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SANTOS, K. S. Estudo genético e aspectos reprodutivos em espécies do género Physalis.
2018. 93p. Tese (Doutorado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2018.

Resumo: O género Physalis L. pertence a familia Solanaceae. Seu centro de diversidade se
encontra no México, onde dois tercos das espécies sdo endémicas. A importancia das espécies
que compdem este género esta relacionada, principalmente, a producdo de substancias de
interesse farmacoldgico. Ademais, além das propriedades medicinais, 0 género se destaca,
também, por conter espécies que produzem frutos com alto valor comercial. Diante da
importancia das espécies que compdem o género Physalis, este trabalho teve por objetivo
estudar duas espécies deste género (Physalis ixocarpa, variedades verde e roxa, e Physalis
philadelphica) do ponto de vista genético, citogenético e reprodutivo. Os estudos
citogenéticos revelaram que, na meiose, 0s cromossomos das espécies estudadas, apresentam
padrdo regular de divisdo, resultando na boa viabilidade polinica observada. Para o estudo que
avaliou a viabilidade de polen e a receptividade do estigma, ao longo do dia, observou-se que
os grdos de pdlen das duas espécies apresentaram boa viabilidade ao longo dia, entretanto,
novos estudos devem ser realizados para determinar o meio de cultura mais eficiente para a
germinacdo do tubo polinico em espécies de Physalis. Com relacdo a receptividade
estigmatica, recomenda-se que a hibridacdo para P. ixocarpa verde pode ser realizada em
qualquer momento do dia, e em P philadelphica e P. ixocarpa roxa recomenda-se que a
hibridacédo seja realizada no periodo da tarde. Com relagéo ao estudo de parametros genéticos,
correlagdes e divergéncia, constatou-se que: os maiores CVg (%) foram obtidos para PMF e
AT. As caracteristicas PMF, DLT, DTF e AT apresentaram valores de herdabilidade elevados
possibilitando ganhos na selecdo. Foram observadas correlagdes positivas, altamente
significativas, para os caracteres PMF x DTF, e positiva e significativa para as caracteristicas
DLF x DTF, pelo teste t. E pelo teste de correlacdo de Mantel observou-se correlacdes
positivas, altamente significativas, para as caracteristicas PMF x DL, PMF x DT, DL x DT,
PTF x NF, PTF x AT e NF x AT. Por fim, o método de Toucher foi mais sensivel para a
discriminacdo das espécies, pois permitiu isolar a P. philadelphica da P. ixocarpa. As
variaveis DTF, AT e DLF apresentaram as maiores contribuicdes para a divergéncia genética.

Palavras-chave: Physalis; meiose; viabilidade de polen; parametros genéticos; divergéncia

genética.



SANTOS, K. S. Genetic, cytogenetic and reproductive aspects in species of the genus
Physalis. 2018. 93p. Tese (Doutorado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2018.

Abstract: The genus Physalis L. belongs to the Solanaceae family. Its center of diversity is
found in Mexico, where two-thirds of the species are endemic. The importance of the species
that comprise this genus is mainly related to the production of substances of pharmacological
interest. In addition to the medicinal properties, the genus also stands out because it contains
species that produce fruits with high commercial value. Considering the importance of the
species that make up the genus Physalis, this work aimed to study two species of this genus
(Physalis ixocarpa, green and purple varieties, and Physalis philadelphica) from a genetic,
cytogenetic and reproductive point of view. Cytogenetic studies revealed that, in meiosis, the
chromosomes of the species studied show a regular pattern of division, resulting in good
pollen viability observed. For the study that evaluated the viability of pollen and the
receptivity of the stigma, throughout the day, it was observed that the pollen grains of both
species presented good viability throughout the day, however, new studies must be carried out
to determine the more efficient culture for the germination of the pollen tube in Physalis
species. With respect to stigmatic receptivity, it is recommended that hybridization to P.
ixocarpa verde can be performed at any time of the day, and in P. philadelphica and P.
ixocarpa roxa it is recommended that the hybridization be performed in the afternoon.
Regarding the study of genetic parameters, correlations and divergence, it was verified that:
the highest CVg (%) were obtained for PMF and AT. The PMF, DLT, DTF and AT
characteristics presented high heritability values allowing selection gains. Positive, highly
significant correlations were observed for the PMF x DTF characters, and positive and
significant for the DLF x DTF characteristics, by the t test. The Mantel correlation test
showed highly significant positive correlations for PMF x DL, PMF x DT, DL x DT, PTF x
NF, PTF x AT and NF x AT. Finally, the Toucher method was more sensitive for the species
discrimination, since it allowed to isolate P. philadelphlca from P. ixocarpa. The DTF, AT

and DLF variables presented the greatest contributions to the genetic divergence.

Keywords: Physalis; meiosis; viability of pollen; genetic parameters; genetic divergence.



1.0 INTRODUCAO
1.1 O género Physalis

O género Physalis L. pertence a familia Solanaceae, e inclue aproximadamente 100
especies. O centro de diversidade do género se encontra no México. Com excec¢do de Physalis
alkekengi L., que é euroasidtico, todos os demais representantes do género apresentam
ocorréncia na Améica (HUNZIKER, 2001). De acordo com o Reflora, no Brasil, sdo
encontradas as espécies Physalis angulata L., Physalis cordata Mill., Physalis ignota Britton,
Physalis minuta Griggs, Physalis peruviana L., Physalis pruinosa L., Physalis pubescens L. e
Physalis viscosa L. Apresentando ocorréncia em todas as regies: Norte (Acre, Amazonas,
Amap4, Para, Ronddnia, Tocantins); Nordeste (Alagoas, Bahia, Cear4a, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte); Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao
Paulo); Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (REFLORA, 2018). No Rio Grande
do Sul ocorrem P. angulata L., P. pubescens L. e P. viscosa L. (SOARES et al., 2009) (Figura
1).

As plantas sdo do tipo perene e anual, em sua maioria comestivel, e de facil cultivo.
As espécies possuem flores pentdmeras com estames com aberturas longitudinais; ovario com
disco basal e frutodo tipo baga, envolvido pelo célice acrescente e inflado (SILVA e AGRA,
2005; RUFATO et al., 2008). As espécies de Physalis, em geral, produzem uma grande
quantidade de frutos carnosos do tipo baga, comumente chamados de tomate, de diferentes
cores, formas e tamanho. Seus frutos sdo envoltos por um calice floral, denominado “tomate
de cascara”, que se desenvolve durante a frutificagdo, com funcio de protecdo (PENA
LOMELI et al., 2004). Em alguns estudos, autores descrevem Physalis philadelphica como
sinbnima de Physalis ixocarpa, entretanto outros autores as descrevem como uma espécie
distinta (SANTIAGUILLO-HERNANDEZ e BLAS-YANEZ, 2009; LAGOS et al., 2005).



Figura 1: Mapa de distribuicdo do género Physalis. A) o género Physalis; B) Physalis
ixocarpa; C) Physalis peruviana; e D) Physalis philadelphica. Fonte:

http://www.discoverlife.org

O nome Physalis tem origem no grego, “Physa”, que significa bolha ou bexiga, que se
refere ao célice da flor que cresce e protege o fruto, sendo considerada a principal
caracteristica que define o tdxon. A importancia das espécies que compdem este género esta
relacionada, principalmente, a producdo de substdncias de interesse farmacoldgico como:
vitaesteroides, fisalinas, flavonoides simples ou glicosilado, esterdides, acidos graxos de
cadeia linear, carotendides, &cido ascorbico e alcaloides (TOMASSINI et al., 2000).

Estudos utilizando extrato das folhas de espécies de Physalis revelaram a presenca de
atividades bioldgicas, como acdo antibidtica, antioxidante, anticancerigena e anti-
inflamatdria. Na medicina popular, as espécies de Physalis sdo conhecidas para diversos fins
terapéuticos, tais como: purificar o sangue, fortalecer o sistema imunoldgico, aliviar dores de
garganta, diminuir as taxas de colesterol e amenizar os sintomas do Mal de Parkinson. No
Brasil, na regido nordeste, a planta é amplamente utilizada em tratamentos caseiros de
reumatismo, problemas renais, de bexiga e do figado, como também pode ser sedativa,
antifebril e antivomitiva. J& em paises como a Colémbia, considerada como maior produtor
mundial, as espécies de Physalis sdo amplamente utilizadas como anticarcinogénica,
antibacteriana, antipirética, diurética e no tratamento de doencas como asma, hepatite,
dermatite e artrite (MUNIZ et al., 2015). Em Physalis philadelphica foi relatada a presenca de
ésteres de sacarose. Este material possui aspecto pegajoso e € encontrado na superficie dos
frutos.Estudos demonstraram que essa substancia purificada possui atividade anti-
inflamatdria, semelhante a aspirina, ibuprofeno e naproxeno. Assim, 0s autores sugerem que a
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partir dos resultados aqui relatados, que a ingestdo dos ésteres de sacarose, através do
consumo do fruto pode trazer beneficios a salde em decorréncia da atividade anti-
inflamatdria a ele atribuida (ZHANG et al., 2016).

Além das propriedades medicinais, 0 género se destaca, também, por conter espécies
que produzem frutos com alto valor comercial: como a uchuva, Physalis peruviana, cujo
maior produtor é a Colémbia (NOVOA, et al., 2006); camapu (P. angulata) importante
alternativa de renda, uma vez que possui alto valor agregado podendo ser cultivado em areas
pequenas; 0 tomate de cascara, (P. ixocarpa), fruto altamente consumido no Mexico,
principalmente no preparo de alimentos tipicos, como molhos (SAGARPA, 2002;
POLTRONIERI, 2003).

A Physalis peruviana L. é a mais conhecida do género. O seu centro de origem e
diversificacdo, provavelmente, encontra-se nos Andes Sul-americanos, principalmente, na
Col6mbia, Peru e Equador (MEDINA, 1991). Esta espécie é conhecida popularmente como
Uchuva e se destaca dentro do género Physalis em decorréncia da producdo de seu fruto que €
amplamente comercializado em diversos paises como no Equador, China, Africa do Sul, Nova
Zelandia, Australia, Kenia, Havai, india, Malasia e Coldmbia que atualmente é considerada a
maior produtora de uchuva. O fruto tem grande aceitacdo devido a sua coloracao atrativa, bem
como pelo agradavel sabor com grande concentracdo de agtcar (NOVOA et al., 2006).

O tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) é originario do México, sendo muito
utilizado na agroindustria. Neste pais, ap0s 0 seu processamento, seus produtos séo utilizados
para consumo nacional e para a exportacdo, onde ocupa o0 quinto lugar em superficies
cultivadas como espécie olericola. Apesar do seu vasto cultivo o seu estudo é escasso
(SANTIAGUILLO-HERNANDE?Z et al., 2004; SANTIAGUILLO HERNANDEZ e BLAS
YANEZ, 2009) (figura 2). Como descrito para o género Physalis, a espécie P. ixocarpa
apresenta propriedades medicinais. Estudos realizados por Tomassini et al. (2000) relatam a
presenca de alcaldides quaternarios, vitaesteroides (fisalina, ixocarpalactona A), flavonoides e
saponinas.

Tendo em vista a importancia das espécies do género Physalis L. e estudos escassos
que permitam sua exploracdo comercial, faz-se necessario ampliar conhecimentos diversos
sobre estas espécies, dando énfase aos aspectos reprodutivos. Sendo assim, a compreensao das
caracteristicas da morfologia e biologia floral é condi¢do primordial para que se possam

avaliar as interacGes entre polen e o estigma, flores e polinizadores, pois interfere no sucesso
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reprodutivo das espécies vegetais. Ademais, essas informagdes ampliam o conhecimento a
respeito da ecologia evolutiva das espécies, permitindo a sua sobrevivéncia e perpetuacdo ao
longo dos tempos, em diferentes ambientes (KEARNS e INOUYE, 1993).

As espécies do género Physalis apresentam diversas formas florais, como as espécies
mondicas com flores hermafroditas, e também possui espécies autdgamas e alégamas, onde
estas ultimas possuem um sistema de incompatibilidade gametofitica (WHALEN e
ANDERSON, 1981). Como em Physalis ixocarpa, que apesar de suas flores serem
hermafroditas sdo consideradas alégamas obrigatorias, pois apresenta autoincompatibilidade
gametofitica produzida por duas séries alélicas, sendo a esterilidade observada quando um ou
mais alelos estdo em estado homozigoto, convertendo-a em alégama (PANDEY, 1957). Suas
flores se abrem antes da ocorréncia da deiscéncia das anteras entre as 8 e 12h do dia. Suas
anteras ndo se abrem uniformemente, sendo que se passam de dois a quatro dias desde a
deiscéncia da primeira antera até a abertura da Ultima (quinta antera), apds a liberacdo dos
grdos de polen as estruturas florais se encurvam e comecam a muchar, e finalmente caem
(VERDEJO, 1987; PEREZ et al., 1998).

Figura 2 — Flores e frutos de Physalis ixocarpa variedades verde e roxa e Physalis
philadelphica, respectivamente. A) Flores abertas; B) Physalis ixocarpa; C) Frutos.

1.2 Recursos Genéticos em Physalis
Ao longo da histéria, os achados arqueoldgicos documentam que o “tomate” foi

utilizado como alimento pelos povos mexicanos desde os tempos pré-colombianos. Ainda
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hoje observa-se que apesar das mudancas nos habitos alimentares, ao longo da evolucéo das
geracOes, os frutos de tomate permanecem na dieta mexicana como um ingrediente muito
popular na preparacdo de varios pratos, principalmente na elaboracdo de molhos. Esta iguaria
também € utilizada na agroinddstria, onde ap0s passar por processamento, € utilizada para
consumo e exportacdo. Apesar das espécies do género Physalis serem amplamente utilizadas
na alimentacdo humana, outras qualidades sdo atribuidas a elas: como propriedades
medicinais e ornamentais, que sdo pouco conhecidas e exploradas. Assim, torna-se importante
estuda-las com o objetivo de conhecé-las e dissemina-las, podendo, assim, resgatar parte do
seu conhecimento tradicional (SANTIAGUILLO-HERNANDEZ et al., 2012).

Pouco se sabe a respeito da existéncia de Bancos de Germoplasma de Physalis,
existem relatos que os agricultores, em suas areas de origem, mantém suas sementes e, em
muitos casos, compartilham com familiares ou amigos. Este tipo de conservacédo, geralmente,
ocorre com a variedade de uso, sendo portanto de curto prazo, particularmente de um ciclo
para outro, periodo em que ocorre a renovagdo da semente a ser conservada. O germoplasma
possui implicacbes importantes no resgate de espécies em perigo de extingdo ou erosdo
genética, seja no uso imediato desta colecdo, até mesmo na sua protecdo in situ e ex situ do
germoplasma, com o intuito de aprofundar o conhecimento sobre as espécies. No caso do
género Physalis, a colecdo mantida pela Rede Tomato Cascara €, em primeira instancia,
estabelecido a partir da coleta de germoplasma selvagem e cultivado, visando a sua
preservacado ex situ e estudos de caracterizacdo, promovendo seu uso. Na Colémbia, apesar do
apoio de organizacdes e instituicbes nacionais, internacionais e governamentais na elaboracéo
de projetos visando o conhecimento e conservacdo dos recursos genéticos do pais, bem como
na realizacdo de trabalhos para identificacdo de espécies promissoras de plantas de interesse
agrondmico ou industrial, ainda sdo escasas colecdes de espécies de Physalis (PALOMINO,
2010; SANTIAGUILLO HERNANDEZ et al., 2012).

Hoje se observa que diversas instituicGes de ensino e pesquisa mantém uma cole¢do
de espécies de Physalis, visando gerar informacdes que possam contribuir para melhor uso e
exploracdo de seus recursos, como € o0 caso do Banco Nacional de Germoplasma da
Colémbia, que possui aproximadamente 46 acessos de Physalis peruviana (GONZALEZ et
al., 2008). O Banco de Germoplasma de CORPOICA (Corporacdo Colombiana de
Investigagdo Agropecuaria), em Antioquia, compdem 98 acessos, também de P. peruviana
(LIGARRETO et al., 2005). No Banco de Germoplasma da Universidade Nacional de
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Coldmbia, situado em Palmira, sdo conservados cerca de 222 acessos de P. peruviana
(PALOMINO, 2010). Em que pese, existam cole¢des de Physalis L., em alguns paises da
Ameérica do Sul, existe uma preocupacdo na perda de materiais selvagens e cultivados,
tornando necessaria a ampliacdo de colecGes, que permitam a preservacao e caracterizacdo do
germoplasma destas espécies, tendo em vista sua importancia e ampla versatilidade de uso.
Atendendo a esta necessidade, no Brasil a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Fiocruz, Rio de Janeiro, e algumas universidades, tais como: Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC); Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC); Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ); Universidade Federal da Paraiba (UFPB); Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB) trabalham no sentido
de estabelecimento de pequenas cole¢des.

