angulata sugere-se que se trata de
uma espécie auto-compativel (IS1=0,50) com sistema reprodutivo misto e razdo P:O = 126,7+£16,0
(autdgamo facultativo). Os aspectos reprodutivos encontrados, nesse trabalho, trazem informac6es
inéditas para a espécie e primordiais para a escolha do melhor método a ser empregado em um

programa de melhoramento.

Palavras-chave: Camapu. Carmim aceético. Tetrazolio. Germinacao in vitro. Epifluorescéncia.
Autocompatibilidade.
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ABSTRACT

Physalis angulata L. is a medicinal plant that also produces fruits rich in vitamins, with potential to
be exploited economically. The understanding of the intra and interspecific compatibility
mechanisms can help to obtain the necessary variability in the selection of genotypes that optimize
the production of metabolites of interest, morphoagronomic characteristics and forms of plant
cultivation. In this sense, we evaluated the reproductive system of P. angulata from the relation
Pollen: Ovum, pollination experiments involving the analysis of pistils by epifluorescence
microscopy, fruiting rate and seed germination. In addition, the viability of P. angulata pollen
grains was estimated by direct and indirect methods and the most appropriate dye for the species
was proposed. The dyes used to estimate pollen viability did not differ statistically, and pollen
viability was high. However, there was no formation of pollen tubes (i.e., in vitro germination),
further studies and adjustments of culture media were required. The viability of the pollen grains
was altered over the hours and reached 96% at 2:00 p.m. using the tetrazolium dye. From the
parameters evaluated to determine the reproductive system of P. angulata it is suggested that it is a
self-compatible species (ISI = 0.50; Zapata & Arroyo, 1978) with mixed reproductive system and P:
O ratio = 126,7 = 16,0 (optional automaton, Cruden 1977). The reproductive aspects found in this
work bring unprecedented information to the species and are primordial for choosing the best
method to be used in an improvement program.

Keywords: Camapu. Acetic carmine. Tetrazolium. In vitro germination. Epifluorescence.
Autocompatibility
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INTRODUCAO

No Brasil podem ser encontradas nove espécies do género Physalis (Solanaceae)
(STEHMANN, 2015), por todo o pais, sendo a Amazbnia e o Nordeste as regibes de maior
ocorréncia (SOUZA, 2010). Dentre as espécies que compde este género, evidencia-se a Physalis
angulata L., uma planta medicinal que se destaca economicamente nao s6 por conter substancias de
interesse farmacologico, mas, também, por apresentar frutos ricos em vitaminas A e C promissores
para serem utilizados na alimentagdo humana. Estudos fitoquimicos demonstraram que esta planta
contem flavonodides, alcaldides e varios fitoesterois, alguns ainda desconhecidos pela ciéncia
(LORENZI e MATOS, 2008).

Alguns trabalhos com a espécie vem sendo realizados na Universidade Estadual de Feira de
Santana, e em parceria com a Fiocruz no sentido de extrair a fisalina para producgéo de substancias
farmacoldgicas, que poderdo vir a ser utilizados no tratamento de doencas. Entretanto, ha
necessidade de se fazer mais estudos sobre a espécie para avancar no programa de melhoramento, e
viabilizar obtencdo de variabilidade necesséaria a selecdo de gendtipos com melhoria dos atributos
bioldgicos e da forma de cultivo da planta. Entre as pesquisas com plantas, o estudo da biologia
reprodutiva, associado aos mecanismos reprodutivos das espécies vegetais, constitui etapa de
fundamental importancia para o melhoramento genético de plantas, pois auxilia na definicdo de
técnicas de selecdo e hibridacdo mais apropriadas a serem usadas (ALLARD, 1971).

Assim, um dos requisitos para o sucesso do fitomelhoramento é o entendimento do processo
reprodutivo (PEREIRA, 2007). Alexander (1980) relata que os estudos sobre a viabilidade polinica,
por exemplo, fornecem informacdes basicas para a agricultura, bem como para o planejamento de
programas de melhoramento ou cultivo, e € muito empregada na conservacao do gréo de pélen de
modo a garantir a posterior fecundacdo, tornando possiveis 0s cruzamentos entre gendtipos de
potencial econdmico com floracdo em épocas diferentes. Desse modo, trabalhos que permitam
conhecer a capacidade germinativa do gréo de pdlen, sdo importantes para assegurar a eficiéncia no
processo de hibridacéo artificial.

Os métodos mais adequados sdo determinados pelo sistema reprodutivo e, variam em funcédo
da natureza alégama, autdgama ou mista da espécie a ser melhorada (FERREIRA et. al., 2006). As
plantas podem adotar um sistema de cruzamento, autdgamo ou al6gamo, ou ainda um sistema de
cruzamento misto, com um modo preferencial e eventos esporadicos do outro tipo (BODANESE-
ZANETTINI e CAVALLI, 2003). As espécies alogamas tendem a manter a maior parte da sua
variabilidade genética dentro da populacdo, enquanto que, nas espécies autdgamas, essa variagao
encontra-se entre populagbes (HAMRICK e GODT, 1989). O sistema misto de reproducdo, por sua

vez, prever variabilidade genética intermediaria, sendo o potencial de diferenciagdo entre
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populacdes variavel em funcdo do equilibrio dessas duas formas de cruzamento (LOVELESS e
HAMRICK, 1984).

A eficiéncia reprodutiva é definida pela porcentagem de fruto obtida por polinizacdo aberta,
comparado com a porcentagem de fruto obtida por polinizacéo cruzada induzida (ARROYO, 1979).
A eficiéncia reprodutiva a partir de sementes em tratamentos de polinizacdo, também indica a
eficacia do polinizador em espécies auto-incompativeis e didicas. A utilizacdo desta variavel no
intuito de comparar a reproducdo elimina o problema de variacdo na pos-fecundacdo (aborto de
frutos) (ARROYO, 1979). Cruden (1977) sugeriu que a relacdo polen/dvulo estd integrada ao
sistema de cruzamento das plantas, onde a relacdo P/O reflete a probabilidade de grdos de polen de
atingir cada estigma para resultar no conjunto maximo de sementes. Para tanto, quanto mais
eficiente for a transferéncia de p6len, menor serd a taxa dessa relagéo.

Com relacdo a capacidade germinativa do grdo de pdélen, vérias técnicas sdo empregadas
para estimar sua viabilidade. O método mais comum que garante resultados de forma rapida e com
baixo custo é o de coloracdo e contagem direta (KELLY et al., 2002). Dentre os corantes mais
utilizados destacam-se o carmim acético, azul de anilina em lactofenol, corante de Alexander e sais
de tetrazdlio (STANLEY e LINSKENS, 1974; DAFNI, 1992). Para Galletta (1983), esses métodos
em que se utilizam corantes superestimam a viabilidade do pdlen, ja que grdos de polen inviaveis
podem ser corados devido a presenca de enzimas, amido, ou outras substancias. Dessa forma, a
coloragcdo, embora seja um procedimento simples e barato, ndo fornece informagbes sobre
capacidade germinativa do pélen, o que pode ser obtido por meio de testes de germinacao in vitro.

O método de germinacdo in vitro tenta através do meio de cultura, simular as condi¢@es do
pistilo-estigma, induzindo a germina¢do do tubo polinico (NOGUEIRA et al., 2015; SILVA
FILHO, 2007). Para isto, deve-se elaborar um meio de cultura composto por elementos organicos e
inorganicos, que reproduzam da forma mais similar possivel, as condi¢bes oferecidas pela estrutura
feminina da flor ao receber o gréo de pdlen, sendo desta forma diferente para cada espécie (SILVA
etal., 2016).

