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RESUMO

TREVISANI, NICOLE. Citogenética, endogamia e heterose em fisalis (Physalis peruviana L.)
cultivado. 2018, 93 p. Tese de doutorado em Producdo Vegetal da Universidade do Estado de
Santa Catarina — Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, 2018.

A fisalis é uma espécie frutifera que se caracteriza pelas excelentes qualidades sensoriais,
nutritivas e medicinais do fruto. O aperfeicoamento e o avango em estratégias de melhoramento
da cultura se fazem necessarios, visando o incremento na producéo e na qualidade de frutos. Para
tanto, os objetivos do trabalho foram: i) determinar o nivel de ploidia e o conteddo de DNA
nuclear em populacbes de fisalis cultivadas; ii) quantificar as consequéncias ocasionadas pela
endogamia ao longo de geracgdes de autofecundacdo e; iii) estimar a magnitude de heterose apds a
hibridacdo entre linhagens endogamicas, vislumbrando a selecdo de combinagdes promissoras
para caracteres de fruto. Diante disso, foram selecionadas quatro populagdes que representam a
variabilidade genética de fisalis atualmente em cultivo. A origem foi: Lages, Cacador, Colémbia
e Peru. Em uma primeira abordagem, o trabalho foi destinado ao estudo citogenético, onde se
determinou que o nimero de cromossomos das quatro populagdes é 2n = 4x = 48, classificando-
as como poliploides com conformacéo tetraploide. A quantidade de DNA variou entre 12,87 e
13,98 picogramas. Em um segundo momento as populacdes foram avaliadas quanto aos efeitos
da endogamia ap0s trés geracdes de autofecundacdo e a heterose em caracteres relacionados ao
rendimento de frutos durante o ciclo produtivo (trés avaliacBes ao longo do tempo) e caracteres
relacionados a qualidade de frutos. A interacdo populacdo, local e época de avaliacdo foi
significativa, o que demonstra a plasticidade da espécie frente as condi¢cdes ambientais de cultivo.
Os resultados demonstram que, de um modo geral, as semelhancas entre as médias e 0s
parametros das regressdes ajustadas conforme o local revelam auséncia de depressdo por
endogamia. Para heterose, na maioria dos casos, o desempenho do hibrido ficou na média das
populagdes genitoras. Em caracteres da qualidade do fruto, compararam-se as geracOes
endogamicas por meio de contrastes univariados. As comparacdes entre geracdes Sy vs. S; foram
as que manifestaram maiores diferencas. Por exemplo, houve reducdo na massa média do fruto
(0,380 g) para populacdo Lages e reducdo de 974 kg.ha™, de 258 frutos e 28 cm na altura da
planta para a populacdo Peru. Porém, em algumas situa¢des houve incremento nas médias
fenotipicas para as geracGes endogamicas, o que ndo revelou efeitos indesejaveis da
autofecundagdo. Houve heterose para massa e diametro equatorial do fruto em combinacdes
envolvendo a populacdo Peru, com acréscimos significativos, porém de baixa magnitude, nao
viabilizando a produgdo de hibridos comerciais. Diante dos resultados, ficou evidente que as
populacdes de fisdlis ndo manifestaram depressdo por endogamia ao longo das geracdes, 0s
beneficios da heterose ndo viabilizam a selecdo de combinacdes hibridas promissoras e as
populacbes cultivadas apresentam uniformidade cromossdmica. Portanto, os dados reforcam a
ideia de que: i) populagdes cultivadas mundialmente apresentam origem comum (regido Andina),
com restrita base genética e, portanto formagdo de um pool génico de fisalis atualmente
cultivado; ii) a espécie apresenta baixa carga genética; iii) a espécie apresenta elevada taxa de
autofecundacéo natural.

Palavras chave: Melhoramento de plantas. Vigor hibrido. Nivel de ploidia. Controle de
polinizag&o.






ABSTRACT

TREVISANI, NICOLE. Cytogenetics, inbreeding and heterosis in cape gooseberry (Physalis
peruviana L.) cultivated. 2018, 93 p. Doctoral Thesis on Plant Production of Vegetal
Universidade do Estado de Santa Catarina — Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, 2018.

The cape gooseberry is a fruitful species that is characterized by the excellent sensorial,
nutritional and medicinal qualities of the fruit. Improvement and advancement in crop
improvement strategies are necessary, aiming to increase fruit production and quality. To do so,
the objectives of the work were: i) to determine the level of ploidy and nuclear DNA content in
cape gooseberry populations; ii) quantify the consequences of inbreeding over generations of
self-fertilization; iii) to estimate the magnitude of heterosis after inbreeding among inbred lines,
with a view to selecting promising combinations for fruit characters. Therefore, four populations
were selected that represent the genetic variability of cape gooseberry currently in cultivation.
The origin was: Lages, Cacador, Colombia and Peru. In a first approach, the work was destined
to the cytogenetic study, where it was determined that the number of chromosomes of the four
populations is 2n = 4x = 48, classifying them as polyploids with tetraploid conformation. The
amount of DNA ranged from 12.87 to 13.98 picograms. In a second moment the populations
were evaluated as to the effects of inbreeding after three generations of self-fertilization and the
heterosis in characters related to fruit yield during the productive cycle (evaluated in three epochs
over time) and characters related to fruit quality. The interaction between population, place and
time of evaluation was significant, which demonstrates the plasticity of the species in relation to
environmental conditions of cultivation. The results demonstrate that, in general, the similarities
between the means and the parameters of the regressions adjusted according to the location reveal
absence of depression by inbreeding. For heterosis, in most cases, the performance of the hybrid
was in the average of the genitor populations. In characters of fruit quality, the inbred generations
were compared by means of univariate contrasts. The comparisons between generations Sg vs. S;
were the ones that showed the greatest differences. For example, there was a reduction in the
average fruit mass (0.380 g) for Lages population and a reduction of 974 kg.ha™, 258 fruits and
28 cm at plant height for the Peru population. However, in some situations there was an increase
in the phenotypic means for the inbred generations, which did not reveal undesirable effects of
self-fertilization. There was heterosis for mass and equatorial diameter of the fruit in
combinations involving the Peru population, with significant increases, but of low magnitude, not
making possible the production of commercial hybrids. In view of the results, it was evident that
populations of cape gooseberry did not manifest depression due to endogamy over the
generations, the benefits of heterosis did not allow the selection of promising hybrid
combinations and the cultivated populations presented chromosomal uniformity. Therefore, the
data reinforce the idea that: i) populations cultivated worldwide have a common origin (Andean
region), with a restricted genetic base and, therefore, the formation of a gene pool of cape
gooseberry currently cultivated; ii) the species presents low genetic load; iii) the species shows a
high rate of natural self-fertilization.

Keywords: Plant breeding. Vigor hybrid in plants. Ploidy level. Pollination control.
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1 INTRODUCAO GERAL

A fisélis (Physalis peruviana L.), espécie frutifera que pertence a familia das solanaceas,
¢ originaria da regido Andina com destaque a Colémbia, Peru e Equador (FISCHER et al., 2014).
E comercializada no grupo dos pequenos frutos e caracteriza-se por possuir os frutos envoltos por
uma céapsula de coloracdo amarelo palha na fase de maturacéo. Possui um alto valor agregado em
virtude do belo aspecto visual exotico, qualidade sensorial, excelentes propriedades nutricionais e
medicinais, especialmente o alto contetdo de vitaminas A, C e do complexo B (FISCHER,;
MIRANDA, 2012). Ainda, se destaca por apresentar propriedades antioxidantes, acidos graxos
insaturados e fitoesterdis (PUENTE et al., 2011).

Na Colombia é conhecida popularmente como ‘uchuva’, o pais € 0 principal produtor,
sendo que a espécie representa a segunda frutifera de maior relevancia econémica em
exportacdes no pais (BELTRAN, 2009). Os processos de evolucdo e domesticacdo mediante acdo
da selecdo natural e selecdo realizada pelo homem, a adaptacdo da cultura aos diferentes
ambientes de cultivo, a possibilidade em realizar fecundacdo cruzada, entre outros fatores,
proporcionaram um valioso recurso genético a ser explorado nos paises Andinos (mais
especificamente na Colémbia). Para tanto, as estratégias utilizadas pelos programas de
melhoramento destinam-se essencialmente ao desenvolvimento de gendétipos com frutos de
qualidade superior, como por exemplo, tamanho e sabor do fruto (LIGARRETO et al., 2005). Os
estudos comtemplam desde a caracterizacdo e conservacdo dos recursos genéticos em bancos de
germoplasma (LAGOS et al., 2001; LIGARRETO et al., 2005), a utilizacdo de hibridacéo intra e
interespecifica como forma de aumento na producdo por planta e na qualidade de frutos
produzidos e, em um momento mais atual, 0 emprego da biotecnologia (SIMBAQUEBA et al.,
2011; CELY etal., 2015; LUIS, 2016).

No Brasil, tanto o cultivo como também as pesquisas com trabalhos experimentais
tiveram inicio presumivelmente na década de 1999, na Estacdo Experimental de Santa Luzia
localizada em S&o Paulo. Tais estudos acarretaram em promissores resultados em aspectos
relacionados ao manejo da cultura, mais especificamente na definicdo de doses de adubacéo e na
conducéo de plantas. A partir desse momento, houve a disponibilizacdo de mudas e sementes aos
produtores rurais de diferentes regides (LIMA et al., 2009) e divulgagédo dos resultados obtidos.

Em um momento posterior, o cultivo de fisalis expandiu para a regido Sul do Brasil,
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principalmente em cidades do Rio Grande do Sul como Vacaria e em Santa Catarina, nas cidades
de Fraiburgo, Cacador e Lages. O cultivo caracteriza-se essencialmente pela agricultura familiar
(FISCHER et al., 2014).

Dados atuais referentes a producdo de frutos de fisalis no Estado de Santa Catarina
revelam que a producdo é insignificante frente & demanda pelo mercado consumidor (CEPA,
2018). Além da baixa producdo, ndo existem normas para padronizacdo quanto qualidade de
frutos comercializados no mercado interno. O pais é dependente de frutos de importacao, que sao
comercializados a precos elevados em mercados varejistas regionais (variacdo de R$ 50,00 a
80,00 kg). Aliado a isto, os produtores rurais iniciam o cultivo com a obtencdo de sementes
oriundas de outros produtores rurais ou até mesmo obtidas de forma comercial. Nesse sentido, 0s
gendtipos cultivados no Brasil sdo de origem desconhecida, de maneira que pouco se conhece a
respeito do potencial genético dos gendtipos e, consequentemente, ndo existem variedades de
fisalis registradas e/ou certificadas no pais (MAPA, 2017).

Uma maneira eficiente de aumentar a producdo por planta e melhorar a qualidade dos
cultivos (gréos, frutos, fibras) é por meio do melhoramento genético. O grande objetivo do
melhoramento de plantas é a selecdo de gendtipos mais produtivos e que sejam adaptados as
condic@es de cultivo de uma dada regido. Para tanto, o melhorista utiliza a variabilidade genética
existente nas espécies com a selecdo de constituicbes genéticas e obtencdo direta de novas
cultivares ou na utilizacdo de gen6tipos em processos de hibridacdo (ALLARD, 1971). No Brasil,
os trabalhos com melhoramento genético da fisalis sdo incipientes. O estado da arte e ciéncia
ainda concentra-se em questdes basicas, mas fundamentais para o sucesso do programa de
melhoramento de fisalis, dentre as quais se destacam o conhecimento da variabilidade genética
disponivel e do modo de reproducdo. Trabalhos vém revelando restrita variabilidade entre e
dentro de populacGes em caracteres de tamanho de fruto e ciclo fenologico (TREVISANI et al.,
2016a). Quanto ao modo de reproducdo predominante em P. peruviana, existem controvérsias na
literatura cientifica se ocorre por autogamia ou alogamia.

Para o género Physalis, Daunay et al. (2004) salientam que embora as espécies cultivadas
do género sejam principalmente auto compativeis (exceto P. ixocarpa) e com predominancia de
autogamia, as abelhas e outros insetos polinizadores comumente visitam as flores, permitindo
certa taxa de polinizacdo cruzada. De acordo com publica¢bes da CRFG (2003) (California Rare

Fruit Growers) a autofecundacdo ocorre em P. peruviana, essencialmente em condicGes
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desfavoraveis a polinizacdo cruzada como em dias nublados e na auséncia de insetos
polinizadores. Contudo, um expressivo volume de trabalhos cientificos revelam a predominéncia
de alogamia em fisalis (SINHA et al., 1976; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989;
SANTANA; ANGARITA, 1999; FISCHER, 2000). Lagos et al. (2008) demostraram que a
estrutura da flor restringe a autofecundagéo e concluiram que a taxa de polinizagdo cruzada foi de
54% em condigdes de ambiente protegido, classificando-a como uma espécie de reproducédo
mista. De acordo com Chauta-Mellizo et al. (2012), na presenca de polinizacdo livre na presenca
de abelhas houve incremento no tamanho do fruto, no nimero de sementes e na capacidade
germinativa das sementes.

Com base nisso, 0 melhorista deve possuir argumentos suficientes que comprovem qual o
modo de reproducdo predominante na espécie que esta trabalhando ou, entdo, elaborar estratégias
na conducdo do experimento para elucidar tais questionamentos. A depressao por endogamia é
um forte indicativo da presenca de alogamia como modo de reprodugdo predominante em uma
espécie. De um modo geral, espécies autdgamas ndo manifestam depressdo por endogamia, pois
alelos recessivos e alelos deletérios ja foram eliminados da populacdo de plantas por meio da
selecdo natural e realizada pelo homem. Salienta-se ainda que ao longo do processo evolutivo
muitas espécies alégamas desenvolveram a capacidade de realizar autofecundacéo,
proporcionando assim a manutencdo de alelos que expressam caracteristicas desejaveis (LANDE;
SCHEMSKE, 1985). Ainda, é possivel estabelecer uma relagdo entre autofecundacdo e
poliploidizacdo em uma ampla gama de espécies de plantas angiospermas (COMALI, 2005), mais
especificamente a ocorréncia de autopoliploidia e, como consequéncia, auséncia dos efeitos
prejudiciais da endogamia (com excecao da alfafa).

E conhecido que populagdes alégamas com distintos niveis de heterozigose e presenca de
alelos recessivos e alelos deletérios manifestam comportamento distinto quando submetidas a
autofecundacdo (BUENO et al., 2006). O coeficiente de endogamia (F = (1/2)", em que n é o
numero de ancestrais comuns entre 0s genitores) é a probabilidade de dois alelos em um loco,
tomados ao acaso, serem idénticos por ascendéncia (MALECOT, 1967). Portanto a endogamia,
seja pelo cruzamento entre individuos aparentados ou pela autofecundacdo tem como
consequéncia o aumento na homozigose (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1999).
Pouco se conhece a respeito da estrutura genética das populagdes de fisalis cultivadas no Sul do

Brasil, ou seja, dos niveis de homozigose e/ou heterozigose e, que possivelmente manifestarao
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diferengas quando submetidas a autofecundagdo. A existéncia de populagdes com variagdes
possibilitard a formacdo de linhagens endogamicas, as quais se tornam cada vez mais uniformes
para caracteres de interesse, que serdo fixados com a endogamia.

A hibridacao entre linhagens homozigotas que apresentam diferencas genéticas tem como
propdsito explorar o fendmeno da heterose. A heterose reflete a superioridade da geragdo F; em
relagdo & média dos genitores e a sua ocorréncia tem como principal fundamento a existéncia de
interacdes alélicas nédo aditivas — dominancia e sobredominancia (CHARLESWORTH; WILLIS,
2009). Outras suposicOes a respeito da manifestacdo da heterose se relacionam as interacdes
génicas (epistasias) como também em decorréncia de estimulos bioquimico-fisiolgicos
favoraveis. O fenbmeno tem sido observado na maioria das espécies e manifesta-se em caracteres
agronomicamente importantes como, maior producédo (de frutos, de graos, etc.), altura da planta,
tamanho do fruto, desenvolvimento da planta e coloracdo verde das folhas, entre outros
(ALLARD, 1971).

Uma ferramenta de primordial importancia aliada aos estudos seja na compreensao dos
efeitos ocasionados pela endogamia como também na definicdo de estratégias de hibridagdes
inter e intraespecifica é o conhecimento do nimero de cromossomos em populacfes. Existem
varia¢fes quanto ao nimero de cromossomos em genotipos de P. peruviana cultivados e também
em gendtipos silvestres. Por exemplo, em estudos realizados em paises Andinos, Rodriguez e
Bueno (2006) classificaram gendtipos silvestres como diploides (2n = 2x = 24), o gendtipo
Colémbia com complemento 2n = 32 e 0 gen6tipo Kenia como tetraploide (2n = 4x = 48). Mais
recentemente, Liberato et al. (2014) concluiram que gendtipos cultivados na Colémbia sdo
tetraploides e Araljo et al. (2015) ao avaliarem uma populagdo de fisalis cultivada em Feira de
Santana na Bahia no Brasil obtiveram metafases com 44, 46, 48 e 50 cromossomos, classificando
a espécie como tetraploide.

Com base no exposto, a depress@o por endogamia e a heterose podem ser considerados 0s
fendmenos mais importantes e intrigantes evidenciados no melhoramento de muitas espécies que
apresentam fecundacéo cruzada. A quantificacdo das consequéncias ocasionadas pela endogamia
possibilitar a realizacdo de inferéncias quanto ao modo de reproducdo predominante em fisalis,
de suma importancia e a base genética para o melhoramento de espécie. Assim como, proceder
com a selecdo de linhagens genitoras cujas combinacdes genéticas permitam a obtencdo de

hibridos de alta heterose a fim de incrementar o cultivo de fisalis na regido Sul do Brasil. Embora
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a utilizacdo de hibridos em Physalis peruviana possa melhorar o rendimento de frutos e outras
caracteristicas de importancia econdmica, existem poucas informacdes a respeito do desempenho

de hibridos em fisalis.
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2 HIPOTESE

Populacdes de fisalis atualmente em cultivo e com origem distinta manifestam depressao
por endogamia em caracteres relacionados ao rendimento e a qualidade de frutos quando
submetidas a autofecundacdo. Por meio da hibridacdo entre individuos endogamicos é possivel
explorar os beneficios da heterose, proporcionando assim a selecdo de combinagdes hibridas

promissoras.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar as consequéncias ocasionadas pela endogamia e a manifestacdo de heterose a

partir do cruzamento entre linhagens endogamicas oriundas de popula¢des de fisalis cultivadas.
3.2 ESPECIFICOS

i) Determinar o nivel de ploidia e o conteudo de DNA nuclear em populacdes de fisalis
cultivadas como subsidio para 0 melhoramento genético da espécie.

i) Quantificar a reducdo de vigor em plantas ao longo de consecutivas geracfes de
autofecundacdo (Si, Sy, S3) e investigar a existéncia de variacdo genética entre as diferentes
populacdes, quanto a depressao por endogamia;

iii) Estimar a ocorréncia de heterose ap6s a hibridacdo entre linhagens endogamicas,
comparando os hibridos F; obtidos com a média dos genitores e selecdo de combinagdes hibridas

promissoras;
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA

4.1.1 Importancia e cultivo

A Physalis peruviana L. é uma espécie frutifera popularmente conhecida no Brasil como
fisdlis ou physalis (ALTAMIRANO, 2010), comercializada no grupo dos pequenos frutos. A
frutifera tem atraido a atencdo de consumidores como também de produtores rurais em virtude
das caracteristicas do fruto, dentre as quais sabor acucarado, propriedades medicinais, nutritivas e
farmacéuticas, facilidade no manejo e adaptacdo a distintas condi¢cBes edafocliméticas. Os
componentes relacionados a salde incluem a capacidade antioxidante, &cidos graxos poli-
insaturados, vitaminas A, B, C, E e K; (PUENTE et al., 2011; OLIVARES-TENORIO et al.,
2016), entre outros. Caracteriza-se, sobretudo pelo belo aspecto visual do fruto, muito utilizado
na decoragdo de doces. Além do fruto, é possivel a comercializacdo das raizes, do caule e da
capsula que envolve o fruto, extraindo-se principios estudados na cura de doencgas, como por
exemplo, mal de Alzheimer (AL-OLAYAN et al., 2016).

O cultivo de fisalis € predominantemente realizado na regido Andina, destacando-se a
Colébmbia, o Peru e o Equador, paises estes classificados como o centro de origem e
diversificagdo da espécie (MEDINA, 1991). Atualmente a Colémbia é o maior produtor e
exportador de frutos de fiséalis tanto in natura como também em formas processadas (doces,
geleias, sucos, etc.). O Canada é o principal pais da América que importa frutos de fisalis
oriundos da Colémbia, seguido do Brasil e dos Estados Unidos. No ano de 2017, a éarea de
producdo na Colombia foi de aproximadamente 1023 hectares, com uma producdo total de
15111,78 toneladas e produtividade média de 14,77 tha® (AGRONET, 2017). Além da
Colémbia, a fisalis é cultivada com menor relevancia em paises como Africa, Estados Unidos,
Brasil, Venezuela, Bolivia, entre outros.