Na Universidade Estadual de Feira de Santana sdo mantidas duas colecGes de
sementes de espécies do género Physalis, uma no Laboratério de Germinacdo de Sementes
(LAGER), contendo sementes de diversas espécies, e outra no Laboratorio de Genética
Molecular (LAGEM), onde estdo depositadas progénies de meios-irmdos das espécies P.
phildelphica, P. ixocarpa, variedade verde e roxa, e materiais oriundos de coletas de P.
angulata. Os acessos armazenados nestes bancos estdo sendo utilizados em pesquisas que
envolvem diversos aspectos, que vao desde avaliacfes do ponto de vista farmacoldgico, com
0 objetivo de explorar o seu pontencial medicinal, avaliagdo do seu potencial germinativo e
resisténcia a condi¢des adversas do clima e solo, até estudos de pré-melhoramento, com o
intuito conhecer o comportamento reprodutivo dessas espécies e o nivel de diversidade
genética apresentado entre 0s acessos, visando a utilizacdo dos acessos em futuros trabalhos
de melhoramento com o intuito de obter acessos promissores para a maior producdo de
substancias de interesse farmacoldgico, com maior producéo de frutos e resisténcia a pragas e

doencas.

1.3 Comportamento meidtico, Viabilidade polinica e Receptividade de estigma

Os estudos citogenéticos sdo importantes em qualquer programa de melhoramento,
visto que através destas analises € possivel determinar o nimero e comportamento dos
cromossomos, 0s seus niveis de ploidia, a fertilidade dos grdos de pdlen, a formacdo de

complexos sinaptonémicos, quiasmas e formacdo dos gametas hapldides. A determinacdo
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destas caracteristicas € importante para a escolha dos materiais que serdo utilizados em
futuros cruzamentos dirigidos (HANNA, 1980; SYBENGA, 1998).

A meiose ¢ uma das fontes de variabilidade genética utilizadas pelos organismos para
sua adaptacdo ao meio ambiente e, consequente, perpetuacdo através da descendéncia. Desta
forma, o comportamento mei6tico exerce papel decisivo na estabilidade evolutiva de um
individuo. O modo de atuacdo dos genes é muito amplo, determinando Vvérias irregularidades
em todas as fases de divisdo meiotica (SINGH, 1993). O estudo do comportamento meidtico é
importante para o processo de recombinacgéo e segregacdo, visto que estes eventos contribuem
para a variabilidade existente entre 0s organismos.

Para assegurar o0 sucesso do uso de individuos superiores selecionados, bem como
garantir a producdo de novas cultivares, através da recombinacdo de caracteres pela
hibridacéo dirigida, € importante que o pdlen utilizado nos cruzamentos tenha boa viabilidade.
A elevada instabilidade mei6tica, associada as anormalidades genéticas e/ou aberracdes
cromossémicas, podem resultar na formacdo de plantas atipicas, macho-estéreis ou incapazes
de formar gréos de polen, o que pode prejudicar a producdo de sementes, assim como afetar a
polinizacdo (POZZOBON et al., 2011).

As irregularidades cromossomicas afetam diretamente os processos reprodutivos das
espécies, em decorréncia da formacio de grdos de polen inviaveis (CORREA et al., 2005;
MARUTANI et al., 1983). Os gametas portadores de anormalidades perdem em
competitividade com os gametas normais, ocasionando a redu¢do na formacéo de frutos com
ou sem sementes (PAGLIARINI, 2001). Irregularidades na formacdo e desenvolvimento dos
grdos de pdlen sdo a causa primaria da infertilidade de espécies ou hibridos. Neste caso, a
inviabilidade do pdlen pode ocorrer devido a gametas ndo reduzidos (com tamanho maior) ou
gue ndo tem o numero de cromossomos balanceado (com menor tamanho) (LAGOS et al.,
2005)

O estudo do comportamento meidtico de diferentes espécies de lulo (Solanum sp.),
demonstrou que a viabilidade polinica foi alta em todas as espécies estudadas (Solanum
hirtum Vahl., Solanum sessiliflorum Dunal, Solanum quitoense Lam), com ndmero
cromossomico igual 2n = 2x = 24. As fases que compdem a meiose | e Il, em todas as
espécies estudadas, apresentaram comportamento normal (ORDONEZ et al., 2010). Estudos
de viabilidade de polen de P. peruviana L. e P. philadelphica Lam. demonstraram que estas

espécies apresentam uma elevada viabilidade polinica, com porcentagem de viabilidade
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oscilando entre 81,7% e 98% na localidade de Botana (LAGOS et al., 2006). Visando dar
suporte a programas de melhoramento, é importante conhecer as caracteristicas florais do
germoplasma disponivel, para fins de viabilizar a selecdo de genitores a serem utilizados na
formacéo de populacdes segregantes, bem como a viabilidade e a capacidade germinativa dos
grdos de polen (ZAMBON et al., 2014).

A compreensdo das caracteristicas da morfologia e biologia floral é condicdo
primordial para que se possam avaliar as interacGes entre polen e estigma, flores e
polinizadores, bem como o sucesso reprodutivo das espécies vegetais. Ademais, essas
informagdes ampliam o conhecimento a respeito da ecologia evolutiva das espécies,
indicando a maneira pela qual garanta a sua sobrevivéncia e perpetuacgao ao longo dos tempos,
em diferentes ambientes (KEARNS e INOUYE, 1993). A relacdo entre o polen e o estigma
depende da viabilidade dos gréos, da receptividade do estigma e das interacdes genéticas entre
ambos (DAFINI, 1992).

Existe um grande vazio com relacdo a estudos de viabilidade e caracterizacdo dos
grdos de polen de P. peruviana e P. philadelphica. Essas lacunas dizem respeito a quantidade
e a qualidade dos polens produzidos por uma flor,sendo considerado um dos aspectos mais
relevantes em estudos evolutivos e na adaptacdo de gendtipos, sendo, assim, necessario o
conhecimento destas caracteristicas (LAGOS et al., 2005). Levando em consideracdo que
estudos do comportamento meidtico e viabilidade polinica para o género Physalis sdo
escassos na literatura, este trabalho é de fundamental importéncia, pois permite conhecer a
biologia reprodutiva em espécies de Physalis, fornecendo subsidios para futuros trabalhos

com o género.

1.4 Parametros Genéticos e Correlacdes Fenotipicas

Estimar parametros genéticos € de grande importancia em programas de
melhoramento de plantas, pois através destas analises € possivel conhecer a estrutura genética
das populacdes para fins de selecdo. Dentre os pardmetros genéticos, destacam-se as
variancias, fenotipicas, genéticas e ambiental, as herdabilidades e as correlagdes fenotipicas.
No tocante a herdabilidade, é crucial que seja a mais real possivel, em virtude da sua
importancia na predicdo de ganhos genéticos de um carater. Essa precisdo, por sua vez,

depende do controle experimental, do local e nimero de anos de experimentacdo, da
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caracteristica avaliada, do método de estimacgdo e da natureza da unidade de sele¢do (FEHR,
1987; MORETI et al., 1994;: FERRAO et al., 2008).

A determinacdo da amplitude das estimativas de herdabilidade contribui para a
definicdo das estratégias de selecdo, assim como fornecem subsidio a predi¢cdo de ganhos
obtidos (FEHR, 1987; MORETI et al., 1994). Para Falconer (1981), a obtencéo do sucesso na
selecdo depende, sobretudo, do grau da correlagéo entre o valor fenotipico e o valor genético
apresentado pelo carater metrico nas condicdes do ambiente e da populacdo onde os
individuos foram avaliados. Na pratica, esse grau de correspondéncia reflete a herdabilidade
do carater analisado. Assim, apenas o valor fenotipico de um individuo pode ser determinado,
entretanto, € o valor genético que influenciard a proxima geracdo. Portanto, € importante o
conhecimento de quanto da variacdo fenotipica é conferida a variacdo genotipica e este €
medido pela herdabilidade (FALCONER e MACKAY, 1996).

Estimar os parametros genéticos, tais como: coeficiente de variacdo genético,
coeficiente de herdabilidade/determinacdo e correlagbes entre caracteres sdo de extrema
importancia, pois contribuem para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético (SINGH, 2007). O coeficiente de variacdo genético (CVg) permite inferir sobre a
amplitude da variabilidade presente na populagdo para diferentes caracteres, permitindo
comparar 0s niveis de variabilidade genética presente em diferentes genotipos e caracteres,
além de ser um indicador do ganho genético (FERRAO et al., 2008; RANGEL et al., 2000).

Os programas de melhoramento tém por finalidade identificar gendtipos superiores
visando o aprimoramento de caracteres importantes, sobretudo os de producdo, no intuito de
obter ganhos genéticos, entretanto a melhoria de uma caracteristica nem sempre resulta no
melhoramento das demais e muitas vezes pode influenciar negativamente. Assim, torna-se
importante entender sobre a relacdo entre os caracteres e a forma como eles variam em
conjunto. Esta associacdo entre dois ou mais caracteres especifica 0 que se denomina de
correlagéo e isso ocorre quando esses caracteres ndo sao independentes (FERREIRA et al.,
2003). A correlagdo é utilizada para medir a intensidade de associagdo entre duas variaveis,
ou uma medida do grau de variagdo conjunta de duas variaveis, podendo ser apresentada de
forma positiva ou negativa, a medida que ocorre aumento das duas variaveis ou acréscimo de

uma e decrescimo da outra, respectivamente (STEEL e TORRIE, 1980).

1.5 Divergéncia Genética
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Umas das premissas basicas para desenvolver trabalhos de melhoramento é a presenca
de variabilidade genética na populacdo. Um dos métodos para reconhecer a diversidade
genética em uma populacdo por meio de estudos de divergéncia genética (CRUZ e
CARNEIRO, 2003). De acordo com Falconer (1981) estudos de divergéncia genética entre
populacdes ou entre individuos sdo relevantes em programas de melhoramento genéticos que
envolvem hibridac¢des, uma vez que auxiliam a identificagcdo de progenitores que possibilitem
a formacdo de progénies com maior efeito heterético, bem como com caracteristicas
superiores. Métodos utilizados na classificacdo e ordenamento da variabilidade genética entre
acessos de Bancos de Germoplasma estdo se tornando cada vez mais significativos. Assim, a
analise multivariada se apresenta como uma importante ferramenta para classificar o
germoplasma, quantificar a variabilidade genética de um amplo nimero de acessos, ou ainda
estudar as relagdes genéticas entre materiais melhorados (MOHAMMADI et al., 2003).

Pelo fato da divergéncia genética estar associada a heterose, estas analises podem ser
Uteis para a predicao preliminar de cruzamentos que otimizem a heterose (MIRANDA et al.,
2003). Dos métodos de agrupamento, os mais utilizados sdo os de otimizacdo e 0s
hierarquicos (CRUZ et al., 2011). A analise de agrupamento, que tém por objetivo separar,
seguindo-se algum critério de similaridade ou dissimilaridade, um grupo original de
observagdes em varios outros grupos. Segundo esses autores, as distancias euclidianas e a de
Mahalanobis sdo as medidas de distancias mais utilizadas na identificagdo de genitores para a
hibridacdo (CRUZ et al., 2004; COSTA et al., 2006).

Para que um programa de melhoramento se torne bem sucedido é necessario que um
grande numero progénies seja avaliado, principalmente nas primeiras geracdes segregantes,
com o intuito de detectar diferencas cada vez menores entre elas. Nesse contexto, mesmo com
pequeno numero de repeticdes, 0s experimentos tornam-se grandes e dependem de formas
mais sofisticadas de planejamento e de analises que levem a estimativas precisas dos
parametros de interesse (SOUZA et al., 2000; COSTA et al.,, 2005). Diversos métodos
multivariados podem ser utilizados na predicao da diversidade genética. A escolha do método
mais adequado baseia-se na precisdo desejada pelo pesquisador, bem como na facilidade da
analise e na forma como os dados foram obtidos (BEZERRA NETO et al., 2010). Diversas
pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando os métodos de analises multivariados, para

estudos de divergéncia genética, com varias culturas, obtendo resultados significativos, como
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o morangueiro (MORALES et al., 2011), Pimenta e pimentdo (SUDRE et al., 2005), berinjela
(ARAMENDIZ-TATI, et al., 2011) e mandioca (OLIVEIRA, 2011).

Em pesquisas recentes com o melhoramento genético de P. angulata, utilizando o
método de selecao recorrente, obteve-se resultados satisfatérios 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 é possivel obter avancos significativos na qualidade desses
caracteres através do melhoramento. Outro fator positivo com relacdo ao melhoramento de P.
angulata, refere-se a producdo de fisalinas, em que se observou que plantas selecionadas
geneticamente apresentaram maior teor de fisalinas totais quando comparadas as plantas nao
selecionadas (SILVA, 2007). Para algumas espécies de Physalis, dentre elas o tomatillo (P.
ixocarpa Brot.), apresentam um sistema de auto-incompatibilidade gametofitica (SI), sendo
esta caracteristica um dos principais fatores limitantes para o melhoramento destas espécies
(MENZEL, 1951). Estudos foram realizados a fim de avaliar as condi¢cbes ambientais, e
observar se a temperatura pudesse superar a auto-incompatibilidade, forma testadas cinco
temperaturas (15, 20, 25, 30 e 35°C) utilizando plantas de P. ixocarpa, que € um arranjo
autbnomo totalmente auto-incompativel. Por fim, verificou-se que nenhuma planta se tornou
autocompativel, levando os autores a concluir que a autocompatibilidade é uma caracteristica
genética. A autocompatibilidade no tomatillo ndo é herdada através do citoplasma, o gene
responsavel estd localizado nos cromossomos. A autocompatibilidade em tomatillo é
geneticamente controlada por um Unico gene dominante (Sc); individuos autocompativeis sao
estritamente heterozigotos (Sc, 4); o Alelo Sc no lado masculino (Sc, 4) ndo é funcional ao
polinizar o estigma Sc, 4 (MULATO-BRITO et al., 2007). Assim, Pefia e Marquez (1990)
sugeriram que na selecdo massal, as populacdes de meios-irméos e a combinagdo de meios-
irmdos, sdo métodos de selecdo mais apropriados para o melhoramento de espécies
autoincompativeis.

Na escolha das melhores populacdes segregantes para um programa de melhoramento,
quando prevalece a acdo génica aditiva, além da melhor média, devem ser preferidas as
populagdes com maior variabilidade, de onde se poderdo selecionar 0s materiais mais
desejaveis (SANTOS e VENCOVSKY, 1986).

A identificacdo de genitores superiores tem sido realizada por meio da avaliacdo de

caracteres morfoldgicos, agrondmicos e, mais recentemente por marcadores moleculares, que
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permitem caracterizar e determinar a divergéncia genética existente dentro e entre as espécies
vegetais (BONETT et al., 2006).

Diante da importancia das espécies do género Physalis o presente estudo teve por
objetivo obter informaces a respeito da receptividade do estigma, da formacgédo dos gametas
masculinos e da viabilidade polinica em espécies do género, bem como estimar parametros
genéticos, correlagdes fenotipicas e divergéncia, a fim gerar informacBes que auxiliem

programas de melhoramento.
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CAPITULO 1

Microsporogénese e Viabilidade Polinica em espécies do género Physalis.
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LINO, L. S. M. ; CHAVES, M. C. ; SANTOS, R. M. F. Microsporogenesis and Pollen Viability in
Physalis ixocarpa. Cytologia, v. 82, p. 625-, 2017.
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Artigo 1

Microsporogénese e viabilidade polinica em Physalis ixocarpa

Resumo: O presente estudo teve como objetivo descrever o comportamento dos
Cromossomos na microsporogénese e estimar a viabilidade polinica em Physalis ixocarpa,
para fins de melhoramento genético da espécie. O trabalho foi realizado no laboratdrio de
Citogenética Vegetal da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em que botdes florais previamente
coletados e fixados em Carnoy (3:1) foram analisados em microscopio apds serem corados
com carmim aceético (1%). Em seguida, determinou-se o nimero de células presentes em cada
uma das fases das meioses | e II: préfase, metafase, anafase, telofase, bem como a formacéo
de tétrades. Foram registradas as irregularidades observadas em cada uma das fases
analisadas. O Indice Mei6tico (IM) foi calculado. A viabilidade do pdlen foi determinada de
acordo com o nivel de coloracdo: polen corado de vermelho como viavel e com a cor verde-
amarelado ou incolor como ndo-viaveis. A porcentagem de grdos de pdlen viaveis foi
determinada pelo nimero de gréos de pdlen corados pelo nimero total de polens avaliados x
100. Foram observados 2.256 meidcitos. Destes, foram avaliados 788 meidcitos na meiose I,
762 células foram observados na meiose Il e 706 tétrades. O indice meidtico calculado para P.
ixocarpa foi de 100%, o que indica que a espécie se encontra meioticamente estavel. A
viabilidade polinica estimada para avaliacdo de 3.600 grdos de pélen foi de 93,11%, sendo
considerada altamente vidvel. No presente estudo, foi observada a presenca de pollenkitt
aderido aos grdos de pdlen. Sendo assim, o processo de microsporogénese € normal,

resultando na formacao de graos de pdlen altamente viaveis.