O objetivo deste trabalho foi estimar a viabilidade polinica de Physalis angulata, mediante
métodos direto e indireto, determinar o sistema reprodutivo a partir da relacdo P/O, polinizaces in

vivo, producdo de frutos e germinagdo de sementes.

MATERIAIS E METODOS
O experimento foi conduzido na unidade experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana, localizada em Feira de Santana-Bahia. As plantas de Physalis

angulata foram semeadas em bandejas de isopor na casa de vegetacdo e transplantadas com
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aproximadamente 40 dias para vasos com capacidade de 10 litros, contendo terra vegetal e substrato
comercial Techns Vivato® (casca de pinus bio-estabilizada, vermiculita, moinha de carvédo vegetal,

agua e espuma fendlica) na proporcéao 3:1.

1) Viabilidade Polinica
1.1) Teste colorimétrico

A viabilidade de pdélen foi determinada através da técnica colorimétrica, onde anteras dos
bot6es florais foram coletadas e dispostas em laminas contendo diferentes corantes: carmim acético
1% (DAFNI, 1992) e 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (KEARNS e INOUYE, 1993). Para
disponibilizar os grdos polen foram realizados cortes nas tecas com lamina de bisturi;
posteriormente os materiais foram cobertos com laminula, e observados em microscopio optico
(DIAG TECH) (Figura 2). A viabilidade do pdlen foi determinada de acordo com o nivel de
coloracdo: polen corado como viével e de forma irregular e incolor ou pouco corado como ndo-
viaveis. A porcentagem de gréos de polen viaveis foi determinada de acordo com a formula:

Viabilidade do polen (%) = N° de gréos de polen corados x 100

N° de gréos polen total

o

71{\1 L -
Figura 2: Método colorimétrico para determinar a viabilidade dos grdos de polen de Physalis
angulata L.. (A) Anteras retiradas dos botGes/flores e dispostas em laminas; (B) Anteras com o
corante carmin acético 1%, sendo cortadas para liberacdo do poélen; (C) Laminas prontas sendo
observadas para contagem dos pélens. UEFS/Horto Florestal, Feira de Santana-BA, 2016.

~

Foram coletadas flores de cinco individuos, escolhidos ao acaso, ao longo do dia, as 8, 11,
14 e 17h. As laminas corresponderam as repeticdes, em que foram contabilizados quinhentos gréos
de pdlen por lamina, perfazendo um total de dois mil e quinhentos polens para cada horario de
coleta. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em um esquema
fatorial 2 x 4, (corantes x horario). Os dados foram submetidos ao software R3.2 (R CORE TEAM,
2015) para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de média Tukey a 0,05 de probabilidade. Os
graficos também foram feitos no software R3.2 (R CORE TEAM, 2015).
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1.2) Teste germinativo in vitro

A fim de selecionar as melhores condi¢cdes e meios de cultura para a germinacdo dos graos
de polen de Physalis angulata foram realizados testes preliminares com o meio proposto por Soares
(2008) e o0 meio proposto por Silva et al. (2017), mantidos sob diferentes condi¢cdes em camara seca
ou Umida, polen fresco ou dessecado por 24 horas. Foram, entdo, selecionados polen frescos, em
camara Umida, com o meio de cultura proposto por Silva (2017). Os gréos de polen foram coletados
no estadio de antese sem qualquer processo de desinfestacdo, retirados das anteras e inoculados em
cinco laminas, contendo meio de cultura com a adicdo de dois extratos florais diferentes: estigma e
ovario.

Os extratos foram obtidos seguindo a metodologia proposta por Soares (2008). Apds a
maceracdo dos 6rgdos reprodutivos, para cada 150 mg foram adicionados 1,5 mL de &gua. As
amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto, e posteriormente centrifugadas a 12.500 rpm por
10 minutos. Apds esse processo, 0s extratos foram filtrados e adicionados ao meio de cultura.
Foram testados meios com 2,5%, 5% e 10% de concentracdo de cada extrato, bem como o controle,
sem adicdo de extrato. Em cada lamina com o meio de cultura, foram inseridos grdos de pdlen
oriundos de cinco anteras/flor. Em seguida, as laminas foram colocadas em camara Umida em

placas de petri e encaminhadas para camara de germinacdo para serem mantidas em condicgdes

controladas de temperatura (25 + 2°C) (Figura 3).

uAL

Figura 3: Processo de obtencdo dos extratos florais de Physalis angulata L. (A) Estigmas retirados
dos botdes/flores e dispostos em cadinhos para posterior maceracdo; (B) Ovarios sendo macerados;
(C) Amostra sendo agitada em vértex. UEFS/Horto Florestal, Feira de Santana-BA, 2016.

Ap0s 24 horas da inoculacdo, foi efetuada a contagem de polen total, mediante observagdo
em um microscépio optico (DIAG TECH). Foram considerados grdos de pdlen germinados aqueles

cujo comprimento do tubo polinico ultrapassou o seu proprio diametro.

2) Sistema reprodutivo

2.1) Relagdo polen/dvulo
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Para associar a eficiéncia reprodutiva descrita por Cruden (1977), ou seja a relagdo polen-
6vulo, com a reproducdo em Physalis angulata, foi realizada a contabilizacdo de dvulos e graos de
polen. Para estimar a quantidade de grdos de polen produzido por flor, foram coletadas flores (n =
10) que foram mantidas em alcool a 70% até a preparacdo das laminas. Para a contabilizacdo dos
grdos de polen foram retiradas duas anteras de cada flor, em seguida, maceradas para liberacdo dos
graos de pélen, em um volume conhecido (1,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de carmim acético),
posteriormente a solucdo foi homogeneizada e distribuida em quatro laminas (125uL em cada). Foi
contabilizado o nimero total de gréos de polen de cada ldamina. Para estimar o nimero de graos de
polen produzido por flor, os valores foram divididos por dois e multiplicados por cinco. Os ovarios
das dez flores foram retirados, e 0 nimero de 6vulos foi quantificado a partir da observacédo direta
sob estereomicroscopio.

No intuito de firmar indicadores dos sistemas reprodutivos com base na relagdo P/O, Cruden
(1977) sugeriu cinco classificagdes: Cleistogamia (<5,4); Autogamia obrigatoria (5,5-39,0);
Autogamia facultativa (39,1-396,0); Alogamia facultativa (397,0-2588,0); Alogamia obrigatéria (>
2588,0).

2.2) Polinizagéo in vivo

Foram realizadas polinizacbes experimentais (Figura 4) com cinco tratamentos:
autopolinizacao induzida (Al) com os graos de polen dos estames proveniente de flores dos préprios
individuos, onde as flores ap6s polinizadas foram cobertas com sacos de voal para evitar contato
com visitantes florais e polinizacdo ndo desejada; polinizacdo cruzada (PC) com o pélen de outros
individuos (minimo trés); as flores ap6s polinizadas foram, também, ensacadas; apomixia (AP)
emasculacdo dos botdes que foram mantidos ensacados para verificar a ocorréncia de
agamospermia; autopolinizagdo espontanea (AE), onde as flores foram apenas ensacadas. Foi
estabelecido, também, um tratamento controle para verificar a formacdo de frutos por polinizagdo
livre (PL), neste as flores foram apenas marcadas.

