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Resumo

O Género Cleome, da familia Capparaceae, compreende plantas economicamente utilizadas como me-
dicinais e ornamentais. Foi objetivo deste trabalho estudar a biologia floral e os mecanismos reprodutivos de
C. spinosa com vistas ao melhoramento genético. A antese ocorre entre 17h30 as 18h30 e esta intimamente
relacionado com as condi¢des climaticas. Os principais polinizadores foram abelhas (Apis, Bombus), maripo-
sas ¢ morcegos (Glossophaga). Cleome spinosa apresenta sistema de cruzamento misto, o que pode evidenciar
a ampla flexibilidade reprodutiva desta espécie ¢ enfatizar a variabilidade genética que é essencial para sua
evolucdo.

Unitermos: melhoramento genético, sistema reprodutivo, autofecundacao e fecundagdo cruzada

Abstract

Floral biology and reproductive mechanisms of Mussambé (Cleome spinosa Jacq) aiming at the
plant breeding. Some plants from Cleome genus in Capparaceae family are used as medicinal and ornamental
plants. The aim of this work was to study the floral biology and the reproductive mechanisms of C. spinosa
to the plant breeding. Anthesis occurred between 17:30 to 18:30. The anthesis process is intimately related to
climatic conditions. The main flower visitors were bees (Apis, Bombus), butterflies and bats (Glossophaga).
Cleome spinosa presents mating system with predominance of outcrossing over the self-crossing, what it can
evidences the wide reproductive flexibility of this species and emphasize the genetic variability, which is es-
sential for evolution.
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Introducao

A familia Capparaceae compreende 50 géneros e
700 espécies ocorrendo nos Tropicos e Subtropicos dos
hemisférios norte e sul e no Mediterraneo. No Brasil,
esta representada por 9 géneros e 46 espécies. O género
Cleome ¢, comumente, formado por plantas herbaceas,
arbustivas, arbdreas e, raramente, lianas. Apresenta 28
espécies amplamente distribuidas, preferencialmen-
te, em areas abertas. Economicamente, sdo utilizadas
como medicinais, ornamentais ¢ na alimenta¢édo, como
a alcaparra (Capparis spinosa, espécie asiatica) (Ribei-
ro et al., 1999).

O estudo da biologia floral associado aos meca-
nismos reprodutivos das espécies vegetais ¢ de funda-
mental importancia para o melhoramento genético de
plantas, pois auxilia na defini¢do de técnicas de sele¢@o
e hibridagdo mais apropriadas a serem usadas (Allard,
1971). Assim, o sucesso do fitomelhoramento depende
do entendimento do processo reprodutivo.

O tipo de sistema reprodutivo determina o modo
de transmissao de genes de uma geracéo a outra (Brow,
1989) o que faz, consequentemente, com que as inves-
tigagdes sobre a dindmica da mudancga genética estejam
concernidas, direta ou indiretamente, com 0 processo
de cruzamento (Clegg, 1980). Desta forma, o sistema
reprodutivo ndo somente determina as freqtiéncias ge-
notipicas subseqiientes, mas também afeta os parame-
tros genéticos populacionais, tais como, fluxo génico e
selecdo (Hamrick e Godt, 1990).

Na efetivacdo de qualquer programa de conserva-
¢do e melhoramento genético de uma espécie, ¢ funda-
mental o conhecimento dos niveis de distribui¢do da
variabilidade genética entre e dentro de suas popula-
¢oes. Por sua vez, a estrutura genética ¢ o resultado da
interagdo de varios fatores reprodutivos e evolutivos
(selegdo, deriva genética, mutagdo e fluxo génico). De
fundamental importancia, é conhecer o sistema repro-
dutivo da espécie, dado ser este que determina como os
genes sdo transmitidos de uma geragdo para a outra e
como sdo reorganizados nos individuos, portanto, tam-
bém determina sua estrutura genética espacial e tem-
poral (Brow, 1989). Devido este fato, o mecanismo re-
produtivo deve ser o primeiro passo a ser seguido para
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o conhecimento genético de uma espécie, quando se
objetiva sua conservacao e seu melhoramento.