No Brasil tanto o cultivo como também estudos relacionados ao manejo da cultura
tiveram inicio presumivelmente na década de 1999 no Estado de S&o Paulo. Expandiu-se para a
regidao Sul em meados de 2008 onde é cultivada essencialmente por pequenos e médios
produtores, caracterizando-se pela agricultura familiar. De acordo com dados anuais da

Epagri/Cepa relacionados a safra 2014/15 de espécies frutiferas, os principais municipios
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produtores de fisalis no Estado de Santa Catarina sdo Chapeco e Coronel Freitas na regido Oeste,
Timb6 e Dona Emma no Médio Vale do Itajai, com uma area total de 1,8 ha, quantidade total
produzida de 0,5 t, rendimento médio de 844 kg.ha™ e alcancando um preco médio pago aos
produtores de 24,00 R$.kg™.

No tocante as pesquisas cientificas na regido Sul do Brasil, diversas InstituicGes de
Ensino, Pesquisa e Extensdo estdo comprometidas na busca de novos conhecimentos em questfes
fitossanitarias, em técnicas de adubacdo e espacamentos, em custos para a implantacdo de
pomares (LIMA et al., 2010), em tecnologias pds-colheita e micropropagacdo (RODRIGUES et
al., 2012; LIMA et al., 2013), dentre outros trabalhos. Porém, mesmo com o avanco dos trabalhos
cientificos e ampliacéo do cultivo, o Brasil ndo é autossuficiente na producéo de frutos de fisalis,
0 que pode ser constatado pelos elevados precos do fruto in natura em mercados regionais.
Portanto, a expansdo do cultivo se faz necessaria, uma vez que existe notoria aceitacdo do
produto pelo mercado consumidor como também a adaptacdo da cultura as condigdes
edafoclimaticas.

4.1.2 Aspectos botéanicos e fenoldgicos

A primeira descrigdo do género Physalis foi realizada por Linnaeus em 1953. O género
inclui aproximadamente 100 espécies que sdo caracterizadas pela presenca de uma capsula que
envolve o fruto (LEGGE, 1974). Esse fato deu origem ao nome Physalis, proveniente do grego
“Physa” que tem como significado bexiga ou baldo (FISCHER e MIRANDA, 2012). As espécies
utilizadas comercialmente possuem diferencas quanto as propriedades nutricionais, medicinais e
ornamentais, tanto presentes no fruto como em demais partes da planta. A P. peruviana e outras
espécies relacionadas como P. philadelphica, P. pruinosa e P. longifolia englobam diferentes
compostos relacionados a salde, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(MARTINEZ et al., 2010; MALDONADO et al., 2010; TAKIMOTO et al., 2014), bem como
outras propriedades nutricionais que incluem vitaminas A, B e C, proteinas e minerais
(RAMADAN, 2011).

A Physalis peruviana, que pertence a familia das solanaceas, é considerada a espécie de
maior importancia econémica do género em razdo essencialmente da qualidade sensorial e do

aspecto visual do fruto (FISCHER et al., 1999). A planta é arbustiva e ramificada, com habito de
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crescimento indeterminado e sem tutoramento pode atingir entre 1,0 e 1,0 metros de altura,
porém quando tutorada pode exceder 2,0 metros (FISCHER; MIRANDA, 2012). O crescimento
continuo da planta faz com que ambos 0s meristemas vegetativos e reprodutivos permanecam
ativos durante todo o ciclo fenoldgico, permitindo com que o desenvolvimento floral, vegetativo
e frutifero ocorram simultaneamente (FISCHER et al., 2011; RAMIREZ et al., 2013).

Nas axilas do peddnculo foliar desenvolvem-se flores hermafroditas, que sdo solitarias,
apresentam corola tubular amarela e sdo facilmente polinizadas por insetos e pelo vento
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989), no entanto, € comum a ocorréncia de
autopolinizacdo (GUPTA; ROY, 1981), aspecto que serd abordado posteriormente. A cépsula
recobre completamente o fruto até a sua maturacdo que perde sua clorofila aos 40 - 45 dias,
protegendo o fruto da acdo de insetos, passaros, patdgenos e condicBes climaticas extremas
(FISCHER et al., 1997) e possibilita armazenamento do fruto apds a colheita durante periodos
mais longos.

A espécie pode ser classificada de ciclo perene, condi¢do esta muito influenciada pelas
variacdes climaticas, pois a ocorréncia de geadas provoca a morte das plantas. De acordo com
Miranda (2004) e Angulo (2005) temperaturas entre 13 e 20 °C sdo benéficas ao desenvolvimento
de fisalis. Altas temperaturas (acima de 30°C) prejudicam os estagios de florescimento e
frutificacdo, provocando o abortamento das flores. A reproducdo em fisélis € predominantemente
sexual por meio da utilizacdo de sementes e que se caracterizam pela elevada porcentagem de
germinacdo (entre 85 e 90%) (KLINAC, 1986). As épocas de semeadura sdo dependentes das
condicdes climaticas locais, sendo que em regibes tropicais o plantio pode ser realizado em
qualquer época do ano (ciclo perene). Na regido Sul do Brasil a recomendacdo de plantio € nos
meses de outubro e novembro (ciclo anual). Caracteriza-se pela rusticidade em solos com baixa
disponibilidade de nutrientes, facilidade de cultivo e curto periodo de producdo (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1989).

Apobs a semeadura das sementes, a germinacdo ocorre entre 10 - 15 dias, formando-se aos
30 dias as mudas que alcancam estatura média de 5 cm. Aproximadamente os 60 dias apos a
semeadura, que corresponde a estatura de 15 — 20 cm, as mudas podem ser transplantadas para
local definitivo (ANGULO, 2005). A producéo e a colheita dos frutos sdo continuas, iniciando
em meédia aos 60 dias apés o plantio das mudas no campo (conforme as condicdes

climaticas/temperatura do local de cultivo), momento a partir do qual os frutos apresentam em
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torno de 14 °Brix, acidez entre 1,6 e 2,0% e coloragio da capsula amarelo-palha (AVILA et al.,
2006). Os frutos sdo climatéricos (TRINCHERO et al., 1999), assemelham-se a pequenos
tomates, de coloracédo laranja amarelo, com formato quase redondo, com diametros entre 1,25 e
2,5 cm, massa entre 4 e 10 g e cerca de 250 sementes por fruto (FISCHER, 1995).

4.2 ESTADO DA ARTE E CIENCIA DO MELHORAMENTO DE FISALIS

4.2.1 Melhoramento de plantas

O melhoramento é apontado como a ciéncia chave para 0 aumento de produtividade das
culturas (FEHR, 1987). Estima-se uma contribuicdo em torno de 50% no aumento de
produtividade ao longo das ultimas décadas em virtude dos esforgos proporcionados pelos
programas de melhoramento. E considerado um processo ciclico e consiste basicamente em trés
etapas principais (ALLARD, 1960; GEPTS, 2002; CECCARELLI, 2015): i) geracdo de
variabilidade genética; ii) avaliacdo e selecdo de recombinantes superiores em culturas
autégamas, alégamas ou de reproducdo vegetativa; iii) liberacdo, distribuicdo e adocéo das novas
cultivares por parte dos produtores rurais, em varios ambientes e anos de avaliacdo. Ndo menos
importante, a definicdo dos objetivos do programa sdo essenciais para 0 sucesso na obtencdo de
novos genoétipos. Seja no desenvolvimento de cultivares, variedades, hibridos, populac6es
melhoradas e pela disponibilidade de recursos financeiros e humanos.

A variabilidade genética é essencial para a producgdo agricola sustentavel, uma vez que
reduz a vulnerabilidade das espécies de plantas a pragas e doencas (ZHOU et al., 2002). E a
matéria prima para a selecdo e o desenvolvimento de cultivares de alto rendimento e, por fim,
constitui a base para a seguranca alimentar (IPGRI, 2000). Pode ser alcancada por diferentes
processos (CECARRELLI, 2015): i) introducdo de novos acessos oriundos de outras regides ou
paises; ii) hibridagdo controlada entre distintos genitores, € considerada a forma mais eficiente de
ampliar a variabilidade genética e desenvolver novos genotipos; iii) indu¢do de mutagéo,
utilizada essencialmente para adicionar caracteristicas qualitativas, € uma estratégia para criar
variabilidade em tempo relativamente reduzido e; iv) técnicas de engenharia genética.

Além da existéncia de variabilidade genética, a maneira pela qual as plantas se
reproduzem tem influéncia direta no sucesso da selecdo de gendtipos superiores (FRYXELL,

1957). A possibilidade de reproducdo assexuada em plantas proporciona a manutencdo da
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constituicdo genética ao longo das geracOes de cultivo (desprezando-se a ocorréncia de mutacdes
espontaneas) e o melhoramento destina-se a obtencdo de clones superiores. Assim como em
plantas de propagacdo vegetativa, plantas com reproducdo sexuada e com mecanismo de
polinizacdo por autogamia mantém a constituicdo genética ao longo das geragdes em virtude da
homozigose (linhas puras), obtendo-se assim cultivares superiores. J& as espécies de propaga¢do
sexual classificadas como alégamas (ou de fecundacdo cruzada) manifestam variabilidade
genética entre e dentro de uma populacédo ao longo das geracdes (HARTMANN; KESTER, 1975;
BUENO et al., 2006). O melhoramento de plantas alogamas pode ser destinado a obtencdo de

variedades de polinizacdo aberta ou de hibridos comerciais.

4.2.2 Melhoramento de fisalis no mundo

A importancia econémica da fiséalis na Colémbia teve inicio na década de 1980, momento
a partir do qual foi amplamente introduzida nos cultivos, embalada e vendida nas géndolas dos
supermercados (NAVOA et al., 2006). Os esfor¢os realizados pelos programas de melhoramento
impactaram muito positivamente, fazendo da Colémbia exceléncia ndo apenas na producdo em
quantidade, como também em qualidade de frutos produzidos. A ampla aceitacdo de frutos de
fisalis oriundos da Colédmbia em mercados elite se deve ao sabor doce, tamanho, coloracdo
atrativa e sanidade do fruto (NAVOA et al., 2006). Esta superioridade em produgdo tem como
alicerce desde a selecdo realizada pelos agricultores até um momento mais atual com a utilizacéo
de tecnologias moleculares modernas (HAWKES, 1991; VELASQUEZ, 2013). Para tanto, é
necessario estabelecer uma ordem cronoldgica para compreender como a fisalis, considerada uma
planta daninha por muito tempo (BERNAL, 1986), é atualmente uma das frutiferas mais
importantes em termos de exportacdo na Colémbia.

Por ser o centro de origem e, segundo o Instituto Internacional de Recursos Genéticos em
Plantas IPGRI (2000), o local de maior diversidade da espécie, a Coldombia conta com valioso
recurso genético de P. peruviana. Ao longo dos anos, aspectos como a predominancia de
polinizacdo cruzada, diversidade ecoldgica nos diferentes habitats de cultivo, em conjunto com a
selecdo natural e a selecdo efetuada pelos agricultores durante a domesticacdo (LIGARRETO et
al.,, 2005; LOBO ARIAS, 2006), manifestaram em populacdes com diferentes estagios

evolutivos, de selvagens a domesticadas. Dentre as espécies domesticadas, existe uma parcela
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menor de espécies que sdo atualmente cultivadas. Espécies silvestres e comercialmente cultivadas
apresentam diferengas quanto ao habito de crescimento, grau de tolerancia ou suscetibilidade a
fatores abidticos e bidticos e imensa variedade em tamanhos e cores de frutos. Portanto, para a
utilizacdo dos recursos genéticos foi necessario a sua conservacao em colegdes representativas de
germoplasma, gerando uma base de dados alicercada em caracteristicas morfoldgicas, quimicas e
de interesse agrondmicas, ficando assim disponivel aos melhoristas para utilizagdo em trabalhos
atuais e futuros (SANTIAGUILLO et al., 1997; BONILLA et al., 2008). De modo que 0s
gendtipos de fisalis atualmente cultivados na Colémbia sao fruto do intenso processo de selecao e

melhoramento dos acessos que compde o banco de germoplasma.

4.2.2.1 Caracterizacdo do germoplasma: identificacdo da variabilidade genética e conservagao

Na Coldmbia foram descritos, conforme o local de origem e quanto a diferencas
morfoldgicas, trés gendtipos (também chamados de ecotipos), sendo: “Kenia ¢ Sul da Africa”
(introduzidos da Africa) e “Colombia”. A utilizacio destes gen6tipos em programas de
melhoramento e, consequentemente o cultivo se devem as diferencas encontradas essencialmente
em caracteristicas de fruto. O gen6tipo colombiano se caracteriza pelos frutos com coloragdo
atrativa (alaranjado intenso) e maior contetdo de agucares, o que proporcionou seu amplo cultivo
e aceitacdo pelo mercado consumidor (ALMANZA; FISCHER, 1993). Porém, a variacdo
existente tanto em caracteristicas de fruto, comercialmente desejaveis ou ndo, como também em
caracteristicas vegetativas, fenoldgicas, quimicas e fisioldgicas possibilitaram a conservacao de
dezenas de acessos em bancos de germoplasma. A colecdo mais expressiva esta localizada na
Universidade Nacional da Colémbia em Palmira com a conservacao de 222 acessos. Nos bancos
ativos de germoplasma de CORPOICA (Corporacdo Colombiana de Pesquisa Agricola)
encontram-se 98 acessos (LIGARRETO et al., 2005). A Universidade de Narifio conta com uma
colecdo de 50 acessos, que compreende introducBes regionais coletadas e caracterizadas
morfologicamente por Hejeile e Ibarra (2001).

O estudo pioneiro de caracterizacdo morfologica foi realizado por Pulgarin (1989) que
detectou variagdo para tamanho e formato da cépsula e do fruto, porem grande parte dos
descritores utilizados ndo diferenciaram os acessos. Ao fazer referéncia ao estudo de Pulgarin,

Ligarreto et al. (2005) salientam que o agrupamento de acessos semelhantes revela que
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possivelmente se trata de um mesmo genotipo com ampla dispersdo e cultivo na zona Andina.
Em 1990 Arbeldez e Mora ao caracterizar 33 acessos concluiram que caracteristicas pouco
influenciadas pelo ambiente como teor de antocianina nas nervuras foliares, pubescéncia do
pistilo, cor da corola, cor de manchas na corola e cor do fruto imaturo nao discriminaram as
populagdes avaliadas. No estudo realizado por Lagos et al. (2001) formaram-se grupos de
dissimilaridade genética, com acessos que apresentam maior massa e diametros de frutos
agrupados em um grupo e outro grupo formado por acessos que produzem frutos menores e com
maturacdo tardia. Dos 222 acessos caracterizados, Bonilla e Espinosa (2003, 2005) indicaram
para cultivo e utilizagdo em programas de melhoramento apenas 65 acessos (29%) em virtude das
caracteristicas de rendimento e qualidade de fruto.

Mais recentemente, Tellez et al. (2007) caracterizaram por marcadores moleculares
acessos com diferentes niveis de melhoramento/domesticacdo (silvestres, considerados plantas
daninhas, variedades tradicionais e variedades comerciais) com a finalidade de avaliar mudancas
em caracteristicas agronémicas em razdo dos processos de selecdo natural e artificial, bem como
estabelecer a origem das espécies atualmente cultivadas. Detectou-se maior variabilidade
genética entre acessos quando comparado aos gendtipos melhorados. Gonzélez et al. (2008)
concluiram ndo existir um padrdo de agrupamento conforme a procedéncia geografica e que a
variagdo entre acessos se deve ao processo evolutivo. E, no ano de 2012, Herrera et al.
diferenciaram o germoplasma em cultivado e silvestre em razdo de caracteristicas relacionadas ao
tamanho e a massa do fruto, com maiores tamanhos em acessos cultivados. Diante disso, fica
evidente a ampla variabilidade genética em diversos caracteres entre acessos de fisalis, sendo
muitas vezes de pouco interesse agrondmico, pelas caracteristicas de fruto comercialmente ndo
interessantes. Contudo, é um recurso valioso a ser preservado e que pode ser utilizado em
trabalhos futuros, buscando assim caracteristicas mais especificas, como por exemplo, tolerancia

a fatores biéticos e abioticos.

4.2.2.2 Utilizacao dos recursos genéticos: hibridos como forma de aumento do potencial

produtivo

Conforme salientado por Prohens e Nuez (1994) como tambem observado nos estudos de
caraterizacdo dos acessos, diferencas genéeticas em producéo de frutos por planta e na qualidade
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de frutos podem ser exploradas no melhoramento de fisalis. Uma estratégia eficiente € a selecéo
de genitores com caracteristicas superiores para o desenvolvimento de hibridos a fim de explorar
a heterose (BASRA, 1999; MOCK, 2001). De acordo com Bassett (1986) é possivel desenvolver
hibridos em fisalis, assim como em outras espécies da familia das solanaceas como no tomate e
na berinjela com a finalidade de explorar os beneficios da heterose. E também considerado um
procedimento economicamente viavel, sendo que ap6s as hibridacdes, cada fruto de fisalis produz
em média 200 sementes.

O trabalho pioneiro envolvendo a utilizacdo de hibridos como estratégia para o
melhoramento de P. peruviana foi realizado por Leiva-Brondo et al. (2001). A fim de promover
combinacgBes promissoras em razdo da divergéncia genetica, foram utilizados trés acessos de
fisalis como genitores, dos quais dois acessos eram provenientes de distintas regides do Equador
e um acesso obtido comercialmente em mercado de Amsterdd. Os autores salientam que a origem
do acesso obtido em Amsterdd possivelmente é colombiana e isso se deve a exportacdo de frutos
da Col6mbia para Holanda. Salienta-se que a distancia geografica como indicativo da divergéncia
genética entre genOtipos tem sido utilizada por diversos pesquisadores (HALLAUER;
MELCHINGER, 2005). Isso facilita a orientacdo de genitores oriundos de pools génicos distintos
em futuras hibridacGes, pressupondo-se que a combinacdo de alelos favoraveis como também
estimulos bioquimico-fisiol6gicos acarretem em progénies superiores.

A heterose tem como fundamental conceito a superioridade da progénie hibrida
relativamente & média dos genitores (SHULL, 1952; SCHNELL, 1961). E méaxima na geracao F,
de modo que nas demais geracdes a heterozigose € reduzida em funcdo da endogamia. Brewbaker
(1969) considera a heterose como um recurso extremamente importante a disposi¢do do
melhorista. Manifesta-se em caracteristicas agronomicamente importantes como maior
produtividade, altura de planta, tamanho do fruto, desenvolvimento das plantas e coloracdo verde
das folhas, entre outros (SHULL, 1952; ALLARD, 1961). Inumeras suposi¢des foram
desenvolvidas como forma de explicar a heterose, dentre as quais: hipotese da dominancia
(DAVENPORT, 1908; BRUCE, 1910); hipttese da sobredominéancia (HULL, 1945; CROW,
1948); hipbtese da epistasia (POWELL, 1944; WILLIAMS, 1959); fitohormo6nios, mais
especificamente &cido giberélico (ROOD et al., 1988); metilacdo do DNA (TSAFTARIS et al.,
1997); balango metabolico (HAGEMANN; LAMBERT, 1988); complementacdo para genes

ausentes (FU; DOONER, 2002). N&o obstante, as duas principais e robustas hipdteses se
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relacionam ao fato de ser a heterozigose uma condicao necessaria ou nao para sua manifestacéo -
dominancia e sobredominancia.

Na hipotese da dominancia: i) a heterose ndo é devido a heterozigose per se; ii)
superioridade de alelos dominantes sobre alelos recessivos; iii) a heterose é causada pelo
ocultamento de alelos recessivos e alelos deletérios por alelos dominantes; iv) a heterose é
diretamente proporcional ao numero de alelos dominantes em cada genitor. J& para a
sobredominancia: i) a heterozigose per se € a causa da heterose; ii) heterozigoto é superior ao
melhor genitor; iii) o aumento no vigor é diretamente proporcional a diversidade de combinacao
de alelos; iv) ativacdo de rotas bioquimicas distintas entre alelos divergentes, de modo que alelos
mais divergentes apresentardo mais heterose do que os menos divergentes.

Com avanco das pesquisas comtemplando a utilizagcdo de hibridos no melhoramento de
fisalis, no ano de 2007, Lagos, Vallejo e Criollo estudaram a capacidade de combinacao geral e
especifica, como também a heterose média parental (HP) para caracteristicas de qualidade do
fruto em Physalis peruviana L. A partir de 10 genitores selecionados mediante indice de selecéo
(rendimento por planta, didmetro equatorial do fruto e contetdo de sélidos solUveis totais), foram
avaliadas 90 hibridos F; oriundos de cruzamentos diretos e reciprocos em esquema de dialelo.
Algumas observagfes importantes foram obtidas: 1) diferengas nos cruzamentos diretos e
reciprocos para o didmetro equatorial do fruto e massa do fruto, o que demonstrou haver
existéncia de efeitos maternos; ii) para sélidos sollveis totais foram importantes tanto efeitos
aditivos (capacidade geral) como também de dominancia (capacidade especifica). Dentre 0s
hibridos avaliados, oito destacaram-se quanto aos efeitos da capacidade especifica de
combinagéo; iii) para a massa do fruto houve apenas efeitos de dominancia, sobressaindo-se seis
combinacBes hibridas; iv) tanto a capacidade geral como a especifica ndo foram significativas
para diametro equatorial do fruto, rendimento total, &cido citrico e indice de maturacéo.