O crescimento de tubo polinico foi examinado em 15 pistilos de cada tratamento de
polinizacdo (mencionado acima). Pistilos foram fixados em FAA 50% por 48 hs em diferentes
intervalos apés a polinizagdo (i.e. 24, 48 e 72 hs) e transferidas para &lcool 70%. Os pistilos foram
colocados em NaOH 10N a 60 °C por 10 min. e posterior clareamento com hipoclorito de sédio por
1h. Apds lavagem em agua destilada, os pistilos foram corados com azul de anilina a 0,16%, em um
intervalo de 24 hs, e posterior avaliacdo do crescimento do tubo polinico em microscopio de
epifluorescéncia (MARTIN, 1959).
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Os sistemas reprodutivos quanto a autoincompatibilidade, autocompatibilidade e autogamia
foram estabelecidas utilizando trés indices: 1) indice de autogamia (IA), que mede os niveis de
autogamia a partir da relacdo fruto/flor da autopolinizacdo espontanea dividida pela relacéo
fruto/flor por autopolinizacdo manual (RUIZ-ZAPATA & ARROYO, 1978); 2) indice de alogamia
(1A), que mede a relacdo fruto/flor da autopolinizacdo espontanea dividida pela relacéo fruto/flor
por polinizagdo cruzada (LLOYD & SCHOEN, 1992); 3) indice de incompatibilidade (ISI), que
mede os niveis de incompatibilidade genética pela relacdo fruto/flor da autopolinizagdo manual a
partir da relacdo fruto/flor da polinizacdo cruzada (RUIZ-ZAPATA & ARROYO, 1978). Os
indices que obtiverem valores maiores que 0,20 indicam autogamia e autocompatibilidade genética,
e valores menores indicam autoincompatibilidade (RUIZ-ZAPATA & ARROYO, 1978;
SOBREVILA & ARROYO, 1982).

a
Figura 4: (A) Experimento de sistema reprodutivo. (B) Coleta dos gréos de pélen. (C) Flor sendo
polinizada para o tratamento de polinizacdo cruzada.

2.3) Eficiéncia reprodutiva

Os tratamentos utilizados para determinacdo do sistema reprodutivo foram repetidos em
namero reduzido (4-15 flores) e mantidos em campo até a frutificacdo. Os frutos apds serem
coletados foram pesados, medido o didmetro e o comprimento, e contabilizado o numero de
sementes. As sementes foram armazenadas em geladeira até 0 momento dos ensaios de viabilidade.
Para isso, as sementes foram distribuidas em placas de Petri, com duas folhas de papel do tipo
germitest (todo material utilizado foi semi-esterilizado em estufa de secagem a 105°C, por 4 horas).
Para o umedecimento do papel, o volume de solucéo foi equivalente a 2,5 vezes do peso de todos 0s
papéis secos. Para cada tratamento de polinizacdo, foram avaliadas 50 sementes, distribuidas em
duas repeticdes de 25.

As placas contendo as sementes foram seladas com filme PVC, a fim de garantir a umidade,

e conduzidas em germinador com fotoperiodo de 12 horas, ajustados na temperatura alternada 20-
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30°C (SOUZA, 2015), por um periodo de até 20 dias. As avaliaces foram realizadas diariamente,
considerando-se germinadas as sementes que apresentarem protusao radicular com pelo menos 1
mm de comprimento (HADAS, 1976). As variaveis avaliadas foram: taxa de germinabilidade das
sementes (G, %), indice de velocidade de germinacdo (IVG, sementes dias ™), tempo médio de
germinacdo (TMG, dias™) e coeficiente de uniformidade de germinagdo (CUG, sementes dias ).
Os dados foram submetidos ao software SISVAR para a anélise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade.

O nivel de eficacia reprodutiva (RUIZ-ZAPATA e ARROYO, 1978), foi calculado pela
divisdo do percentual de frutificacbes advindas de polinizacdo cruzada pelo percentual de
frutificagdes por polinizacdo livre. Foi determinado o nivel de depressdo endogamica (3), relagéo
entre sementes produzidas de flores autopolinizadas (ws) e de flores de polinizagdo cruzada (wc)
(KEPHART et al. 1999), de acordo com a formula :

d=1-(ws/wc)

Quando os valores de depressdo endogdmica sdo menores que 0,50 prevé que a

autopolinizacao é favoravel (CHARLESWORTH & CHARLESWORTH, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO
1) Viabilidade polinica
Teste de viabilidade in vitro

Né&o foi observada germinacdo in vitro em nenhum dos meios propostos (Figura 5). Esse fato,
provavelmente, ocorreu devido aos grdos de poélen de Physalis angulata possuir necessidades
intrinsecas especificas que ndo foram atendidas pelos meios avaliados. Uma hipétese provavel é que
h& uma resposta diferencial dentro da espécie que pode estar sendo influenciada pela distribuicdo
geografica, ja que o resultado do presente trabalho contrapde ao que foi obtido por Silva et al.
(2017) que utilizando 0 mesmo meio de cultura para espécie P. angulata, obteve germinacdo dos
graos de pdlen. Entretanto, os autores ndo obtiveram resultados conclusivos, e consideraram que
novos estudos a respeito da biologia floral, em especial a palinologia de espécies do género Physalis

devem ser realizados.
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Figura 5: Fotomicrografias das leituras apds 24 horas de inoculacdo dos graos de pélen sob 0 meio
de cultura visualizadas por microscopia.

A germinacdo in vitro dos grdos de polen é uma das formas de se verificar a fertilidade de
grdos de polen (NOGUEIRA et al., 2015). Para isto, 0 meio de cultura deve ser composto por
elementos organicos e inorganicos que reproduzam, da forma mais simile possivel, as condi¢des
oferecidas pela superficie estigmética ao receberem o grdo de pdélen, sendo assim diferente para
cada espécie. Além da composicdo do meio de cultura, o sucesso da germinacao in vitro esta
relacionado a outros fatores, tanto enddgenos quanto exdgenos, tais como o estado nutricional das
plantas, horario e método de coleta dos grdos de polen, fotoperiodo, temperatura e periodo de
incubacdo (SOARES et al., 2008; SOUZA et al., 2014). Contudo, diferentes meios de cultura para a
germinacdo in vitro de gréos de polen tém sido relatados para um grande numero de espécies, com
acentuada variacdo entre e dentro das espécies (PFAHLER et al., 1997).

Para solanaceas, poucos trabalhos sdo relatados usando este método de avaliacdo. Mercado et
al. (1994), usando meio liquido composto por 5-10% de sacarose, 0,1 mM de &cido bdrico e 1 mM
de cloreto de calcio, alcangcou uma porcentagem de germinagdo proxima a 50% na Solanaceae
Capsicum annuum. Em Solanum macranthum Dunal, com a adicdo de 100 mg L-1 de &cido borico
ao meio de cultura, houve uma germinacao de até 88% dos graos de p6len (MONDAL e GHANTA,
2012). Na espécie Physalis angulata L., a adicdo de 626,58 mg de &cido borico promoveu o
incremento de 32% de germinacdo dos grdos de podlen (SILVA, 2017). Mas este numero é
insatisfatorio, tendo em vista que, para apresentar uma taxa significativa de germinacéo, esse valor
deveria ser acima de 50% (SCORZA e SHERMAN, 1995)
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Teste colorimétrico

Constatou-se que ndo houve diferenca significativa na viabilidade do p6len para os diferentes
corantes utilizados (Carmim acético e TTC), o que significa dizer que ambos os corantes sdo
apropriados para estimar tal parametro (Figura 6). Zambon (2015) utilizando o corante carmim
acetico obteve uma porcentagem média de viabilidade de aproximadamente 72%, em Solanum
melongena L. Outros autores também tém relatado alta viabilidade polinica utilizando o corante
TTC em diferentes espécies, Carica papaya L. (67,5%) (MUNHOZ et al., 2008), Ipomea carnea,
(~70%) (DAMASIO et al, 2016), em diferentes espécies de Passiflora (51,4% a 96,2%) (SOARES,
2016).
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Figura 6: Viabilidade dos grdos de polen de Physalis angulata L. utilizando os corantes carmim
acetico (CA) e tetrazolio (TTC).