Apesar de existirem plantas medicinais que se hi-
bridizam facilmente, ha espécies em que a promogio
da hibrida¢do constitui-se em sério problema ao fito-
melhoramento, portanto, o estudo da biologia floral e
dos mecanismos reprodutivos torna-se a meta basica a
ser alcangada (Nation et al., 1992).

Este trabalho teve como objetivo estudar a biolo-
gia floral e os mecanismos reprodutivos, objetivando
fornecer subsidios para programas de melhoramento
genético desta importante espécie.

Material e Métodos

As investiga¢des foram conduzidas em area expe-
rimental localizada no campus da Universidade Esta-
dual do Sudoeste da Bahia (UESB), situado em Jequié-
BA (13°51°S e 40°05°W, altitude de 216m), em regido
de transi¢do entre a Caatinga ¢ a Mata Atlantica, no
periodo de junho de 2005 a maio 2006. O material ve-
getal foi coletado do Banco de Germoplasma de Plan-
tas Medicinais da UESB.

A descrigdo das flores e inflorescéncias de C. spi-
nosa foi baseada em estudos de material vivo, sendo
que a exsicata encontra-se depositada no Herbario da
UESB, identificada pelo nimero HUESB913.

Para o estudo da biologia floral, foi registrado o
periodo da antese por meio de observagdes diarias da
abertura de 50 botoes florais escolhidos ao acaso, a partir
de 10 inflorescéncias, de 10 plantas previamente marca-
das. Estas investigagdes foram conduzidas em intervalos
regulares de uma hora ao longo de 15 dias ndo consecu-
tivos. Para correlacionar os estadios de desenvolvimento
da flor com a maturag¢@o dos 6rgaos sexuais, bem como
determinar a fase ideal de coleta de grdos de pdlen a se-
rem utilizados nos cruzamentos artificiais, foi descrita a
morfologia externa para identificagdo da espécie em es-
tudo, relacionando-a com as atividades internas: dispo-
nibilidade, viabilidade, germinacdo dos graos de pdlen,
receptividade dos estigmas, poliniza¢do e apomixia.

A disponibilidade polinica foi obtida por meio da
quantificagdo em laminas montadas com grdos de po-
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len de anteras maceradas ao longo dos estadios de de-
senvolvimento floral. Foi utilizado microscopio dptico
na contagem do numero de grdos de polen por antera
(microscopia de luz/aumento de 40 vezes).

Para analisar a viabilidade polinica, foram mon-
tadas laminas com grios de pdlen retirados de anteras,
em 10 inflorescéncias, de 10 individuos diferentes, co-
rados com carmim acético, de acordo com a técnica
de Linsley e Cazier (1963), Lawrence (1966), Almei-
da (1986) e Almeida et al. (2004), em diferentes esta-
dios de desenvolvimento floral. A contagem do poélen
foi realizada com auxilio de microscépio Optico (mi-
croscopia de luz/aumento 40vezes) e os dados foram
expressos em porcentagem. Os grdos de pdlen foram
classificados em viaveis (corados de vermelho) e invi-
aveis (ndo corados).

Para determinar a germinagdo dos graos de pdlen
foram montadas ldminas com macerados de estigmas
em presenga de azul-de-Ama, conforme a técnica de
Johansen (1940) e, ao microscdpio optico (microscopia
de luz/aumento de 40 vezes), contados os graos de po-
len germinados e os ndo germinados. Foi considerado
como grao de pélen germinado aquele cujo comprimen-
to do tubo polinico tivesse ultrapassado o seu proprio
diametro. Os dados foram expressos em porcentagem.

Receptividade dos estigmas foi determinada na
pré-antese, antese e pds-antese por meio do aspecto vis-
coso ¢ umectante dos mesmos de acordo com Almeida
(1986), sendo também utilizado, segundo Kearns e Inou-
ye (1993), o peroxido de hidrogénio (H,O,). A emissio
de bolhas sobre a superficie estigmatica foi considerada
o critério adotado para estimar este parametro.