No melhoramento de plantas, a capacidade de combinacdo de genitores se refere ao
desempenho de linhagens puras em combinacgdes hibridas, que pode ser estimada, segundo
Griffing (1956), em um esquema de dialelo. Os termos capacidade geral de combinagdo (CGC) e
capacidade especifica de combinacdo (CEC) foram originalmente descritos Sprague e Tatum
(1942), que definiram a CGC como o desempenho médio de uma linhagem em uma série de
cruzamentose a CEC utilizada para designar os casos em que certas combinagdes sdo

relativamente melhores ou piores do que seria esperado com base no desempenho médio das
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linhagens envolvidas. E em funcio destas definicGes, bem como da sua significancia estatistica,
que a CGC se associa aos efeitos génicos aditivos (médias), enquanto que a CEC aos efeitos
génicos de dominéancia e ou sobredominancia (desvios das médias) (CEBALLOS, 1987). De uma
maneira geral, boas linhagens precisam ter alta frequéncia de alelos favoraveis e baixa frequéncia
de alelos deletérios, deste modo: a alta frequéncia de alelos favoraveis geralmente é sinébnimo de
alta capacidade geral de combinacéo e a baixa frequéncia de alelos deletérios significa depressao
por endogamia pouco pronunciada.

Os efeitos da CEC sdo Uteis em determinar as melhores combinac6es hibridas, mas néo
especificam qual dos genitores deve ser utilizado como genitor feminino ou masculino no
cruzamento (BORDALLDO, et al., 2005). Para verificar se um dado carater é controlado somente
por genes nucleares ou ndo, sdo utilizados os cruzamentos reciprocos, em que determinado
genitor é utilizado ora como masculino, ora como feminino (HOOPES et al., 1980). Se a heranca
de um determinado carater € controlada por genes nucleares, os resultados de um cruzamento e
seu reciproco serdo similares (MUKANGA et al., 2010). Caso haja efeitos citoplasmaticos os
resultados dos cruzamentos serdo diferentes, em que o fenotipo dos descendentes estara sendo
influenciado pelo genitor feminino, que contribuiu com o citoplasma. Como estratégia de
melhoramento, h& necessidade de considerar os fatores nucleares e ndo nucleares na selecéo de
plantas, pois quando ha efeito reciproco é fundamental a definicdo de qual genitor sera utilizado
como fémea ou macho (WU; MATHESON, 2001).

Estudos mais recentes vém demonstrando a possibilidade e aplicabilidade tanto da
hibridacdo interespecifica como também intraespecifica na recombinacdo de caracteristicas de
importancia agrondmica. A variabilidade genética em hibridos F; oriundos de cruzamentos inter e
intraespecificos (Physalis peruviana L. e Physalis floridana Rydb.) foi estudada por Cely et al.
(2015). Os autores salientam que o rachamento da epiderme do fruto e 0 murchamento vascular
sdo atualmente fatores limitantes da producdo e, que até o momento, ndo sdo conhecidas
variedades resistentes e nem melhoradas para tais adversidades. Os resultados entre as
hibridacOes interespecificas revelaram 50% de viabilidade polinica entre as duas espécies, tendo
sido obtido frutos com algumas sementes hibridas viaveis quando P. floridana foi utilizada como
genitor materno. Porem quando utilizada como genitor paterno, os frutos obtidos possuiam

menores dimensdes e ndo apresentaram sementes. Por ultimo, Simdes (2016) em seu trabalho de
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dissertacdo encontrou que a hibridacéo entre P. peruviana e P. philadelphica apenas é compativel

quando P. peruviana foi utilizado como genitor materno.

4.2.2.3 Efeitos da endogamia e modo de reproducdo predominante em plantas

A importancia do melhoramento para a obtencdo de hibridos comerciais é incontestavel,
visto 0s avancos em produtividade e qualidade dos produtos obtidos. Nesse seguimento, sabe-se
que uma etapa de primordial importancia é o desenvolvimento das linhagens endogamicas para a
maximizacdo dos locos em homozigose. Portanto, quatro etapas sdo essenciais no melhoramento
por meio de hibridos: 1. Selecdo de plantas e obtencéo das linhagens homozigotas; 2. Inativacdo
do pdlen no genitor utilizado como feminino; 3. Teste da capacidade de combinagdo entre 0s
genitores por meio de hibridacdes controladas e selecdo de hibridos promissores; 4. Producédo da
semente hibrida em escala comercial.

Considerando a primeira etapa, é crucial o conhecimento do modo de reproducdo da
espécie. Plantas autdgamas realizam predominantemente autofecundacédo (> 95%) em virtude da
estrutura floral hermafrodita (flor perfeita), em que os érgdos masculinos e femininos estdo
presentes em uma mesma flor. Ja em plantas alégamas, a fecundacdo cruzada é dada por
mecanismos que restringem a fecundacdo: i) plantas com flores hermafroditas podem apresentar
um mecanismo temporal chamado dicogamia (protoginia ou protandria — amadurecimento do
gineceu e androceu em momentos distintos) e/ou espacial chamado de heterostilia (gineceu e
androceu com diferentes tamanhos); ii) presenca de barreiras mecénicas na estrutura floral; iii)
plantas monoicas. Como também existem mecanismos que evitam que a fecundagdo cruzada
ocorra, dentre os quais: i) plantas dioicas; ii) autoincompatibilidade; iii) macho esterilidade
(FRYXELL, 1957; VALLEJO; ESTRADA, 2002).

O modo de reproducgdo determina a estrutura genética, que estd associada a variabilidade
genética a nivel intra e interpopulacional em populacbes de plantas (BRIGGS; KNOWLES,
1967; CHAVEZ, 1993; POEHLMAN; SLEPER, 2003), representada pela presenca de locos em
homozigose e locos em heterozigose. As plantas autdgamas caracterizam-se pela homozigose
entre alelos e homogeneidade entre plantas, podem assim ser chamadas de linhas puras. A
selecdo dentro de linhagens homozigotas € ineficiente, pois as variagdes existentes séo

ocasionadas por fatores ambientais. Em oposicdo, plantas alogamas se caracterizam pela
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heterozigosidade e heterogeneidade dentro da populacdo de plantas, portanto a sele¢cdo pode ser
efetuada tanto entre populagdes como dentro da populacdo. O incremento na taxa de endogamia
nestas especies para a obtencdo das linhagens endogamicas €, portanto, realizado de maneira
artificial. O aumento da homozigose, dependendo da espécie, pode ser obtido por autofecundacéo
ou por meio do cruzamento em individuos aparentados.

No caso da fisélis, as flores séo vistosas, hermafroditas, com formato de sino (Figura 1),
que se abrem pela manhé e se fecham ao anoitecer, durante um periodo de 5 — 7 dias (SINHA et
al., 1976; LAGOS et al. 2008). E comum observar a acdo de insetos polinizadores, como por
exemplo, mamangabas e abelhas e isso oportuniza a ocorréncia de polinizagdo cruzada
(CHAUTA-MELLIZO et al., 2012). Portanto, na presenca de insetos polinizadores ou de
condicdes climaticas favoraveis a polinizacdo, o modo de reproducdo predominante em P.
peruviana é por alogamia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989). No entanto, Gupta e
Roy (1981) reportam que sob condigOes adversas (auséncia de insetos polinizadores, de ventos e
dias nublados) a espécie apresenta reproducao por autofecundacao (autogamia).

Figura 1- Flor de fisélis aberta, evidenciando as estruturas reprodutivas masculinas (estames) e
femininas (estigma).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A estrutura floral hermafrodita em fisalis indica a ocorréncia de autogamia, assim como
na maioria das espécies de autofecundagdo. Entretanto, um significativo volume de estudos
cientificos julgam ser a fecundacdo cruzada predominante em P. peruviana, o que leva a concluir
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que tanto a autogamia como a alogamia sdo passiveis de ocorrer em fisélis. As comprovacoes de
gue mesmo sendo uma flor perfeita ha predominio de fecundacdo cruzada foram dadas por Lagos
et al. (2008). A taxa de fecundacdo cruzada estimada em ambiente protegido foi de 54%,
classificando-a como uma espécie de reproducdo mista. Caracteristicas relacionadas a morfologia
e fenologia das flores revelaram que o pistilo é mais longo do que o androceu, indicador de
incompatibilidade heteromdrfica conhecida como heterostilia. Ainda, Lagos et al. (2008)
observaram que, nas condi¢cdes em que o experimento foi conduzido, os estigmas tornaram-se
receptivos aos 33 dias de desenvolvimento e a deiscéncia das anteras, em 85% dos casos, ocorreu
a partir dos 38 dias, um dia apds a abertura floral. Assim, a receptividade do ovario ocorre antes
da antese e isso revela a plasticidade da espécie em realizar ambas as formas de polinizag&o.

N&o apenas em caracteristicas morfolégicas da flor e fenoldgicas, o controle do tipo de
polinizacdo manifestou consequéncias em componentes do rendimento e de qualidade do fruto
(LAGOS et al., 2008). Em condigdes de ambiente protegido (casa de vegetacdo), a maior
porcentagem de frutos formados ocorreu com autopolinizagéo, seguido de livre polinizacdo e da
livre polinizacdo em flores previamente emasculadas. A auséncia de vetores de polinizacdo, do
movimento de ramos, flores e pdlen devido a auséncia de chuvas e baixa frequéncia de correntes
de ar foi apontado como a causa da baixa eficiéncia de livre polinizacdo dentro da casa de
vegetacdo (FRANKEL; GALUN, 1977). Salienta-se ainda que a fecundagdo ndo ocorre antes da
abertura da flor, ou seja, quando se realiza a emasculacéo antes da abertura floral ndo formam-se
frutos, o que indica auséncia de mecanismos que asseguram a autogamia

Na mesma ldégica, ao estudarem o efeito de diferentes formas de polinizacdo
(autofecundacdo manual, polinizacdo cruzada manual e livre polinizacdo) sobre a qualidade do
fruto e da descendéncia em P. peruviana, Chauta-Mellizo et al. (2012) observaram que a massa €
o didmetro fruto, o nimero e a massa de sementes foram significativamente afetados pelo tipo de
polinizacdo, sendo que frutos sob autopolinizagéo apresentam os menores valores. Por exemplo,
em autopolinizacdo a massa média e o diametro médio foram de 1,7 gramas e 1,5 cm
respectivamente, enquanto que sob livre polinizacdo os valores médios foram de 2,8 gramas e 1,7
cm. Para sélidos soluveis totais ndo houve efeito do tipo de polinizacdo. Em caracteristicas da
descendéncia, o numero de folhas e a resisténcia a herbivoros também foram afetadas
negativamente em virtude da autofecundacéo, porém a altura da planta ndo sofreu efeito do tipo
de polinizagéo.
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A gquantidade e/ou a qualidade de grdos de polen depositados no estigma pode alterar
caracteristicas importantes de fruto e também no desenvolvimento de mudas (MULCAHY;
MULCAHY, 1987). Grandes quantidades de pélen aumentam a formacao de sementes e de frutos
por planta (BERTIN, 1990; BROWN; KEPHART, 1999), como também a taxa de germinacao
das sementes, a biomassa de plantulas (KALLA; ASHMAN, 2002), e a fenologia das plantas
(RICHARDSON; STEPHENSON, 1992). A qualidade do pdlen se relaciona a origem do polen
(da mesma ou de outras plantas) e afeta caracteristicas de fruto, como por exemplo, a
autopolinizacdo ou polinizacéo entre individuos aparentados leva ao aumento da homozigose e,
muitas vezes a depressao por endogamia para muitas caracteristicas, em comparacdo com
individuos de livre polinizacdo (ndo aparentados) (SCHEMSKE, 1983; LANDE; SCHEMSKE,
1985; HUSBAND; SCHEMSKE, 1996).

A manifestacdo de depressdo por endogamia é comum em muitas espécies aldgamas
(HUSBAND; SCHEMSKE, 1996). Portanto, mesmo que de baixa magnitude, os resultados
obtidos por Chauta-Mellizo et al. (2012) suportam a hipétese de depressdo por endogamia em P.
peruviana em individuos autofecundados artificialmente. Salienta-se, portanto: i) a quantidade
e/ou forma em que o pdlen foi depositado sobre os estigmas pode ter aumentado o nimero de
Ovulos fertilizados e levou a um maior numero de sementes e frutos formados; ii) a base genética
do cruzamento (autofecundagdo vs. cruzamento) pode ter contribuido para os resultados em razéo
da endogamia. Corrobora-se o fato de que ndo apenas a autofecundagdo manual, como também o
cruzamento entre plantas com grau de parentesco aumenta a endogamia e pode trazer
consequéncias indesejaveis em populages de fisalis.

Para dar complementa ao exposto, de acordo com Hamrick e Godt (1989) o modo de
reproducdo € um fator importante na determinacdo da estrutura genética, pois as espécies com
elevada endogamia (autbgamas, por exemplo) mantém maior variabilidade genética entre as
populacbes e ndo dentro das populacBes. Nas espécies de fecundagdo cruzada, uma maior
proporcdo da variagdo ocorre dentro da populacdo, em razdo da elevada heterozigosidade
(SILVERTOWN; CHARLESWORTH, 2009). Nesse sentido, como fundamento ao modo de
reproducdo por alogamia em fisalis, Garzon-Martinez et al. (2015) ao estudarem a diversidade
genética e a estrutura populacional em P. peruviana observaram que mediante a analise de
variancia molecular com marcadores InDel a variacdo genética dentro dos gendtipos contribui

com 73% para a diversidade geneética, enquanto que a variacdo entre populacfes com origem
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distinta e entre acessos que eram relacionados (com grau de parentesco) representou 23 e 4% da
variancia total. Da mesma forma, para marcadores do tipo SNPs, a maior variagdo foi encontrada
dentro de populacGes com 95%, enquanto que 5% da variacdo foi observada entre populacdes.
Isso revela maior variacdo dentro do que entre as populacgdes de fisalis.

A maior heterozigose dentro de populacbes de fisalis conforme o estudo de Garzdn-
Martinez et al. (2015) revela ser uma valiosa fonte de variabilidade genética em programas de
melhoramento e uma informacdo de suma relevancia em estratégias de conservagdo e
melhoramento da espécie, onde a maior variagdo pode ser utilizada.

Em face ao exposto, mediante o volume de informacdes obtidas na literatura cientifica, €
incontestavel que o melhoramento de fisalis com a utilizacdo de hibridos comerciais pode ser
uma estratégia promissora ao incremento da producdo e da qualidade de frutos na regido Sul do
Brasil. Porém até o momento néo se conhece quanto a magnitude dos beneficios ocasionados pela
heterose em condi¢Oes brasileiras. E ainda, poucos trabalhos abordam a respeito de uma etapa de
suma importancia durante o desenvolvimento de hibridos, a obtencdo das linhagens endogamicas,
salientando assim a depressdo por endogamia como consequéncia da restricdo de polinizacdo em

espeécies alogamas, como €é o caso da fisalis.

4.3 MELHORAMENTO DE FISALIS NO BRASIL

O cultivo de fisalis no Brasil teve inicio supostamente na década de 1999, na Estacédo
Experimental de Santa Luzia - SP, momento a partir do qual foram realizados trabalhos com
avaliacdo de diferentes tipos solos e espagamentos para a cultura. A fim de incentivar a expansao
para demais regides do pais, estudos em diversas instituicdes foram e estdo sendo realizados. Na
Universidade Federal de Pelotas - RS, Chaves et al. (2005) estudaram técnicas de
estabelecimento e multiplicacdo in vitro de Physalis peruviana L., estudo este considerado
pioneiro com essa cultura na regido Sul. O estabelecimento de protocolo para micropropagacao e
aclimatagdo das espécies P. peruviana e P. alkekengi foi desenvolvido por Muniz (2013).
Salienta-se assim a importante contribuicdo destes trabalhos no melhoramento de fisalis
demonstrando a possibilidade da propagacdo clonal em massa. Isso implica positivamente na

fixacdo de gendtipos com caracteristicas superiores (da planta e do fruto) em virtude da néo
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segregacdo genética (HARTMANN; KESTAR, 1975) como também proporciona precocidade e
uniformidade de colheita.

A inexisténcia de variedades de fisalis registradas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento torna evidente a necessidade da implantagdo de um programa de melhoramento
da cultura. A ndo certificacdo de sementes faz com que o cultivo seja iniciado sem o
conhecimento prévio da origem e, por consequéncia, no desconhecimento da qualidade genética
das sementes cultivadas. Nessa perspectiva, iniciou-se no ano de 2014 um estudo preliminar com
a caraterizacdo morfologica de algumas populacdes de fisalis com origens geograficamente
distintas, a fim de conhecer e quantificar o recurso genético disponivel aos produtores rurais da
regido Sul (TREVISANI et al., 2016a). Dentre as populacdes representativas da variabilidade
genética e que compde o germoplasma do Instituto de Melhoramento e Genética Molecular
IMEGEM da UDESC de Lages-SC (13 populac@es), foram caracterizadas seis populaces,
provenientes de Fraiburgo, Cacador, Vacaria, Lages, Colombia e Peru, quanto a caracteres
relacionados ao ciclo fenolégico e caracteres morfoldgicos de fruto.

Os resultados revelaram que as populacdes oriundas de Vacaria e do Peru manifestaram
dissimilaridade, diferenciadas essencialmente pela massa e diametro do fruto. Em razdo destas
diferencas, sugeriram-se futuros processos de hibridagdes entre a populagéo de Vacaria vs. Lages,
Cacador e Peru, seja na obtencdo de populacBes segregantes ou de hibridos comerciais com
caracteristicas superiores. Porém (de acordo com observagdes pessoais), a dissimilaridade da
populacdo de Vacaria se deve a existéncia de caracteristicas indesejaveis, como por exemplo,
frutos de coloracdo laranja esverdeado e com menor tamanho quando comparado as demais
populacbes estudadas (massa média de 3,20 gramas e didametro médio de 17,5 mm), além do
sabor doce pouco acentuado. Em caracteres relacionados ao ciclo fenoldgico, como por exemplo,
namero de botbes florais, numero de flores e nimero de frutos, as seis populacdes anteriormente
referidas ndo manifestaram diferengas expressivas (TREVISANI et al., 2016b), revelando a
restrita variabilidade genética do germoplasma cultivado.

Paralelo aos estudos de caracterizacdo morfoldgica, sete populagdes de fisalis que compde
0 germoplasma do IMEGEM da UDESC (Colémbia 01 e 02, Cagador, Lages, Fraiburgo, Lages-
CAV, Peru) foram submetidas a inducao de mutacg&o fisica (agente mutagénico Cobalto®) com o
propdsito de criar variabilidade genética para caracteres de importancia agronémica, como por

exemplo, massa do fruto. Os resultados revelaram a existéncia de diferencas entre as populagdes,
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por exemplo, quando se comparou populagdes sem inducdo de mutacgéo vs. respectiva populagdo
sob diferentes doses do agente mutagénico (100 e 200 Grays). Os caracteres que manifestaram
variacdes foram diametro polar e equatorial do fruto e solidos soluveis totais, porém as diferencas
foram de baixa magnitude (por exemplo, 1,2 mm do didmetro do fruto), o que nédo proporciona
ganhos genéticos satisfatorios para producdo de genotipos em escala comercial (manuscrito
submetido a Revista Brasileira de Fruticultura, em fase de revisao).

Conforme enfatizado anteriormente, a variabilidade genética pode ser ampliada
essencialmente por meio de duas maneiras: inducdo de mutacdo (quimica ou fisica) e realizacéo
de hibridagdes dirigidas (BRIGGS; KNOWLES, 1967; ALLARD, 1971). A hibridacdo
proporciona a recombinacdo génica, ndo apenas em caracteristicas qualitativas, mas também em
caracteristicas governadas por um elevado niumero de genes, presentes em ambos 0s genitores
envolvidos no cruzamento. Para tanto, no ano de 2015 quatro populaces (Lages, Cacador,
Coldmbia e Peru) que compde o germoplasma do IMEGEM foram selecionadas com base em
caracteristicas promissoras do fruto para a realizacdo de hibridagdes, o que originou a hip6tese do
presente trabalho. Aliado a isso, como forma de auxiliar nos estudos de hibridacdo e
conhecimento da base genética das populacdes atualmente cultivadas, estudos citogenéticas
podem ser uma ferramenta de suma importancia ao programa de melhoramento de fiséalis na

regiao Sul.
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5 CAPITULO 1: NIVEL DE PLOIDIA E CONTEUDO DE DNA DE POPULACOES DE
FISALIS CULTIVADAS NO SUL DO BRASIL

5.1 RESUMO

Estudos revelam a existéncia de variabilidade cromossémica em gendtipos de fisalis (Physalis
peruviana L.) cultivados em paises Andinos e, mais recentemente, em condicOes brasileiras de
cultivo. O conhecimento do nivel de ploidia em genoétipos de fisélis cultivados na regido Sul do
Brasil é essencial na definicdo de estratégias eficientes de melhoramento. O objetivo do trabalho
foi determinar o numero de cromossomos e quantificar o DNA nuclear por citometria de fluxo
em populacdes de fisalis cultivadas na regido Sul do Brasil e em populacfes de origem Andina.
Para tanto, quatro populagdes de fisalis (Coldémbia, Lages, Cacador, Peru) foram submetidas a
andlise citogenética classica (contagem de cromossomos) e a citometria de fluxo. Os resultados
revelaram que o numero de cromossomos das quatro populacdes é de 2n = 4x = 48, classificando-
as como autopoliploides com conformacéo tetraploide. A uniformidade também foi detectada na
quantidade de DNA, que variou entre 12,87 e 13,98 picogramas, com coeficientes de variacéo de
baixa magnitude (1,9 a 4,2%). O teste de comparagdes de médias de Tukey comprovou a
uniformidade entre as populacdes quanto a quantidade de DNA. Diante disso, populacdes de
fisalis tetraploides cultivadas no Sul do Brasil apresentam quantidade 2C de DNA média de 13,23
picogramas. A uniformidade cromossémica indica que o cultivo no Brasil tem inicio a partir da
amostragem de um pequeno ndmero de individuos obtidos comercialmente, oriundos da

Col6mbia, que possivelmente ja passaram por processo de selecdo a favor de poliploides.