Palavras-chave: Physalis; Meiose; Diacinese; Polen.
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Microsporogenesis and pollen viability in Physalis ixocarpa

Summary: The present study aims to describe the behavior of the chromosomes in the
microsporogenesis and to estimate the pollen viability in Physalis ixocarpa, for purposes of
genetic improvement of the species. Floral buds previously collected and fixed in Carnoy (3 :
1) were analyzed under a microscope after being stained with acetic carmine (1%). The
number of cells present in each phase of meiosis | and Il were determined: prophase,
metaphase, anaphase, telophase and the formation of tetrads. The irregularities observed in
each of the analyzed phases were recorded. The Meiotic Index (MI) was calculated. The
viability of the pollen was determined according to the level of staining: pollen stained red as
viable and yellowish-green or colorless as non-viable. The percentage of viable pollen grains
was determined by the number of pollen grains stained by the total number of evaluated
pollen x100. A total of 2256 meiocytes were observed. Of these, 788 meiocytes were
measured in meiosis |, 762 cells were observed in meiosis 1l and 706 tetrads. The calculated
MI for P. ixocarpa was 100%, indicating that the species are meiotically stable. The estimated
pollen viability for the evaluation of 3600 pollen grains was 93.11% and considered highly
viable. In the present study, the presence of pollenkitt adhered to the pollen grains was
observed. Thus, the microsporogenesis process is normal, resulting in the formation of highly

viable pollen grains.

Key words: Physalis; Meiosis; Diacinese; Pollen
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INTRODUCAO

A Physalis ixocarpa Brot. € uma planta herbéacea pertencente a familia Solanaceae.
Esta hortalica era bem conhecida e utilizada pelos povos maias e astecas, sendo o México
considerado o seu centro de domesticacdo. Seus frutos, ricos em vitaminas A e C, sdo
conhecidos no México como tomate verde ou tomate casca, e constitui um componente
importante da cozinha mesoamericana, sendo utilizado de modo semelhante ao tomate
(Solanum lycopersicum L.), apesar de possuir um sabor ligeiramente acido (BOCK et al.,
1995; ROBLEDO-TORRES et al., 2011). A importancia desta espécie ndo é atribuida apenas
a producdo de frutos, ja que como descrito para o género Physalis, a espécie P. ixocarpa
apresenta propriedades medicinais, em decorréncia da presenca de alcaldides quaternarios,
vitaesterdides (fisalina, ixocarpalactona A), flavonoides e saponinas (DROST KARBOWSKA
etal., 1993; TOMASSINI et al., 2000).

Estudos prévios com Physalis ixocarpa indicam nimero cromossémico diploide de
2n=2x=24. Apesar de suas flores serem hermafroditas sdo consideradas alégamas
obrigatorias, pois apresenta autoincompatibilidade gametofitica produzida por duas series
alélicas, sendo a esterilidade observada quando um ou mais alelos estdo em estado
homozigoto, convertendo-a em alégama (PANDEY, 1957). Esta condicdo torna dificil a
obtencdo de linhagens endogamicas para hibridizacdo classica em programas de
melhoramento (MENZEL, 1951; HUDSON, 1983).

A citogenética fornece informacdes indispensaveis para a manipulacdo de plantas, pois
contribui para aumentar a eficiéncia das estratégias de conservacdo e gerar informac6es para
serem utilizadas em trabalhos de melhoramento com a espécie que envolva hibridacgéo.
Pesquisas, nesta area, tém contribuido em estudos de evolucdo, principalmente porque 0s
cromossomos constituem o préprio material genético, o que os torna significativos para o
rumo evolutivo das espécies (GUERRA, 1988; SYBENGA, 1998).

O grau de fertilidade das plantas € resultado do comportamento meiético, sendo que a
formagéo de gametas funcionais é controlada por genes que garantem um processo meiético
normal. Porém, podem ocorrer mutacGes génicas, gerando irregularidades que comprometem
a fertilidade dos individuos. Muta¢des que interfiram no processo meiotico podem afetar o
pareamento cromossdmico, podendo levar a planta a esterilidade total ou a formagdo de
individuos polipléides e aneuploides. O estudo meiotico pode comprovar o fato de que se dois
genomas sdo suficientemente similares para ocorrer 0 pareamento na meiose, demonstrar ser
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possivel a ocorréncia de recombinacdo genética (CHAPMAN e KIMBER, 1992;
PAGLIARINI, 2000).

A viabilidade polinica é um fator de grande importancia para o melhoramento de
plantas, tendo em vista que em espécies alogamas, cada grdo de polen leva consigo a carga
genética como consequéncia da heterozigose, aumentando a probabilidade de diferentes
combinac@es entre os alelos. Levando-se em consderacdo que a expressdo do gendtipo de um
individuo resulta da combinacdo dos gametas masculino e feminino, tem-se que quanto maior
a viabilidade polinica, maior a possibilidade da formacdo de diferentes combinacbes entre
alelos, promovendo maior variabilidade genética (SOUZA et al., 2002).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo descrever o comportamento
dos cromossomos ha microsporogénese e estimar a viabilidade polinica em Physalis ixocarpa,

para fins de melhoramento genético da espécie.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Citogenética Vegetal da Embrapa Mandioca
e Fruticultura e na unidade experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de
Santana. Para tanto, sementes de Physalis ixocarpa foram semeadas em casa de vegetacdo e
transplantadas com aproximadamente 40 dias para vasos com capacidade de 10 litros,
contendo Terra vegetal e o substrato comercial Techns Vivato® (casca de pinus bio-
estabilizada, vermiculita, moinha de carvdo vegetal, &gua e espuma fendlica) na proporcéo
3:1. Botdes florais, de diferentes estadios, foram coletados, fixados em Carnoy (3:1) e

armazenados em freezer.

Para o preparo das laminas foram selecionados botGes com tamanho 0,5 mm, que
foram imersos em solucdo de &cido acético 45% para manipulacdo do material. As anteras
foram removidas com auxilio de uma pin¢a e transferidas para lamina contendo carmim
acético 1%, em seguida foram realizados cortes seguido de suaves compressfes para a
liberacdo dos meidcitos. Posteriormente, o material foi coberto com laminula, aquecido
levemente em lamparina, e em seguida observados em microscépio optico Leica DMRAZ2,
equipado com camera Leica DFC300 FX.

Os meidcitos foram observados, e determinou-se 0 nimero de células que estavam em

cada uma das fases das meioses | e Il: profase, metafase, anafase, teléfase, bem como a
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formacdo de tétrades. As células que ndo apresentaram configuracbes meidticas com
cromossomos bivalentes foram consideradas irregulares; também foram consideradas outras
irregularidades como atrasos e pontes durante a anafase, e disjuncdo irregular dos
cromossomos nas fases subsequentes as metafases I e II.

O indice Meittico (IM) foi calculado de acordo com Love (1949): IM = nlimero de
tétrades normais / nimero total de tétrades x 100. Os meidcitos com quatro micrésporos
foram consideradas tétrades normais e como anormais aquelas com nameros de microsporos
diferentes de quatro: diades, triades, poliades (CORREA et al., 2005). As amostras que
apresentarem IM superior a 90% foram consideradas meioticamente estaveis.

O teste de viabilidade de polen foi realizado segundo a técnica descrita por Linsley &
Cazier (1963), onde anteras de botdes florais em fase de pré-antese e antese foram coletadas e
dispostas em laminas contendo carmim acético 1%, que indica a integridade cromossémica.
Foram realizados cortes para liberacdo dos graos de pélen e, entdo, o material foi coberto com
laminula e observado em microscépio. Foram confeccionadas nove laminas das quais foram
contabilizados 400 graos de pdlen por lamina.

A viabilidade do polen foi determinada de acordo com o nivel de coloracdo: pdlen
corado de vermelho como viavel e com a cor verde-amarelado ou incolor como ndo-viaveis.
A porcentagem de grdos de poélen viaveis foi determinada de acordo com a férmula:
Viabilidade do pdlen (%) = N. de gréos de p6len corados/ N. de grdos polen total . 100.

RESULTADOS

Foram observados 2.256 meidcitos (Tabela 1). Destes, foram avaliados 788 meidcitos
na meiose I, em que 58% estavam em fase de profase | e cromossomos com comportamento
normal. Aproximadamente 1,27% dos meidcitos analisados estavam no final da préfase
I/diacinese, onde foram observados 24 cromossomos formando 11 bivalentes e 2 univalentes.
Apesar do aparecimento de univalentes na diacinese, pode-se observar que ao longo das fases
0S Cromossomos assumem um processo de segregacdo harmonioso resultando na formagéao de
grdos de pélen altamente viaveis (Figura 1).

Na metafase | foram observadas poucas irregularidades na segregacdo dos
cromossomos para a placa equatorial, sendo que dos 183 meidcitos analisados, nesta fase,

97,8% apresentaram comportamento normal, e 055% e 1,64% apresentaram,
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respectivamente, 1 e 3 cromossomos atrasados. Na anafase I, dos 39 meidcitos avaliados,
97,4% apresentaram segregacdo normal dos cromossomos aos pélos da célula, e em 2,56% foi
observada a segregacdo precoce de um cromossomo. No final da teléfase I, observou-se
comportamento normal de segregacdo e citocinese formando duas células haploides em
14,21% dos meidcitos analisados (Figura 1).

Um total de 762 células foram observados na meiose Il e no final da divisdo na
formacéo das tétrades, sendo que 7,74% dos meidcitos encontravam-se em fase de profase 11,
apresentando padrdes normais no comportamento dos cromossomos. Observou-se que 5,9%
dos meiocitos analisados estavam em fase de metéfase Il, e para estes, ndo foram encontradas
irregularidades no padrdo de segregagdo dos cromossomos. Foi observado, apenas, um
discreto assincronismo no padrdo de divisdo, quando em uma célula a fase estava iniciando,
na outra a fase estava mais avan¢ada (Figura 1).

A anafase foi a fase observada com menor frequéncia, apenas 1,31% dos meidcitos
analisados. As células observadas nessa fase apresentaram comportamento normal de
segregacdo dos cromossomos aos poélos das células. J& a fase de teldfase Il foi a que
apresentou a maior frequéncia de observacdes, representada por 85,04% dos meidcitos
observados, sendo que esta fase, também, apresentou comportamento de divisdo normal o que
culminou na observacdo de 706 tétrades. Nao foi observada a formacao de microndcleo, assim
como numero anormal de células ao final da meiose (Figura 1).

O indice meidtico foi estabelecido por Love (1951), que determinou o limite de 90%
para uma espécie ser considerada meioticamente estavel. Apesar de terem sido observadas
algumas irregularidades na segregacdo dos cromossomos na fase | da meiose, o indice
meidtico calculado para P. ixocarpa foi de 100%, o que indica que a espécie se encontra

meioticamente estavel.
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Figura 1. Meiose em Physalis ixocarpa. A) Profase/Diacinese 1 com 11 cromossomos
bivalentes e 2 univalente (setas). B) Meidcitos em metéafase | normal e C) metafase | com 3
cromossomos atrasados (setas). D) inicio da anafase | com 1 cromossomo com acessao
precoce (seta). E) Meidcitos em tel6fase | e andfase | normais. F) Células em metéfase Il e
assincronismo com profase e metafase 1. G) Células em anafase e teldfase 11. H) Tétrades.
Barra = 1cm.

31



Tabela 1: Comportamento meidtico em Physalis ixocarpa. Feira de Santana-BA, 2015.

Fases Meiose | e Il Numero de Células

Total (%)

Proéfase | 457 91,5
Profase/Diacinese 10 7,31
Metafase | normal 179 0,84
Metafase | com 3 cromossomos atrasados 1 0,24
Metafase | com 2 cromossomos atrasados 3 0,12
Anafase | normal 38 98,39
Anéafase | com 1 cromossomo com segregacao precoce 1 1,61
Telo6fase | normal 112 97,18
Préfase 1l 59 2,82
Metéafase Il normal 45 100
Anéafase Il normal 10 100
Teldfase I normal 648 100
Tétrades 706 61,1

A viabilidade polinica estimada para avaliacdo de 3.600 graos de pélen foi de 93,11%,
sendo considerada altamente viavel. No presente estudo foi observada a presenca de pollenkitt
aderido aos gréos de polen (Figura 2).

Figura 2: Grdos de pélen de Physalis ixocarpa corados com Carmim acético a 2%. Graos de
polen viavel e inviavel (seta). Barra = 1cm

DISCUSSAO

MutacBes em genes que afetam o pareamento cromossdmico na meiose Sao
importantes, pois podem resultar na formagdo de individuos totalmente estéreis ou na

formacéo polipldides e aneupldides (PAGLIARINI, 2000). No presente estudo, foi observada
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irregularidade no pareamento dos cromossomos com a formacdo de 11 bivalentes e 2
univalentes. Autores afirmam que o surgimento de cromossomos univalentes podem dar
origem a anormalidades na segregacdo destes cromossomos, durante a meiose, como a
observacdo de cromossomos retardatarios e a formacdo de microndcleos em quartetos de
pélen (FERNANDES, 1982).

Os dados encontrados, no presente estudo, corroboram com Grimaldo-Juérez et al
(1999) que estudou o comportamento dos cromossomos, em diacinese, de Physalis ixocarpa
silvestre e cultivada, e observou que a associacdo cromossomica mais observada foi de 12
bivalentes, com frequéncia que variou de 6,98 a 9,40. Neste mesmo estudo, também, foram
observados cromossomos com configuragdo univalente, com frequéncias de 5,72 a 10,04. No
referido estudo, os autores também observaram que a presenca de univalentes causou efeito
apenas na frequéncia de quiasmas por nucleo, ja que a segregacdo dos cromossomos na
anafase foi normal, fato este, que foi confirmado com a alta viabilidade de pélen. Outro
estudo realizado com quatro geracfes autotetraploides sintéticas de Physalis ixocarpa,
evidenciou a presenca de configuracdes univalentes, bivalentes e tetravalentes, porém a
presenca de bivalentes foi em maior frequéncia, o que leva o autor a constatar que ao longo
das geracOes a tendéncia € alcancar a regularidade meidtica (RODRIGUEZ DE LEON et al.,
2015).

Observou-se, em células na fase de meiose Il, que o comportamento de divisdo
apresentou um leve assincrénismo, ou seja, no mesmo microsporo foram encontradas células
em diferentes fases de divisdo. Martins et al. (2010) avaliou o comportamento mei6tico em
acessos de Capsicum annuum e Capsicum baccatum e constatou que apesar do processo de
divisdo ter sido predominantemente regular, foram observadas algumas anormalidades como a
divisdo assincronica, ou seja, foram encontradas diferentes fases da meiose Il em um mesmo
nucleo, sendo esta a irregularidade mais comum avaliada.

Em outro estudo com acessos de Capsicum chinense, observou-se que dos genétipos
analisados, o acesso CNPH 4327 apresentou comprometimento no comportamento meiético
com a maior porcentagem total de células com irregularidades, 41,15%, seguidos pelos
acessos CNPH 4332 e CNPH 4325 com 15,66% e 10,39%, respectivamente. Os dois
primeiros acessos apresentaram valores mais baixos para o indice meiotico (52,29 e 86,15%,
respectivamente). Isto ocorreu em funcéo das irregularidades observadas que culminaram em
produtos pos-meidticos anormais (POZZOBON et al, 2015).
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O indice meidtico apresenta um dado complementar na analise do comportamento
meidtico, sendo considerado um indicador de regularidade. Plantas com indices inferiores a
90%, quando usadas em cruzamentos, trariam problemas nas geracGes segregantes,
originando progénies desuniformes (LOVE, 1949). Em estudos de meiose, em linhagens
avancadas de pimenta, observou-se que a maioria das linhagens analisadas se encontram
meioticamente estaveis com producdo de gametas masculinos balanceados (POZZOBON et
al., 2011).

Através da estimativa da viabilidade polinica, torna-se possivel obter correlacdes com
irregularidades meioticas, gerando informagdes que poderdo auxiliar na selecdo de materiais
genéticos e fazer inferéncias sobre a eficiéncia de cruzamentos (DIEGUES et al., 2015). Neste
estudo, foi observado um alto percentual de tétrades normais, culminando em uma elevada
taxa de viabilidade polinica, que de acordo com Souza el al. (2002) é considerada alta para
valores acima de 70%. Rodriguez de Leon et al (2015) estudaram, por meio de corante, a
viabilidade polinica em quatro geracbes de uma populacdo autotetraploide sintética de
Physalis ixocarpa e relatou que a viabilidade meédia observada foi de 62,7%, valores
considerados relativamente baixos, porém ndo interfere na fertilidade da planta. Estudos de
viabilidade polinica em acessos de Capsicum annuum e Capsicum baccatum, estimado via
coloragdo tripla de Alexander, obtiveram uma taxa de viabilidade polinica variando entre
96,53 a 98,91%, com predominancia de grdos de polen vidveis em todos 0s acessos,
observando-se, assim, uma correlacdo positiva entre o percentual de tétrades normais e a
viabilidade dos grédos de polen (MARTINS et al, 2010).