Na pré-antese, a autopolinizacdo (autogamia)
natural foi estimada pelo ensacamento de 100 botdes
florais de 20 inflorescéncias, que foram tomadas alea-
toriamente de cada individuo. Os botdes foram ensaca-
dos em sacos de polietileno providos de poros, segundo
a técnica de Ormond e Pinheiro (1974), 24 horas antes
de sua abertura, ou antese.

A autopolinizagdo (autogamia) artificial foi es-
timada pelo ensacamento de 100 botdes florais de 20
inflorescéncias, que foram emasculados antes da deis-
céncia das anteras e, posteriormente, polinizados ma-

nualmente com grios de pdlen de flores de outras inflo-
rescéncias do mesmo individuo, sendo logo depois de
ensacados para ndo ocorrer contaminagao.

A polinizagdo cruzada (alogamia) natural foi tes-
tada em 100 botdes, de 20 inflorescéncias os quais, de-
pois de emasculados antes da deiscéncia, ficaram ex-
postos ao meio ambiente sem prote¢do alguma e, 24
horas apds, foram novamente ensacados, para evitar
interferéncias externas e observados, diariamente, até
a obtencdo dos frutos.

A polinizagdo cruzada (alogamia) artificial foi
testada em 100 botdes florais, de 20 inflorescéncias
que, foram totalmente emasculados, na pré-antese.
Logo apos, as flores foram polinizadas e o polen de
uma planta foi conduzido até o estigma da flor de outra
planta pertencente a outra populag@o, por meio de uma
agulha de dissec¢@o, flambada cada vez que era usada;
em seguida, os botdes florais foram ensacados, a fim de
evitar a contaminagdo com pdlen de outras flores. Fo-
ram etiquetadas 100 flores, com o objetivo de estimar o
percentual de frutos produzidos em condi¢des naturais
(controle).

A ocorréncia de autogamia e alogamia tanto natu-
ral quanto artificial foi inferida a partir da presenga ou
auséncia de frutos apos, respectivamente, as autopoli-
nizagdes e as polinizagdes cruzadas.

Foram contadas as sementes normais ¢ anormais
obtidas tanto na testemunha quanto nos ensaios de auto-
gamia, alogamia e apomixia. Consideraram-se normais
as sementes lisas e integras ¢ anormais, as murchas.
As sementes obtidas foram colocadas para germinar
em placas de Petri, forradas com papel filtro saturado
com agua destilada e acondicionadas em camaras de
germinagdo do tipo B.O.D (Incubadora: 411 D/FPD).
Foram consideradas sementes germinadas aquelas que
apresentaram 2mm de radicula (Juntila, 1976) ¢ o ex-
perimento foi finalizado quando todas as sementes ja
haviam germinado ou quando as remanescentes nas
placas apresentavam-se deterioradas.

Visando minimizar possiveis influéncias nos re-
sultados das polinizagdes, os sacos de polietileno fo-
ram retirados trés dias apds as polinizagdes manuais.
Com isto, os frutos desenvolveram-se livremente.
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Os 6vulos foram contados abrindo-se o ovario, €
com o auxilio de estereoscopio contou-se os 6vulos de
40 flores aleatoriamente selecionadas. Foi calculada a
proporgdo entre o nimero de grios de polen e 6vulos
(razdo P:0), conforme Cruden (1977), procurando en-
contrar relagdo com o sistema reprodutivo apresentado
pela populagio.

Para verificar a ocorréncia de apomixia foram
tomados 100 botdes florais, de 20 inflorescéncias, os
quais foram emasculados antes da deiscéncia das an-
teras e, logo apos, ensacados para ndo ocorrer conta-
minagdo (Carneiro ¢ Dusi, 2002). A presenga de frutos
indica a ocorréncia de plantas apomiticas.

Para localizar as glandulas secretoras de aroma
(osméforos) foi utilizado, de acordo com o que foi pro-
posto por Kearns e Inouye (1993), solugdo de vermelho-
neutro (1:10.000). As flores frescas foram mergulhadas
na solucdo durante 60 minutos, sendo, posteriormente,
retiradas e lavadas com agua destilada e dissecadas sob
estereoscopio para identificagdo dos osmoforos, indi-
cados pelas regides coradas de vermelho intenso.