Palavras-chave: Physalis peruviana L.. Melhoramento de plantas. NUmero de cromossomos.

Citometria de fluxo.

5.2 INTRODUCAO

A fisalis (Physalis peruviana L., Solanaceae) & uma espécie frutifera com excelentes
expectativas de mercado e de alto valor agregado. Isso se deve ao aspecto exético do fruto, a
qualidade sensorial, as propriedades nutricionais e medicinais, especialmente pelo elevado
contetido de vitamina A e do complexo B, ferro e fésforo (FISCHER et al., 2014; OLIVARES-
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TENORIO et al., 2016), entre outros. O cultivo de fisalis é considerado recente em regides
brasileiras e caracterizado por pequenos produtores, de modo que o pais ndo é autossuficiente na
producdo de frutos. Programas de melhoramento tém sido conduzidos vislumbrando a
caracterizacdo morfoldgica e selecdo de populacbes superiores com base em caracteres
produtivos e de qualidade do fruto (TREVISANI et al., 2016a). No obstante, o sucesso no
desenvolvimento de genotipos superiores se deve a habilidade do melhorista em associar
informacdes expressas no fenotipo dos individuos as informacg6es obtidas a nivel cromossémico
(SIMMONDS, 1980; RIOS, 2015).

Estudos realizados na Colémbia revelam a diversidade genética manifestada no nimero
de cromossomos na espécie. Dentre os estudos realizados, pode-se destacar os trabalhos
realizados por Rodriguez e Bueno (2006) e Lagos (2006), com varia¢fes de 2n = 2x =24 e 2n =
4x = 48. Diante disso, sendo o numero basico x = 12 (Quiros, 1984), existem gendtipos diploides
e tetraploides em P. peruviana. Mais recentemente, Liberato et al. (2014) encontram variagdes
conforme a origem dos acessos, sendo classificados em Silvestres (2n = 2x = 24), Colémbia (2n =
32) e Kénia (2n = 4x = 48), havendo predominancia de tetraploides entre os acessos cultivados.
De acordo com Lagos (2006) as variacdes encontradas em P. peruviana sdo atribuidas ao
processo evolutivo em que a espécie se encontra (selecdo natural e artificial), tendo que vista que
a domesticacao é relativamente recente.

O cultivo de fisélis na regido Sul do Brasil ocorre essencialmente nos municipios de
Lages, Fraiburgo, Cacador e Urupema no Estado de Santa Catarina e Vacaria no Rio Grande do
Sul. Na maioria dos casos as populacdes cultivadas sdo de origem desconhecida e isso faz com
que ndo haja certificacdo e garantia da qualidade genética das sementes, de modo que nao
existem variedades de fisalis registradas no Brasil de acordo com o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento. E possivel que exista variabilidade para o nimero de cromossomos
em populagdes cultivadas na regido Sul, corroborado pela origem desconhecida e pela
diversidade citogenética dentro da espécie constatada na comunidade cientifica.

O conhecimento do nimero cromossomico é uma ferramenta de primordial importancia
no melhoramento de plantas, auxilia no delineamento de estratégias de hibridagdes intra e/ou
interespecificas para geracdo de cultivares ou de hibridos, no estabelecimento da relagdo entre
plantas cultivadas e seus ancestrais (ADAMS; WENDEL, 2005), no entendimento da segregacéo
génica e, consequentemente nos efeitos ocasionados pela endogamia e heterose (COMALI, 2005;
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WASHBURN; BIRCHLER, 2014), entre outros. Acerca dos efeitos oriundos da endogamia,
espécies alogamas poliploides caracterizam-se pela perda de vigor menos acentuada ao longo das
geracOes de autofecundacdo quando comparado a espécies diploides (HUSBAND; SCHEMSKE,
1996). Em programas de obtencdo de linhagens endogamicas a quantificacdo da depressdo por
endogamia € crucial na selecdo de linhagens promissoras. Quanto aos beneficios da hibridagéo,
estudos revelam ndo haver um padrdo de comparacdo entre diploides e poliploides, porém é
possivel existir relacdo positiva entre o nimero de alelos contrastantes por loco e vigor hibrido
(COMAL, 2005).

Além do ndmero de cromossomos, estudos revelam que as diferencas também sdo
detectadas na quantidade de DNA nuclear entre acessos e dentro de um mesmo nivel de ploidia,
com variacgdes entre 5,77 e 8,12 picogramas (LIBERATO et al., 2014). A citometria de fluxo vem
sendo amplamente utilizada como uma ferramenta aliada a contagem do ndmero de cromossomaos
(ENDEMANN et al., 2002; PINTO et al., 2004; LEAL et al., 2006). A grande vantagem é a
possibilidade de determinar rapidamente o nivel de ploidia de um grande nimero de plantas em
estagio de desenvolvimento inicial. Em fisalis, a quantidade de DNA nuclear estimada por meio
da citometria de fluxo pode servir como referéncia em futuras analises e, assim determinar
possiveis alteracdes no genoma das populacdes estudadas. Alguns fatores podem alterar a
quantidade de DNA em plantas: i) presen¢a de mutagdes espontaneas ou induzidas, ii) duplicacéo
do nimero de cromossomos naturalmente como também por técnicas artificiais (por exemplo,
utilizacdo de antimitéticos).

O estudo teve como propdsito conhecer e associar o nivel de ploidia e a quantidade de
DNA nuclear de populacdes de fisalis cultivadas na regido Sul do Brasil em relacdo a populagdes

de origem Andina, como forma de fornecer subsidios ao melhoramento genético da fisalis.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Local do experimento e origem das populacdes

A determinagdo do numero de cromossomos foi realizada no Laboratorio de Biologia
Celular da UFSC (Curitibanos — SC), no Laboratorio Didatico de Genética do Instituto de
Melhoramento e Genética Molecular IMEGEM da UDESC (Lages — SC) e a determinagdo da
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quantidade de DNA nuclear no Laboratdrio de Genética da Universidade Federal de Juiz de Fora
da UFJF (Juiz de Fora — MG).

Os tratamentos constituiram de quatro populacdes de fisalis, provenientes de diferentes
locais de cultivo (Lages, Cacgador, Peru, Colémbia). Os municipios de Lages e de Cagador foram
escolhidos por representarem a regido geografica produtora de fisdlis no Sul do pais. Tais
populagdes foram obtidas em plantios comerciais. As populagdes da Colémbia e do Peru foram
obtidas a partir de frutos adquiridos em mercado varejista (frutos de importacdo), sendo assim

consideradas de procedéncia Colombiana e Peruana.

5.3.2 Determinagdo do nimero de cromossomos

No momento da amostragem das populacfes de Lages e de Cacador para a obtencdo das
sementes, foram selecionadas 10 plantas em boas condigdes fitossanitarias, das quais foram
retirados aproximadamente cinco frutos por planta. Nas populac6es da Coldmbia e do Peru, em
razdo da obtencdo dos frutos comercialmente, se desconhece o nimero de individuos amostrados.
Para as quatro populacdes, as sementes foram retiradas dos frutos manualmente, lavadas em agua
corrente e deixadas secar ao ar livre por um periodo de sete dias e, ap0s isso, armazenadas até o
momento das analises.

Para a contagem dos cromossomos foi utilizada uma amostra de 50 sementes do total de
sementes armazenadas, para cada populacdo. As sementes foram germinadas em papel filtro
umedecido, colocadas em camara de germinacdo com temperatura de 25 a 30 °C. Apos a
germinacdo, radiculas com tamanho entre 0,5 e 1,0 cm foram pré tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (2mM) por 3 horas a temperatura ambiente. Apo6s esse procedimento, as
radiculas foram fixadas com Carnoy (3 etanol : 1 acido acético) por um periodo de 24 horas.
Posteriormente, as mesmas foram lavadas em A&gua destilada e submetidas a maceragédo
enzimatica em pectinase : celulase (2 : 20) por 3 horas a 36 °C. Em seguida, foram lavadas
novamente em agua destilada e fixadas por aproximadamente 24 horas em etanol : acido acético
(3:1) para montagem das laminas. As laminas foram confeccionadas pela técnica de dissociacdo
celular (CARVALHO e SARAIVA, 1993) e coradas em solugdo de Giemsa 5% por 6 minutos.
Para cada populagdo foram avaliadas 10 laminas e registrou-se pelo menos uma célula em fase de

metafase por lamina. As imagens celulares foram digitalizadas com auxilio de microscopio de
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epifluorescéncia Olympus BX-60 acoplado com camera Olympus DP70 para a contagem do

ndmero de cromossomos.

5.3.3 Determinacédo do conteudo de DNA por citometria de fluxo

Cinco sementes de cada populacdo (Lages, Cacador, Peru, Colombia) foram colocadas
para germinar em bandejas de isopor contendo substrato. Apds as mudas atingirem
aproximadamente 15 cm de estatura foram transplantadas para local definitivo, para assim
proporcionar o crescimento vegetativo da planta e a coleta das folhas. Para a analise, foram
selecionadas duas plantas por tratamento (populacdo) e em cada planta foram retiradas trés
amostras com aproximadamente cinco folhas jovens.

As folhas de P. peruviana e de Pisum sativum (padrdo interno) (9,09 pg/2C)
(CAVALLINI e NATALLI, 1990) foram fragmentadas com o auxilio de um bisturi em 50uL de
tampdo de extracdo LBO1 e filtradas em uma tela de nailon de 50 um. O tampéo de coloragdo
contendo 25uL de iodeto de propideo (Img/mL) e 5uL de RNase foram adicionados. As
suspensdes celulares resultantes foram colocadas a temperatura ambiente, por 60 a 120 minutos,
no escuro até a analise de citometria. As amostras foram analisadas no citdometro de fluxo
(FacsCalibur- Becton Dickinson). Os histogramas foram obtidos e analisados a partir dos
softwares Cell Quest e WinMDI 2.8. A estimativa do conteido de DNA foi realizada a partir da
seguinte formula: Amostra (2C) = (Valor observado no canal do pico da espécie/valor observado
no canal do pico do padrdo) x 9,09pg. O tamanho do genoma em Mpb foi estimado de acordo
com Bennett et al. (2000), em que 1pg de DNA equivale a 978 Mpb.

Para auxuiliar a interpretacdo dos resultados e proceder com a constatagdo ou nédo de
diferencas entre as populacdes em estudos quanto a quantidade de DNA, os dados foram

submetidos ao teste de comparagdes multiplas de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise cromossémica revelou metafases com excelente morfologia, 0 que possibilitou
a determinacdo do numero cromossomico igual a 2n = 4x = 48 para as quatro populacdes de

fisalis analisadas (Colémbia, Lages, Cacador e Peru) (Figura 2a). Considerando que o numero
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bésico de cromossomos no género Physalis é de x = 12 (QUIRQOS, 1984), as populacbes
cultivadas em paises Andinos e cultivadas na regido Sul do Brasil apresentaram uniformidade

cromossémica, sendo classificadas como tetraploides.

Figura 2 - Metafase mitotica (2n=4x=48) a) com cromossomos de um individuo de uma
populacdo de fisalis avaliada, b) histograma representativo do contetdo 2C de DNA
da populacdo utilizando Pisum sativum como padrdo interno. Barra=10um. A
populacdo utilizada para a presente representacdo é a de Cacador. UDESC-
IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Physalis peruviana 13.26 pg

Pigum sativum 3,09 pg

-~ ‘%’g ’
2 iF ;
-

3N

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A diversidade no nimero de cromossomos constatada na literatura cientifica originou a
hipotese de que populacBes oriundas de distintos locais poderiam manifestar diferencas
cromossémicas. Por exemplo, na Colémbia, Lagos (2006) observou nimero cromossdémico de 2n
= 24, 36 e 48 em P. peruviana classificando-os como diploides, triploides e tetraploides
respectivamente. A origem de genotipos triploides possivelmente resulta do cruzamento natural
de plantas diploides e tetraploides, resultando em progénies triploides. Lagos (2006) registrou
também casos de mixoploidias. Yamamoto e Sakai (1932) encontraram 2n = 2x = 24,
caracterizando a especie como diploide. Rodriguez et al. (2006) determinaram que no genotipo
denominado Colémbia a dotagdo cromossomica € de 2n = 32. Entretanto, 0 mesmo genotipo
(Colémbia) caracterizado por Betancourt (2014) manifestou nivel de ploidia 2n = 4x = 48,
classificando a fisalis como tetraploide, assim como detectado para as quatro populagGes em
estudo e que coincide também com os registrados por Vilmorin e Simonet (1928), Menzel
(1951), Gupta e Roy (1985), Moriconi et al. (1990), Liberato et al. (2014). Esses resultados
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indicam que a conformagéo cromossdmica de P. peruviana ainda ndo esté estabelecida e que isso
se deve possivelmente ao recente processo de domesticacdo da espécie, quando comparado, por
exemplo, com a domesticacdo de Solanum tuberosum, membro da familia das solanaceas.

A uniformidade no nimero de cromossomos nas populagdes cultivadas na regido Sul do
Brasil (Lages e Cacador) e populagbes de origem Andina sugere que populagdes atualmente
cultivadas sejam originadas de apenas um pool génico. Isso pode ser decorrente do cultivo em
uma vasta zona da regido Andina, por exemplo, do genotipo denominado Coldmbia, que foi
introduzido e é cultivado no Brasil. Sabe-se que a maneira mais usualmente utilizada pelos
agricultores em cultivar fisalis no Brasil é por meio de sementes obtidas comercialmente. Estes
aspectos revelam a restricdo da base genética e a uniformidade dos genétipos de fisalis
comercialmente cultivados no mundo. Essa suposicdo baseia-se no fato de: i) ter a Colémbia
como maior produtor e exportador de fisalis, aliado a facilidade de obtencdo de sementes e
producdo de mudas. Isso favorece a ampla disseminagdo de genétipos da Colémbia para
diferentes regides do mundo, com destaque ao Sul do Brasil. Os possiveis processos de
selecado/melhoramento realizados no pais de origem e a amostragem de um pequeno namero de
individuos no momento de obtencdo das sementes resultou na uniformidade detectada no estudo;
ii) as populagdes também sdo semelhantes morfologicamente. Ao comparar caracteristicas
morfoldgicas do gendtipo Colémbia (TRILLOS et al., 2008; HERRERA et al., 2012), as descritas
nas quatro populacbes em estudo (TREVISANI et al., 2016a), nota-se uniformidade. Por
exemplo, os diametros do fruto que variam entre 1,25 e 2,50 cm, a massa média do fruto entre 3 e
6 gramas e teor médio de agucar de 14 °Brix. Assim como constatado por Rodriguez et al. (2006)
e Fischer et al. (2010) as variagbes cromossomicas observadas em diferentes acessos s&o
manifestadas em caracteres fenotipicos, comprovando a relacéo entre nivel de ploidia e tamanho
ou numero de caracteres do fruto e da planta.

De acordo com Fischer et al. (2010), existem dezenas de acessos de fisalis caracterizados
e mantidos em bancos de germoplasma na Colémbia. Os acessos s@o diferenciados pelo porte da
planta, formato da capsula que envolve o fruto, tamanho, cor e sabor do fruto (RODRIGUEZ et
al., 2006). O gendtipo Colémbia se caracteriza por apresentar frutos de coloracdo chamativa,
elevado conteudo de aglcares e de maior massa, 0 que possibilitou seu amplo cultivo
(ALMANZA; FISCHER, 1993). Possivelmente a poliploidizacdo natural (oriundos de possiveis

ancestrais diploides), que tem como consequéncia o aumento de volume celular (DHOOGHE et
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al., 2011), refletiu em caracteres de importancia agrondmica e priorizados pelos consumidores.
Em espécies comercializadas no grupo dos pequenos frutos, caracteres relacionados a qualidade
do fruto, dentre os quais o tamanho, a coloracdo e o sabor do fruto, sdo cruciais para a
comercializacdo in natura. Desta maneira, 0s processos de selecdo favoreceram a manutencao de
individuos poliploides, justamente em virtude das caracteristicas agronémicas superiores.

O trabalho teve como grande enfoque conhecer o nivel de ploidia de populagdes de fisalis
cultivadas na regido Sul do Brasil a fim de orientar futuros métodos de melhoramento com a
cultura, por exemplo, obtencao de cultivares superiores ou de hibridos comerciais. Objetivou-se
também comparar a ploidia de populag¢Ges da regido Sul com populagfes cultivadas em regides
Andinas, indicando assim a possivel origem. Portanto, os resultados obtidos sdo de suma
importancia a continuidade do programa de melhoramento de fisalis na regido Sul, por exemplo,
no desenvolvimento de hibridos comerciais com caracteristicas promissoras. Isso reflete em
questdes importantes como o conhecimento dos efeitos ocasionados pela endogamia em plantas
alégamas, que podem estar associadas ao grau de ploidia da espécie. Ainda, revela o sucesso em
delinear estratégias de hibridacdo entre populacGes com mesmo complemento cromossdmico.

Quanto aos efeitos da endogamia, em espécies diploides, se os dois alelos em um loco
forem contrastantes para uma caracteristica, a cada geracdo de autofecundacdo ocorre reducao de
50% de heterozigose. Em tetraploides, a reducdo da heterozigose é praticamente dez vezes menor
(HUSBAND; SCHEMSKE, 1996; BOREM; MIRANDA, 2013) e a depressdo por endogamia
pode ocorrer de maneira menos acentuada ao longo das geracdes de autofecundacdo. Cabe
salientar que existem controvérsias na literatura cientifica quanto ao modo de reproducdo P.
peruviana, havendo fortes indicios da predomindncia de fecundacdo cruzada (SANTANA,
ANGARITA, 1999; LAGOS et al., 2008). Poucos estudos abordam quanto aos efeitos da
endogamia e a importancia em escala comercial da heterose em fisélis (LEIVA-BRONDO et al.,
2001; LAGOS et al., 2007).

Aliado a citogenética cléssica, a citometria de fluxo foi realizada com a finalidade de
conhecer a quantidade de DNA das populacbes e também como forma de comparacdo para
trabalhos futuros, tendo assim como referéncia a quantidade de DNA de individuos tetraploides.
A andlise revelou que os individuos das quatro populagdes de fisélis analisadas possuem
quantidade 2C de DNA variando entre 12,97 e 13,98 pg, com média de 13,23 (Tabela 1). De

acordo com os resultados do teste de Tukey (Pr < 0,05), as quatro populagdes ndo diferem
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estatisticamente quanto a quantidade de DNA. Os coeficientes de variacdo foram de baixa
magnitude, entre 1,9 e 4,2% (informacdo ndo registradas em tabela), o que demonstra
confiabilidade na interpretacdo dos resultados.

Na figura 2b esta ilustrado o resultado da quantificagdo do DNA nuclear na populacédo de
Cacador, com quantidade de 13,26 pg, comportamento semelhante observado em todas as quatro
populagdes avaliadas (ilustragdes em arquivos pessoais). Os acessos de P. peruviana analisados
por Liberato et al. (2014) apresentaram variacdo entre 2,33 e 8,12 pg de DNA nuclear,
classificando o Unico acesso diploide com a quantidade minima obtida (2,33 pg) e com variacéo
de 5,77 a 8,12 entre acessos tetraploides. Betancourt (2014) encontrou quantidade média de DNA
em genotipos tetraploides de P. peruviana (2n = 4x = 48) de 10,23 pg. Diante disso, é possivel
estabelecer relacdo entre o nivel de ploidia da espécie com a respectiva quantidade de DNA.
Também foi possivel observar que as populacdes de fisalis avaliadas apresentam conteudo de

DNA superiores ao relatado na literatura cientifica.

Tabela 1 - Contedo 2C de DNA nuclear em picogramas (pg) de quatro populacdes de fisalis
(origem: Lages, Cacador, Peru, Colémbia), considerando trés amostras (A, Az, A3z)
retiradas de uma mesma planta/individuo de cada popula¢do. UDESC-IMEGEM,
Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Contetido DNA (picogramas)

Populagéo

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média*
Colémbia 13,36 13,18 13,35 13,29a
Lages 12,97 13,10 13,98 13,35a
Cacador 13,31 13,26 13,28 13,28a
Peru 12,87 13,05 13,09 13,00a
Média geral 13,23

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As variagbes na quantidade de DNA podem estar associadas a presenca de DNA
repetitivo em maior ou menor grau (MARTEL et al., 1997), caracterizando a fisalis como uma
especie em processo de evolucdo e domesticacdo. Essa situacdo pode dever-se: i) a adaptacdo da
especie as constantes mudancas em condi¢cbes ambientais (CAVALLINI; NATALI, 1991),
relacionada com a origem do material vegetal, climas e ambientes préprios de cada regido de
cultivo e, ii) a fendmenos de hibridagdo, caso ocorra predominancia de fecundagéo cruzada, pelo
ganho ou pela perda de sequéncias de DNA repetitivo (PRICE, 1988). A informacdo sobre a
quantidade de DNA de uma espécie pode ser utilizada para estimar o tamanho do genoma de uma
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espécie, permitindo estabelecer relagbes entre gendtipos e predizer quais cruzamentos serdo mais
efetivos (OZKAN, 2010).