Alguns autores argumentam que o teste com o TTC é uma estimativa confiavel da viabilidade
polinica, sendo proxima aquela fornecida pelos testes de germinacdo in vitro. Além disso, 0o TTC é
muito utilizado por ser um método relativamente rapido e simples (JESUS et al., 2011). Porém,
levando em consideracdo que o corante TTC demanda mais tempo para que a reagcdo com a
desidrogenase ocorra, durante a respiracao celular, e nesse estudo ndo houve diferenca significativa
entre ele e o carmim acético, este seria 0 mais apropriado para estimar a viabilidade polinica em
Physalis angulata, pois a reacdo com o tecido de reserva € mais rapida e os graos de pdlen viaveis e
invidveis sdo mais contrastados.

Com relacédo, ao desdobramento da interacéo viabilidade ao longo do tempo houve diferenca
significativa. A viabilidade polinica alcangou 96% as 14 horas, utilizando o corante TTC, e um
decréscimo as 17 horas expressando as menores taxas em ambos 0s corantes (Figura 7). Dessa
forma, a espécie tem potencial para ser doadora de polen em programas de melhoramento. A

27



viabilidade do polen em P. peruviana é relativamente elevada, atingindo os 85% (PUENTE et al.,
2011). Contudo, as percentagens de viabilidade do polen desta espécie variam muito de variedade
para variedade, indicando que dentro da espécie podera haver alguma variabilidade genética
relacionada com a distribuicdo geografica (ALMANZA e ESPINOSA, 1995).

5 O
g_
& ™ — =
o _ I -
o , .
S - °
ﬁm L
= a
@ o .

I I I I [ I I I
8 1 14 17 8 11 14 17

Carmim acético Tetrazolio

HORA

Figura 7: Viabilidade polinica de Physalis angulata L. avaliada ao longo do dia utilizando os

corantes carmim acético e tetrazélio.

2) Sistema reprodutivo

Na contabilizacdo dos graos de pdlen e de 6vulos, varidveis que determinam a relacdo pélen-
dvulo, foi observada pouca variacdo entre os individuos amostrados (Tabela 1). A quantidade de
6vulos que foram produzidos por flor, foi em média 108, a de polen por flor 13.668 e a razéo
polen/6vulo= 126,7+£16,0. Nesse caso, a espécie P. angulata é considerada autégama facultativa
segundo as classificacbes de Cruden (1977). Silva et al., (2017) afirmam que existe variacdo no
namero de grdos de polen por antera e por flor entre as espécies do género Physalis, e para Physalis
angulata obtiveram, em média, 11.300 polens por flor. Essa variagdo na quantidade de dévulo e
grdos de poélen também foram descritas em tomate (Solanum lycopersicum L.) (SILVA-NETO,
2013) e piment&o (Capsicum sp.) (FARIA-JUNIOR et al., 2008).

Tabela 1: Quantidade de grdos de pdlen por flor (N° GP/flor), niimero de dvulos (N° de 6vulos),

razdo polen-évulo (P / O) em Physalis angulata L.

Individuo N° GP/flor N° de 6vulos P/O
1 10050 83 121,1
2 16440 123 133,7
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3 15360 115 133,6
4 15250 116 131,5
S5 13780 131 105,2
6 13530 106 127.,6
7 9270 100 92,7
8 14360 96 149,6
9 11590 81 143,1
10 17050 132 129,2
X 13668 108,3 126,7
DP 2484,9 17,3 16,0
cVv 18,2 16,0 12,6

O resultado obtido na relacdo P/O corrobora ao que foi afirmado por Mione e Anderson
(2014) que o parametro em questdo rastreia o sistema de reproducdo, sendo que as espécies auto-
incompativeis tém taxas de polen-6vulo significativamente maiores que as espécies
autocompativeis. Duas espécies de Solanaceae com sistemas autocompativeis (Solanum canense e
Solanum suaveolens) sdo anuais, autbgamas e ruderais, ocorrendo preferencialmente em habitats
perturbados (ANDERSON, 1977). A evolucdo da auto-compatibilidade com uma producéo
relativamente alta de 6vulos e sementes, nessas duas espécies, pode estar associada e ser derivada
ao ciclo de vida e ao habitat delas. J& a espécie S. trachycarpum é autdgama, mas distante
filogenéticamente de S. canense e S. suaveolens. A autocompatibilidade nessa espécie, cujo ciclo de
vida é perene, talvez esteja associada a baixa densidade populacional nos habitats xéricos que ocupa
(ANDERSON,1975).

A classificacdo reprodutiva descrita por Cruden (1977) foi criticada por alguns autores, por
ser um método que leva em consideracdo apenas o fitness individual em termos de limitacdo de
grdos de pdlen e suas implicacdes para a producdo de sementes (ETCHEVERRY et al., 2012). O
pepino é autocompativel, mas tem uma razdo polen-évulo, como ao do seu progenitor silvestre
auto-incompativel e mostra ampla variacdo na producdo de sementes e na qualidade do pdlen
(MIONE e ANDERSON, 2014). Por conta disso, complementando os resultados obtidos pela
relacdo P/O, foram realizadas polinizacGes in vivo. De maneira geral, houve crescimento dos tubos
polinicos apds 24 horas das polinizacGes.

No tratamento de autopolinizacéo induzida, apés 24 horas da polinizacdo houve germinacao
dos gréos de pdlen na superficie estigmatica, formacéo de tubos polinicos sem crescimento erratico
ao longo de todo o estilete, e adentrando o ovéario e alcangando os 6vulos, sugerindo que ndo ha
autoincompatibilidade esporofitica, gametofitica e tardia, respectivamente. Apos 48 horas e 72
horas foi observado o mesmo padréo (Figura 8).
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No tratamento de autopolinizagdo espontanea, apos 24 horas da polinizacdo, a maior parte
dos tubos polinicos limitou-se a porcdo média do estilete, ndo alcangando o ovario e o depdsito de
polen foi maior nas extremidades, regido mais proxima das anteras, sugerindo interferéncia
intrafloral entre polen-pistilo. Apds 48 horas, alguns tubos polinicos conseguiram alcangar o ovario,
mas poucos conseguiram fecundar os dvulos. O atraso e a auséncia de graos de polen na superficie
estigmatica de alguns pistilos submetidos a autopolinizagcdo espontanea sugere que o transporte de
polen seja mediado por agentes polinizadores (Figura 8).

Numa espécie congenérica (i.e., P. peruviana) suas flores sdo facilmente polinizadas por
insetos e pelo vento, mas apesar de prevalecer a alogamia, também, apresenta niveis de
autopolinizacdo (DALLOS, 2010). Puente et al. (2011) relatam, também, que as flores de P.
peruviana podem ser facilmente polinizadas por fatores bidticos e abidticos, mas que a
autopolinizacao € frequente.