Os visitantes florais foram estudados por meio
de observacdes in loco durante o més de dezembro de
2005, totalizando 40 horas de observagdes em interva-
los alternados entre 6 ¢ 24h, em 12 plantas escolhidas
ao acaso. As investigacdes foram limitadas a este in-
tervalo porque as atividades florais e dos polinizado-
res tiveram intensidade reduzida antes e depois deste
periodo. Registrou-se o comportamento dos visitantes,
bem como o modo de exploragdo do recurso nas flo-
res. Os visitantes florais foram capturados com o uso
de rede entomolodgica ou diretamente em frascos cole-
tores, para classificacdo taxondmica e constatagdo da
presenca de polen.

Resultados

O Mussambé € uma espécie herbacea, com folhas
inteiras ou mais freqlientemente compostas (digitadas),
alternas em geral com estipulas durante todo o ano.
C. spinosa possui flores pouco vistosas de coloragdo
branca, hermafroditas, ciclicas, hipdginas, diclamidias,
heteroclamidia.
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O calice é persistente, dialissépalo, tetramero e
zigomorfo com coloragdo esverdeada. A corola € dia-
lipétala, tetramera, zigomorfa, caduca e de colorago
branca. O androceu é dialistémone, homodinamo e
com seis estames; as anteras sdo basifixas, ditecas,
com deiscéncia rimosa ou longitudinal, sendo o filete
roxo e a antera amarela. O gineceu ¢ gamocarpelar,
bicarpelar, com estigma indiviso de coloragdo roxa. O
gineceu apresenta um ginoforo que pode ser longo ou
curto, caracterizando dois tipos florais: flores herma-
froditas (gindforo longo) e funcionalmente masculinas
(ginoforo curto). O ovario € supero na extremidade de
um longo ginoforo que ultrapassa o androceu apre-
sentando muitos ovulos e os frutos sdo classificados
como capsular.

Os frutos sdo simples, seco, do tipo capsular,
com deiscéncia longitudinal; com média de 12,5¢cm de
comprimento, 0,26cm de largura e 0,24cm de espes-
sura; cor verde quando jovem e bege quando madu-
ro; sua superficie externa é rugosa com textura seca;
ocorre o afinamento na base e no apice, havendo sutura
do pedunculo, que ¢ persistente, até o apice; a média
do numero de sementes por fruto ¢ 213; a média do
comprimento das sementes ¢ 0,15cm, sendo que 1000
sementes pesam 17,47g.

As flores de C. spinosa apresentam atributos flo-
rais relacionados a sindrome floral de quiropterofilia,
tais como corola pouco vistosa, antese crepuscular,
grande produc¢do de néctar e polen.

A atividade floral englobou os estadios de pré-an-
tese, em que ndo ocorreu polinizagdo; antese, quando
aconteceu a abertura assincronica dos botdes florais, ¢ a
pos-antese: quando houve a maior freqii€éncia de 6vulos
fecundados.

A antese ¢ crepuscular, iniciando por volta das
17h30, sendo caracterizada pela separagdo das péta-
las e exteriorizagdo dos o6rgdos reprodutivos, havendo
grande varia¢@o na quantidade de flores que se abrem
por dia. Nesta fase, os estigmas apresentam coloragio
roxa e estdo receptivos e os graos de polen disponiveis.
O amadurecimento do fruto, determinado pela mudan-
¢a de coloragdo de verde para bege, ocorreu aos 23 dias
apos a polinizagao.
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A temperatura e luminosidade influenciaram o
processo da antese, de forma que, no decorrer de um
dia luminoso com temperaturas acima de 25°C, o pico
de abertura das flores acontece entre 17h30 e 18h30.
Em dias nublados com temperatura abaixo de 25°C, o
horario de inicio da antese foi alterado podendo ocor-
rer antes das 17h30. Neste estadio, ha intensa atividade
dos visitantes florais.