As aplicacdes da citometria de fluxo no melhoramento de plantas podem ainda ser
relacionadas ao controle de estabilidade do nivel de ploidia como, por exemplo, de plantas
propagadas in vitro (LOUREIRO et al., 2005), na detec¢éo de plantas haploides para posterior
producdo de linhas dihaploides, ou seja, linhas puras férteis (GEMES-JUHASZ et al., 2002), na
producdo e deteccdo de novos niveis de ploidia, como plantas tetraploides, que podem apresentar
novas caracteristicas de interesse econémico, como a maior producdo de frutos e maior vigor,
dentre outros (ANTUNES, 2010).

Diante do exposto, os resultados revelaram uniformidade no nimero cromossémico e na
quantidade de DNA. Porém um grande volume de trabalhos cientificos demonstra variacdes
dentro da espécie e isso indica que o genoma de P. peruviana possui plasticidade, o que pode
estar relacionado a adaptacdo da espécie a diferentes ambientes de cultivo. Atualmente, a
predominancia de populacdes tetraploides revela o possivel processo de evolucdo natural e
dirigida (diploide para tetraploide) que a espécie se encontra. A selecdo natural a favor da
manutencdo de poliploides possivelmente ocorreu em razdo da maior adaptacdo as condicGes
ambientais e também pela evolucdo dirigida pelo homem, selecionando plantas com
caracteristicas agronomicamente desejaveis, conforme destacado por Schifino-Wittmann (2012).
Quanto ao programa de melhoramento genético de fisalis no Sul do pais, as informagdes obtidas
até o momento serdo de suma importancia para ado¢do de métodos de melhoramento efetivos,
com enfoque no aumento da produtividade de frutos, seja, por exemplo, com a exploracdo dos

beneficios da heterose.

5.5 CONCLUSAO

As populacbes de origem Andina (Coldmbia e Peru) comercializadas no Brasil, assim
como as populacGes cultivadas na regido Sul (Lages e Cagador) sdo tetraploides (2n = 2x = 48).
As populacdes de fisalis tetraploides comercializadas e cultivadas no Sul do Brasil apresentam
quantidade 2C de DNA média de 13,2 pg. Para a continuidade e 0 sucesso do programa de
melhoramento de fisalis do IMEGEM salienta-se a necessidade de introducdo de novos acessos,

obtidos de bancos ativos de germoplasma de paises Andinos, assim como a adogao de estratégias
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de indugdo de mutacdo (quimicas ou fisicas), ampliando assim a variabilidade genética para a

selecdo de genotipos superiores.
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6 CAPITULO 2: EFEITOS DA ENDOGAMIA E POTENCIAL HETEROTICO DE
LINHAGENS ORIUNDAS DE POPULACOES CULTIVADAS DE FISALIS

6.1 RESUMO

Os beneficios da heterose s&o evidenciados em diversas culturas e também em diversos caracteres
de importancia agrondmica. Em fisalis, poucos estudos revelam a superioridade de combinagdes
hibridas comparativamente aos genitores, 0 que pode ser uma alternativa promissora tanto no
aumento da producdo de frutos como também na qualidade. Diante disso, 0 objetivo do trabalho
foi avaliar os efeitos da endogamia e o potencial de linhagens endogamicas em combinacgdes
hibridas para a selecdo de hibridos comercialmente superiores em fisalis. Os experimentos foram
conduzidos nos municipios de Lages e Xanxeré — SC, no ano agricola de 2015/2016. Os
tratamentos constituiram de 28 populacGes de fisalis, compostas por quatro populagfes originais
(origem: Lages, Colémbia, Cacador e Peru) submetidas a trés geracbes de autofecundacdo e a
hibridacdo controlada. Os caracteres avaliados e a analise estatistica dos dados foram divididos
em dois momentos: 1) no primeiro momento foram quantificados ao longo do tempo: nimero de
flores (NFI), nimero de frutos colhidos (NFc) e massa total de frutos (MTFc). A analise de
variancia revelou diferenca significativa para a interacdo época(populacdo*local) para os trés
caracteres, demonstrando resposta diferenciada das populagdes frente as épocas de avaliagcdo (em
dias ao longo do tempo) e conforme o local de avalicdo. De modo geral, a semelhanca entre os
parametros das equacdes de regressdo nao possibilitaram a deteccédo de depressao por endogamia,
comprovado pela igualdade entre 0s b’s das regressoes (t caiculado < 1 tabelado)- Para heterose, na
maioria dos casos, 0 desempenho do hibrido foi médio entre as linhagens genitoras, revelando
predominancia de genes aditivos. 2) em segundo momento foram mensurados a altura de plantas,
produtividade e indicadores de qualidade de fruto: em um segundo momento mensurou-se o
rendimento de frutos (RD), numero de frutos (NF), massa média de frutos (MMF), diametro polar
e equatorial (DP e DE), indice de cor (IC), sélidos soluveis totais (SST), acidez (AC) e altura da
planta (AP). Houve diferenca significativa para o fator populacdo para MMF, DE e AP. Por meio
dos contrastes de médias detectou-se diferenca para a comparagao Sp vs. Si, sendo que para MMF
houve reducédo de 0,380 gramas na geracdo S;. Os resultados ndo revelaram efeitos negativos em
virtude da endogamia, diferentemente do que é observado em uma ampla gama de espécies

alégamas. Nos hibridos, as combinagdes envolvendo as linhagens endogdmicas Colémbia e Peru
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mostraram-se promissoras, porém os incrementos em produtividade e qualidade do fruto ndo
foram suficientes para a selecdo de combinacGes com potencial comercial. Portanto, de uma
maneira geral, os resultados refletem uma elevada propor¢do de locos em homozigose e
semelhanca entre as populagdes, possivelmente devido a processos de selecdo artificial e origem
comum das populacdes cultivadas. O trabalho abre novas perspectivas ao melhoramento de
fisalis, destacando a necessidade de ampliacdo da base genética de fisélis atualmente cultivado.
Salienta-se a busca de genitores oriundos de pools génicos distintos, utilizacdo de hibridacdes

interespecificas, inducdo de poliploidia ou de mutag6es (fisicas ou quimicas).

Palavras chave: Physalis peruviana L.. Depressao por endogamia. Carga genética. Homozigose.
Hibridos.

6.2 INTRODUCAO

A fisalis (Physalis peruviana L., Solanaceae) é uma espécie frutifera comercializada no
grupo dos pequenos frutos, que se caracteriza pelas excelentes propriedades nutricionais e
medicinais (FISCHER et al., 2014; OLIVARES-TENORIO et al., 2016), assim como o belo
aspecto visual e sensorial do fruto. E originaria da regido Andina e tem a Colémbia como maior
produtor e exportador (AGRONET, 2017). No Brasil é cultivada em distintas regides geograficas
(FISCHER et al., 2014), porém dados de producdo sdo insignificantes frente a demanda do
mercado consumidor (CEPA, 2018), de modo que a comercializagdo ocorre essencialmente com
frutos oriundos de importacdo. A fim de tornar o pais autossuficiente na producdo de frutos, é
essencial o desenvolvimento de gen6tipos com qualidade de fruto superior, salientando-se a
importancia do tamanho e do sabor para a comercializacdo in natura.

Uma estratégia eficiente para o aumento de produtividade e qualidade de frutos é a
exploragdo dos beneficios da heterose. Tem como conceito global a diferencga entre o hibrido e a
média dos genitores envolvidos no cruzamento (SCHNELL, 1961). O fenbmeno tem despertado
0 interesse de pesquisadores, cientistas e geneticistas hd décadas, porém as causas para a
manifestacdo sdo questdes ainda intrigantes. As hipoteses sugeridas seguiram algumas vertentes
ao longo dos anos: i) decorrente de interacdes alélicas favoraveis ocasionadas por efeitos de
dominéancia e sobredominancia em distintos locos génicos (EAST; SHULL, 1908). O critério

utilizado inicialmente para a manifestacdo da heterose era a divergéncia entre genitores (EAST,



51

1936); ii) apos isso, interagdes génicas mais complexas foram sugeridas, dado por interagdes
epistaticas (POWELL, 1944; WILLIAMS, 1959) e; iii) por fim, pela presenca de estimulos
bioquimico-fisioldgico (ROOD et al., 1988; VIENNE et al., 1999).

Embora atualmente € conhecido que o0 cruzamento entre gendtipos altamente
contrastantes fenotipicamente (por exemplo, bom vs. ruim) ndo essencialmente resulte em
combinagBes hibridas superiores (heterose), a utilizagdo de linhagens endogamicas oriundas de
pools génicos distintos tem sido um critério muito utilizado (REIF; HALLAUER;
MELCHINGER, 2005). O agrupamento de germoplasma em grupos heteroticos ou grupos
génicos distintos facilita a escolha de genitores (MELCHINGER; GUMBER, 1998).
Cruzamentos entre linhagens de diferentes grupos génicos sdo, em geral, superiores aqueles que
envolvem linhagens de uma mesma base genética, porque a heterose é funcdo das diferencas nas
frequéncias alélicas entre as linhagens e do nivel de dominancia dos alelos que controlam o
carater em questdo (CRESS, 1967; MELCHINGER; GUMBER, 1998). Via de regra, a heterose é
inversamente proporcional ao grau de parentesco entre os genitores envolvidos no cruzamento.

Na Colémbia sdo cultivados trés genotipos (ou ecotipos), oriundos do Kenia, do Sul da
Africa e da Coldmbia que se caracterizam por diferencas no tamanho e sabor do fruto. Gendtipos
africanos possuem frutos de maior tamanho (entre 8 e 10 g), porém com teor de agucares e sabor
muito inferiores ao genotipo colombiano, que apresenta em média 5 g. A partir do genétipo
colombiano foram caraterizados inimeros acessos, mantidos em bancos de germoplasma
(PULGARIN, 1989; LAGOS et al., 2001; BONILLA; ESPINOSA, 2005; HERRERA et al.,
2012). Isso reflete em um valioso recurso genético a ser explorado em programas de
melhoramento seja para a obtencdo de cultivares ou variedades como também de hibridos
comerciais. Objetivando o melhoramento de fisalis com a utilizacdo de hibridos comerciais
Leiva-Brondo et al. (2001) salientam a importancia dos efeitos de alelos dominantes para
caracteres de qualidade de fruto em P. peruviana. Na mesma logica, Lagos et al. (2005)
evidenciaram boa capacidade de combinacdo especifica e, consequentemente efeitos de
dominéncia em componentes do rendimento de frutos em diferentes acessos de fisalis.

As bases genéticas do melhoramento com a utilizacdo de hibridos envolvem, além dos
beneficios de locos em heterozigose, locos no estado homozigoto. Na obtengdo das linhagens
endogamicas é essencial conhecer o modo de reproducéo da espécie (alogamia ou autogamia).

Em plantas de fecundagdo cruzada a homozigose e atingida, mais comumente, através da
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autofecundagdo induzida (ALLARD, 1971). Espécies aldogamas quando submetidas a
autopolinizacdo manifestam, muitas vezes, perda de vigor, fendmeno este conhecido como
depressdo por endogamia (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1999). As bases genéticas
da depressdo por endogamia envolvem: o modo de reproducdo, a carga genética da espécie, 0
grau de ploidia, processos de selecdo (evolucdo e domesticagdo), entre outros fatores. O
fendmeno decorre da existéncia de alelos recessivos e alelos deletérios em populacdes de
panmiticas e que se expressam em condi¢cdes de homozigose (CHARLESWORTH; WILLIS,
2009). Plantas autdgamas ndo manifestam consequéncias indesejaveis da endogamia por questdes
evolutivas, uma vez que a selecdo natural atua na eliminacéo de alelos desfavoraveis.

Deste modo, as consequéncias da endogamia serdo cruciais no entendimento do modo de
reproducdo e no esclarecimento das bases genéticas do melhoramento de fisalis. Assim como a
quantificacdo do potencial heterdtico a partir do cruzamento entre linhagens endogamicas
proporcionara o aprimoramento do cultivo de fisélis na regido Sul do Brasil. Diante disso, o
objetivo do trabalho foi investigar as consequéncias da endogamia e o potencial heterético de

linhagens endogamicas de fisalis, em relacdo a caracteres produtivos e de qualidade de fruto.

6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Obtencao das populagtes de fisalis

i) No ano de 2013, foram selecionadas do germoplasma do IMEGEM quatro populagdes
de fisélis obtidas em distintas origens geogréficas [(1) Colémbia, (2) Lages, (3) Cacador, (4)
Peru]. Estas populacBes foram classificadas como populages sem controle de polinizacao
(populacBes originais). Para cada populacdo, foram cultivadas cinco plantas em casa de
vegetacdo (vasos com uma planta), sendo que em cada planta foram ensacados, com a utilizacéo
de saquinhos confeccionados com TNT, aleatoriamente cinco botdes em estagio de boté&o floral,
obtendo-se assim a geracdo endogamica S.

i) No ano de 2014, com o avanco das geracdes de autofecundagédo e utilizando o0 mesmo
numero de repeticdes por populacdo (5 botdes ensacados/5 plantas), foram obtidas as geracGes
endogamicas S, e Sz considerando as quatro populagdes referidas. Esse procedimento resultou em

12 populagdes endogdmicas, também denominadas de linhagens endogamicas.
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iii) No ano de 2015, a partir das geragdes endogamicas Ss (linhagens endogamicas), foram
realizados os cruzamentos entre as quatro populagdes de fisalis (Colémbia, Lages, cacador e Peru
em geragdo S3) em esquema de dialelo completo com cruzamentos reciprocos, obtendo assim 12
populacgdes hibridas F;. As polinizacdes foram efetuadas manualmente com a emasculacao prévia
do botdo floral (retirada dos estames) no genitor feminino e a deposicdo manual de pdlen do
genitor masculino, conforme descrito no Manual Técnico para Cruzamentos Dirigidos em
Physalis peruviana L. (VASQUEZ et al. 2008).

Portanto, no total, foram avaliadas 28 populac6es de fisalis, conforme esquema ilustrado

na Figura 3.

Figura 3- Esquema de obtencdo das 28 populacdes de fisélis avaliadas, envolvendo populagdes
originais sem controle de polinizacdo (origem: Colémbia, Lages, Cacador e Peru),
geragdes de autofecundacdo (S) e hibridos F; resultantes do cruzamento direto e
reciproco entre as linhagens endogamicas em geracao Ss.

POPULACOES DE FISALIS / TRATAMENTOS

5 T Geracoes e
Populacgdes originais endoglimicas (8) Hibridos F,
A s S, >S.>S 1 vs. 2 2vs. 1
(1) Colombia : - s 1vs. 3 3vs. 1
(2) Lages Si>8S,2>S; 1vs. 4 4vs. 1
S:>S,>S 2vs.3 3vs. 2
(3) Cogadar ' - ’ 2vs. 4 4 vs. 2
(4) Peru S1> 8,2 S; 3vs. 4 4vs. 3

Diretos Reciprocos

| | l

4 populagdes 12 populagdes 12 populagdes

28 populacoes de fisalis

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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6.3.2 Local dos experimentos e delineamento experimental

As 28 populacgbes de fisalis foram avaliadas em dois ambientes de cultivo, no ano agricola
de 2015/2016. Os locais escolhidos para a conducdo do experimento apresentam distintas
caracteristicas quanto a condicdes de solo e de clima: o municipio de Lages - SC (27° 48’ S e 50°
19 O) estd localizado no Planalto Serrano Catarinense com altitude média de 930 m e
temperatura média anual de 14,6 °C. O solo no é classificado como Cambissolo Himico
Aluminico Léptico, com um horizonte A moderado, textura argilosa e relevo ondulado e tem as
seguintes propriedades (no local do experimento): 34% de argila; pH em &gua 5,93; potencial de
acidez pelo método PMS 5,21; 10,06 mg dm* P; 80 mg dm?® K; 2,61% OM; 5,42 cmol dm® Ca; e
2,10 cmolc dm® Mg. O municipio de Xanxeré - SC (26° 48° S e 52° 23° O) esta localizado na
regido Oeste Catarinense com altitude média de 774 m e temperatura média anual de 18,7 °C,
com solo classificado como latossolo e tem as seguintes propriedades: 45% de argila, pH em
4gua 5,82, potencial de acidez pelo método PMS 6,01; 13,15 mg dm® P; 184,00 mg dm® K;
5,51% OM; 7,8 cmol dm® Ca; e 2,70 cmolc dm® Mg.. As condices climaticas de precipitacio
total e temperatura média compensada durante 0os meses de conducdo do experimento para 0s
municipios de Lages e Xanxeré estdo representadas na Figura 4 conforme dados do Instituto
Nacional de Meteorologia do Brasil INMET de 2015/16.

Em ambas as condi¢Ges experimentais, o delineamento utilizado foi de blocos
casualizados em esquema fatorial, composto por trés repeticbes. A unidade experimental foi
constituida de cinco plantas, espacadas 2 m entre linhas e 1 m entre plantas dentro da linha. As

avaliacdes foram realizadas nas cinco plantas da unidade experimental.

6.3.3 Caracteres avaliados e analise estatistica

6.3.3.1 Quantificados ao longo do tempo (ciclo e pos-colheita)

As mudas foram transplantadas para local definitivo durante a segunda quinzena do més
de dezembro no ano de 2015, mais especificamente no dia 16/12/2015. Os caracteres avaliados
foram namero de flores totalmente abertas (NFI), nimero de frutos colhidos (NFc) e massa total
de frutos colhidos (MTFc), quantificados ao longo do tempo, 0 que resultou em trés epocas de
avaliagéo (classificagdo: 0, 30 e 60 dias). Para NFI, a época inicial denominada como época zero
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se refere a avaliagdo realizada aos 30 dias apds o transplantio das mudas para local definitivo
(DAT) (més de janeiro), a época 30 se relaciona aos 60 DAT (més de fevereiro) e a época 60 se
relaciona aos 90 DAT (més de marco). Para os caracteres avaliados ap0s a colheita dos frutos
(NFc e MTFc), a época zero se refere aos 90 DAT (més de marco), a época 30 aos 120 DAT
(més de abril) e a época 60 se refere aos 150 DAT (més de maio).

Figura 4 - Informagcbes meteoroldgicas para os municipios de Lages e Xanxeré no més de
dezembro no ano de 2015 e nos meses de janeiro, fevereiro, marco, abril e maio no
ano de 2016. No eixo x estdo representados os meses de avaliagcdo e no eixo y a
precipitacdo total e a temperatura compensada média.

Lages

350 4 30 -

300

25 4
250

20 4

150 A

15 4
100 A

Precipitagéo total
N
8
Temperatura compensada média

50 T T T T T T 10

Meses de avaliagao Meses de avaliagao

Xanxeré

350 4 30 A

300 o
25
250

200 A 20 1

Precipitagao total

150
15 A

Temperatura compensada média

100

10

Meses de avaliagao Meses de avaliagdo

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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O modelo matematico em esquema fatorial considerou um delineamento de blocos
casualizados, escrito da seguinte forma:

Yiju = U+ blci+ épc(loc*pop)ju + errojj

Onde, Yija € o valor observado da variavel resposta no i-ésimo bloco da j-ésima populagao
de fisalis no k-ésimo local avaliado referente ao I-ésimo tempo de avaliacdo (época); 1 é a média
geral observada; blc; é o efeito do bloco i; pop; é o efeito da populagdo de fisalis j; locy € o efeito
do local k; epc; é o efeito da epoca I; épc(loc*pop)ja € o efeito da interagdo tripla entre a
populagéo de fisalis j na época | no local k e ejjq € 0 erro aleatorio associado as observagdes da I-
ésima época para a j-ésima populacgdo de fisalis no k-ésimo local no i-ésimo bloco.

Para o atendimento das pressuposi¢des do modelo, a normalidade dos erros foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade dos erros pelo teste de Levene. Com a violacao
das pressuposicoes, foram aplicados, de forma independente, os seguintes remédios: i) Analise
exploratéria de dados: a distribuicdo dos dados foi explorada modelando gréficos de
probabilidade e as principais distribui¢des. Foram gerados gréaficos de “Box-Plot” para cada
tratamento/populacdo, com o intuito de verificar as principais medidas descritivas e a possivel
presenca de valores discrepantes (os graficos foram gerados apenas para analise pessoal). Esses
procedimentos foram executados no PROC UNIVARIATE. Na presenca de valores discrepantes,
procedeu-se com a verificacdo da planilha com os dados “brutos” para a verificagdo de possiveis
erros de digitacdo; ii) Transformacdo de dados: quando necessario, os dados foram

transformados utilizando trés formulas empiricas Reiz quadrada = ﬁ;

Roiz guadrada = \fy + 3/8 e Logaritmice = Iny. Ap0s as transformagdes, foram verificadas as

pressuposicoes de normalidade e homogeneidade dos erros pelos testes acima referidos para
comprovar se a transformacdo foi eficiente em adequar a varidvel resposta ao pressuposto
violado. As analises mencionadas foram executadas no comando PROC GLM.