Foram observadas a presenca de pollenkitt, substancia formada por uma mistura de
material hidrofobico, que apresenta em sua composicdo lipidios saturados e insaturados,
carotenoides, flavonoides, proteinas e carboidratos. Na literatura sdo atribuidas ate 20 funcdes
distintas do pollenkitt, entre elas: manter o pdlen na antera até a dispersdo, facilitar a
dispersdo do polen, proteger o pélen contra perda de 4gua e da radiagdo UV, manter proteinas
esporofiticas responsaveis pelo reconhecimento pdélen-estigma, protecdo contra fungos e
bactérias, manter 0s grdos unidos durante o transporte, permitir ocultar ou tornar os polens
visiveis aos animais, facilita a aderéncia ao corpo de insetos e fornecer recompensa aos
polinizadores, conduz a autopolinizacdo e facilita a adesdo ao estigma (PACINE E HESSE,
2005).
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CONCLUSOES

- A espécie Physalis ixocarpa encontra-se meioticamente estavel, com indice meiético de
100%.

- O processo de microsporogénese € normal resultando na formacdo de grdos de polen

altamente viaveis.
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Artigo 2

Comportamento meidtico e viabilidade polinica em espécies de Physalis (Solanaceae)

Resumo: O presente estudo teve como objetivo descrever o comportamento dos
cromossomos durante o processo de microsporogénese e estimar a viabilidade polinica em
trés espécies de Physalis (P. Philadelphica, P. peruviana e P. ixocarpa roxa), visando
fornecer informacBes que auxiliem programas de melhoramento. De cada espécie, foram
coletados botdes florais, e fixados em Carnoy (3:1). Para fins de descrever o processo
meidtico foram examinadas todas as células disponiveis em cada uma das fases das meioses |
e I, bem como a formacdo de tétrades. O Indice Meidtico (IM) foi calculado, e a viabilidade
do pdlen foi estimada, ap6s contagem dos graos corados com carmim acético a 1%, sendo que
a viabilidade do polen foi estimada de acordo com o nivel de coloragdo. Para as andlises
utilizou-se a férmula: Viabilidade do polen (%) = N. de gréos de polen corados/ (N. de graos
polen total x 100). Observou-se que para as trés espécies analisadas o processo de divisao
apresentou padrdo de segregacdo predominantemente regular, no entanto algumas
irregularidades foram observadas. Apenas para P. philadelphica foi possivel a observagdo do
nimero de cromossomos, sendo 2n = 2x = 24. Das espécies analisadas, pode-se observar que
a P. peruviana foi a que apresentou 0 maior nimero de irregularidades. O indice meiotico
estimado foi considerado satisfatorio, e a viabilidade polinica foi considerada alta (93,5, 81,35
e 93,8%), sendo que a menor taxa foi observada em P. peruviana. Assim, as espécies
estudadas apresentam processo de divisdo regular, resultando em elevadas taxas de

viabilidade de polen.

Palavras-chave: Meiose; viabilidade de pdlen; tétrades.
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Meiotic behavior and pollen viability in species of Physalis (Solanaceae)

Abstract: The present study aimed to describe the behavior of chromosomes during the
microsporogenesis process and to estimate pollen viability in three species of Physalis, in
order to provide information to support breeding programs. From each species, floral buds
were collected, and fixed in Carnoy (3:1). For the purpose of describing the meiotic process,
all available cells in each of the stages of meiosis I and 1, as well as the formation of tetrads,
were examined. The Meiotic Index (MI) was calculated. And, the viability of the pollen was
estimated after counting the grains stained with 1% acetic carmine. The viability of the pollen
was estimated according to the level of staining. For the analyzes, the following formula was
used: Pollen viability (%) = N. of pollen grains stained / N. of total pollen grains. 100. It was
observed that for the three species analyzed the division process had a predominantly regular
segregation pattern, however some irregularities were observed. Only for P. philadelphica
was it possible to observe the number of chromosomes, being 2n = 2x = 24. Of the analyzed
species, it can be observed that the P. peruviana was the one that presented the greatest
number of irregularities. The estimated meiotic index was considered satisfactory. E, pollen
viability was considered high, and the lowest rate was observed in P. peruviana. Thus, the

species studied present a regular division process, resulting in high rates of viability of pollen.

Keywords: Meiosis; viability of pollen; tetrads.
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INTRODUCAO

Pertencente a familia Solanaceae, o género Physalis inclui aproximadamente 100
espécies, e possui como centro de diversidade o México. O género é composto por plantas
perenes e anuais, que em sua maioria sdao comestiveis e de facil cultivo. As espécies
apresentam flores pentdmeras com estames com aberturas longitudinais, ovario com disco
basal e fruto, baga, envolvido pelo calice acrescente ¢ inflado (SILVA e AGRA, 2005;
RUFATO et al., 2008).

Physalis peruviana L. é considerada uma fruta exdtica, que possui origem nos Andes e
Amazonia. Seus frutos possuem grande aceitacdo nos mercados mundiais, principalmente por
causa de sua cor atraente e sabor agradavel, em decorréncia do elevado teor de acucares
presente no fruto (NOVOA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2009). O sistema reprodutivo
desta espécie é considerado misto, com taxas de alogamia por polinizacdo cruzada natural de
aproximadamente 54% (LAGOS et al. 2008). Outras espécies importantes sdo a Physalis
philadelphica Lam. e Physalis ixocarpa Brot. que produzem frutos muito apreciados na
cozinha tradicional mexicana, devido a sua utilizacdo na elaboracdo de diversos pratos, como
é caso dos famosos molhos. Além disso, o fruto cozido ou cru pode ser utilizado no preparo
de purés ou picadinhos que servem de base e/ou complemento na preparacdo de diversos
pratos (SANTIAGUILLO HERNANDEZ e BLAS YANEZ, 2009; POLTRONIERI, 2003).

As espécies da familia Solanaceae, em geral, apresentam nUmero basico de
cromossomos x = 12, com 2n = 24, sendo consideradas diploides. A maior parte de seus
cromossomos sdo pequenos, com formulagdo cariotipica metacéntrica e submetacéntrica
(BERNADELLO et al., 1994). As espécies P. ixocarpa e P. philadelphica apresentam o
namero de cromossomos descrito para 0 género 2n = 24 (MENZEL,1951; SANTOS et al.,
2017), mas estudos evidenciam varia¢do no conjunto cromossémico de P. peruviana, sendo
observados em ecotipos silvestres 2n = 24 cromossomos, e nas plantas cultivadas 2n = 32, 2n
= 44, 2n = 46 e 2n = 48 cromossomos (RODRIGUEZ e BUENO, 2006; ARAUJO et al.,
2015).

O processo de divisdo meidtica ocorre de forma integrada e altamente regular.
Entretanto, seu andamento pode ser alterado pela presenca de genes mutantes que daréo
origem a produtos meidticos anormais, impedindo a formacdo de gametas e,
consequentemente, prejudicando a fertilidade da planta. Os produtos meioticos também
podem ser afetados pela acdo de genes mutantes, entretanto esses eventos, diferente da
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meiose, sdo controlados por um ndmero relativamente pequeno de genes (PAGLIARINE,
2000). Estudos para ampliar o conhecimento sobre a base genética das espécies sdo
extremamente importantes para o melhoramento genético de plantas, uma vez que
informacdes detalhadas sobre o comportamento meidtico e fertilidade de grdos de pdlen
constitui ferramenta padréo para o cruzamento intra e inter-espécies e introgressao de genes
em programas de melhoramento (KIIHL et al., 2011; SCHIFINO-WITTMANN, 2000;
MARTINS et al., 2010).

Para assegurar 0 sucesso do uso de individuos superiores selecionados, bem como
garantir a producdo de novas cultivares, através da recombinacdo de caracteres pela
hibridagdo dirigida, € importante que o polen utilizado nos cruzamentos tenha boa viabilidade.
A elevada instabilidade meidtica, associada as anormalidades genéticas e/ou aberracdes
cromossémicas, podem resultar na formacéo de plantas atipicas, macho-estéreis ou incapazes
de formar grdos de pdlen, o que pode prejudicar a producdo de sementes, assim como afetar a
polinizacdo (POZZOBON et al., 2011).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo descrever o comportamento
dos cromossomos durante o processo de microsporogénese e estimar a viabilidade polinica
em P. philadelphica, P. peruviana e P. ixocarpa (variedade roxa) visando fornecer

informacdes que auxiliem programas de melhoramento com a espécie.

MATERIAL E METODOS

As andlises citoldgicas foram realizadas no laboratério de Citogenética Vegetal da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Plantas das espécies P. philadelphica, P. peruviana e P.
ixocarpa, variedade roxa, oriundas do banco de sementes do LAGEM (Laboratério de
germinacdo de sementes) pertencente a Universidade estadual de Feira de Santana foram
utilizadas no estudo.

O trabalho foi desenvolvido tendo como base o protocolo convencional de
citogenética descrito por Guerra e Souza (2002). De cada espécie foram coletados botdes
florais, em diferentes fases de desenvolvimento, de plantas mantidas em casa de vegetacdo da
unidade experimental Horto Florestal da UEFS. Esses foram fixados em Carnoy (3:1) e

mantidos nesta solucdo até o0 momento da analise.
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Na preparacdo das laminas, foram selecionados botdes com tamanho entre 0,4 e 0,5
mm, estes foram macerados e corados em carmim acético 1%, o material foi observado em
microscopio optico Leica DMRAZ2, equipado com camera Leica DFC300 FX. A fim de
descrever 0 processo meidtico foram examinadas todas as células disponiveis em cada uma
das fases das meioses | e Il: profase, metéfase, anéfase, teléfase, bem como a formacdo de
tétrades.

O indice Meiético (IM) foi estimado de acordo com Love (1949): IM = nimero de
tétrades normais / nimero total de tétrades x 100. As tétrades com quatro células de tamanhos
iguais foram consideradas normais e qualquer desvio a esse padrédo foi considerado como
irregular. As amostras que apresentarem IM superior a 90% foram consideradas
meioticamente estaveis.

A viabilidade do polen foi estimada para cada espécie, com base na contagem de 3.600
grdos de polen/espécie, coletado de flores, corados com carmim acético a 1%. A anélise de
viabilidade do pdélen foi estimada de acordo com o nivel de coloracdo: polen corado de
vermelho como viavel e incolor como ndo-viaveis. Para estabelecer a porcentagem de graos
de polen viaveis foi determinada de acordo com a formula: Viabilidade do pdlen (%) = N. de

grdos de polen corados/ (N. de gréos pélen total x 100).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 808, 2.010 e 1.201 meidcitos de P. peruviana, P. philadelphica e P.
ixocarpa, variedade roxa, respectivamente, nas fases de meiose | e Il e tétrades, sendo que
apenas para a espécie P. philadelphica foi possivel a observacdo do nUmero de cromossomos
na profase/diacinese I. Entretanto, as associacdes cromossdmicas ndao foram observadas em
decorréncia do tamanho dos cromossomos e da sua disposicdo na célula. Observou-se que
para as trés espécies analisadas o processo de divisdo apresentou padrdo de segregacdo
predominantemente regular, no entanto algumas irregularidades foram observadas durante a
divisdo, como a presenca de cromossomos retardatarios ou com segregagdo precoce, bem
como com formacdo de micronucleo, triade e péntade. Martins et al. (2010), que estudou
Capsicum, e Pagliarini (2000), ao estudar diferentes espécies como milho, Paspalum e cana-
de-acucar, também observaram em seus estudos cromossomos com migracdo precoce e a

presenca de cromossomos retardatarios.
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De todas as células avaliadas, em P. philadelphica, 0,4% estavam no inicio divis&o,
em fase de profase/diacinese |, onde foram observados 24 cromossomos, corroborando com
Menzel, (1951) que registra a espécie como diploide 2n = 2x = 24 cromossomos. Santos et al.
(2017) analisou meidcitos de P. ixocarpa em préfase I/diacinese | e registrou a presenca de 24
cromossomos formando 11 bivalentes e 2 univalentes. Na metafase Il, foram observadas
irregularidades no padréo de divisdo, mas a predominancia foi de metafases normais (98,6%).
Das células irregulares, 0,5% apresentaram um cromossomo retardatario e 0,9% apresentaram
dois cromossomos retardatarios. Dos meidcitos analisados em anafase 93,5% apresentaram
padrdo de divisdo normal e 6,5% apresentou um cromossomo retardatario. Pagliarini (2000)
ressalta que as irregularidades meidticas observadas com mais frequéncia em diversas
espécies é justamente a segregacdo cromossémica desarménica, caracterizada pela migragédo
precoce ou por cromossomos retardatarios em metafase 1 e em anéfase I. Os meidcitos
analisados em tel6fase | apresentaram padrdo normal de divisdo, bem como a segunda divisao
meidtica, para esta espécie. J& na formacdo dos produtos pds meidticos observou-se que, das
células observadas, 99% formaram tétrades, enquanto 1% das células formaram triades.

Das trés espécies analisadas, pode-se observar que a P. peruviana foi a que apresentou
0 maior numero de irregularidades ao longo do processo de divisdo, tais como a presenca de
cromossomos atrasados e com ascensdo precoce nas meioses | e I1. Na metéfase I, de todas as
células observadas 97,2% apresentaram padrdo normal de divisdo, enquanto 2,3%
apresentaram um cromossomo retardatario e 0,5% apresentou dois cromossomos
retardatarios. Na anafase I, dos meidcitos observados, 73,3% apresentou padrdo normal de
divisdo, porém 16,7% apresentou um cromossomo retardatario e 10% apresentou dois
cromossomos com ascensdo precoce. As células em tel6fase | apresentaram padrdo normal.
Irregularidades foram observadas na segunda divisdo, sendo que das metafases Il analisadas
97% apresentaram divisdo normal e 3% apresentaram um cromossomo retardatario. Na
anafase da segunda divisdo, 77,8% das células analisadas apresentaram padrdo de diviséo
normal, enquanto 22,2% apresentaram um cromossomo retardatéario, também foi observado
assincronismo na divisdo com células apresentando anafase/teléfase 11. Ao final do processo
de divisao celular, a tel6fase 1l apresentou 98% de células normais, 1% com um cromossomo
retardatario e pode-se observar, em 1% das células, a presenca de trés conjuntos
cromossémicos ao final desta fase. O produto final da divisdo resultou na formagéo de 93,7%

de tétrades normais, 0,7% tétrades com micronucleo, 4,4% de formacédo de triades e 1,2% de
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péntades (Figura 1 e Tabela 1). Pozzobon et al. (2015) avaliou 0 comportamento mei6tico em
acessos de Capsicum chinense e observou a presenca de fusos irregulares desde a metafase Il
até a telofase Il. Isso gerou, como consequéncia, irregularidade no padrdo de citocinese
originando tétrades com micronucleos e microcitos, diades, triades ou mais células, resultando
em microsporos desbalanceados e 0 que pareceu ser nucleo restituido 2n. Pozzobon et al.
(2011), observou em linhagens avangadas de pimenta, ao final da divisdo meidtica, a presenca
de tétrades com células de tamanho desigual, presenca de microndcleos nos micrésporos,
diades, triades e poliades com ou sem a presenca de micrécitos e, ou microndcleos, também
foram observadas. Lagos (2005) descreveu o comportamento mei6tico de alguns acessos de
P. peruviana e P. philadelphica e concluiu que ambas apresentaram padréo de diviséo
normal, apesar de em P. peruviana o autor ter observado a presenca de algumas
anormalidades, como cromossomos com ascensao precoce em metafase I e Il e cromossomos
retardatarios em anafase | e Il, entretanto o autor afirma que as irregularidades observadas ndo
influenciaram a fertilidade das plantas.

P. ixocarpa (variedade roxa), foi a espécie que exibiu o menor numero de
irregularidades durante o processo de divisdo, sendo, também, a espécie que apresentou a
menor frequéncia de células nas fases de divisdo da anafase |, metéfase Il e anéfase Il. A
metafase | foi a fase que exibiu o maior nimero de células em divisdo para esta espécie, sendo
que de todas as células observadas 99,6% apresentaram padrdo normal de segregacdo dos
cromossomos, enquanto apenas 0,4% das células apresentou irregularidade com a presenca de
um cromossomo retardatario. A anafase | foi uma das fases que apresentou a menor
frequéncia de observacdao, em que apenas 0,33% dos meidcitos observados encontravam-se
nessa fase e todos apresentaram comportamento normal de segregacdo dos cromossomos.
Para esta espécie, ndo foram observadas irregularidades na segunda divisdo meidtica,
culminando na formacdo de 398 tétrades. Os resultados, obtidos neste estudo, corroboram
com Santos et al. (2017) que descreveu o processo de divisdo meidtica em Physalis ixocarpa
e observou poucas irregularidades ao longo do processo de divisdo, sendo estas observadas,
apenas, em metafase | e anafase I.