No tratamento de polinizacdo cruzada, houve deposicdo de podlen por toda superficie
estigmatica e crescimento de tubos polinicos, apds 24 horas, alcancado o ovario e atingindo a
micropila, apds 48 horas da polinizacdo, seguindo 0 mesmo padrdo, e apds 72 horas de polinizagdo
houve alta formacéo de tubos polinicos ao longo de todo estilete, formando feixes entrelacados que
ndo podiam ser individualizados (Figura 8).

Quanto as flores que ndo foram polinizadas manualmente e ficaram sem protegdo sendo
assim exposta a livre visitacdo dos polinizadores, isto é, o tratamento de polinizacédo livre, com 24
horas havia polen depositado e germinando no estigma, assim como tubos polinicos formados ao
longo do estilete alcan¢ando o ovario e fecundando parte dos 6vulos, com 48 horas seguiu 0 mesmo
padrdo. Ap6s 72 horas foi possivel verificar o desenvolvimento do embrido. Silva et al. (2005)
avaliando os requerimentos de polinizacdo do pimentdo por quatro formas de polinizagdo notaram
que ndo houve diferenca entre os tratamentos com e sem visita das abelhas, sugerindo que a
autopolinizacao das flores do pimentdo precisa ser mais bem explicada, pois a liberacdo de pélen sé
ocorre apo6s a abertura das flores, quando o estigma da flor j& se encontra acima dos estames.

Para o tratamento apomixia ndo houve formacdo de frutos, o que demonstra que 0
isolamento das flores, ainda em botdo, foi eficiente. Dessa forma, foi possivel detectar que P.
angulata é uma espécie autocompativel (1S1=0,50) (Figura 8). Porém, ha desenvolvimento de tubos
polinicos, na polinizagdo cruzada, o que a classifica como uma espécie autdgama facultativa. O
mesmo foi confirmado pela relacdo pdlen/6vulo proposta por Cruden (1977). Os resultados

sugerem, também, que a fertilizacdo ocorre aproximadamente um dia apds a polinizacao.

30



Figura 8: Fotomicrografias das interacdes pdlen-pistilo provenientes das polinizacdes realizadas no
experimento de fertilizacdo in vivo visualizadas por microscopia de epifluorescéncia. es= estigma;

tt= tecido de transmissao; gp= grdo de pélen; tp= tubo polinico; ov= 6vulo

O sucesso reprodutivo das polinizacdes foi medido a partir taxa de frutificacdo, que variou de
20 a 86%, e o nivel de eficacia reprodutiva foi de 0,66 (Tabela 2). A autopolinizacdo espontanea
obteve a maior taxa, e o indice de autogamia foi 4,3 o0 que demonstrou, mais uma vez, que a especie
é autocompativel. De acordo com Chauta-Mellizo et al. (2012) a autocompatibilidade, também,
ocorre em P. peruviana e a auto-polinizacdo é recorrente devido a grande quantidade de pdlen
liberado e grande compatibilidade para com o mesmo. Contudo, estudos indicam que frutos que
derivam de gametas de diferentes plantas tém tendéncia a possuir um maior tamanho e massa, sendo

a presenca de polinizadores como A. mellifera, fundamental para este processo.
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Tabela 2: Experimento de biologia reprodutiva realizado em flores de Physalis angulata L. em casa
de vegetacédo da Unidade Experimental Horto Florestal, durante o0 més de janeiro de 2017.

Tratamentos Flores/Fruto Sucesso reprodutivo
(n) (%)
Autopolinizagéo induzida 5/1 20
Autopolinizacdo espontanea 15/13 86
Polinizacdo cruzada 5/2 40
Polinizag&o livre 15/9 60
Apomixia 5/0 0

Além do sucesso das polinizagdes foram avaliadas as caracteristicas fisicas dos frutos e das
sementes para os tratamentos de autopolinizagdo espontéanea e polinizacédo livre. Os tratamentos de
autopolinizacdo induzida e polinizacdo cruzada ndo foram analisados devido ao tamanho amostral
reduzido (< 1). Com excegdo do tratamento apomixia, todos os cruzamentos realizados tiveram a
formacdo de frutos e sementes. O tratamento que se destacou, alcangando melhores médias para
todas as variaveis analisadas, foi o de autopolinizagdo espontanea.

Souza (2015) relatou um diametro de 13,9 mm nos frutos de P. angulata. Os frutos avaliados
por Oliveira et al. (2011) tiveram um comprimento médio de 2,17 cm. Mas, essa diferenca é
aceitavel, pois nao foram encontrados dados referenciados em artigos cientificos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do camapu provenientes de diferentes polinizagdes para comparagao.
Além disso, houve a ndo formacdo de frutos e os que foram abortados precocemente nos
tratamentos de autopolinizacdo induzida e polinizagdo cruzada.

O tratamento que obteve a maior producdo de sementes foi o de autopolinizagdo espontanea,
média de 156 sementes/fruto, abaixo do que foi encontrado por Souza (2015) para a mesma espécie,
média de 197 sementes/fruto. Entretanto, Rodrigues et al. (2014) obtiveram para P. peruviana uma

média de 135 sementes em casa de vegetacdo (Tabela 3).

Tabela 3: Caracterizacdo fisica dos frutos de Physalis angulata L. provenientes de diferentes

polinizagdes.

Tratamentos Peso (g) Comprimento Didmetro NUmero de sementes
(mm) (mm) (média)

Autopolinizacdo espontanea 12,.659 1,183 11,983 156,384

Polinizacéo livre 6,400 1,155 10,455 110,727

*Valores referentes a médias
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Dentre varidveis analisadas para as sementes que foram produzidas, germinabilidade (G%),
tempo médio (TMG), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e coeficiente de uniformidade da
germinacdo (CUG), a germinabilidade foi o Unico que diferiu estatisticamente (Tabela 4).
Normalmente sdo encontradas em pesquisas relacionadas ao género uma alta taxa de
germinabilidade de sementes (CAMACHO et al., 2008; RUFATO, 2008; SOUZA et al., 2014).
Nesta pesquisa, esses dados obtiveram uma significativa diferenga entre os tratamentos, cujo valor
minimo obtido foi de 28% para os tratamentos autopolinizacdo induzida e autopolinizagdo
espontanea, e o valor maximo foi de 96% para a polinizacdo livre. Uma hipdtese provavel dessa
diferenca € a ineficiéncia no depdsito de pdlen na superficie estigmatica, bem como auséncia de
polinizadores externos para os tratamentos que foram induzidos, tendo em vista que tais
apresentaram menores taxas, diferentemente da polinizacgdo livre que obteve a maior taxa. Quanto a
razdo de depressao endogamica prediz que a autopolinizacdo ndo € favoravel (6=0,6).

Kevan e Phillips (2001) afirmaram que mesmo em culturas que possuem a capacidade de se
autofecundarem, como tomate e berinjela, ao serem polinizadas por vetores bioticos, a qualidade do
fruto (peso e nimero de sementes), bem como o ndmero de frutos produzidos pode aumentar
significativamente, aumentando consequentemente a rentabilidade da cultura. Em culturas, como
pimentdo e morango, a polinizacdo bio6tica diminuiu em até 43% a ma formacéo de frutos e em
oleaginosas aumentou em até 27% o teor de Oleo nas sementes (MALAGODI-BRAGA;
KLEINERT, 2007).

Tabela 4: Germinabilidade (G), tempo médio de germinacdo (TMG), indice de velocidade de

germinacédo (IVG) e coeficiente de uniformidade da germinacdo (CUG) de Physalis angulata.