Depois de verificadas as pressuposi¢cdes do modelo matematico, os dados foram
submetidos a analise de variancia univariada para o fator bloco e para a interacdo tripla. Na
presenca de significancia entre fatores qualitativos e quantitativos, por exemplo, para a interacao
populacdo x local x época (ou colheita) procedeu-se com o ajuste de equacgdes de regressdo
conforme a variavel analisada. A escolha do grau do polinémio (linear, quadratico) foi obtida por

meio do teste F (P < 0,05) a partir dos coeficientes dos contrastes dos polindmios ortogonais.
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A homogeneidade entre duas regressdes de interesse, ou seja, entre dois b’s, foi analisada
com 0 uso do teste t entre os coeficientes de regressédo linear das populagdes comparando
populacgdes originais (sem controle de polinizagédo) vs. geragdes de autofecundagdo como também
hibridos vs. respectivos genitores. A equacdo utilizada é apresentando por Steel & Torrie (1960)

da seguinte maneira:

BII_BI‘E

do1 1
‘jsu (SQKII +SQKQI)

Na qual Bi1 (b1) e P12 (b2) correspondem aos coeficientes de regressdo comparados;

=

SQXj; e SQXj, sdo as somas de quadrados do fator quantitativo (por exemplo, épocas de
avaliacdo) entre as populacGes comparadas e 82p ¢ a variancia dos erros de estimativa dos

coeficientes de regressdo comparados, que é obtida pela formula:
(spxY, )

SPYY. )
fsor, [EREI N focr, [CREBY)
S: —_ h )

T n,-2+n,-2

Em que SQY; e SQYy sdo as somas de quadrados da variavel resposta para as
respectivas populacbes comparadas (por exemplo, nimero de flores); SPXYi; e SPXYy; séo as
somas de produtos do fator quantitativo e da varidvel resposta das respectivas populacdes

comparadas; e ny e ny sdo 0 numero de pares de valores que compde a regressao linear.

6.3.3.2 Altura de planta, produtividade e indicadores de qualidade de fruto

Em um segundo momento, foram mensurados 0s caracteres: altura da planta (AP) em cm
(realizada aos 120 dias ap0s o transplantio das mudas), rendimento total de frutos (RD) em
Kg.ha™, nimero total de frutos colhidos (NFc), massa média de frutos (MMF) em gramas,
didametro polar do fruto (DPF) em mm, diametro equatorial do fruto (DEF) em mm, sélidos
sollveis totais (SST) em °Brix, acidez total titulavel (AT - expresso em % de acido citrico) e
indice de cor (IC). Para os caracteres de qualidade do fruto (DPF, DEF. SST. AT e IC) foram
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realizadas duas avalia¢des durante o ciclo da cultura, nos meses de margo e abril, porém, para a
analise estatistica dos dados foi considerada a média das avaliacdes.

Os teores de SST foram determinados em refratdmetro digital modelo PR201a (Atago®),
utilizando uma aliquota do suco obtido pelo processamento dos frutos. Os valores de AT foram
obtidos através de uma amostra de 10 mL de suco, que foi diluida em 90 mL de agua destilada e
titulada com solucdo de hidréxido de sodio 0,1 N até atingir pH 8,1. Para a titulacdo, utilizou-se
titulador automatico TitroLine Easy®. A AT foi expressa em % de écido citrico, calculada a por
meio da formula AT =n x N x Eqg/ 10 x V (onde: n volume da solucdo de NaOH gastos na
titulacio em mL; N normalidade da solucdo de NaOH; V volume da amostra em mL; Eq
equivante-grama do &cido). A cor da epiderme do fruto foi avaliada em termos de valores de
luminosidade (L"), croma (C) e angulo ‘hue’ (h°) com o auxilio de um colorimetro Minolta®
modelo CR 400. Os valores de h° apresentam as seguintes correspondéncias quanto as cores da
superficie do tecido vegetal: 0°/vermelho, 90°amarelo, 180°verde e 270°%azul. As leituras foram
realizadas em dois pontos opostos da regido equatorial dos frutos.

O modelo matematico considerou um delineamento de blocos casualizados em esquema
fatorial para os fatores bloco e populacdo e para a interacdo local*populacéo, escrito como:

Yijk = 1+ blci+ pop; + lock + (pop*loc)ik + eijk

Onde yijk representa os caracteres mensurados; | € o efeito da média geral; blc; € o efeito
do i-ésimo bloco; pop; € o efeito da j-ésima populacéo de fisalis; loc € o efeito do k-ésimo local;
pop*locj € o efeito da interacéo da j-ésima populacéo de fisalis no k-ésimo local e; e ejj € 0 efeito
aleatdrio do erro experimental.

Os dados foram submetidos a analise de variancia univariada a 5% de probabilidade de
erro pelo teste F. ApOs isso, as comparacdes de interesse foram realizadas pela técnica de
contrastes univariados a fim de quantificar os efeitos ocasionados pela endogamia e heterose.
Para os efeitos ocasionados pela endogamia comparou-se:

- 1) populacdo sem controle de polinizagdo (Sp) vs. populagdo em primeira geracdo de
autofecundacéo (S;);

- i) populagdo em primeira geracdo de autofecundagéo (S;) vs. populagdo em segunda
geracdo de autofecundacao (S,);

- iii) populacdo em segunda geracdo de autofecundacdo (S;) vs. populagdo em terceira
geracdo de autofecundacéo (S3), para as quatro populagdes em estudo [(1) Colémbia, (2) Lages,
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(3) Cacador, (4) Peru].

Para quantificar a heterose, a comparacéo foi realizada para os cruzamentos diretos:

- i) média dos genitores (P1, P2, P3, P4) vs. respectiva progénie F; (por exemplo, 1 x 2).

E para os cruzamentos reciprocos:

- i) média dos genitores (P1, P2, Ps, P4) vs. respectiva progénie F; (por exemplo, 2 x 1).

Para cada contraste foram obtidas as estimativas das diferencas entre as médias de
interesse a fim de auxiliar na interpretacdo dos resultados, quantificando assim a ocorréncia e a
magnitude de depressdo por endogamia nas populacGes autofecundadas como também a
manifestacdo de heterose nas populacdes hibridas.

Quando a interacdo populacdo*local foi significativa (mediante analise de variancia) e,
conforme a varidvel em estudo, foram realizadas comparacGes considerando o desempenho de
cada populacdo para os dois ambientes de cultivo. Foram utilizados contrastes de médias ndo

ortogonais para as comparagdes par a par.

6.4 RESULTADOS

6.4.1 Caracteres quantificados ao longo do tempo (ciclo e pds-colheita)

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi significativo (Pr < 0,0001), o que levou a
rejeicdo da hipotese de nulidade, indicando que os residuos nao seguem uma distribuicdo normal.
Nenhuma das transformacdes adotadas (raiz quadrada e logaritmica) foi suficiente em adequar a
variavel resposta a distribuicdo normal. Isso pode ser explicado pela natureza dos dados, em
virtude da auséncia de valores negativos para compor a curva de distribui¢cdo normal da variavel
resposta. J& para a pressuposicdo de homogeneidade, o teste de Levene indicou a existéncia de
um residuo comum entre as populagdes. A transformacdo eficiente em adequar a variavel
resposta a0 pressuposto de homogeneidade dos erros foi a raiz quadrada
(Raiz guadrada = fy + 3/8) para as variaveis NFI (Pr = 0,0526), NFc (Pr = 0,6268) e MTFc (Pr

= 0,7003). O tipo de transformacéo escolhida esta diretamente relacionada a origem dos dados.
Conforme Sokal e Rohlf (1995) a transformacdo Raiz Quadrada é utilizada para dados de

contagem com valores pequenos, portanto, adequada para o presente conjunto de dados.
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A andlise de variancia realizada ap6s a transformacao dos dados revelou efeito significativo
para o fator bloco e para a interagdo tripla época(populacdo*local) comtemplados no modelo
aninhado (Tabela 2). Os resultados demonstram que o desempenho das populagdes de fisalis variou
conforme a época de avaliagdo e também de acordo com os ambientes em estudo (Lages e
Xanxeré). A presenca de interagdo entre populacdo e ambiente revela que o ambiente pode estar
contribuindo favoravelmente ou ndo para a maior produgdo de frutos em algumas constituicdes
genéticas. Isso ocorre possivelmente devido aos distintos niveis de homozigose/heterozigose
(populacdes originais, linhagens endogamicas ou hibridos) e a plasticidade da espécie frente as
condigdes cultivo. E uma importante fonte de variacio a ser considerada em estudos futuros de
interacdo genétipo x ambiente, objetivando a selecdo de populacdes de fisalis para cultivo em
ambientes especificos. Revela ainda que a época (dias de avaliacdo ao longo do tempo) é um fator
primordial quando se almeja a selecdo de populac@es de fisalis com distintos picos de producdo de

frutos, sejam precoces ou tardias, o que seria Util no escalonamento da producéo de frutos.

Tabela 2 - Andlise de variancia univariada a 5% de probabilidade de erro para as variaveis
namero de flores (NFI), nimero de frutos colhidos (NFc) e massa total de frutos
colhidos (MTFc) em trés épocas de avaliagdo para o fator bloco e para a interacao
tripla entre os fatores época, local e populacdo [Epc(loc*pop)]. UDESC-IMEGEM,
Lages SC, safra 2015/2016.

Variavel

NFI NFc MTFc
Fonte de variagdo GL QM Valor F QM Valor F QM Valor F
Bloco 2 3,612 13,91* 47,94 20,01* 113,93 12,62*
Epc(loc*pop) 167 2,363 9,10* 11,50 4,80* 55,46 6,14*
Erro 334 0,259 - 2,39 - 9,02 -
Total 503 - - - - - -
Média 2,54 6,01 11,10
C.V. (%) 20,02 25,77 27,05

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: *Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de F. QM: quadrado médio. C.V: coeficiente de
variacdo em porcentagem.

Em se tratando de um experimento fatorial que comtempla fatores qualitativos (populagcfes
de fisalis) e quantitativos (épocas de avaliacdo, em dias), a interacéo tripla foi estudada com o ajuste
de equacOes de regressoes para cada local de estudo (Lages e Xanxeré) (Tabela 3). O teste por meio
dos polindbmios ortogonais, linear e quadratico, revelou que em 96% dos casos o melhor ajuste foi
linear (significativo). Observou-se também que os coeficientes de determinagédo (R?), que ddo uma

ideia da qualidade do ajuste, foram acima de 70% na maioria dos casos e, portanto, 0 modelo foi



61

capaz de explicar os dados coletados. Portanto, em todos 0s casos foram ajustadas equacdes de
regressao linear simples para compreender os efeitos ocasionados pela endogamia e heterose. Os
parametros das equacdes (intercepto e coeficiente de regressao) foram significativos em todos os
casos, apenas na populacdo 2 (Lages) o coeficiente de regressdo foi ndo significativo, ou seja, é
igual a zero. Por meio dos parametros das equacges ficou evidente que as 28 populagdes de fisalis

revelam reposta similar e crescente para emergéncia de flores ao longo do tempo.

Tabela 3 - Parametros das equacgOes de regressdo linear simples: intercepto (a), coeficiente de
regressdo (b) e coeficiente de determinagéo (R?) para a variavel nimero de flores em
28 populagdes de fisalis avaliadas nos locais Lages e Xanxeré — SC. UDESC-
IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Parametros da regresséo

Populagéo Lages Xanxeré
a b R? a b R’

1. Colémbia 1,12* 0,03* 0,89 1,69* 0,03* 0,87
2. Lages 1,14* 0,04* 0,86 1,63* 0,01™ 0,29
3. Cacador 2,05* 0,02* 0,94 1,96* 0,02* 0,74
4. Peru 2,24* 0,02* 0,60 1,98* 0,03* 0,85
5. Colémbia S; 1,75* 0,03 0,81 1,54* 0,03* 0,91
6. Lages S; 1,70* 0,03* 0,89 1,92* 0,03* 0,89
7. Cacador S; 1,67* 0,03* 0,76 1,49* 0,03* 0,64
8. Peru S; 1,39* 0,03 0,88 1,98* 0,02* 0,75
9. Colémbia S, 1,58* 0,02* 0,67 1,88* 0,02* 0,77
10. Lages S, 1,19* 0,04* 0,82 1,95* 0,03* 0,74
11. Cacador S, 1,73* 0,03* 0,68 1,70* 0,02* 0,91
12. Peru S, 1,37* 0,03* 0,87 1,43* 0,03* 0,85
13. Colémbia S; 1,06* 0,04* 0,69 1,562* 0,02* 0,81
14. Lages S; 1,32* 0,03* 0,83 2,01* 0,02* 0,80
15. Cacador S; 1,31* 0,03* 0,91 1,53* 0,03* 0,82
16. Peru Sg 1,71* 0,03* 0,84 1,56* 0,04* 0,93
17. Colémbia vs. Lages 0,90* 0,04* 0,94 1,20* 0,03* 0,59
18. Colémbia vs. Cagador 0,81* 0,03* 0,82 1,57* 0,02* 0,56
19. Colémbia vs. Peru 1,98* 0,03* 0,87 1,94* 0,03* 0,92
20. Lages vs. Coldmbia 1,32* 0,03* 0,93 1,58* 0,02* 0,65
21. Lages vs. Cagador 1,41* 0,04* 0,84 1,38* 0,03* 0,53
22. Lages vs.Peru 1,13* 0,03* 0,74 1,82* 0,03* 0,76
23. Cacador vs. Colémbia 0,94* 0,04* 0,91 2,14* 0,02* 0,94
24. Cacador vs. Lages 1,17* 0,04* 0,80 1,28* 0,03* 0,88
25. Cagador vs. Peru 1,65* 0,03* 0,74 1,64* 0,03* 0,74
26. Peru vs. Colémbia 1,96* 0,03* 0,87 1,52* 0,02* 0,58
27. Peru vs. Lages 0,78* 0,04* 0,87 1,37* 0,03* 0,79
28. Peru vs. Cagador 0,69* 0,03* 0,81 1,85* 0,02* 0,56

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: * Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t; ™ néo significativo.

No conjunto das 28 populacBes, a média do intercepto foi de 1,39 flores para Lages e de

1,68 flores para Xanxeré, porém para estudar o efeito de tratamento (endogamia e heterose) e a
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origem da interagdo entre populacdes vs. ambientes as comparagOes foram realizadas entre
populagdes originais (sem controle de polinizacdo) e respectivas geragfes endogdmicas, como
também entre genitores e respectivos hibridos. As equacdes foram comparadas par a par, testando
os coeficientes de regressao entre duas populactes de interesse para cada ambiente de cultivo Por
exemplo, em condi¢Bes do municipio de Lages, ao comparar a populacdo Peru (y = 2,24 + 0,02X)
com a respectiva geracdo de autofecundacgdo S; (y = 1,71 + 0,03X), a emergéncia de flores na época
30 foi de 2,84 e 2,61 e na época 60 de 3,44 e 3,51 flores. Esses resultados revelam a néo
manifestacdo de depressdo por endogamia. O teste t entre 0s b’s das equagdes de regressdo revela a
homogeneidade entre os parametros das equacOes de regressdo comparadas (valor de t cajculado =
0,596, valor de t tapelado = 2,365, 7 GL, Pr < 0,05). Para o local Xanxeré, na época 60 a populagdo
original Peru demonstrou comportamento superior (y = 3,78) quando comparado a geracdo S; (y =
3,36), porém com coeficientes estatisticamente iguais (valor de t cacutado = 0,233, valor de t tapetado =
2,365, 7 GL, Pr < 0,05).

A fim de estudar o efeito da heterose para o numero de flores, as comparacbes foram
realizadas entre equacdes oriundas dos hibridos vs. equacfes que representam 0s genitores que
originaram os respectivos hibridos. Por exemplo, em condi¢bes de Lages o hibrido 28 (Peru vs.
Cacador) (y = 0,69 + 0,03X) oriundo do cruzamento entre Peru (y = 2,24 + 0,02) x Cacador (2,05 +
0,02X) manifestou desempenho inferior a ambos os genitores, porém os coeficientes de regresséo
linear foram estatisticamente iguais de acordo com teste t (hibrido vs. genitor Cacador: t caiculado =
1,826; hibrido vs. genitor Peru: t caculado = 1,208; t tabelado = 2,365, 7 GL, Pr < 0,05). Em condicdes
de Xanxeré o hibrido 28 (y = 1,85 + 0,02X) também revelou desempenho igual aos respectivos
genitores (hibrido vs. genitor Cacador: t caculado = 0,384; hibrido vs. genitor Peru: t caiculado = 0,581; t
tabelado = 2,365).

Para os caracteres de fruto avaliados apds a colheita (Tabelas 4 e 5) as equacdes de
regressdo linear também revelaram que o intercepto e o coeficiente de regressdo linear foram
positivos e significativos na grande maioria dos casos. Para numero de frutos em condicGes de
Lages, novamente ao comparar a populacdo original Peru (y = 5,98 + 0,06X) com a respectiva
geragdo Sz (y = 4,55 + 0,05X) na ultima época de avaliacdo a populacdo original produziu 9,58
frutos enquanto na geragdo a producdo foi de 7,55 frutos (Tabela 4). Porém, os coeficientes de
regressdo entre as equacgdes foram estaticamente idénticos (valor de t caculado = 0,151, valor de t

tabelado = 2,365, 7 GL, Pr < 0,05), assim como em condi¢des de Xanxeré, ndo houve diferenca
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significativa entre a populagéo original Peru e a geragéo de autofecundacdo S; (valor de t caiculado =
0,600, valor de t tapelado = 2,365, 7 GL, Pr < 0,05), revelando auséncia de depressdo por endogamia

para esta caracteristica.

Tabela 4 - Parametros das equacgdes de regressdo linear: intercepto (a), coeficiente de regressédo
(b) e coeficiente de determinacdo (R?) para a variavel nimero de frutos colhidos em
28 populacdes de fisalis avaliadas nos locais Lages e Xanxeré - SC. UDESC-
IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.
Pardmetros da regressédo

Populagéo Lages Xanxeré
a b R a b R®

1. Colémbia 2,49* 0,07* 0,93 3,64* 0,09* 0,95
2. Lages 3,31* 0,07* 0,67 2,16™ 0,10* 0,71
3. Cagador 5,31* 0,03"™ 0,21 3,63* 0,09* 0,77
4. Peru 5,98* 0,06™ 0,35 4,93* 0,07* 0,66
5. Coldémbia S; 4,33* 0,04™ 0,42 2,71* 0,08* 0,72
6. Lages S; 3,58* 0,07* 0,56 4,34* 0,07* 0,55
7. Cagador S; 4,03* 0,05* 0,50 4,43* 0,08* 0,69
8. Peru S, 2,87 0,06* 0,50 4,73* 0,08* 0,63
9. Coldémbia S, 3,76* 0,07* 0,56 3,03* 0,09* 0,71
10. Lages S, 4,41* 0,04"™ 0,23 4,75* 0,06* 0,47
11. Cagador S, 4,24* 0,03"™ 0,20 3,86* 0,08* 0,82
12. Peru S, 4,68* 0,07* 0,69 3,51* 0,08* 0,73
13. Colémbia S3 3,71* 0,04"™ 0,27 3,15* 0,05* 0,54
14. Lages S3 2,98* 0,064* 0,47 5,18* 0,07* 0,48
15. Cagador S3 3,91* 0,05"™ 0,40 4,41* 0,05* 0,52
16. Peru S; 4,55* 0,05™ 0,36 4,42* 0,05* 0,42
17. Colémbia vs. Lages 2,96* 0,08* 0,73 3,96* 0,07* 0,61
18. Colémbia vs. Cagador 2,53* 0,06* 0,72 4,97 0,06* 0,64
19. Colémbia vs. Peru 4,32* 0,06* 0,48 3,52* 0,10* 0,85
20. Lages vs. Colombia 4,11* 0,05™ 0,39 4,54* 0,08* 0,89
21. Lages vs. Cagador 4,59* 0,04* 0,47 3,06* 0,09* 0,81
22. Lages vs.Peru 3,97* 0,06* 0,71 4,21* 0,08* 0,80
23. Cacador vs. Colémbia 2,74* 0,07* 0,73 5,04* 0,06* 0,69
24. Cagcador vs. Lages 3,46* 0,06™ 0,44 4,25% 0,06* 0,73
25. Cagador vs. Peru 3,29* 0,06™ 0,37 4,81% 0.07* 0,47
26. Peru vs. Colémbia 5,46* 0,03* 0,45 4,72* 0,07* 0,53
27. Peru vs. Lages 2,40* 0,07* 0,85 3,42* 0,08* 0,83
28. Peru vs. Cagador 1,14* 0,08 0,86 4,87* 0,04™ 0,35

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: * Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t; ™ néo significativo.

Interpretacdo semelhante pode ser feita para massa de frutos, em que a populacdo original
Peru no ambiente de Lages (y = 10,06 + 0,13X) e de Xanxeré (y = 9,49 + 0,15) apresentou
desempenho superior quando comparado as respectivas geracfes endogamicas, por exemplo, em
geracdo S3 para Lages (y = 7,28 + 0,11X) e Xanxeré (y = 6,74 + 0,14X). Porém, o teste t revelou

que os coeficientes de regressdo sdo estatisticamente iguais (Lages: valor de t cacuado = 0,294;



64

Xanxeré: valor de t caculado = 0,342,). Salienta-se, portanto, que de uma forma bastante geral, para
todas as comparacOes a fim de estudar a homogeneidade entre os pardmetros das equacdes de
regressao (b’s) de interesse, seja entre populacGes originais e geracdes de endogamia como também
entre hibridos e respectivos genitores, todos os coeficientes foram estatisticamente idénticos de

acordo com o teste t.