O indice meidtico estimado para P. philadelphica, P. peruviana e P. ixocarpa
(variedade roxa) foi de 99%, 94% e 100%, respectivamente. Sendo este indice considerado
satisfatorio, demonstrando que as espécies estudadas encontram-se meioticamente estaveis.

Segundo Love (1951), indices meidticos acima de 90% é considerado bom. O autor ainda
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ressalta que indices com valores abaixo pode restringir 0 uso da planta para melhoramento.
Estudo recente que descreveu a microsporogénese em Physalis ixocarpa demonstrou que a
espécie também se encontra meioticamente estavel, com indice de 100% (SANTOS et al.,
2017). Assim, como resultado do processo de divisdo regular dos meidcitos nas fases da
meiose | e Il que culminou na formacéo de elevado indice de tétrades normais, associado ao
elevado indice meiotico e alto indice de viabilidade dos grdos de pélen, permitem inferir na
regularidade meidtica durante a microsporogénese destas espécies (BATTISTIN e MATTOS,
2002). Fernandes (1982) relata que a estabilidade meidtica é um dos fatores relacionados com
a adaptabilidade das plantas, sendo esta compreendida como tendo um desempenho estavel
em diversas condi¢cbes ambientais. Lagos (2005) estudou o comportamento meidtico em
alguns genotipos de P. peruviana e os comparou com P. philadelphica, e estimou indice

meiodtico em 98% e 94%, respectivamente.
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Figura 1. Meiose em espécies de Physalis. A) Préfase/Diacinese I. B) Metafases | normais.
C) Meidcitos em metéafase, anafase normal e com 1 cromossomo retardatario (setas) e
telofase 1. D) Anéfase 1l com 1 cromossomo com retardatario (seta) e Telofase 11 normal. E)
Meidcitos em anafase Il com cromossomos retardatarios; Anafase Il normal e Tel6fase Il. F)
Meidcitos em telofase | e formando uma Triade com cromossomos desorientados. G)
Meidcitos em profase 11, metase Il e anéfase Il normais. H) Meidcitos em tel6fase Il normais.
I) Tétrade. Barra=1cm
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Tabela 1: Comportamento meiotico em espécies de Physalis. Feira de Santana (2017).

Fases Meiose | e Il NuUmero de
Células
Physalis Physalis ~ Physalis
philadelphica peruviana ixocarpa
roxa

Profase/Diacinese 8 - -
Metéafase | normal 561 214 689
Metafase | com 1 cromossomos retardatarios 3 5 3
Metafase | com 2 cromossomos retardatarios 5 1
Anafase | normal 29 22 4
Anéfase | com 2 cromossomos com segregacao - 3 -
precoce
Anafase | com 1 cromossomo retardatario 2 5 -
Telofase | 66 154 30
Metéafase 1l normal 1 30 3
Metafase Il com 1 cromossomo retardatario - 1
Anafase Il normal 5 7 2
Anafase Il normal com 1 cromossomo retardatario - 2 -
Telofase Il normal 337 319 72
Telofase 11 com 1 cromossomo retardatarios - 3 -
Telofase 11 com 3 conjuntos cromossdmicos - 3 -
Teldfase / anafase |1 - 5 -
Tétrades 984 149 398
Tétrade com 1 microntcleo - 1 -
Triade 9 7 -
Péntade - 2 -
Total 2.010 933 1.201

A viabilidade polinica estimada para P. philadelphica, P. peruviana e P. ixocarpa
(variedade roxa) foram de 93,5; 81,35 e 93,8%, respectivamente, sendo considerada uma boa
taxa de viabilidade. A menor taxa de viabilidade observada em P. peruviana é reflexo das
diversas irregularidades observadas no comportamento dos cromossomos ao longo das fases
de divisdo nas meioses I e 1, bem como a formagdo de micronucleo, triades e péntades ao
final da divisdo, pois observa-se que estas alteracdes ndo foram capazes de comprometer, de
forma significativa, a fertilidade da planta. Foram observadas células ainda em fase de divisdo
de meiose e polens imaturos, em meio aos graos de polen avaliados, do mesmo modo que nas
avaliacdes dos meiocitos foram observadas fases variadas em um mesmo botéo floral (Figura

2). Para Corréa et al. (2005) a estimativa de viabilidade polinica por meio do teste
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colorimétrico pode ser classificado como método indireto de avaliacdo, e sendo assim pode
superestimar os resultados, j& que a capacidade de corar o pdlen ndo depende da viabilidade,
mas sim do conteddo celular dos grdos. Sendo esta avaliacdo realizada, em concomitancia
com a analise do comportamento meidtico, porém pode ser considerado um metodo rapido e
um resultado de partida na avaliagédo da viabilidade.

Estudo de viabilidade polinica em P. ixocarpa estimou a viabilidade em 93,11%
(SANTOS et al., 2017). Estudo desenvolvido por POZZOBON et al. (2011) avaliou a meiose
e viabilidade polinica em linhagens avancadas de pimenta e constatou uma elevada
porcentagem (>81%) de grdos de pdlen corados para a maioria das linhagens permitindo
inferir que, provavelmente, as irregularidades observadas na meiose ndo foram significativas
em termos da fertilidade. Ja em estudos realizados por Lagos (2005) constatou que a
viabilidade polinica para P. peruviana oscilou entre 82% a 93%, enquanto para P.

philadelphica a viabilidade foi estimada entre 82% e 89%.

Figura 2: Grdos de polen de espécies de Physalis corados com Carmim acético a 2%. A)
Grao de pdlen viavel e inviavel. B) Grdos de pdlen viaveis e setas indicam gréos inviaveis e
meidcitos. C) Grados de pdlen viaveis (seta).

CONCLUSOES
- A espécie P. philadelphica possui 24 cromossomos;
- As espécies estudadas, encontram-se meioticamente estaveis;

- A viabilidade polinica observada, para as trés espécies, € considerada elevada (P.
philadelphica (93,5%), P. peruviana (81,35%) e P. ixocarpa (variedade roxa) (93,8%).
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CAPITULO 2

Viabilidade polinica e receptividade estigmatica em espécies de Physalis (Solanaceae)
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Viabilidade polinica e receptividade estigmatica em espécies de Physalis (Solanaceae)

Resumo: Este trabalho teve como objetivo quantificar a viabilidade de graos de polen, bem
como a receptividade estigméatica em espécies de Physalis, ao longo do dia, a fim de
determinar o melhor periodo para a realizacdo de hibridagdes artificiais. A viabilidade dos
graos de poélen foi analisada por meio do método colorimétrico ¢ através da germinagdo “in
vitro” dos grdos, sendo a viabilidade do polen foi determinada de acordo com o nivel de
coloracgéo. Para a avaliagcdo da germinacao foram testados trés meios de cultura, meio 1: (20%
de sacarose, 0,5% &gar e com o pH de 6,5), meio 2: (0,5% &gar, 0,01% H3BOs3, 0,03%
Ca(NOs),, 0,02% Mg(SO.)1, 0,01% KNO3, 20% sacarose e pH 7.3) e meio 3: (agar 8 g L™,
pH do meio 5.4, sacarose 154,01 g L™, nitrato de calcio - Ca(NOs), 460,14 mg L e 4cido
bérico - HsBO3; 481,13 mg L. A receptividade estigmatica foi determinada por meio do
método do perdxido de hidrogénio. Os grdos de pdlen das duas espécies permaneceram com
boa taxa de viabilidade ao longo do dia. Apenas dois dos trés meios testados apresentaram
germinacdo do tubo polinico, porém as taxas observadas sdo consideradas insatisfatorias. Os
estigmas de P. ixocarpa verde apresentou boa receptividade ao longo do dia, entretanto para P
philadelphica e P. ixocarpa roxa os estigmas apresentaram melhor receptividade no periodo
da tarde.

Palavras-chaves: Pdlen, germinacdo, estigma, melhoramento genético.
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Pollen viability and stigmatic receptivity in Physalis species (Solanaceae)

Abstract: This work aimed to estimate the viability of pollen grains as well as stigmatic
receptivity in Physalis species throughout the day in order to determine the best period for
artificial hybridizations. The viability of the pollen grains was analyzed through the
colorimetric method and through the in vitro germination of the grains. The viability of the
pollen was determined according to the level of staining. For the evaluation of the
germination, three culture media (20% sucrose, 0.5% agar and pH of 6.5), (0.5% agar, 0.01%
H3BO3, 0.03% Ca (NO3) 2, 0.02% Mg (SO4) 1, 0.01% KNO3, 20% sucrose and pH 7.3) and
(agar 8 g L-1, medium pH 5.4, sucrose 154.01 g L- 1, calcium nitrate - Ca (NO 3) 2 460.14
mg L-1 and boric acid - H 3 BO 3 481.13 mg L-1. Stigmatic receptivity was determined by
the hydrogen peroxide method. The pollen grains of both species remained with good
viability throughout the day. Only two of the three media tested showed germination of the
pollen tube, but the observed rates were considered unsatisfactory. The stigmas of P. ixocarpa
verde showed good receptivity throughout the day, however for P. philadelphica and P.

Ixocarpa roxa the stigmas showed better receptivity in the afternoon.

Key-words: Pollen; germination; stigma; genetical enhancement.
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INTRODUCAO

O género Physalis pertence a familia Solanaceae e compreende um grupo com grande
potencial, para usos diversos como na alimentacdo humana (Physalis peruviana L., Physalis
ixocarpa Brot. ex Hornem e Physalis philadelphica Lam.), na produgéo de substancias de uso
farmacéutico (Physalis angulata L.) e em ornamentacdo (Physalis alkekengi L.) (MUNIZ et
al., 2015). O estudo do extrato das folhas de diferentes espécies de Physalis tém revelado
importantes atividades bioldgicas, como agédo antibiotica, antioxidante, anticancerigena e anti-
inflamatoria (MUNIZ et al., 2015). Quanto a biologia floral, as espécies de Physalis possuem
grande variagdo em tamanho e, principalmente, na cor de sua corola podendo ser amarelas,
esverdeadas ou esbranguicadas, com presenca de manchas ou ndo, sendo estas relacionadas a
biologia das abelhas, seu principal polinizador (MARTINEZ, 1998).

Estudar a viabilidade e germinabilidade polinica é de extrema importancia para o
melhoramento de plantas, pois em espécies aldgamas cada grdo de polen transporta sua carga
genética como consequéncia da heterozigose, permitindo que a proxima geracdo seja
constituida de genotipos amplamente diversificados, devido a probabilidade de diferentes
combinac@es entre os alelos que ocorre na meiose. A expressdo do genétipo de um individuo
resulta da combinacdo dos gametas masculino e feminino, sendo assim, quanto maior a
viabilidade polinica, maior a possibilidade da formacdo de diferentes combinacdes entre
alelos, e como consequéncia, maior sera a variabilidade genética possibilitando, assim, a
obtencdo de ganhos na conducdo dos programas de melhoramento genético (SOUZA et al.,
2002; POZZOBON et al, 2011).

Visando assegurar o sucesso das hibridac6es controladas, é importante que o pdlen a
ser utilizado apresente boa viabilidade. De modo geral, gréos de pdlen coletados de flores, em
adequado estadio de desenvolvimento, dispensam testes de viabilidade (EINHARDT et al.,
2006). Além disso € fundamental estudar a receptividade dos estigmas, a fim de determinar o
melhor momento de deposicdo do pdlen na flor. Os estigmas das plantas podem ser imidos ou
secos. As espécies de estigma umido produzem substancias viscosas que sdo responsaveis por
promover a hidratacdo do polen. A aderéncia e hidratacdo do gréo de polen, sobre uma flor
compativel, sdo processos reprodutivos altamente seletivos que dependem do reconhecimento
das superficies do pélen e do estigma, o que contribui para o processo de fertilizagéo,

ocasionando, posteriormente, a formacao dos frutos e das sementes (ALMEIDA, 2007). Desta
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forma, o sucesso em cruzamentos controlados intra e/ou interespecificos entre pais
selecionados necessita de conhecimento sobre a amplitude de variacdo da viabilidade do
polen, assim como o periodo em que o estigma floral esteja receptivo ao grdo de podlen
(ARENAS-DE-SOUZA et al., 2016). Por isso, trabalhos que indicam o melhor momento de
coleta do pdlen para a obtencdo de maior porcentagem de viabilidade polinica sdo de extrema
importancia, pois fornecem informacdes a respeito do melhor momento para realizar
hibridac6es artificiais (COSTA et al., 2009).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estimar a viabilidade e germinabilidade
de grdos de pdlen, bem como a receptividade estigméatica em espécies de Physalis (P.
ixocarpa, variedade verde e roxa, e P. philadelphica), ao longo do dia, a fim de determinar o

melhor periodo para a realizacdo de hibridacdes artificiais.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no laboratério de Genética
Molecular e no laboratério de Germinacdo de Sementes, pertencentes a unidade experimental
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (12° 16 087”S; 38° 56’
346”W; 243 m) de altitude. Aproximadamente 50 sementes, de cada uma das espécies: P.
ixocarpa, variedades verde e roxa, e P. philadelphica foram semeadas em copos com
capacidade de 200 ml, contendo substrato comercial [Techns Vivato® (casca de pinus bio-
estabilizada, vermiculita, moinha de carvdo vegetal, agua e espuma fendlica) na proporcao
3:1]. As bandejas com os copos foram acondicionadas em casa de vegetacdo e, cerca de 30
dias apos a semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 10 litros
com terra vegetal.

Quando as plantas atingiram a floracdo foi determinada a viabilidade dos gréos de
pblen por meio do método colorimétrico e através da germinagdo “in vitro” dos graos. Para
ambos os métodos, flores, em antese, foram coletadas &s 8 h, 11 h, 14 h e 17 h. Em seguida,
as anteras foram removidas com auxilio de uma pinga, e seu contetdo foi depositado sobre o
corante e meio de cultura. O teste colorimétrico foi realizado utilizando o corante carmim
acetico 1% utilizando trés laminas para cada espécie, sendo contabilizados quatro campos por

lamina, totalizando 12 repeticbes. As laminas foram observadas em microscopio e a
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viabilidade do pdélen foi determinada de acordo com o nivel de coloracdo: pélen corado de
vermelho, foi considerado como viavel e incolor foi considerado como néo viaveis.

Para a avaliacdo da germinacdo foram testados trés meios de cultura, sendo um meio
composto de 20% de sacarose, 0,5% agar e com o pH de 6,5. Os demais meios foram
propostos por Brewbacker e Kwack (1963) (0,5% agar, 0,01% H3BOs, 0,03% Ca(NOg),,
0,02% Mg(SO,)1, 0,01% KNO3, 20% sacarose e pH 7.3) e Silva (2017) (4gar 8 g L, pH do
meio 5.4, sacarose 154,01 g L™, nitrato de célcio - Ca(NOs), 460,14 mg L 'e 4cido bérico -
HsBO; 481,13 mg L. Apés o preparo, as laminas foram acondicionadas em BOD, em
temperatura de 27 °C, sob condicdo de luz por 24 horas. Decorrido este periodo, com 0 uso
do microscopio, foram contabilizados os grdos de polen germinados, sendo considerado
germinado o grdo cujo tamanho do tubo polinico tenha sido maior que o seu diametro. Foram
confeccionadas trés laminas por espécie para cada horario avaliado, sendo contabilizado
quatro campos em cada lamina, totalizando 12 repeti¢Bes por espécie a cada horario.

A receptividade estigmatica (%) foi determinada por meio do método do perdxido de
hidrogénio a 3%. Para isso, estigmas florais foram coletados de trés plantas por espécie e
depositado em lamina contendo o perdxido. Entdo, com o auxilio do microscopio, observou-
se a quantidade de bolhas formadas na superficie do estigma floral, sendo a intensidade desta
emissdo quantificada em 0, 25, 50, 75 e 100% de atividade de reacdo da peroxidase
(ARENAS-DE-SOUZA et al., 2016; DAFNI, 1992).

Os experimentos foram estabelecidos em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial. A porcentagem de gréos de pélen viaveis foi determinada de acordo com a
férmula: Viabilidade do pélen (%) = N° de grdos de pdlen corados / N° de grdos pdlen total x
100. Para avaliar a germinag@o “in vitro”, considerou-se trés espécies, dois meios de cultura e
quatro horarios de observacdo (3 x 2 x 4). Foi realizada analise de variancia e teste de média
(Tukey, 1%), e regressao dos dados obtidos, por meio do software estatistico SISVAR, para a

realizacdo da avaliagdo da germinagdo “in vitro”, os dados foram transformados pela vx + 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Viabilidade Polinica

Para todos os horarios de observacdo, as taxas de viabilidade foram consideradas

elevadas, pois na literatura estima-se que para a viabilidade polinica ser considerada alta, seus
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valores, deve estar acima de 70%, ratificando que esses percentuais ndo causariam danos em
trabalhos de melhoramento das espécies (SOUZA et al., 2002). A comparagdo das taxas de
viabilidade polinica entre as espécies, por meio do teste de média, revelou que a P. ixocarpa
verde e P. ixocarpa roxa nao diferiram estatisticamente em relacdo a esta caracteristica,
entretanto a Physalis philadelphica apresentou taxa de viabilidade inferior as demais (Tabela
1, Figura 2).