Tratamentos G (%) TMG IVG CUG
Autopolinizagdo induzida 28a 4,1252 1,908a 1,575%
Autopolinizacdo espontanea 28a 4,928% 1,525a 0,0012
Polinizacéo cruzada 70ab 4,279 4,225a 1,8672
Polinizacdo livre 96b 4,8542 5,1802 0,9712

MEédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey, p<0,05, ns= nao significativo.

CONCLUSOES

1. A Physalis angulata apresentou alta viabilidade polinica utilizando o método colorimétrico,
sendo assim, espécie de potencial para uso como progenitor masculino em programas de hibridacéo,
exibindo viabilidade de grdos de pdélen com percentual de 96% as 14 horas.

2. O corante sugerido para estimar a viabilidade dos gréos de pdlen foi o carmim acético, pois a

reacao € mais rapida e os graos de polen ficaram mais constratados, o que facilita a analise.
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3. O metodo de germinagdo in vitro para estimar viabilidade dos grdos de polen néo foi eficiente,
sendo necessarios maiores ajustes dos meios propostos.

4. A P. angulata é uma espécie autocompativel e autdgama facultativa. Todos os pardmetros que
foram avaliados reforcam essa autocompatibilidade, pela relacdo polen/ovulo classificada como
autdgama facultativa.

5. Esse estudo forneceu informacdes Uteis e inéditas para a espécie e auxiliard na escolha do método

a ser empregado no programa de melhoramento genético.
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RESUMO

Destaca-se no género Physalis a espécie Physalis angulata L., conhecida popularmente no Brasil
como camapd, baldozinho, jué-de-capote. Atualmente, hd um crescente interesse dos consumidores
e produtores, devido ao potencial econdbmico dos frutos, aléem da presenca de substancias com
potencial farmacoldgico na planta. Por conta disso, h& necessidade de realizar estudos preliminares
a fim de estabelecer o melhoramento genético da espécie, bem como aprimorar a forma de cultivo
da planta, para potencializacdo de seus atributos e uso. Sabe-se da importancia da participacdo dos
visitantes florais no processo de polinizacao, inclusive no incremento da qualidade e quantidade de
frutos produzidos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo conhecer e registrar os insetos
visitantes das flores e a longevidade floral de Physalis angulata, afim de, gerar informacdes
importantes e iniciais sobre a espécie. A antese das flores de P. angulata durou em média dois dias,
iniciaram a abertura as 6 da manha e o encerramento iniciou as 14 horas em condicdes de campo.
Em casa de vegetacdo, o fechamento ocorreu por volta das 17 horas e reabriram no dia seguinte. A
deiscéncia das anteras é longitudinal e ocorre logo ap0s a antese, contrapondo ao que foi
evidenciado em literatura, no que diz respeito a dependéncia da vibracdo para liberacdo dos graos
de pdlen. Os insetos visitantes foram da ordem Diptera e Hymenoptera, sendo que os Hymenoptera
foram os visitantes mais frequentes.

Palavras-chave: Solanaceae. Camapu. Visitantes florais. Longevidade floral. Recursos florais.
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ABSTRACT

The Physalis angulata L. species, popularly known in Brazil as camapu, baldozinho, jua-de-capote,
have aroused the interest of consumers and producers due to the economic potential of fruit
production, rich in vitamins A and C, in addition to the presence of substances with
pharmacological potential. Because of this, it is necessary to carry out preliminary studies in order
to establish the genetic improvement of the species, as well as to improve the way of cultivating the
plant, to enhance its attributes and use. It is known the importance of the participation of floral
visitors in the pollination process, including the increase in the quality and quantity of fruits
produced. Thus, the present work had as objective to know and to register the visiting insects of the
flowers and the floral longevity of Physalis angulata, in order to generate important and initial
information on the species. The anthesis of the flowers of P. angulata lasted on average two days,
they began the opening at 6 in the morning and the closure began at 14 o'clock in the field
conditions. In a greenhouse, the closure occurred around 5 pm and reopened the next day. The
dehiscence of the anthers is longitudinal, and occurs soon after the anthesis, in contrast to what was
evidenced in the literature, regarding the dependence of the vibration to release the pollen. The
insects were of the order Diptera and Hymenoptera, with Hymenoptera being the most frequent
visitors.

Key words: Solanaceae. Camapu. Floral visitors, Floral longevity. Floral resources.
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INTRODUCAO

A espécie Physalis angulata L., conhecida popularmente no Brasil como camapd,
baldozinho, jud-de-capote, vém despertando interesse dos consumidores e produtores, devido ao
potencial econdmico que apresenta, por produzir frutos ricos em vitaminas A e C e pela presenca de
substancias com atividades farmacoldgicas (SILVA, 2007).

Esta espécie € uma das mais comuns do género, por sua facil adaptacdo, sendo considerada
como ruderal, e facilmente vista em campos semeados de diferentes cultivos (LIGARRETO, 2005).
Estudos relacionados a fenologia, modo de reproducéo e visitantes florais séo escassos para espécie.
Sabe-se que a depender das condi¢cGes ambientais onde as plantas estdo crescendo pode alterar seu
sistema de reproducdo, ampliando ou reduzindo a variabilidade genética, a partir de mecanismos
variados, incluindo adaptac@es estruturais, fenoldgicas e fisioldgicas, tais como o controle do fluxo
de polen, o crescimento de tubos polinicos e a alocacdo de recursos para a progénie (RECH, 2014)

Independente do seu modo reprodutivo preferencial, as plantas ndo apresentam mobilidade,
e na maioria das vezes dependem de vetores bidticos ou abidticos para promover a polinizacéo, ou
seja, 0 transporte de pdlen até a superficie estigmatica, sendo este um evento fundamental para que
0 processo de fertilizacdo dos ovarios e a reproducdo sexuada ocorram. Quando os agentes de
polinizacdo sdo animais, geralmente é atribuida uma interacdo mutualistica, isto €, proporciona
beneficios para os participantes, aumentando o valor adaptativo (fitness) de ambos. Os parceiros,
desta interagdo, tentam maximizar sua sobrevivéncia e 0 seu sucesso reprodutivo, 0 que exige um
equilibrio entre os custos e os recursos. Porém, essa relacdo de cooperacdo, também, pode ndo
ocorrer, observando que a visitacao resulta, apenas, em retirada do recurso oferecido pelas flores,
comumente denominado de pilhadores (RECH, 2014)

A relacdo entre flor e visitante floral é estabelecida, por meio de um atrativo (recurso), na
maioria das vezes, como fonte de alimento, que pode ser o préprio polen, néctar ou éleo. Quando a
mediacdo é efetuada por um agente polinizador pode favorecer a polinizacdo cruzada, mecanismo
que possibilita as plantas um aumento da variabilidade genética de seus descendentes. Desse modo,
a perda de espécies que realizam o servico de polinizacdo pode desencadear prejuizos e graves
consequéncias para a manutencao da biodiversidade em geral, assim como para a produtividade de
culturas agricolas (RECH, 2014; FAEGRI, 1980; KEVAN, 2001).

Grande parte das angiospermas apresentam flores bissexuadas, onde ocorre a presenca de
carpelos e estames em uma Unica flor, caracteristica que proporciona uma otimizagdo das visitas
dos polinizadores, que podem coletar e depositar o pélen em uma Unica parada (RAVEN, 2007).
Entretanto, essa caracteristica pode, também, facilitar a ocorréncia do processo de autogamia.