Tabela 5 - Pardmetros das equagOes de regressdo linear: intercepto (a), coeficiente de regresséo
(b) e coeficiente de determinacdo (R?) para a variavel massa total de frutos colhidos
(MTf) para 28 populacdes de fisélis avaliadas nos locais Lages e Xanxeré - SC.
UDESC-IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.
Parametros da regresséo

Populagéo Lages Xanxeré
a b R? a b R’

1. Colémbia 3,84* 0,13* 0,85 6,40 0,20* 0,95
2. Lages 5,44* 0,14* 0,71 3,49* 0,24* 0,89
3. Cagador 8,77* 0,07™ 0,26 6,30* 0,19* 0,82
4. Peru 10,06* 0,13* 0,45 9,49* 0,15* 0,73
5. Coldémbia S; 5,50* 0,09* 0,44 4,85* 0,18* 0,74
6. Lages S; 5,91* 0,15* 0,57 7,50* 0,16* 0,63
7. Cagador S; 6,96* 0,11* 0,51 8,09* 0,19* 0,72
8. Peru S, 4,79* 0,12* 0,54 8,25* 0,18* 0,65
9. Coldémbia S, 6,28* 0,13* 0,57 4,73* 0,21* 0,78
10. Lages S, 6,85* 0,10™ 0,34 7,71 0,15* 0,63
11. Cagador S, 6,87* 0,09™ 0,43 7,07* 0,16* 0,81
12. Peru S, 7,79* 0,15* 0,73 6,29* 0,18* 0,77
13. Colémbia S5 6,18* 0,08™ 0,25 7,46* 0,17* 0,54
14. Lages S3 4,32* 0,15* 0,58 9,29* 0,15* 0,50
15. Cagador S3 6,16* 0,12* 0,54 7,67* 0,13 0,58
16. Peru S; 7,28* 0,11* 0,41 6,74* 0,14* 0,67
17. Colémbia vs. Lages 4,96* 0,15* 0,68 5,92* 0,18* 0,74
18. Colémbia vs. Cagador 3,88* 0,14* 0,75 7,73* 0,17* 0,85
19. Colémbia vs. Peru 7,16* 0,12* 0,51 6,12* 0,24* 0,88
20. Lages vs. Coldmbia 6,51* 0,12"™ 0,44 8,14* 0,19* 0,92
21. Lages vs. Cagador 7,30* 0,10* 0,69 4,98* 0,20* 9,87
22. Lages vs.Peru 6,48* 0,13* 0,72 7,19* 0,19* 0,82
23. Cacador vs. Coldmbia 8,18* 0,08™ 0,35 8,13* 0,16* 0,66
24. Cacador vs. Lages 7,44 0,08™ 0,40 7.73% 0,13* 0,72
25. Cacador vs. Peru 5,08* 0,14™ 0,44 8,35 0,17* 0,58
26. Peru vs. Coldmbia 9,25* 0,09* 0,52 8,23* 0,15* 0,64
27. Peru vs. Lages 4,20* 0,14* 0,80 6,08* 0,17* 0,87
28. Peru vs. Cagador 1,69™ 0,16* 0,87 8,36* 0,10™ 0,39

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: * Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t; ™ ndo significativo.

As sucessivas geracdes de autofecundagdo ndo ocasionaram depressdo por endogamia na
emergéncia das flores e na producdo de frutos, o que ficou evidente pela semelhanca entre os

pardmetros das equacOes de regressdo linear (a e b) entre todas as populacdes. A semelhanca
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também foi evidente nas comparagdes entre hibridos e respectivos genitores. Para 0s cruzamentos
diretos e reciprocos, € possivel inferir que estas caracteristicas sdo governadas por genes nucleares,
sem a manifestacdo de efeito materno ou de genes localizados em organelas citoplasmaticas.
Salienta-se que a populacdo Peru manifestou intercepto (a) de maior magnitude, considerando as
trés variaveis em estudo, porém a taxa de acréscimo (coeficiente de regressdo) revela que todas as
populagdes manifestam o mesmo comportamento. A autofecundagcdo ndo promoveu efeitos
negativos (depressdo por endogamia) e a hibridacdo nédo resultou em efeitos benéficos (heterose).
Isso demonstra a elevada proporcéao de locos homozigotos ndo contrastantes e revela a similaridade
genética entre as populacdes de fiséalis em estudo. E, portanto a heranca que governa os caracteres é
do tipo aditiva.

6.4.2 Altura de planta, produtividade e indicadores de qualidade de fruto

A andlise de variancia apontou diferenca significativa para a interacdo local*populacéo
para os caracteres solidos solUveis totais, didmetro equatorial do fruto e indice de cor (Tabela 6).
A presenca de interacdo revela resposta diferenciada das populagdes conforme o local de cultivo,
havendo mudangas no ranqueamento das médias populacionais. Para o fator local houve
diferenca para os nove caracteres avaliados. A significancia para local é esperada, uma vez que 0s
locais de cultivo selecionados (Lages e Xanxeré) sdo considerados divergentes quanto aos tipos
de solo e de clima. Constata-se ainda que para o fator populacdo a grande maioria dos caracteres
ndo sofreu influéncia dos tratamentos, ou seja, as geracdes de autofecundacdo e a hibridacdo
entre linhagens endogdmicas ndo promoveram mudancas fenotipicas.

A variacdo global dos tratamentos observada na analise de variancia mostrou que pelo
menos uma populacdo de fisélis € diferente das demais populacdes para o carater em questdo,
mas ndo revela qual a melhor ou a pior populacdo. Para tanto, foram utilizados contrastes de
médias ndo ortogonais para comparagdes entre niveis de endogamia (geracdes So, Si1, Sy, S3)
(Tabela 7) e entre genitores versus progénies hibridas (P; + P, vs. F1) considerando todas as
caracteristicas em estudo (Tabela 8). Mediante os resultados, a populacéo oriunda da Colémbia
ndo manifestou diferencas significativas em nenhuma das comparagGes entre geracOes de

autofecundacéo, considerando os nove caracteres avaliados. 1sso revela que a autofecundacéo néo
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resultou em consequéncias negativas nesta populacdo, constatando-se assim auséncia de

depresséo por endogamia.

Tabela 6 - Andlise de variancia para os caracteres nimero de frutos (NF), rendimento de frutos
(RD), massa média de frutos (MMF), solidos sollveis totais em °Brix (SST), didmetro
polar do fruto (DP), diametro equatorial do fruto (DE), indice de cor (IC), altura da
planta (AP), acidez do fruto (AC), pH do fruto (pH), considerando 28 populacdes de
fisalis. UDESC-IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Quadrado Médio

FV GL AP RD NF MMF  SST DP DE IC Ac
Local 1 435542° 77111356 3678984  20,49° 31,61 62,61 16,87 17,14 021
Bloco 2 297,83 2613495 232211° 0,21™ 26,35 1,34 6,34™ 224™ 0,02"
Pop 27 437,61 362810 26662 0,18" 1,88™ 2,11™ 720 11,21™ 0,04
Local*Pop 27  61,80™  239838™ 15665 0,06™ 3,28 1,13® 6,80 17,39 0,04™
Erro 110 98,07 380611 21310 012 2,04 168 3,90 9,06 0,03
Total 167 - - - - - - - - -
Média - 113,84 182997 501,14 3,60 12,02 17,48 17,39 7441 1,37
C.V. (%) - 8,69 33,71 29,12 966 11,90 741 1135 4,04 14,17

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS: * Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste de F; ™ ndo significativo. FV: fontes de variacéo;
GL: graus de liberdade; C.V.: coeficiente de varia¢cdo em porcentagem.

Na comparacao Sp versus S; a populagdo do Peru manifestou diferenca significativa para
rendimento de frutos (RD), nimero de frutos (NF), indice de cor (IC) e altura da planta (AP).
Portanto, a populacdo do Peru quando submetida a primeira geracdo de autofecundacao
apresentou medias inferiores quando comparada Sy, havendo reducdo de aproximadamente 975
kg.ha™* no rendimento, 259 frutos colhidos e de 28 cm de altura média da planta na geragéo S; e,
de modo contrério, acréscimo de 6,30 no indice do cor na geragdo So. Os demais caracteres ndo
foram afetados com uma geracdo de autofecundacdo na populacdo do Peru. As populacdes de
Lages e de Cacador também manifestaram diferencas na comparacdo Sp vs. S;. Na geracao S;
houve reducdo de 0,380 g na MMF (Lages) e de 15,93 cm na AP (Cacador), o que revelou o
efeito negativo de uma geracdo de autofecundacdo (Tabela 6). Salienta-se que, nas comparagdes
da tabela 6, valores positivos (e significativos) revelam a ocorréncia de depressao por endogamia
e valores negativos indicam que o avanco das geracdes de autofecundagéo ndo promoveu reducgao

nas médias das geracfes endogamicas.

Ao comparar as geracdes de autofecundacdo S; vs. S, apenas a populagdo do Peru
manifestou diferenca, enquanto que para Lages e Cacador nenhuma das varaveis manifestou

influéncia da autofecundacgéo. Para Peru, houve decréscimo de 1,70 °Brix na geracao endogamica
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Sy, revelando reducdo no teor de solidos sollveis totais em virtude da endogamia, porém a
populacdo manifestou acréscimo de 683 kg.ha’ de frutos nesta mesma geracdo (S,). Na
comparacdo S, vs. Sz ndo foram detectados efeitos da depressdo por endogamia, pois tomando
como exemplo, as populacGes de Lages e de Cagador manifestaram medias inferiores na geracéo
S, em comparacdo a geragdo Sz, com reducdo de 16,16 cm (Lages) e 11,16 cm (Cacgador) na
altura da planta em Sy, revelando que o avango das geragdes de autofecundacdo nédo reduz a altura
da planta (Tabela 7).

Tabela 7 - Estimativa de contrastes univariados para efeitos da endogamia para os caracteres
rendimento de frutos (RD), massa média de frutos (MMF), solidos sollveis totais
(SST), acidez do suco (Ac), diametro polar (DP), diametro equatorial (DE), indice de
cor (IC), altura da planta (AP) em quatro populacdes de fisalis em quatro populacdes
de fisalis submetidas a trés geracdes de autofecundacdo (So, Si, S, S3). UDESC-

IMEGEM, Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Caracteres”
RD NF MMF SST Ac DP DE IC AP
Sovs.S;  -3271 2783 001 081 -005 -041 -110 -0,82 4,16

Populagdo Contraste

Sivs. S, -11489 -17,10 -0,05 -0,05 0,13 1,08 127 049 -2,33

Coldmbia
S, VS. S; 126,28 43,16 0,11 091 0,09 024 023 -2/44 -5,66
Sovs.S; -176,85 -108,00 0,38 -0,11 -0,01 -0,31 121 -1,50 1,20
Lages S;vs.S, -29945 -2133 -0,23 151 006 039 -015 -0,67 5,16
S, VS. S, 214,31 7400 -0,19 003 007 -030 -161 -0,04 -16,16*
SoVvs. Sg -90,21 76,00 -0,11 0,72 0,211 1,09 080 -0,94 1593*
Cacador S;vs. S, 82,52 40,16 -0,16 0,21 -0,12 -0,67 -0,36 -0,55 -0,76
S,vs.S;  -103,70 -4483 009 038 002 034 042 133 -11,16*
SoVs. Sy 9745* 258,16* 0,09 -121 0,09 084 0,78 -6,30* 28,33*
Pery S;vs.S, -682,92* -151,16 -0,19 1,70 -0,02 -0,60 -0,46 6,88 -7,33

S, V8. S5 -284,2 31,00 034 032 -008 106 036 -2,38 -2,66

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
NOTAS:* Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t. * Valor da estimativa de um contraste, obtido pela
diferenca entre as médias na comparacédo entre populagdes.

Ao comparar 0s genitores (populacdo sem controle de polinizagdo) versus respectivo
hibrido, a grande maioria dos caracteres ndo manifestou efeito positivo da hibridagdo. Porem,

diferencas foram detectadas nas combinagOes oriundas dos cruzamentos diretos P, X Py
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(populacbes de Lages x Peru) e P3 x P4 (populagdes de Cagador x peru) e nos cruzamentos
reciprocos P4 x P, (Peru x Lages) e P4 x P3 (Peru x Colémbia). O carater altura da planta (AP) foi
afetado nestes casos, sendo que em todas as situacdes a média dos genitores foi superior a média
das progénies F; (valores positivos, variando entre 14,50 e 21,86 cm) (Tabela 8). Nas
comparagOes da Tabela 8, valores positivos demonstram que a média dos genitores foi superior a
progénie hibrida e isso revela a auséncia de heterose, por outro lado, valores negativos indicam a
superioridade das progénies hibridas em comparacao aos genitores.

Ao analisar os demais caracteres, por exemplo, considerando o hibrido oriundo dos
genitores P4 X P, houve incremento de 171 frutos (NF) para os genitores em relacdo a média da
progénie hibrida, revelando que os beneficios da heterose ndo podem ser explorados neste caso.
A superioridade dos hibridos foi revelada nas combinacdes P; x P4 (0,630 gramas na MMF), P4 X
P1 (4,90 milimetros no DE), quando as populac@es da Colémbia e do Peru foram utilizadas como
genitores. Conforme exposto em momento anterior, considera-se que a manifestacdo dos
beneficios da heterose é excecdo e ndo a regra em programas de melhoramento. Conforme
observado, algumas combinacfes hibridas F; revelaram desempenho promissor, em caracteres
agronomicamente importantes.

De uma maneira geral, a reducdo nas médias fenotipicas em linhagens endogamicas foi
observada apenas quando se comparou a populacdo sem controle de polinizacdo versus a
respectiva populacdo submetida a uma geragdo de autofecundagdo, como constatado nas
populacdes de Lages (MMF), de Cacador (AP) e do Peru (RD, NF, AP) (Tabela 7). Os resultados
indicam que a reducdo da heterozigose € possivelmente mais acentuada na primeira
autofecundacéo (S;) e que nas geragdes sucessivas (S, e S3) 0s caracteres sdo fixados em virtude
da homozigose e ndo segregacdo dos alelos. Entre as combinagdes hibridas, a superioridade das
progénies em razdo do aumento nas médias fenotipicas foi detectada em dois casos, dentre as 12
combinacBes hibridas avaliadas, para dois caracteres e com valores que manifestaram baixa
magnitude (MMF e DE) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Estimativa de contrastes univariados para efeito da heterose para 0s caracteres
rendimento de frutos (RD), massa média de frutos (MMF), solidos sollveis totais
(SST), acidez do suco (Ac), diametro polar (DP), diametro equatorial (DE), indice de
cor (IC), altura da planta (AP) em quatro populacdes de fiséalis submetidas a
hibridacdo para obtencdo dos hibridos diretos e reciprocos. UDESC-IMEGEM,
Lages e Xanxeré - SC, safra agricola de 2015/2016.

Contraste Caracteres”
RD NF MMF SST Ac DP DE IC AP

P1™+P2vs.H1x2 403,9 145,33 -0,45 2,85 0,13 2,35 0,71 -4,67 0,86
P1+P3vs.H1x3 -186.5 107,00 -0,63* 0,63 -0,07 3,61* 3,43 2,15 -16,16
P1+P4vs.H1x4 37,20 127,50 -0,63* 1,06 0,22 0,95 9,87* -2,73 0,66
P2 +P3vs.H2x3 -612,91 -27,33 -0,41 1,61 0,49 -0,13 -0,22 -5,17 6,70
P2+P4vs.H2x4 351,44 60,83 0,36 1,61 0,23 0,37 0,12 -1,31 21,86*
P3+P4vs.H3x4 214,35 218,83 -0,30 0,76 0,03 0,29 0,46 -1,37 21,83*
P1+P2vs.H2x1 -185,40 -115,00 0,02 -0,28 0,13 -1,09 -1,13 0,99 -13,50*
P1+P3vs.H3x1 -37,25 -9,16 0,02 0,43 0,30 -0,98 -1,28 -1,97 7,50
P1+P4vs.H4x1 169,19 -22,83 0,29 0,16 -0,07 -0,42 -4,90* 1,57 10,50
P2 +P3vs.H3x2 -38,74 4,50 -0,03 -0,10 -0,09 0,07 0,10 1,22 -0,33
P2 +P4vs.H4x2 569,6 171,00* -0,22 -0,21 0,03 -0,29 -0,29 0,71 16,86*
P3+P4vs.H4x3 520,7 100,50 -0,11 -0,98 -0,03 0,51 0,47 -0,06 14,50*

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

NOTAS: * Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t. * Valor da estimativa de um contraste, obtido
pela diferenca entre as médias na comparagao entre populages. ** Médias das populagdes genitoras (P1 — Colémbia;
P2 — Lages; P3 — Cacador; P4 — Peru).

A presenca de interacdo local*populacédo, revelada pela analise de variancia (Tabela 6),
informa que as populagfes manifestam resposta distinta conforme o local de avaliagéo para os
caracteres SST, DE e IC. Desta forma, o local pode estar contribuindo favoravelmente ou nédo
para determinadas constituicbes genéticas conforme demonstrado na Tabela 9. N&o se verifica
um padrdo de variacdo entre as populacbes conforme a variavel avaliada. As comparacgdes que
manifestaram diferencas significativas (Pr < 0,05) entre locais foram para SST foram: Peru S,
Cacador S; e S3, Colémbia Sz e o hibrido Lages vs. Peru. Em todos os casos os valores foram
superiores para o local Xanxeré, revelando ser favoravel a estas constituicdes. Para DE, o hibrido
Colémbia vs. Lages foi superior em Xanxeré e o hibrido Colémbia vs. Peru foi superior em
Lages. As demais combinagdes ndo apresentaram diferencas significativas. E para indice de cor a
populacdo Peru S; e o hibrido Peru vs. Lages foram superiores no ambiente de Lages, enquanto
que a populacéo Lages Sz foi superior no local Xanxeré.
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Tabela 9 - Variacao dos valores médios conforme o local de avaliacdo (Lages e Xanxeré) para 0s
caracteres solidos solUveis totais (SST), diametro equatorial do fruto (DE) e indice de
cor (IC), considerando 28 populagdes de fisalis. UDESC-IMEGEM, Lages e Xanxeré

- SC, safra agricola de 2015/2016.

Varigvel

Populagdo SST DE IC

Lages Xanxeré Lages Xanxeré Lages Xanxeré
1. Lages 12,83 13,26 16,15 18,60 74,41 73,05
2. Coldémbia 13,20 11,93 16,51 17,80 72,72 72,31
3. Cagador 12,70 12,80 18,29 18,70 72,88 74,88
4. Peru 12,66 11,56 18,29 18,41 72,97 73,23
5. Lages S; 12,66 11,80 18,02 18,93 74,34 74,77
6. Coldmbia S, 13,13 12,23 17,02 14,87 75,56 72,47
7. Cagador S; 12,50 11,56 17,18 18,19 76,51 73,15
8. Peru S, 12,20 14,46" 16,22 18,91 83,89 74,92*
9. Lages S, 12,16 12,40 16,79 17,61 75,64 72,48
10. Colémbia S, 10,83 11,53 17,51 14,69 74,29 75,08
11. Cagador S, 10,46 13,16 17,90 18,21 76,25 74,50
12. Peru S, 11,06 12,20 18,19 17,86 71,32 73,72
13. Lages S3 10,53 12,20 15,55 18,39 72,51 80,50*
14. Colémbia S3 9,80 12,52 17,33 18,17 73,03 76,43
15. Cagador S3 9,46 13,40 16,98 18,29 73,20 74,88
16. Peru S; 10,00 12,63 16,68 18,66 74,79 75,02
17. Col vs. Lag 10,70 12,06 15,20 18,62" 76,40 74,51
18. Col vs. Cag 12,73 12,43 14,96 17,56 72,77 72,69
19. Col vs. Per 11,33 12,76 16,77 9,06" 74,30 75,27
20. Lag vs. Col 11,20 12,13 17,26 18,83 74,64 74,28
21. Lag vs. Cag 12,20 11,50 17,96 17,93 74,11 77,46
22. Lag vs. Per 9,80 13,26 17,36 18,02 73,19 73,74
23. Cag vs. Col 11,33 12,96 16,73 18,36 74,86 75,55
24. Cag vs. Lag 12,13 11,96 18,36 18,02 74,87 73,48
25. Cag vs. Pr 12,20 11,70 17,47 18.19 76,80 72,31
26. Per vs. Col 11,96 11,80 17,41 18.24 72,81 73,62
27. Pervs. Lag 11,40 13,63 16,24 18.19 77,46 69,60*
28. Per vs. Cag 11,36 12,96 17,67 18.58 75,98 71,70
Média geral 12,45 11,59 17,07 17.01 74,73 74,09

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

NOTAS: *Diferenca entre duas médias comparadas na linha (Lages e Xanxeré), significativa a 5% de probabilidade
de erro pelo teste t (contrastes entre médias ndo ortogonais).

6.5 DISCUSSAO

As informacdes obtidas na literatura cientifica a respeito do desempenho de combinagdes

hibridas em Physalis peruviana L. revelam ser uma alternativa promissora na obtencdo de

hibridos comerciais mais produtivos e com qualidade de fruto superior (tamanho e sabor doce).

Porém € necessario prosseguir com as pesquisas a fim de esclarecer: i) primeiramente, qual a

magnitude da perda de vigor decorrente do processo de obtengdo das linhagens endogamicas,

oportunizando assim a realizagdo de inferéncias quanto ao modo de reproducdo predominante em
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fisalis e; ii) em uma segunda abordagem, inferir se a magnitude da heterose é suficiente ou nédo
em aportar um programa de melhoramento com a utilizacéo de hibridos comerciais e, ndo menos
importante iii) qual a contribuicdo do ambiente de cultivo na manifestacdo dos efeitos da
endogamia e heterose.