A analise da viabilidade ao longo do dia apresentou resultados distintos de periodo de
maior viabilidade entre as espécies, sendo que para as avaliacdes realizadas as 8 h, o teste de
média ndo revelou diferenca entre as espécies P. ixocarpa verde e roxa e P. philadelphica. No
horario das 11 h, a P. ixocarpa roxa apresentou média de viabilidade superior a P. ixocarpa
verde e P. philadelphica. As 14 h, as espécies P. ixocarpa roxa e P. philadelphica nédo
apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém foi superiores a P. ixocarpa verde. Para o
horario de 17 h constatou-se que ndo houve diferencga entre as P. philadelphica e P. ixocarpa
roxa, entretanto a P. ixocarpa verde apresentou média distinta e abaixo das demais (Tabela 1).

Em P. ixocarpa verde observou-se que, em todos os periodos avaliados, o grao de
polen apresentou boa viabilidade, sendo o horario de 11 h o de menor taxa, com 84%. A P.
ixocarpa roxa manteve taxas de viabilidade elevada ao longo de todo o dia, e P. philadelphica
apresentou melhor viabilidade no inicio da manhd, com taxa de 92%. Os demais horéarios
apresentaram médias inferiores a 90%, entretanto, os valores apresentados também sdo
considerados satisfatdrios, pois para Ruggiero et al. (1996) taxas de viabilidade acima de 70%

confirmam alto percentual de viabilidade.
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Tabela 1: Resultados médios (%) dos testes de viabilidade de pdlen via carmim acético 1%,
de duas espécies de Physalis (P. ixocarpa variedades verde e roxa e P. philadelphica) testados

em diferentes horéarios de observacéo (8, 11, 14 e 17 h), Feira de Santana, 2017.

% Viabilidade Carmim

Espécie
8h 11h 14 h 17h
Physalis Philadelphica 93,00 Aa 84,00 Bb 95,00 Aa 94,00 Aa
Physalis ixocarpa roxa 94,00 Aa 96,00 Aa 95,00 Aa 95,00 Aa
Physalis ixocarpa verde 92,00 Aa 84,00 Bb 79,00 Bb 81,00 Bb
CV (%) 10,50
Média Geral 90,34

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na
linha, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Souza et al. (2002) constatou em seus estudos, que a medida em que o tempo avanca, a
viabilidade do grao de pdélen é reduzida, e assim diminui a taxa de fertilidade da planta. Desta
forma, é importante estabelecer o0 melhor horério para coleta dos grdos de pdlen, pois estes
precisam ser capazes de fertilizar a planta receptora e ter a capacidade de formar o tubo

polinico.

Figura 2: Gréaos de polen de Physalis corados com Carmim acético 1%. Setas indicam gréos

inviaveis. Barra = 1cm.

Germinacao “in vitro” de Graos de Pélen
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Ao se comparar as trés espécies, por meio do teste de média, observou-se que todas
apresentaram resultado semelhante, apresentando maior taxa de germinacgdo pela manha, com
declinio ao longo do dia. Para a espécie P. ixocarpa verde, 0 meio composto por sacarose
(20%) apresentou maior germinagdo com valores entre 2,2 e 1,6%, no inicio da manha e final
da tarde, respectivamente. Para a P. ixocarpa roxa, 0 meio que apresentou melhor germinagéo
foi o composto de 20% de sacarose, variando entre 2 e 1,2%, ao longo do dia, e para P.
philadelphica, o0 meio que apresentou melhor germinacéo foi o0 composto por sacarose (20%),
com taxas compreendidas entre 5,0 e 1,3%, ao longo do dia de observagdo (Tabela 2). Os
resultados obtidos corroboram com Ferreira et al. (2007) que estudando a viabilidade de p6len
em milho observou diferencas significativas nos valores de germinacdo de grdos de polen
coletados nos diferentes horéarios (9, 14 e 16 h), e constatou que no horario de 9 h foram
observados 0s maiores valores de germinacdo 60, 47,1 e 36,6%, respectivamente. J& no
trabalho realizado por Costa et al. (2009), onde foi avaliada a influéncia do momento de
coleta sobre a germinacdo de gréos de pélen de maracuja-doce observou-se que a viabilidade
do podlen de Passiflora alata foi relativamente constante durante todo o periodo da antese
floral e até um dia apds a mesma, sendo que, no periodo de antese, as taxas de germinacgédo
foram elevadas ao longo de todo o dia, nos horarios de 8h:40, 10h:45 e as 16 h, com médias
de 61,94, 62,65 e 55,88, respectivamente.
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Tabela 2: Resultados medios (%) dos testes de germinagdo “in vitro” de grios de podlen
utilizando dois meios de cultura, meio 1: Brewbaker e Kwack e meio 2: 20% de sacarose, de
duas espécies de Physalis (P. ixocarpa variedades verde e roxa e P. philadelphica) testados

em diferentes horéarios de observacéo (8, 11, 14 e 17 h), Feira de Santana, 2017.

% Germinagao “in vitro”

Espécie
8h 11h 14 h 17 h
Meio 1 Physalis Philadelphica 2,0 Aa 2,0 Aa 2,0 Aa 1,1 Ab
Physalis ixocarpa roxa 1,9 Aa 1,8 Aa 1,6 Aa 1,1 Ab
Physalis ixocarpa verde 2,0 Aa 1,6 Aa 1,8 ABa 1,3 Ab
8h 11h 14 h 17 h
Meio 2  Physalis Philadelphica 5,0 Aa 1,3Bb 1,3Ab 1,7 Ab
Physalis ixocarpa roxa 2,0 Ba 1,5 ABa 1,2 Ab 1,2 Ab
Physalis ixocarpa verde 2,2 Ba 2,0Aa 1,7 Aa 1,6 Aa
CV (%) 32,55
Média Geral 1,71

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na
linha, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

O meio proposto por Brewbaker e Kwack (1963) e o meio composto por 20% de
Sacarose foram capazes de promover a germinacdo dos graos de pélen de P. ixocarpa verde e
roxa e P. philadelphica. JA& o meio proposto Silva et al. (2017), estabelecido para a P.
ixocarpa verde nao foi capaz de promover a germinacao dos graos de pélen em nenhuma das
trés espécies estudadas. Lorenzon e Almeida (1997) avaliaram a viabilidade via germinacéo
“in vitro”, em linhagem hibrida de cebola, cultivadas em Igarapé, Zona Metallrgica do Estado
de Minas Gerais no ano de 1990, e observou que em periodo ndo experimental (abril),
apresentaram taxas de germinacdo acima de 90% em meio de cultura com &cido borico, em
condi¢Ges ambientais. Entretanto, a mesma linhagem foi cultivada em maio e, neste periodo,
apresentou germinacdo nao superior a 30% em todos 0s meios estudados. Assim, 0s autores
constataram que existem fatores extrinsecos a flor que interferem na fertilidade do polen.

O meio proposto por Brewbaker e Kwack foi desenvolvido para testar grdos de polen
de espécies com dificuldades de germinagdo in vitro em relagdo aos meios convencionais,

contendo apenas diferentes concentragcdes de sacarose e/ou do &cido borico. A distingdo
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basica do meio BK esta na adicdo de fons inorganicos (Ca**, Mg,", K*, Na* e H"), além do
boro, que sdo elementos indispensaveis a germinacdo do podlen (BHOJWANI e
BATHNAGAR, 1974; STANLEY e LINSKENS, 1974). Como se pode observar no presente
estudo, a concentragdo dos constituintes dos meios de cultura influenciou diretamente no
potencial de germinacdo dos grdos de pdlen, pois foi observado que o meio de cultura
contendo &gar, &cido bdrico, nitrato de potassio, nitrato de célcio, sulfato de magnésio e
sacarose (20%), assim como o pH do meio, também pode ter afetado a germinacao, pois nota-
se que no meio proposto por Silva et al. (2017) o pH foi mais baixo com relacdo aos demais.
Assim, novos estudos devem ser realizados no sentido de estabelecer o meio de cultura que
promova maiores taxas de germinagdo do tubo polinico nas espécies de Physalis.

Apesar de 0 meio Brewbaker e Kwack (1963) ter apresentado germinagdo do tubo nas
espécies em estudo, também se pode observar que 0 meio, composto por 20% de sacarose, foi
capaz de promover a germinacdo dos tubos polinicos. Este resultado corrobora com Zambon
et al. (2014), que ressaltaram que a adi¢do de sacarose ao meio de cultura tem por finalidade
fornecer energia aos processos biossintéticos que envolvem o crescimento, a diferenciacdo e a
morfogénese celular. Dessa forma, a adicdo de sacarose promoveu a maior porcentagem de
germinacdo a medida que se aumenta a concentracdo da mesma, o que justifica uma maior
oferta de energia, com favorecimento do crescimento do tubo polinico.

Segundo Albuquerque Jr. et al. (2010), que realizou um trabalho com a germinacéo de
polen de diferentes cultivares de macieira, taxas de germinacdo superiores a 30% sao
suficientes para assegurar boa fecundacao e frutificacdo da espécie estudada. Assim como no
trabalho realizado por Zambon et al. (2014), onde a analise estatistica dos resultados revelou
diferenca significativa entre as cultivares, com taxas de germinagao superior entre 77,62% e
82,23% para as cultivares Alaranjado e Cheldow, respectivamente. Estudos realizados com
espécies de passiflora demonstraram que o meio M3 (0,03% Ca(NO3).4H,0, 0,02% Mg(SO4
).7H,0, 0,01% KNO3 , 0,01% H3BO3, 15% sacarose, solidificado com 0,8% agar e pH 7.0.)
promoveu elevadas taxas de germinacdo para Passiflora edmundoi, com 59,24% graos de
polen germinados. Além disso, observaram-se as taxas de germinacdo mais baixas em
Passiflora galbana (8,53%) quando inoculado neste mesmo meio de cultura (M3) (SOARES
et al., 2013). De acordo com Ferreira et al., (2007) a técnica de germinacao in vitro, em meio
de cultura, simula as condi¢fes do estilo-estigma, induzindo a germinagdo do tubo polinico.

Assim, para cada espécie deve-se estabelecer um protocolo especifico de meio de cultura para
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a obtencdo de boas taxas de germinacéo do grdo de pdlen, sendo que o constituinte sacarose é
indispensavel na composic¢do do meio, enquanto acido borico e o célcio di-hidratado, parecem
ter o efeito de maximizar a eficiéncia do meio. A utilizacdo do agar, geralmente, promove a

consisténcia ao meio e evitando danos ao tubo polinico, durante a avaliacao.

Figura 3: Germinagao “in vitro” grdos de pélen de espécies de Physalis (A) Grao de pdlen
germinado; (B) Grédo de pdlen germinado e ndo germinado (setas).

Receptividade dos Estigmas

Foi detectada diferenca de receptividade entre as especies. No horério de 8 h, P.
philadelphica apresentou menor receptividade, diferindo da P. ixocarpa roxa e verde, que
obtiveram as maiores receptividades para este horario. No segundo horario de observacédo (11
h), a P. ixocarpa verde e P. philadelphica foram superiores a P. ixocarpa roxa, porém nédo
diferiram entre si. Nas observagdes nos horarios de 14 h e 17 h, as espécies ndo diferiram
estatisticamente entre si para a receptividade, apresentando resultados de receptividade

considerados elevados (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados médios (%) dos testes de receptividade de estigma via perdxido de
hidrogénio, de duas espécies de Physalis (P. ixocarpa variedades verde e roxa e P.
philadelphica) testados em diferentes horarios de observacdo (8, 11, 14 e 17h), Feira de
Santana, 2017.

% Receptividade de Estigma

Espécie
8h 11h 14 h 17h
Physalis Philadelphica 58 Bb 50 ABb 100 Aa 100 Aa
Physalis ixocarpa roxa 83 ABb 33 Bc 100 Aa 92 Aa
Physalis ixocarpa verde 92 Aa 75 Ab 92 Aa 100 Aa
CV (%) 17,76
Meédia Geral 81,25

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na
linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para que o sucesso da fertilizacdo seja alcancado é desejavel que o grdo de pélen seja
transferido para o estigma de outra flor quando este estiver receptivo. Entretanto, a
fecundacdo também pode acontecer quando o grdo de polen for depositado antes do periodo
receptivo dos estigmas, para isto é necessario que o polen permaneca vidvel por periodo
suficiente para germinar assim que a flor se tornar receptiva (RAMOS et al., 2008). Assim,
entender o sistema reprodutivo das espécies é de fundamental importancia para a
compreensdo da biologia reprodutiva e funciona como base para subsidiar programas de
melhoramento genético (ZEN e ACRA, 2005). Deste modo, a interacdo entre o polen e o
estigma esta intimamente ligada ao estudo da viabilidade dos grdos dos grdos de pélen, da
receptividade estigmatica e das relacfes genéticas entre eles (DAFNI, 1992).

Arenas-de-Souza et al. (2016), estudaram a receptividade estigmatica e viabilidade
polinica em theobroma subincanum, ao longo do periodo de antese, e observou que 0s
estigmas desta espécie apresentaram-se receptivos em todos os momentos de avaliagdo. O
autor ressaltou que o conhecimento da receptividade estigmatica é fator essencial, uma vez
que o sucesso da fertilizacdo ocorrera somente quando o polen consegue desenvolver seu tubo
polinico sob a superficie estigmatica receptiva. Souza et al. (2010) também utilizou a
metodologia do peroxido de hidrogénio 3%, em seus estudos, e observou que houve
borbulhamento na cavidade estigmatica, indicando a atividade da peroxidase, tanto para as

avaliacdes com flores em estadio de pré-antese, quanto em flores completamente abertas. Foi
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observado que, geralmente, em flores a partir da antese ocorreu maior nimero de estigmas
receptivos.

Em estudos de receptividade estigmatica em meloeiro pode-se observar que o
estigma esteve receptivo em todos os horéarios de coletas, demonstrando que ao fim da tarde
ainda era possivel realizar os cruzamentos, apesar da viabilidade do grdo de poélen estar
reduzida (ABREU et al., 2008). Ramos et al. (2008) ressaltam, em seu estudo, que apesar da
atividade enzimatica da peroxidase ser maior em flores abertas, fato que pode afetar
positivamente no sucesso da fertilizagdo, por outro lado, também pode ser indicativo de
contaminagdes por polinizacdo natural, entdo recomenda-se que cada flor seja protegida

individualmente ate 0 momento da fertilizag&o.

Figura 4: Receptividade de estigma em espécies de Physalis. (A) Estigama receptivo; (B)
Estigma néo receptivo.

CONCLUSOES

- Os grdos de pdlen das duas espécies estudadas apresentaram boa viabilidade ao longo dia;

- Novos estudos devem ser realizados para determinar o meio de cultura mais eficiente para a
germinacdo do tubo polinico em espécies de Physalis;

- A hibridacdo para P. ixocarpa verde pode ser realizada em qualquer momento do dia, e em
P philadelphica e P. ixocarpa roxa recomenda-se que a hibridacdo seja realizada no periodo

da tarde.
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CAPITULO 3

Variabilidade genética em Physalis com base em caracteristicas fisico-quimicas de frutos
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Variabilidade genética em Physalis com base em caracteristicas fisico-quimicas de frutos

Resumo: O presente estudo teve como objetivo estimar parametros genéticos, estabelecer
analise de correlacdes fenotipicas e divergéncia genética, por meio de caracteres fisico-
quimicos de frutos de physalis, visando fornecer informac6es que possam auxiliar futuros
trabalhos de melhoramento do género. Foram avaliados descritores fisicos e quimicos dos
frutos das duas espécies, sendo eles: PMF (peso médio de frutos), SS °Brix (s6lidos soluveis),
DL (diametro longitudinal do fruto), DT (didmetro transversal do fruto), PTF (peso total de
frutos), NF (ndmero de frutos), AR (acucares redutores) e AT (acucares totais). O
delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, com trés tratamentos, seis
repeticdes e parcela experimental composto por seis plantas. Foram estimados 0s parametros
genéticos, as correlacbes e divergéncia genética. No que tange a herdabilidade, as
caracteristicas PMF (peso médio de frutos), DLF (didmetro longitudinal do fruto), DTF
(diametro transversal do fruto) e AT (agucares totais) apresentaram os valores mais elevados,
demonstrando possibilidades de ganhos na selecdo. Para as analises de correlacBes
fenotipicas, foram observadas correlacdes positivas, pelo teste t e teste de Mantel, baseado em
5.000 simulagdes, para as caracteristicas: PMF (peso médio do fruto) x DLF (didmetro
longitudinal do fruto), PMF (peso médio do fruto) x DTF (diamtro transversl do fruto), DLF
(diametro longitudinal do fruto) x DTF (diamtro transversl do fruto), PTF (peso total de
frutos) x NF (nimero de furtos), PTF (peso total de frutos) x AT (agucares totais) e NF
(ndmero de frutos) x AT (acucares totais). Na analise de divergéncia o método de Toucher foi
mais sensivel que o UPGMA para a discriminacdo das espécies. Por meio da avaliacdo da
contribuicdo relativa para a divergéncia observou-se que os caracteres DTF (diamtro
transversl do fruto), AT (agucares totais) e DLF (diametro longitudinal do fruto) apresentaram
as maiores contribuicGes. As caracteristicas avaliadas: peso médio do fruto, didmetro
longitudinal do fruto, diametro transversal do fruto e acucares total, demonstraram-se
promissoras para desenvolvimento de trabalhos que visem a obtencdo de ganhos na selecdo,

bem como em analise de divergéncia genética, a fim de selecionar genotipos superiores.