Embora a autogamia apresente determinadas vantagens reprodutivas, como a manutencdo de
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caracteres importantes para a sobrevivéncia da espécie, também contribui para a diminuicdo da
variabilidade genética (BORGES, 2000). Dessa forma, algumas estratégias reprodutivas sdo
apresentadas pelas plantas como mecanismos para a redugdo da autofecundagdo e,
consequentemente da autogamia. A apresentacdo de algumas caracteristicas especificas, como a
hercogamia e a autoincompatibilidade, podem otimizar a reproducdo cruzada e, consequentemente,
aumentar a taxa de variabilidade genética (BARRET, 2000).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo, conhecer a e registrar a longevidade floral, os
recursos florais bem como os insetos visitantes das flores, a fim de gerar informacgdes importantes

para a espécie.

MATERIAIS E METODOS
Morfologia floral

Foram coletadas cinco flores abertas para realizacdo da descricdo floral, que foi
desenvolvida a partir da observacdo direta sob estereomicroscépio segundo a metodologia de
(VIDAL e RODRIGUES, 2000).

Longevidade floral, desenvolvimento e maturacéo dos frutos

Para conhecer a duracdo das fenofases, 15 bot6es de flores foram marcados e avaliados
diariamente, e registadas as mudancas nas diferentes partes da flor, desde 0 momento da antese até a
queda das pétalas e formac&o dos frutos.

Visitantes florais

Para o estudo de visitantes florais foram realizadas observacfes na area experimental da
Unidade Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, em agosto de 2016, janeiro
de 2017 e agosto de 2017 durante o periodo de antese das flores. Foram totalizadas vinte e cinco
horas de observacdes em dias ndo consecutivos entre 7 horas e 16 horas. Foi efetuado o horéario de
visita e a permanéncia dos animais visitantes. Em seguida, foi realizada a coleta de alguns insetos
em seus periodos de atividade, com auxilio de rede entomoldgica, e posteriormente foram mortos
com auxilio da camara mortifera, onde se utilizou acetato de etila como substancia toxica.

Posteriormente, foi feita & identificacdo dos espécimes com consulta a especialistas.

42



Reflexdo de luz ultravioleta

Dados sobre a reflexdo de luz ultravioleta de cinco flores recém coletadas foram obtidos
utilizando-se hidréxido de aménia (NH4OH) por cinco minutos, segundo a técnica de (GERTZ,
1938).

Osmoforos

Para deteccdo de osmoforos foram submergidas cinco flores recém coletadas, por cinco
minutos, em solucdo de vermelho neutro 0,1%, e posteriormente lavando-as com agua destilada e
em seguida observadas (VOGEL, 1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Physalis angulata apresentou floracdo e frutificacdo ao longo de todo ciclo vegetativo e
reprodutivo, havendo emissdo de botBes florais logo ap6s a emergéncia da plantula até a
senescéncia. Foi evidenciada, uma sobreposicdo do periodo de desenvolvimento da planta com o
periodo de floracdo, sendo assim diferentes estadios de desenvolvimento florais foram encontrados
em um individuo ao longo de todo ciclo.

Séo plantas mondclinas, com flores completas, hermafroditas, pentameras, diclamideas, cujo
calice acrescente apresenta coloracdo verde, a corola tem coloracdo amarela e quanto a fusdo de
suas pegas € classificado como gamopétala. Quanto ao verticilo floral masculino, sdo isostémone,
dialiesttmone, isodinamo podendo apresentar algumas vezes um estame de tamanho reduzido,
epipétalos e antera basifixa de deiscéncia longitudinal. O gineceu é gamocarpelar com estilete
ginobésico, sendo o ovario stpero com placentacdo axial e multiovulado. Os grdos de polen sdo
tricolporados.

Os hotdes florais de Physalis angulata, em condi¢des de campo, iniciaram a abertura as 6 da
manhd. A duracdo da abertura floral foi de aproximadamente duas horas, e as 8 da manha todas
estavam abertas (Figura 9), diferindo da representante do género Physalis peruviana, que segundo
Lagos et al. (2008) inicia a antese entre as 7 e 10 horas da manhd. Com relagdo ao fechamento, as
duas espécies apresentaram o mesmo padrdo, as 14 horas. Lago et al. (2008) observou uma
diminuicao significativa da antese depois das 14 horas, horario que apresentou 0 menor percentual
(11,76%). Porém, os individuos também foram acompanhados em casa de vegetacdo, e foi
constatada uma mudanca nesse padrdo, com fechamento foi mais tardio, por volta das 17 horas.
Provavelmente esse comportamento esteja relacionado a incidéncia solar, que diferiu muito nos dois

locais.
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Figura 9. Antese de Physalis angulata. (A) Momento que iniciou a antese, as 6 horas. (B)
Encerramento da antese, as 14 horas. UEFS/Horto Florestal, Feira de Santana-BA, agosto de 2016.

A antese de P. angulata durou em média dois dias, mas as flores se fecharam ao entardecer,
por volta das 17 horas e, reabriram no dia seguinte, as 6 horas. O fechamento da flor a noite
ocorreu, provavelmente, para proteger os elementos reprodutivos da flor de polinizadores noturnos.
O mesmo comportamento fenoldgico de antese no inicio da manhd, fechamento noturno e
senescéncia floral ap6s dias foi relatado por Silva Neto (2013), em Solanum lycopersicum, cujas
flores tém duracdo de aproximadamente trés dias, em que no primeiro dia a flor disponibilizava os
graos de pdlen, e no segundo e terceiro dia a flor ofertava o estigma para receber gréos de polen de
outras flores, aumentando as chances da polinizagdo cruzada.

Observou-se que em Physalis angulata dois a trés dias, apds a antese, as flores fecundadas se
fecham, a corola seca e, no dia seguinte, é totalmente perdida, juntamente com as anteras. O filete,
também, se desprende, permanece apenas 0 ovario e o calice, que com o passar dos dias se fecha e
comeca a inflar a medida que o fruto vai sendo formado (Figura 10). A deiscéncia das anteras
ocorre logo apos a antese, contrapondo ao que foi evidenciado em literatura, no que diz respeito a
dependéncia da vibracdo para liberacdo dos grdos de pdlen. Entretanto, além do tamanho dos
estames variar hd uma frequente assicronia na abertura das anteras, tendo em vista que dos cinco
estames pelo menos um encontrava-se com a antera fechada e com tamanho reduzido, sugerindo
que o poélen ndo é oferecido totalmente no primeiro dia da antese. Ja em Physalis peruviana, é
encontrado o mecanismo de barreira heterostilia, um indicativo de incompatibilidade heteromorfica,

em que o pistilo € mais alto que o androceu (Lagos, 2008).
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Figura 10: Estadios apos a pollnlzagao de Physalis angulata. UEFS/Horto FIorestaI Feira de

Santana-BA, marco de 2017.

Através das observacdes para se conhecer 0s insetos visitantes, constatou-se a presenca de
espécimes das ordens Diptera e Hymenoptera visitando as flores de Physalis angulata (Tabela 5).
Referindo-se ao comportamento e permanéncia de cada visitante, o mais frequente foi a abelha Apis
mellifera. Trés espécies de formigas, ndo identificadas, foram encontradas ao longo de todo o
periodo de observacao (Figura 12). Sabe-se que as formigas ndo sdo boas polinizadoras, porque as
substancias antibioticas produzidas pela glandula metapleural inibem a germinacdo e/ou
crescimento do tubo polinico (BEATTIE, 1995).

Tabela 5: Observacdo dos visitantes florais realizado em flores de Physalis angulata em casa de

vegetacdo da Unidade Experimental Horto Florestal.