Em P. peruviana Leiva-Brondo et al. (2001) realizaram um estudo pioneiro indicando a
superioridade de combinagdes hibridas, utilizando trés genitores oriundos de diferentes regiGes
geograficas, avaliados em condicdes de campo e de casa de vegetacdo. De um modo geral, 0s
autores ndo observaram efeitos de dominancia em caracteres vegetativos (por exemplo,
comprimento da folha) e isso indica que ndo existem diferencas entre 0s genitores para 0s genes
que controlam essas caracteristicas, possivelmente em razdo da presenca de genes aditivos. No
entanto um importante efeito de ambiente foi observado, com maiores valores quando o0s
gendtipos foram avaliados em casa de vegetacao.

Ainda com relacdo ao estudo de Leiva-Brondo et al. (2001), o oposto ocorreu para
produtividade e para massa de frutos, onde se obteve heterose, com relagdo
aditividade/dominancia maior que 1 em condicGes de casa de vegetacdo, revelando a presenca de
locos em heterozigose na progénie hibrida. Por exemplo, em condi¢fes de campo a produtividade
média dos genitores foi 186,2 g e massa de fruto 1,81 enquanto que para os hibridos 181,0 e 1,89
respectivamente. No entanto, em condicgdes de casa de vegetacdo os genitores apresentaram 151,5
g e 1,91 g enquanto que a média dos hibridos foi 267,7 g e 2,18. Para qualidade de fruto (formato
do fruto e teor de solidos soluveis totais) ndo houve diferencas importantes entre genitores e
hibridos. Portanto, de uma maneira geral, para todos os hibridos avaliados houve um importante
efeito heterdtico em casa de vegetacdo enquanto que baixa heterose em condi¢des de campo,
tanto na produtividade quanto na massa de frutos. E possivel que locos em heterozigose
manifestem vantagem adaptativa quando sdo movidos para novas condi¢des ou sdo colocados sob
estresse, porque a variacdo “intraloco” pode resultar em uma maior homeostase durante 0
desenvolvimento da planta quando comparado a locos homozigotos (NUEZ et al., 1997; KANG,
1998). Isso poderia explicar o desempenho superior dos hibridos quando cultivados em condicao
de casa de vegetacdo.

Os resultados de Leiva-Brondo et al. (2001) corroboram com os resultados obtidos no
presente estudo em dois aspectos principais: i) interacdo com ambiente € significativa; ii) a

heterose obtida foi de baixa magnitude e, portanto, pode nédo ser suficiente em promover o cultivo
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de fisalis por meio de hibridos comerciais nestas condi¢@es. A interac&o tripla significativa para
namero de flores, nimero de frutos e massa de frutos colhidos (Tabela 2) revelou que as
populacdes mudam o comportamento conforme o ambiente e a época de avaliacdo. Porém, os
resultados ndo demonstraram a existéncia de superioridade de hibridos em um ambiente de
cultivo especifico (Lages ou Xanxeré), ndo havendo um padrdo de resposta frente ao ambiente
para os tratamentos e as variaveis em questdo. O teste de homogeneidade entre os b’s das
regressdes em comparacdes de interesse revelou que as linhagens endogamicas, os hibridos e as
populagdes originais apresentam o mesmo desempenho e, portanto auséncia de depressao por
endogamia e heterose. A interagdo populacdo vs. local também foi significativa para os caracteres
solidos soluveis, diametro equatorial e indice de cor (Tabela 6), porém conforme constatado, ndo
existe um padrdo de resposta ao ambiente ao considerar os tratamentos (hibridos, linhagens ou
populacgdes originais).

Tanto a producdo total como também a produtividade de frutos de fiséalis no Estado de
Santa Catarina sdo insignificantes frente & demanda pelo mercado consumidor (CEPA, 2018).
Essas informac6es justificam a necessidade da consolidacdo de um programa de melhoramento a
fim de obter genétipos produtivos e com qualidade de fruto superior. Estudos preliminares
revelaram restrita variabilidade genética para caracteres de ciclo fenoldgico e para o tamanho de
fruto entre e dentro de populacbes cultivadas na regido Sul e oriundas da Regido Andina
(TREVISANI et al., 2016b). Nessa ldgica, considerando a hibridacdo ser uma das estratégias
mais promissoras no melhoramento de diversas espécies na ampliacdo da variabilidade genética
(seja na obtencdo de populacBGes segregantes ou de hibridos F;), a utilizacdo de linhagens
endogamicas de origens geogréficas distintas (origem: Lages, Cacador, Col6mbia, Peru) e
obtencdo de hibridos comerciais embasou a hipétese do presente estudo, podendo ser uma
alternativa promissora ao cultivo de fisalis na regido Sul.

Muitas suposi¢des foram sugeridas na tentativa de explicar a ocorréncia de heterose em
diversas culturas ao longo das ultimas décadas, porém ainda & motivo de discussdo na
comunidade cientifica. As primeiras especulagdes surgiram com estudos realizados por
Davenport (1908), East e Shull (1908, 1912) na cultura do milho, momento a partir do qual se
considerava ser a heterozigose condi¢cdo necessaria ou ndo para a manifestacdo do fenbmeno
(hipoteses da dominéncia e sobredominancia). Em razéo das bases genéticas pouco consolidadas,

o critério utilizado na escolha dos genitores, se relacionavam as diferencas fenotipicas, de forma
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gque quanto mais contrastantes maior a manifestacdo de vigor hibrido. Dado o avango no
conhecimento cientifico, inUmeras outras hipoteses foram sugeridas para a heterose e, portanto é
conhecido que genitores contrastantes fenotipicamente ndo necessariamente produzem progénies
superiores. Portanto, bases genéticas (interacGes alélicas e/ou genicas), fisiologicas, bioquimicas
e moleculares explicam a existéncia de combinagdes superiores.

Ao utilizar a distancia geografica como um indicador para a dissimilaridade genética entre
populacdes e formacdo de grupos heteroticos em milho, Moll et al. (1962) observaram uma
relacdo positiva na manifestacdo de heterose. Em complemento, Dudley et al. (1991) e Dhillon et
al. (1996) indicaram que o agrupamento de germoplasma em conjuntos génicos divergentes
conforme a regido é vantajoso para maximizar a heterose e revelou sucesso na orientagdo de
hibridacbes promissoras. PressupBe-se que a adaptacdo as condicBes ambientais de uma
determinada regido assim como processos de selecdo promovam a formacdo de pools génicos
distintos dentro de uma mesma espécie (REIF; HALLAUER; MELCHINGER, 2005), o que
reduz o grau de parentesco entre os genitores utilizados em hibridacdes.

As diferentes origens geograficas (paises Andinos e regides Sul brasileiras) entre as
populacdes de fisalis comtempladas neste estudo ndo ocasionaram progénies superiores, 0 que
inviabilizou a selecdo de combinacdes hibridas com potencial de uso comercial. A manifestacdo
da heterose foi significativa para poucos caracteres e em reduzido nimero de cruzamentos. Por
exemplo, ao analisar os caracteres de fruto, observou-se que em trés situaces houve desempenho
superior dos hibridos, com acréscimo de 0,630 gramas em massa e de 4,90 mm no diametro
equatorial do fruto (Tabela 8), porém acréscimos estes sdo considerados insuficientes para se
iniciar um programa de melhoramento por meio de hibridos em fisélis. Quando se observa, por
exemplo, os caracteres de ciclo e de colheita avaliados ao longo do tempo, as semelhangas quanto
aos parametros das regressdes revelam (teste t para os b’s entre regressfes) a nao existéncia de
diferengas entre genitores e hibridos (Tabelas 3, 4 e 5).

As semelhangas morfologicas e cromossomicas observadas como também a baixa
capacidade dos genitores em gerar progénies superiores possivelmente se deve a origem comum
das populacdes de fisélis e a inexisténcia de pools génicos distintos para a especie. Tendo a
Colémbia como maior produtor e exportador de fisalis (FISCHER et al., 2014; AGRONET,
2017), aliado aos avancos no melhoramento genético da espécie naquele pais, presumivelmente

0s genotipos cultivados em regides brasileiras tenham sido originados de genotipos colombianos.
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Assim como gendtipos cultivados no Peru sejam possivelmente oriundos da Colémbia. Isso pode
ser explicado pela facilidade de obtencdo das sementes, de modo que os agricultores adquirem
frutos em mercados varejistas locais ou até de mesmo de outros agricultores e assim iniciam o
cultivo de fisalis. No Brasil ndo existem variedades de fisalis protegidas e/ou registradas no
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento e, diante disso, pouco se conhece a respeito
do potencial genético de populagdes cultivadas.

A origem comum das populacdes de fisalis cultivadas no Brasil e os processos de selecao
(melhoramento) efetuados nos locais de origem para caracteres de importancia agrondmica
(tamanho do fruto, sabor e producdo de frutos por planta) podem ter sido determinantes na
restricdo da base genética em fisalis. Possivelmente esses fatores ocasionaram um elevado grau
de parentesco entre as populacdes de fisalis atualmente cultivadas, resultando em populagdes
altamente endogamicas e ndo manifestacdo de depressdo por endogamia ao longo das geracdes de
autofecundacdo. Salienta-se que uma das formas de endogamia € o cruzamento entre individuos
aparentados (WRIGHT, 1923). A hibridacdo entre linhagens endogamicas fenotipicamente
semelhantes e oriundas de um mesmo conjunto génico ndo proporcionou heterose significativa
nas combinac@es hibridas, o que sugere que os alelos doados pelos respectivos genitores ndo sao
contrastantes (auséncia de dominancia e/ou sobredominéncia).

Questdes evolutivas como também a selecdo efetuada pelo homem podem ainda ter
proporcionado baixa carga genética na espécie e, portanto auséncia de depressdo por endogamia.
O termo carga genética se refere a existéncia e a proporc¢do de alelos recessivos e alelos deletérios
ocultos em heterozigose, caracteristico de espécies que apresentam fecundacdo cruzada
(CHARLESWORTH, CHARLESWORTH, MORGAN, 1990). Durante o processo de evolucdo e
domesticacdo da fisalis, alelos indesejaveis foram “eliminados” da populacdo e, portanto o
aumento da endogamia seja pelo cruzamento entre individuos aparentados ou autofecundacao nédo
manifesta reducdo de vigor. Sabe-se que a carga genética varia entre as espécies aldgamas, como
por exemplo, a alfafa (Medicago sativa) € uma espécie tetraploide extremamente sensivel aos
efeitos da endogamia e que apresenta acentuada reducdo no vigor e na fertilidade com uma ou
poucas geracOes de autofecundacdo. Ja para as cucurbitaceas, de um modo geral, os efeitos da
endogamia sao pouco danosos e severos (ALLARD, 1971).

Em complemento ao que foi discutido, o nivel de ploidia é um fator de suma importancia

que pode também ter contribuido para a baixa magnitude de depresséo por endogamia. Sabe-se
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que existe uma relacdo inversa entre o nivel de ploidia e os efeitos prejudiciais ocasionados pelas
geragdes de autofecundacdo em locos heterozigotos, dado que individuos poliploides manifestam
depressdo por endogamia menos acentuada em razdo de possuirem mdltiplas copias de genes,
associado a reducao na taxa de formacédo de homozigotos (LANDE; SCHEMSKE, 1985). Diante
disso, ficou evidente que ao longo das geracOGes de autofecundagdo (S;, S,, S3) as quatro
populacbes manifestaram desempenho muito similar, ndo havendo reducdo nas médias para a
grande maioria dos caracteres avaliados. Porem, mesmo em caracteres governados por elevado
numero de genes, com reducdo de aproximadamente 6% de locos em heterozigose a cada
geracdo, seria presumivel que diferencas fossem detectadas apds trés geraches de
autofecundacéo, considerando o0 modo de reproducéo por fecundagao cruzada.

Por fim, existe uma objecdo de suma importancia a ser discutida: o0 modo de reproducao
em P. peruviana € realmente por alogamia? Com base no expressivo volume de trabalhos
cientificos, ha predominancia de fecundacdo cruzada na espécie. De acordo com Lagos et al..
(2008) o mecanismo de protoginia e a ocorréncia de heterostilia favorecem a alogamia, assim
como a autofecundacdo manual resultou em progénies com menor produtividade de frutos e com
frutos de menor tamanho. Contrariamente, Gupta e Roy (1981), Maccain (1993) e National
Research Council (1989), salientam a predominancia de autofecundacéo em fisalis em condi¢oes
desfavordveis a polinizagdo. Sendo a flor de fisélis hermafrodita, tanto a polinizacdo por
fecundacdo cruzada como também por autofecundacdo sdo passiveis de ocorrer, sugerindo-se
assim que a fisalis pode ser classificada como uma planta aldgama com frequente autogamia.

O modo de reproducdo das espécies € o ponto central da biologia evolucionaria (SOLTIS
e SOLTIS, 1990), pois controla o fluxo de genes ao longo do tempo de do espago. De acordo com
Barringer et al., (2007) e Barringer (2008) diversos ndo mutuamente exclusivos fendmenos
podem selecionar contra a autofecundacdo em plantas, sendo que depressdo por endogamia é
apontada como um dos principais fatores (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1979,
1987; LANDE; SCHEMSKE, 1985; HUSBAND; SCHEMSKE, 1996, 1997). Entretanto,
pesquisadores revelam existir uma associacdo entre a duplicacdo do genoma (poliploidia) e a
autofecundagdo no processo de evolugcdo de uma ampla gama de espécies em angiospermas
(STEBBINS, 1950; MABLE, 2004), com poliploides exibindo maiores niveis de autofecundagédo
do que diploides. Os processos de evolucao e domesticacdo em fisalis proporcionaram atualmente

a manutencdo de tetraploides em relacdo aos diploides (também chamados de silvestres), por
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apresentarem caracteristicas adaptativas e agronémicas desejaveis. Aliado a isso, ao que tudo
vem demonstrando, a ocorréncia de autofecundacdo em fisalis pode ser uma estratégia adaptativa
para a espécie.

Dado que o modo de reproducdo em plantas é influenciado por fatores genéticos e
ambientais (BARRETT; ECKERT, 1990; BARRETT, 2003), a capacidade em aumentar os niveis
de autofecundacdo sem sofrer as consequéncias prejudiciais da depressédo da endogamia pode ter
selecionado para o aumento das taxas de autofecundacdo em poliploides. Porém, foi
anteriormente discutido que tanto a autogamia quanto a alogamia podem ocorrer em fisalis. Deste
modo, em virtude do processo evolutivo e selecdo negativa de alelos indesejaveis é possivel que a
espécie ndo sofra com efeitos significativos da endogamia quando populacGes cultivadas sdo
submetidas a autofecundacdo. A relacdo entre tetraploidia e autofecundacdo foi favoravel a
espécie, pois a medida que alelos favoraveis sdo mantidos na populacdo tetraploide, a
autofecundacdo predomina. Portanto, é possivel que exista um pool génico com restrita base
genética em fisalis, com apenas um gendtipo amplamente cultivado e, isso explica a baixa
magnitude de heterose como também auséncia de depressdo por endogamia entre as distintas

populacdes.

6.6 CONCLUSAO

As populacdes de fisalis ndo manifestaram depressdo por endogamia ao longo das
autofecundagdes. O cruzamento entre linhagens endogamicas ndo expressou vigor hibrido
significativo, o que demonstra a baixa capacidade de combinagdo dos genitores utilizados, néo
possibilitando a selecdo de hibridos com potencial comercial. A origem comum das populacGes e
a base genética restrita, assim como a sele¢do natural e artificial favorecendo o predominio de
plantas tetraploides, a baixa carga genética da espécie e a possiblidade de ambos os mecanismos
de reproducéo sdo as possiveis causas da baixa magnitude de depressdo por endogamia e a baixa

magnitude de heterose em fisalis.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo o melhoramento de plantas a alternativa mais viavel em aumentar a produtividade e
melhorar a qualidade dos cultivos, é evidente a necessidade da consolidacdo de um programa de
melhoramento para a espécie fisalis na regido Sul, a fim de tornar o pais ndo apenas
autossuficiente em producdo de frutos como também exceléncia em qualidade. Os estudos
genéticos com fisalis iniciaram recentemente, porém os resultados obtidos até o presente
momento foram de suma importancia para a continuidade do programa de melhoramento de
fisalis na regido Sul. De forma que as bases genéticas vdo sendo esclarecidas a medida que as
pesquisas cientificas estdo avancando. Os dados reforcaram a ideia de que: i) as populagdes
cultivadas mundialmente apresentam origem comum, revelando a restricdo da base genética de
fisalis atualmente cultivado; ii) mesmo com mecanismos florais que favorecam a fecundacéo
cruzada (protoginia e heterostilia), a espécie apresenta elevada taxa de autofecundacdo; iii) a
espécie apresenta baixa carga genética; iv) o grau de ploidia corrobora algumas questdes
importantes - a origem comum das populagdes cultivadas, a selecdo a favor de tetraploides em
virtude de caracteristicas desejaveis e também esclarece a baixa magnitude de depressdo por
endogamia.

A baixa magnitude de depressdo por endogamia ao longo das geracGes de autofecundacéo
fornece indicativos de baixa carga genética na espécie mantida no processo de domesticacéo a
partir de uma base genética altamente estrita. A panmixia entre individuos muito parentados
manifestou efeito similar ao longo das autofecundacdo. Portanto, a selecdo natural ao longo do
processo evolutivo da espécie e também a selecdo realizada pelo homem durante a sua
domesticacdo promoveram a restricdo da base genética, no aumento do grau de parentesco entre
populacdes atualmente cultivadas, no aumento de locos em homozigose, resultando assim em
baixa magnitude de depressdo por endogamia como também de heterose entre as quatro
populagdes utilizadas no estudo. A heterose detectada em caracteristicas importantes de fruto foi
insuficiente para se iniciar um programa de melhoramento com a utilizagdo de hibridos em
fisalis. Assim como no presente estudo, o trabalho realizado por Leiva-Brondo et al. (2001), em
que foram utilizados gendtipos de distintas origens geograficas (comercialmente em Amsterda e

originarios do Equador), revelou baixa magnitude de heterose para caracteres de fruto. Portanto, é
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possivel estabelecer que exista apenas um pool génico para a espécie amplamente cultivado e
comercializado no mundo, originario de regides da Coldmbia.

As informac6es obtidas abrem, portanto, novas perspectivas ao melhoramento de fisalis,
salientando a necessidade de ampliacdo da base genética de fisalis atualmente em cultivo.
Algumas estratégias podem ser adotadas para tal finalidade: introducdo de novos acessos para uso
direto ou realizacdo de cruzamentos intraespecificos, buscando a ampliacdo da variabilidade
genética com acessos oriundos de germoplasma Andino com genétipos que apresentem
caracteristicas diferenciadas de fruto. Demonstrou-se inicialmente o valioso recurso genético
detido pela Colémbia, quantificado em diferentes acessos de fisélis e mantidos em bancos de
germoplasma. Isso revelou a existéncia de variabilidade genética entre e dentro da espécie, em
uma ampla gama de caracteristicas. Nessa logica, pode-se salientar a indicacdo e utilizacdo do
genotipo denominado “Kenia” que apresenta frutos com média entre 8 e 10 gramas em
hibridagdes com o gendtipo denominado “Coléombia” com frutos médios de 5 gramas. Porém
enfatiza-se a dificuldade na recombinacdo e selecdo de novos gendtipos que relinam apenas
caracteristicas desejaveis, salientado o carater quantitativo. Outra alternativa promissora pode ser
a realizacdo de hibridacGes interespecificas, como por exemplo, entre P. peruviana, P. ixocarpa e
P. angula, espécies de significativo interesse comercial e farmacoldgico e que apresentam
compatibilidade em cruzamentos. Contudo, salienta-se a existéncia de diferentes conjuntos
cromossémicos (diploides e tetraploides), o que revela a necessidade da utilizagdo de estratégias
de duplicacdo cromossémica a fim de restaurar a fertilidade dos descendentes.

Pensando-se na reproducao panmitica e melhoramento intrapopulacional, o uso de selecao
recorrente entre as populacfes estudadas (Peru, Colédmbia, Cacador e Lages) ou até mesmo com a
introducdo de novas populagdes e obtencdo de linhagens endogdmicas pode ser uma estratégia
promissora. De modo que a hibridacdo entre as diferentes linhagens possibilitard a ampliacdo da
variabilidade genética a cada ciclo de selecdo. O sucesso do programa de melhoramento
intrapopulacional dependera da combinacdo entre os genitores e a selecdo de progénies que
mantenham variabilidade, para assim proceder com a formacéo de novas populagdes.

Para finalizar, pode-se citar ainda tanto a inducdo artificial de poliploidia como também
de mutacbes fisicas ou quimicas como estratégias promissoras para a obtencdo de novos
genotipos, como por exemplo, com frutos de maiores dimensdes. Nessa logica, Caballero

Condori (2016) em sua dissertacdo de mestrado realizou um trabalho pioneiro para a
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determinacdo da concentragdo e do tempo de exposicdo ao alquilante colchicina para a
duplicacdo do numero de cromossomos em P. peruviana. Na espécie P. ixocarpa, Robledo-
Torres et al. (2011) obtiveram sucesso com a inducdo quimica de poliploidia com a utilizacdo de
colchicina, obtendo aumento medio de 1,8 gramas na massa do fruto. Ainda, a inducdo de
mutacdo (quimica ou fisica) ja foi tida como sucesso em diversas espécies, dentre as quais
frutiferas, na melhoria de caracteristicas governadas por um elevado nimero de genes, podendo
ser uma alternativa eficiente, rapida e de baixo custo na obtencdo de gendtipos de fisalis

desejaveis.
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