Palavras-chave: Herdabilidade; dissimilaridade; selecdo; melhoramento.
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Genetic parameters, correlations phenotypic and genetic divergence based on physical-
chemical characteristics of Physalis fruits

Abstract:

The present study aimed to estimate genetic parameters, to establish analysis of phenotypic
correlations and genetic divergence, using physicochemical characters of fruits of physalis,
aiming to provide information that may help future work of improving the genus. The
physical and chemical descriptors of the fruits of the two species were evaluated: PMF (mean
fruit weight), SS ° Brix (soluble solids), DL (longitudinal fruit diameter), DT total number of
fruits), NF (number of fruits), AR (reducing sugars) and AT (total sugars). The experimental
design was randomized blocks, with three treatments, six replications and experimental plot
of six plants. Genetic parameters, correlations and genetic divergence were estimated.
Regarding heritability, the PMF, DLT, DTF and AT characteristics presented the highest
values, demonstrating possibilities of selection gains. For the analyzes of phenotypic
correlations, positive correlations were observed by the t test and Mantel test for the
characteristics: PMF x DL, PMF x DT, DL x DT, PTF x NF, PTF x AT and NF x AT. In the
analysis of divergence the Toucher method was more sensitive than the UPGMA for the
discrimination of the species. By evaluating the relative contribution to the divergence it was
observed that the DTF, AT and DLF characters presented the greatest contributions. The
evaluated characteristics: average fruit weight, fruit longitudinal diameter, fruit cross-
sectional diameter and total sugars, were shown to be promising for the development of
studies aimed at gaining selection, as well as genetic divergence analysis, in order to select
superior genotypes.

Keywords: Heritability; dissimilarity; selection; improvement.
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INTRODUCAO

Originario do México, o tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) também
conhecido como tomate verde ou tomatillo € uma hortalica amplamente utilizada no ramo
alimenticio (PENA-LOMELIet al., 2014). A Physalis philadelphica Lam. (Solanaceae),
anteriormente denominada Physalis ixocarpa, também possui origem no México e seu uso
vem crescendo amplamente em muitos paises. Seus frutos sdo verdes e azedos, quando
maduros, e sdo utilizados como ingrediente culinario na preparacdo de muitos molhos. Esta
espécie, também, vem sendo utilizada na medicina tradicional para aliviar febre, tosse e
amigdalite (MALDONADO et al., 2011). Apesar da importancia dessas espécies, tanto do
ponto de vista comercial, quanto medicinal, poucas e dispersas sdo as informacfes a seu
respeito (MONTES HERNANDEZ e AGUIRRE RIVERA, 1994).

As flores de Physalis ixocarpa sdo hermafroditas, entretanto esta espécie é
considerada alégama obrigatoria, pois possui um sistema de autoincompatibilidade
(PANDEY, 1957). Nesta planta, do total de flores que apresenta, apenas 40% sao fecundadas
e, destas, aproximadamente 30% chegam a formacéo de frutos maduros (SANTIAGUILLO
HERNANDEZ et al., 2012; PENA LOMELI et al., 2004).

Estudos de caracterizacdo morfoldgica de plantas sdo Gteis para identificar acessos
de germoplasma, em colecdo, e como ferramenta auxiliar no melhoramento genético (VEIGA
et al., 1996). Avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas de frutos é de grande importancia
para a sua comercializacdo e manuseio. A aparéncia externa dos frutos, tais como tamanho,
consisténcia, espessura, forma e coloracdo da casca sdo fatores importantes para a
aceitabilidade pelos consumidores (COSTA et al., 2004). Os constituintes responsaveis pela
qualidade dos frutos recebem a influéncia direta da cultivar, condi¢des climaticas, solo, tratos
culturais e estadios de maturacdo (HULME, 1970).

A expressdo do potencial de rendimento observado, nos cultivos, advém do genétipo,
do ambiente e da interacdo entre o gendtipo x ambiente. Desta forma, € importante estudar, de
forma simultanea, diferentes variedades em cada sistema de producdo, a fim de determinar
qual a melhor variedade em cada sistema. Em tomate de céscara, o sistema de producdo de
irrigacdo laminada é o mais frequente. Entretanto, podem-se encontrar areas comerciais onde
a irrigacdo por gotejamento é utilizada, em condicdes de céu aberto (PENA-LOMELI et al.,
2008). A prética agricola em cultivos do tomate de cascara requer a geragdo de cultivares,

com melhoria dos seus atributos quimicos e fisicos, que atendam as necessidades do mercado
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nacional e internacional. Dentre as caracteristicas a serem melhoradas estdo: o desempenho, o
habito de crescimento, a distribui¢do da producdo, assim como a cor, a forma e o tamanho de
fruto. Alem disso, concentrar a producdo em tempo reduzido deve ser uma estratégia a ser
priorizada, devendo estar elencados entre um dos objetivos para 0 aprimoramento genético da
espécie (PENA e MARQUEZ, 1990; PENA et al., 2008).

Na selecdo de materiais genéticos superiores faz-se necessario que os individuos a
serem selecionados retinam, a0 mesmo tempo, uma sequéncia de atributos favoraveis que Ihes
confiram maior rendimento, satisfazendo as exigéncias do consumidor. Sendo assim, uma
forma de conseguir aumentar o éxito de um programa de melhoramento é a realizacdo de
experimentos confiaveis, a partir dos quais se consegue obter grandes volumes de dados
experimentais. E, com base na manipulacdo adequada destes dados, € possivel estimar os
parametros genéticos e interpretar os fendbmenos bioldgicos. Entretanto, para a realizacdo das
analises e interpretacdo dos resultados é indispensavel a utilizacdo de recursos computacionais
e aplicativos eficientes a disposicéo do cientista (CRUZ, 1998). O crescente aumento no uso
de técnicas multivariadas para fins de quantificacdo dos parametros genéticos e da
divergéncia genética tem sido verificado, ja que essas analises permitem considerar
simultaneamente inGmeras caracteristicas (SUDRE et al., 2007).

As estimativas de pardmetros genéticos podem ser utilizadas, além de seu uso
tradicional, como subsidio para o planejamento de estratégias eficientes de melhoramento,
pois esta se encontra na prépria predicdo de valores genéticos (RESENDE et al., 2001). No
melhoramento genético, a selecdo de gendtipos superiores tem por finalidade identificar,
simultaneamente, varios caracteres e realizando-se o estudo das correlagbes fenotipicas
podera auxiliar a selecdo do tipo de planta mais adequada as exigéncias de uma agricultura
moderna e competitiva (COIMBRA et al., 2000; SANTOS e VENCOVSKY (1986). Técnicas
que auxiliem na escolha da melhor estratégia de selecdo, tais como as analises de correlacédo
tornam-se importantes ferramentas para uma melhor compreensdo das relacdes genéticas
entre os caracteres (SILVA et al., 2007).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo estimar parametros genéticos,
estabelecer analise de correlagdes genéticas e divergéncia, por meio de caracteres fisico-
quimicos de frutos de Physalis, visando fornecer informacgdes que possam auxiliar futuros

trabalhos de melhoramento do género.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no campo experimental do Horto Florestal, situados na
unidade experimental da Universidade Estadual de Feira de Santana (12° 16> 087”’S; 38° 56’
346”W; 243 m), no periodo de maio a julho de 2017. De acordo com a Kdppen e Geiger o
clima é classificado como Aw. Com temperatura media de 23.0 °C e pluviosidade média
anual de 888 mm.

Sementes de Physalis ixocarpa, variedades verde e roxa, e de Physalis philadelphica
foram semeadas em copos contendo Terra vegetal e o substrato comercial TechnsVivato®
(casca de pinus bio-estabilizada, vermiculita, moinha de carvdo vegetal, agua e espuma
fenolica) na proporcdo 3:1 e acondicionadas em casa de vegetacdo. Apo6s 15 dias as mudas
foram transplantadas para campo experimental.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados completos, com
trés tratamentos (espécies), seis repeticdes e parcela experimental de seis plantas.

Frutos maduros foram coletados e avaliados com base nos seguintes descritores
fisicos e quimicos dos frutos das duas espécies:

- Peso médio do fruto (PMF): obtido pela média de cinco frutos colhidos ao acaso, em g.

- Diametro longitudinal do fruto (DLF): obtido pela média de cinco frutos colhidos ao acaso,
em mm.

- Didmetro transversal do fruto (DTF): obtido pela média de cinco frutos colhidos ao acaso,
em mm.

- Peso total de frutos por planta (PTF): pesagem, em g, de todos os frutos da planta.

- NUmero de frutos por planta (NFP): unidadescontagem do nimero de frutos por planta.

- Solidos soluveis (SS): obtidos em °Brix, oriundos de cinco frutos colhidos ao acaso.

- AcUcares redutores (AR): obtido em microgramas por grama de massa fresca, oriundos de
cinco frutos colhidos ao acaso (MILLER, 1959).

- Acucares totais (AT): obtido em microgramas por grama de massa fresca pelo método da
Antrona, (YEMM e WILLIS, 1954), oriundos de cinco frutos colhidos ao acaso.

Adicionalmente, as avaliagcbes dos frutos foi realizada no laboratério de genética
molecular (LAGEM) e laboratdrio de germinacéo de sementes (LAGER) da UEFS.

Inicialmente, os dados os dados que necessitaram foram transformados e avaliou-se

as pressuposicdes da ANOVA, entdo os dados foram submetidos a analise de variancia, a fim
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de se verificar a existéncia de variabilidade genética entre as espécies, sendo que suas médias
foram agrupadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os parametros genéticos e seus estimadores foram analisados para cada
caracteristica, utilizando-se as seguintes expressdes (CRUZ, 2006):

- Variancia fenotipica: o* = QMglr

- Variancia ambiental média: 4> = QMr/r

- Variancia genotipica média: o6° = (QMg — QMr)Ir

- Coeficiente de variagdo genético: CVg = 100(Na?g/m)

- Coeficiente de variacio experimental: CVe = 100(NQMe/m)
- Quociente: razédo = CVgl/CVe

- Herdabilidade no sentido amplo: h % = a¢%/a .

A matriz de correlacdo fenotipica entre os caracteres foi definida por meio da analise
de variancia dos dados originais, aplicando o estimador do coeficiente de correlacdo de
Pearson. As significancias das estimativas das correlacbes foram verificadas pelo teste de
Mantel, com base em 5.000 simulag¢bes (CRUZ, 2006).

As estimativas dos componentes de variancia, parametros genéticos e correlacoes
foram obtidos utilizando-se o aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2013).

Na andlise da divergéncia genética foram empregados métodos multivariados, onde
foram aplicadas técnicas de agrupamento. Foi utilizada a distancia generalizada de
Mahalanobis como medida de dissimilaridade, a partir da qual se realizou o agrupamento dos
diferentes genotipos por meio do método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) e de otimizagdo proposto por Tocher, citado por Rao (1952).
As analises genético-estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GENES (CRUZ,
2013). No método UPGMA realizou-se a validacdo dos agrupamentos, determinada pelo
coeficiente de correlacdo cofenético, de acordo com Sokal e Rohlf (1962). A significancia dos
coeficientes de correlacdo cofenético foi calculado pelo teste de Mantel com 5.000
permutacfes (MANTEL, 1967). O ponto de corte foi definido pelo método de Mojena (1977),
obtido com o auxilio do pacote “NbClust” do programa computacional R (CHARRARD et
al., 2014) e a contribuicéo relativa dos caracteres para a divergéncia genética foi determinada

utilizando o critério proposto por Singh (1981).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O teste de media, comparando as espécies estudadas, revelou apenas o descritor
PMF foi capaz de diferenciar as espécies, sendo que P. ixocarpa (variedade verde) apresentou
média de peso superior em relacdo as demais (74,21 kg), a 5% de significancia .

Os descritores fisico-quimicos utilizados detectaram variabilidade genética entre as
espécies estudadas (P. Philadelphica, P. ixocarpa (variedades verde e roxa)). O caractere
PMF apresentou significancia de 1%, enquanto DLF, DTF e AT apresentaram diferencas a
5% de significancia (Tabela 1). O Coeficiente de Variacdo (CV) expressa uma medida de
variabilidade que mensura, em percentual, a relacdo entre o desvio padrdo (s) e a média
aritmética, apresentando a vantagem de fornecer um valor adimensional, independentemente
da unidade de medida utilizada. Trabalhos utilizando esses indicadores de preciséo, obtidos
com base no maior nimero de experimentos semelhantes possiveis, sdo necessarios para a
avaliacdo da qualidade da pesquisa, tendo em vista a obtencdo de progresso genético
(FERREIRA, 1991; LEITE et al., 2015). Os coeficientes de variagdo experimental, para todos
os descritores utilizados foi calculado, sendo que o menor valor observado foi de 11,03 para a
caracteristica DLF, e o maior valor de 68,48, para a caracteristica PTF (Tabela 2). Os
resultados obtidos estdo de acordo com Silva (2007) que desenvolveu um trabalho de selecdo
e variabilidade genética para caracteres qualitativos e quantitativos em progénies de Physalis
angulata e considerou que o coeficiente de variacdo experimental para caracteristicas do fruto
alcancou valores médios para os caracteres: didmetro transversal (12,04), didametro
longitudinal (10,62) e teor de solidos soluveis totais (14,08), o que indica boa precisdo
experimental para estes caracteres. Porém a caracteristica peso do fruto foi a excecdo,

apresentando o coeficiente de variacdo alto (48,09).
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Tabela 1: Resumo da anélise de variancia dos caracteres peso médio do fruto (PMF), Sélidos
soltveis (SS), didmetro longitudinal do fruto (DLF), didmetro transversal do fruto (DTF),
peso total de frutos (PTF), numero de frutos (NF), acucares redutores (AR) e agucares totais
(AT), das duas espécies de physalis avaliadas, em Feira de Santana, BA.

Quadrado médio

FVv GL PMF SS DL DT PTF NF AR AT

Blooco 5 89951 0,279 2249 4394  99476,79 400,67 11,64 91,94
Trat. 2 188717 0,11™ 4041° 62,76* 14562,29™ 337,49™ 10,83™ 330,91 *
Residuo 10 229,93 10,2736 7,4088 10,974 3710582 161,366 5638 45,682
Média 5431 4,01 2467 2648 281,28 2005 7,36 27,92
CV (%) 27,92 1304 11,03 1251 68,48 63,36 32,27 2421

** e * significativos a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste F
" ndo-significativo; pelo teste F

A andlise de pardmetros genéticos foi realizada para os descritores que apresentaram
resultados significativos, como demonstrados na Tabela 2. P6de-se observar que, para as
caracteristicas PMF, DLF, DTF e AT, a contribuicdo genotipica foi superior a ambiental,
demonstrando, assim, uma maior influéncia genética em detrimento do ambiente. Fato
comprovado pelos valores do coeficiente de variacdo genética CVg (%) que, segundo LEITE
et al. (2015), sdo empregados para demonstrar a variabilidade genética existente na populacéo
para cada carater avaliado. Assim, quanto maior a estimativa do coeficiente de variacdo
genético, mais efetiva a selecdo e maior a possiblidade de ganho genético na populagdo. No
presente estudo, observou-se uma amplitude de variacdo de 9,51 a 30,60, com destaque para
as caracteristicas PMF e AT (Tabela 2). Os menores CVVg (%) foram apresentados pelo DLF e
DTF (Tabela 2). Os resultados de CVg encontrados no presente estudo, apresentaram
semelhanca aos relatados por Silva (2007), para Physalis angulata, onde o autor também
observou que as caracteristicas Diametro longitudinal do fruto e Didmetro transversal do fruto
apresentaram valores considerados baixos de CVVg, com 5,94 e 7,28, respectivamente, quando
comparados ao valor obtido para a cararcteristica peso médio do fruto, que neste trabalho

apresentou CVg de 30,60, enquanto que em Physalis angulata o valor obtido foi de 48,84.
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Tabela 2: Parametros genéticos para as caracteristicas que apresentaram significancia, com os
valores de média, minimos e maximos, DMS-Tukey (1% e 5%), variancias: fenotipica (gr?),
genotipica (0¢?) e ambiental (o4°), herdabilidade média (ha2), coeficiente de variacéo

genética (CVQ) e razdo CVg/CVe para especies de Physalis. Feira de Santana-BA.