Visitante Horario Permanéncia
(segundos)

Hymenoptera (Polybia sericea) 8:15 4
Hymenoptera (Polybia ignobilis) 15:30 8
Hymenoptera (Polybia gr occidendales) 10:21 7
Hymenoptera (Apis mellifera) 16:00 5
Hymenoptera (Apis mellifera) 08:50

Hymenoptera (Apis mellifera) 09:00 4
Hymenoptera (Apis mellifera) 09:15 4
Hymenoptera (Apis mellifera) 09:28 10
Hymenoptera (Apis mellifera) 09:30 13
Hymenoptera (Apis mellifera) 10:09 16
Hymenoptera (Apis mellifera) 10:44 17
Hymenoptera (Apis mellifera) 10:48 7
Hymenoptera (Apis mellifera) 11:22 20
Hymenoptera (Apis mellifera) 11:27 7
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Hymenoptera (Halictidae sp.1) 09:49 21

Hymenoptera (Halictidae sp.1) 09:15 20
Hymenoptera (Halictidae sp.1) 11:00 15
Hymenoptera (Halictidae sp.1) 11:26 7
Hymenoptera (Halictidae sp.1) 11:57 6
Hymenoptera (Halictidae sp.1) 14:09 7
Hymenoptera (Halictidae sp.1) 15:13 18
Diptera sp.1 9:45 2
Diptera sp.1 10:35 5
Diptera sp.1 11:05 10

Insetos da ordem Diptera, visitaram as flores no periodo das 9 h as 14 h, porém néo tiveram
contato com os Orgaos reprodutivos da flor e muitas vezes 0s insetos se aproximavam, mas nao
realizavam a visita, provavelmente devido ao monopolio das flores por formigas, pois elas impedem
que os visitantes se aproximem (ALBUQUERQUE et al. 2006; FILHO e LEAL, 2007).

Representantes da familia Solanaceae, necessitam de vibracdo (“buzz pollination”) para a
liberacdo do polen. Devido a esse padrdo, era esperado que determinadas espécies de abelhas
fossem as polinizadoras efetivas de Physalis angulata. Porém, as espécies de abelhas que visitaram
as flores de Physalis angulata sdo incapazes de exibir o comportamento de vibragdo. Rodriguez
(2006) relatou que Physalis peruviana possui abelhas como polinizadores potenciais, sendo a Apis
mellifera e espécies do género Bombus spp. e Xylocopa spp. os principais visitantes florais.
Gaglianone et al. (2015) afirmam que abelhas-de-mel (Apis mellifera) apesar de ndo fazerem a
vibragdo, conseguem polinizar as flores do tomateiro, mas o fazem com menor eficiéncia. A flor de
S. melongena também recebeu visitas de polinizadores que ndo apresentam tal comportamento, no
caso da Apis mellifera e da Trigona spnipes. Zambon (2015) afirma que isso demonstra a existéncia
de um processo de aprendizagem na manipulacdo das estruturas florais por parte dessas espécies.
No presente estudo foi observado que as abelhas Apis mellifera, em suas visitas coletaram polen e
os depositavam na corbicula. Durante as visitas, parte ventral do abdome e do térax entravam em
contato com o estigma e as anteras das flores, estruturas que estavam localizadas na mesma posicao
e altura na flor, ocasionando a transferéncia do pélen para o estigma, além disso, pousavam em
mais de uma flor ocorrendo, provavelmente, a polinizagéo cruzada (Figura 13).

Mellizo (2012), avaliando os efeitos das poliniza¢Ges naturais por abelhas Bombus impatiens
e Apis mellifera, e polinizagdes artificiais na qualidade dos frutos de Physalis peruviana, constatou

que a quantidade e a qualidade do pdlen sdo fatores importantes que afetam ndo apenas frutos e
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sementes, mas, também, o desenvolvimento da prole e a resisténcia a herbivoros. A Physalis
peruviana quando polinizada por A. mellifera e B. impatiens obteve melhoria na qualidade dos
frutos, sugerindo que a adequada polinizacdo pelo inseto deve ser considerada na gestdo de
estratégias para P. peruviana.

Em diferentes variedades de tomates, também, evidenciaram que a visita de abelhas que
vibram as flores nas &reas de cultivo pode incrementar ainda mais as taxas de polinizagdo. Houve
um aumento de até 7% na taxa de frutificagcdo apds as visitas de abelhas (SILVA NETO et al., 2013;
DEPRA et al., 2014). Além disso, comparando-se areas de cultivo com diferentes taxas de visitacio
de abelhas, foram observadas taxas de frutificacdo até 12% maiores nas areas onde as abelhas eram
mais frequentes (GAGLIANONE et al., 2015)

Nas flores de Physalis angulata foi constatado que além do pdlen outro recurso que é
oferecido é o néctar. A partir da analise com vermelho neutro notou-se a presenca de estruturas
produtoras de odor, destacando os pontos pigmentados na corola (Figura 11). As moscas e as
formigas que visitaram as flores provavelmente buscaram néctar, devido o comportamento de
forrageamento (Figura 12). Nas flores do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ndo ha néctar e os
seus visitantes florais buscam exclusivamente pdlen. Além disso, as anteras soldadas em um cone
com deiscéncia poricida restringe os visitantes florais desta planta. Assim, para a exposi¢do do
polen, os visitantes precisam ser capazes de liberar este recurso floral, no caso as abelhas fémeas
dos géneros Melipona, Exomalopsis, Augochloropsis e Bombus que sdo capazes de realizar o
comportamento de vibracdo (GAGLIANONE et al., 2015).

2 B <s

3 : Vo

LTI e liimﬁfﬂﬂmnln;;mn\mm;m* ¢

Figura 11: (A) Vista frontal da flor recém coletada e da flor apds exposi¢do ao hidroxido de

amonia, respectivamente. (B) Vista lateral da flor recém coletada e da flor ap6s exposicdo ao
hidroxido de amonia, respectivamente. (C) Flores apos serem submergidas na solucdo de vermelho

neutro 0,1%.
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A qualificacdo do visitante em termos de sua eficiéncia como polinizador ndo foi feita e em
funcdo disso, a denominacdo ficou restrita a visitantes florais. Quanto aos eventos de interacéo,
insetos das ordens Hymenoptera foram os que mais visitaram as flores de Physalis angulata. A
abelha Apis mellifera, foi a mais freqliente ao longo dos periodos de observacdo. Santos et al.
(2016) afirmam que um polinizador ideal precisa de constancia floral.

Figura 12: Visitantes das flores de Physalis angulata. (A) Diptera (B) Hymenoptera
monopolizando a flor e provavelmente impedindo a visita do Diptera (C) Diferentes espécies de
formigas. (D) Inseto coletando polen.
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Figura 13: Visitantes das flores de Physalis angulata. (A) Abelha acessando os 6rgéaos reprodutivos
da flor; (B) Corbicula

CONCLUSOES

1. A antese de P. angulata inicia as 6 horas e dura em média 2 dias, sendo que o ambiente em que
elas vivem influéncia no horario de encerramento.

2. As flores de P. angulata secreta odor pela corola.

3. A Physalis angulata oferece polens e néctar como recursos florais.

4. Os insetos que mais visitaram as flores de Physalis angulata foram da Ordem Hymenoptera,
sendo a espécie Apis mellifera a mais frequente.

5. O levantamento de visitantes florais € inédito para a espécie e precisa ser melhor estudado a fim
de conhecer seus os polinizadores efetivos.

6. Devido a sua morfologia floral e os insetos mais frequentes, a sindrome de polinizacdo provavel é

a melitofilia.
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