Parametros PMF DLF DTF AT

Minimo 24,31 17,79 19,05 9,56
Maximo 108,91 33,06 39,12 46,89
o 314,52 6,73 10,45 55,14
o4’ 38,32 1,23 1,82 7,61
i 276,20 5,50 8,63 47,53
CVg (%) 30,60 9,51 11,10 24,69
CVg/CVe 1,10 0,86 0,89 1,02
h? (%) 87,82 81,67 82,52 86,19

PMF (peso médio de frutos); DLF (diametro longitudinal do fruto; DTF (diametro transversal do fruto) e AT
(acucares totais dos frutos).

Outro parametro de grande relevancia em programas de melhoramento genético é a
relagdo CVg/CVe, tendo em vista ser um indicativo de superioridade dos componentes
genéticos em relacdo aos componentes ambientais. Para Vencovsky (1987) quando a relacao
CVg/CVe tende a 1,0 ou maior que 1,0 mostrando um indicativo de obtencdo de ganhos na
selecdo, sugerindo que a caracteristica pode ser facilmente trabalhada no melhoramento.
Neste estudo, foram observados valores acima de um para as caracteristicas PMF (1,10) e AT
(1,02), entretanto os valores obtidos para as caracteristicas DLF (0,86) e DTF (0,89)
alcancaram valores préximos a unidade (Tabela 2).

O coeficiente de herdabilidade constitui carater de extrema importancia para um
programa de melhoramento genético, pois prediz o ganho com a selecdo antes que ela seja
realizada (RAMALHO et al. 2012). A herdabilidade (h?) é uma grandeza que quantifica a
influéncia genética e expressa que parte da variacdo da populacdo, observada em um fenétipo,
pode ser atribuida & variacdo no gendtipo, possibilitando estimativas como o ganho genético
esperado com a selecdo (ALLARD, 1999). Observou-se para as caracteristicas avaliadas,
PMF, DLT, DTF e AT, valores de herdabilidade elevados, superiores a 80%, corroborando
com Stansfield (1974), que classifica como alto valores de herdabilidade maiores que 0,7. As
estimativas elevadas para h? estdo relacionadas a variancia genética inerente aos gendtipos

testados, em razdo de cada um deles contribuir com uma identidade genética distinta

/0



(TEIXEIRA et al., 2007). Silva (2007), ao avaliar caracteres de frutos (DL, DT, PF e SS) em
progénies de Physalis angulata, identificou valores altos de herdabilidade, com amplitude de
0,48 a 0,75. Pefia-Lomeliet et al. (2008) observou, em uma variedade de Physalis ixocarpa
(CHF1 CHAPINGO), valores de herdabilidade para caracteristicas do fruto (peso,
rendimento, nimero de frutos por planta) variando de 37,5 e 57,8.

Outro pardmetro de grande importancia para o melhoramento é o estudo de
correlacdo. Essa associacdo entre os caracteres sdo, em geral, avaliadas por meio das
correlagcdes fenotipicas, genotipicas e de ambiente, entretanto somente as correlacdes
genotipicas que envolvem uma associacdo de natureza herdavel apresenta maior interesse para
o melhoramento (NOGUEIRA et al., 2012). As correlagdes observaveis sao as fenotipicas, ou
seja, sao estimadas diretamente de medidas fenotipicas, sendo necessarios distinguir suas duas
causas: a genética e a ambiental (CRUZ et a., 2004; FERREIRA et al., 2003).

A estimativa do coeficiente de correlacdo pode variar teoricamente de -1 a +1.
Quando positivo, o coeficiente de correlacdo indica a tendéncia de uma variavel aumentar
guando a outra aumenta, correlagcdes negativas indicam tendéncia de uma variavel aumentar
enquanto a outra diminui (FALCONER, 1987; RAMALHO et al., 2012; NOGUEIRA et al.,
2012). Tendo em vista essas informacgdes, foram observadas correlagdes positivas, altamente
significativas, para os caracteres PMF x DTF, e positiva e significativa para as caracteristicas
DLF x DTF, pelo teste t. Por meio do teste de correlagdo de Mantel, baseado em 5.000
simulacdes, observou-se correlagdes positivas, altamente significativas, para as caracteristicas
PMF x DL, PMF x DT,DL x DT, PTF x NF, PTF x AT e NF x AT. CorrelacGes positivas de
alta magnitude e altamente significativas indicam uma relagdo favoravel ao melhoramento
genético, indicando que plantas com maior peso médio de frutos, consequentemente,
expressardo maior didmetro longitudinal e transversal do fruto. Assim como, plantas com
maior peso total de frutos resultard em plantas com maior numero de frutos e com maior
quantidade de agucares totais.

Foram observadas correlagdes negativas, significativas, de alta magnitude, para as
caracteristicas DLF x PTF e DTF x PTF, pelo teste t. Para o teste de Mantel, foram
observadas correlagdes negativas para as caracteristicas: PMF x PTF, PMF x NF, PMF x AT,
DL x PTF, DL x NF, DL x AT, DT x PTF, DT x NF e DT x AT. Segundo Singh et al. (2002)
quando as correlacdes apresentarem valores negativos, com significancia, demonstra que o

efeito positivo em uma caracteristica provocard nos seus pares um efeito oposto. Os
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resultados obtidos por Silva (2007) demonstram que a maioria das caracteristicas do fruto
apresentaram fortes correlagfes positivas com o carater numero de frutos, indicando ganhos
de produtividades sem perdas para as principais caracteristicas do fruto. Para as caracteristicas
referentes ao tamanho do fruto (comprimento e diametro), foram observadas estimativas
positivas e fortemente correlacionadas com o peso, sugerindo que frutos maiores estéo
associados com o volume da polpa, o que ja era previsivel e desejavel. Rodrigues et al. (2014)
avaliaram caracteres fisico-quimicos de frutos de Physalis peruviana, e observaram que ao se
correlacionar as caracteristicas diametros longitudinal e transversal com a massa do fruto,
foram observadas correlacGes signifcativas e positivas de 0,915 e 0,896, respectivamente,
podendo-se concluir que os diametros longitudinal e transversal correlacionaram-se de forma

direta em relacdo a massa do fruto.

Tabela 3: Estimativa dos coeficientes de correlacdo de Pearson para as caracteristicas peso
médio de frutos (PMF), sélidos solUveis (SS), diametro longitudinal do fruto (DLF), diametro
transversal do fruto (DTF), peso total de frutos (PTF), nimero de frutos por planta (NFP),
acucares redutores (AR) e agucares totais (AT) em espécies do género Physalis.

Variaveis PMF  SS DL DT PTF NF AR AT
PMF 1 08825™ 0,9983 0,99997" -0,9965 " -0,6940 0,6694™ -0,7622 "
SS 0,8538™  0,8783™  -0,8401"™ -0,2739™ 0,2415"  -0,3683™
DL 0,9988™*" -0,9996 " -0,734™ 0,7113" -0,7984""
DT -0,9972""  -0,7345"" 0,6760™ -0,7679"*
PTF 0,7518" -0,7292"™ 0,8137*"
NF -0,9994" 00,9950
AR -0,9911™
AT 1

** * . Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++ + : Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simula¢Ges

Para a analise de divergéncia genética, por meio do método de otimizacdo de
Tocher, utilizando como medida de dissimilaridade a distancia generalizada de Mahalanobis,
com base nas oito caracteristicas de frutos avaliadas, constatou-se que ocorreu a formagao de
2 grupos (Tabela 4). Observa-se que o grupo 1 contém a espécie P. ixocarpa e suas
variedades verde e roxa, e o grupo 2 foi representado pela espécie P. philadelphica. As

distancias observadas intergrupos (1 x 2) foi de 28,127 e intragrupo foi de 5,7756.
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Tabela 4: Grupos estabelecidos pelo método de otimizacdo de Tocher, com base na distancia
generalizada de Mahalanobis, obtidas de oito caracteristicas, em duas espécies de Physalis.

Grupo Individuos

1 P. ixocarpa (variedade verde) — P. ixocarpa
(variedade roxa)
2 P. philadelphica

O agrupamento utilizando o UPGMA, método de ligacdo média entre grupos, ,
permitiu a confeccdo do dendograma hierarquico, com indice de correlacéo cofenética (CCC)
igual a 0,99 (Figura 1). Levando-se em consideracdo que este coeficiente mede o ajuste entre
a matriz de dissimilaridade e a matriz de simplificacdo, em decorréncia do método de
agrupamento, este indice aumenta a confiabilidade das conclusdes frente a interpretacdo dos
dendrogramas (CRUZ et al., 2012). Desse modo, com base no ponto de corte estimado de
36,71 as trés espécies ficaram concentradas no mesmo grupo. A utilizacdo do método,
também permitiu inferir as distancias estimadas entre as espécies, sendo de 28,31 e 27,94, a
distancia entre P. philadelphica e P. ixocarpa, var. verde e roxa, respectivamente. As
distancias entre P. ixocarpa, var. verde e roxa, foi estimada em menor magnitude (5.77).
Tendo em vista os resultados apresentados no dendograma, pode-se inferir que 0 método de
Toucher foi mais sensivel para a discriminacdo das espécies, pois provavelmente avaliacoes
fisicas e quimicas de frutos de Physalis ndo foram suficientes, pelo método UPGMA, para
discriminar as espécies.

Faria et al. (2012), estudando métodos de agrupamento para estimar a divergéncia
genética em pimentas, observaram que pelo método de Toucher houve a formacéo de quatro
grupos, sendo que o primeiro grupo apresentou 46 dos 49 acessos avaliados. Entretanto as
avaliacOes de divergéncia pelo método UPGMA, com base na distancia euclidiana média,
permitiu inferir na formacéo de sete grupos, com 24 acessos sendo agrupados pelo grupo de
maior representatividade. De acordo com os resultados obtidos, os autores sugerem que um
método mais sensivel para determinacdo do numero de grupos deve ser utilizado, com o
intuito de captar mais eficientemente a existéncia de acessos discrepantes.

Estudos mais refinados devem ser adotados a fim de determinar a real distancia
estabelecida entre estas espécies, pois estudos prévios com as espécies P. ixocarpa e P.

philadelphica relatam conflitos taxonémicos entre elas. Para Waterfall (1967), as diferencas
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entre P. ixocarpa e P. philadelphlca sdo comuns, e por esta razdo o autor adotou o nome de P.
philadelphica (o mais antigo) para incluir os tomates mexicanos. Santiaguillo Hernandez e
Blas Yafez (2009), em seu estudo, também fazem referéncia a essas espécies como
sindbnimas. Entretanto, Fernandes (1974) constatou que, do ponto de vista, morfologico e
citologico, P. ixocarpa e P. philadelphica sdo duas espécies distintas, e, desta forma, néo
devem ser consideradas sindnimas. Medina-Medrano et al. (2016) avaliou o potencial do
marcador ISSR para discriminar espécies de Physalis (Solanaceae) e concluiu que, estes
marcadores mostraram uma alta capacidade para revelar a variabilidade genética dentro e
entre espécies de Physalis. A variabilidade encontrada foi tdo alta nas espécies cultivadas de
P. peruviana como nas espécies selvagens. O autor ressalta que a alta variacdo genética
encontrada nas espécies selvagens mexicanas oferece uma oportunidade para o

desenvolvimento da domesticacdo e programas de conservacao.
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridades genéticas entre 2 espécies de Physalis, obtido
pelo método UPGMA, utilizando a distancia generalizada de Mahalanobis (com base em 8

caracteristicas de frutos) como medida de distancia genética.

80



Na tabela 5, sdo apresentadas a contribuicdo relativa dos caracteres para a
divergéncia, entre as duas espécies de Physalis. Pode-se observar que as varidveis DTF, AT e
DLF apresentaram as maiores contribuicdes para a divergéncia, representando 28,81%,
25,34% e 17,35%, respectivamente. As demais caracteristicas (PMF, SS, PT, NF e AR)
apresentaram pouca contribui¢do, com amplitude de valor entre 1,06% e 10,33%. Rodrigues
et al. (2017) constatou, em maracujazeiro-azedo, que das varidveis, de producdo de semente,
que apresentaram as maiores contribuicdes relativas para a divergéncia genética as mais
expressivas foram massa de polpa e massa de fruto. Rocha et al. (2009) avaliou descritores
quantitativos na determinacdo da divergéncia genética, entre acessos de tomateiro do grupo
cereja, e observou que dentre as caracteristicas mais importantes, os diametros longitudinal

(19,35%) e equatorial (14,02%) foram as mais decisivas para a discriminacéo.

Tabela 5: Contribuicdo relativa dos caracteres para a diversidade genética de duas espécies de
Physalis, segundo Singh (1981). Feira de Santana-BA.

Variavel S %

PMF 7,64 5,74
SS 1,41 1,06
DL 23,11 17,35
DT 38,36 28,81
PT 4,80 3,60
NF 10,30 7,74
AR 13,76 10,33
AT 33,74 25,34

S.j - valor da contribuicéo relativa dos caracteres

CONCLUSOES

- Os maiores CVg (%) foram obtidos para peso médio do fruto e agucares totais.

- As caracteristicas peso médio do fruto, diametro longitudinal do fruto, didmetro transversal
do fruto e acucares total apresentaram valores de herdabilidade elevados, possibilitando

ganhos na selecéo;
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- As correlagdes positivas entre o didmetro transversal do fruto e as caracteristicas peso médio
dos frutos e diametro longitudinal do fruto, apresenta correlacdo altamente significativa, e

significativa, respectivamente, pelo teste t.

- As correlcbes entre peso medio do fruto, diametros longitudinal e transversal, peso total de
frutos com numero de frutos e agucares totais e niumero de frutos com acgucar total, apresentou

correlagéo positiva pelo teste de Mantel.

- O método de Toucher foi mais sensivel para a discriminacdo das espécies, pois permitiu

isolar a P. philadelphlica da P. ixocarpa.

- As variaveis diametro transversal do fruto, diametro longitudinal do fruto e agucares totais

apresentaram as maiores contribuic6es para a divergéncia genética.
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CONCLUSAO GERAL

- Diante da importancia das espéecies que compdem o género Physalis, torna-se importante o
desenvolvimento de pesquisas do ponto de vista molecular, a fim de estabelecer combinacdes
de acessos contrastantes com o intuito de explorar a heterose para a selecdo de individuos

superiores.

- As espécies de Physalis (P. ixocarpa (variedades verde e roxa), P. peruviana e P.
philadelphica) encontram-se meioticamente estaveis. Com a presenga de 24 cromossomos,

observados em Physalis ixocarpa, variedade verde e Physalis philadelphica.

- As espécies de Physalis (P. ixocarpa (variedades verde e roxa) e P. philadelphica),
apresentam boa viabilidade e receptividade de estigma ao longo do dia, sendo que ao relacinar
a viabilidade de polen com a receptividade estigmética conclui-se que a hibridagdo para P.
ixocarpa verde pode ser realizada em qualquer momento do dia, e em P philadelphica e P. ixocarpa

roxa recomenda-se que a hibridacdo seja realizada no periodo da tarde.

- Na analise de parametros genéticos observa-se que as caracteristicas peso médio do fruto e
acucares totais apresentaram os maiores valores de CVg (%), demonstrando que estas
caracteristicas sdo promissoram para detectar a variabilidade genética, para caracteristicas de
fruto. As caracteristicas peso médio do fruto, didmetro longitudinal do fruto, didmetro
transversal do fruto e acucares total apresentaram valores de herdabilidade elevados,
atestando que ao selecionar acessos, com base nestas caracteristicas de fruto, existe uma
grande possibilidade de se obter ganhos na selecdo. Observou-se que existem corre¢des
positivas entre as caracteristicas peso médio do fruto e os didmetros transversal e longitudinal,
entre os didmetros longitudinal e transversal, peso total de frutos com numero de frutos e
acucares totais e numero de frutos com acgucar total, assegurando que existe uma relacdo
favoravel ao melhoramento genético. Na andlise de divergéncia genética, baseada nos
caracteres de fruto, as variedades verde e roxo de P. ixocarpa formaram um grupo e P.
philadelphica formou outro grupo, sendo que a maior distancia estabelecida entre esta
espécie, foi de 28,31 e 27,94, da P. ixocarpa, variedades verde e roxa, respectivamente. As
caracteristicas diametro transversal do fruto, diametro longitudinal do fruto e agucares totais
apresentaram as maiores contribuigdes para a divergéncia genética.
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