Na pos-antese, ocorrem visitas de mariposas, mor-
cegos e detecta-se grande quantidade de graos de pdlen
germinados no estigma maior que nos outros estadios,
o qual se encontra imido, secretando substancias vis-
cosas que podem facilitar a aderéncia dos mesmos.

O tempo de vida da flor se exaura apds, aproxima-
damente, 72 horas de sua abertura. Entretanto, a espé-
cie apresenta floragao assincronica, isto €, as flores nao
se abrem ao mesmo tempo nas inflorescéncias, motivo
pelo qual na mesma planta sdo encontradas flores em
diferentes fases de desenvolvimento no decorrer de um
dia.
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A disponibilidade polinica diminuiu ao longo dos
estadios de desenvolvimento floral sendo verificado,
respectivamente, 34,7%, 43,3% e 22% na pré-antese,
antese e pos-antese. A alteracdo da cor da corola que se
tornara levemente amarelada com o passar do tempo,
constituem indicadores da redugdo da disponibilidade
do recurso, semelhante ao observado em Solanum lyco-
carpum (Oliveira e Oliveira, 1988).

O Mussambé apresenta coeficientes de viabilida-
de polinica acima de 94%, demonstrando ndo existirem
ou ocorrem poucos problemas reprodutivos dos game-
tas masculinos (Tabela 1). Os resultados concordam
com os estudos de outros autores, ja que muitas angios-
permas produzem elevado percentual de polen viavel,
embora, nem todo o polen seja utilizado na fertilizagao
(Mattos et al., 1999).

O Mussambé apresentou taxa de autogamia natu-
ral aproximadamente igual a de alogamia natural (Ta-
bela 2), o que indica um sistema de cruzamento misto.

TABELA 1: Viabilidade do pdlen (N* = 36905 graos de pdlen) de C. spinosa em trés fases do desenvolvimento

das flores (Jequié-BA, Brasil - 2005/06).

Total de Grios de Polen

Estadios Florais

Viaveis (%)

Coeficiente de Variacio (%)

Pré-Antese 94,0
Antese 96,2
Pos-Antese 96,0

31,70
59,40
42,90

N* = Tamanho Amostral

TABELA 2: Taxa de sucesso reprodutivo obtido a partir dos cruzamentos naturais ¢ artificiais, controle e apomixia
em C. spinosa (Jequié-BA, Brasil — 2005/06).

Sistema Reprodutivo N¢ Total de Flores N*Total de N*Total de Sucess0.
(Modalidade) Utilizadas Mesocarpos  Mesocarpos  Reprodutivo
Esperados Observados (%)
Controle 100 100 34 34
Autogamia (Natural) 100 100 10 10
Autogamia (Artificial) 100 100 24 24
Alogamia (Natural) 100 100 11 11
Alogamia (Artificial) 100 100 35 35
Apomixia 100 100 0 0
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Houve grande variagdo no numero de sementes
formadas nos frutos que atingiram a maturidade tanto
nas flores manipuladas quanto em flores mantidas sob
condig¢des naturais (Tabela 3).

TABELA 3: Numero de sementes e frutos em funcéo do

de novas combinag¢des de genes codificadores de carac-
teres de interesse agronomico (Paterniani, 1974), como
por exemplo, a producgdo de 6leos essenciais que, por
serem amplamente utilizados pelas industrias farma-

sistema reprodutivo em C. spinosa (Jequié-BA, Brasil

—2005/06).
Sistema Reprodutivo Nimero de Frutos Numero de Sementes NS/NF
(Modalidade) Formados (NF) Obtidas (NS)

Controle 34 2.736 80,47
Autogamia (Natural) 10 587 58,70
Autogamia (Artificial) 24 1.764 73,50
Alogamia (Natural) 11 728 66,19
Alogamia (Artificial) 35 3.541 101,17
Apomixia 0 0 0
Discussao céuticas, tém alto valor no mercado nacional e interna-

A viabilidade polinica constitui-se em fator impor-
tante para o melhoramento de plantas, pois em algumas
espécies, cada grdo de pdlen leva consigo o material
genético consequéncia da heterozigose dos parentais,
fazendo com que as F|_ndo transmitam na proxima ge-
racdo genodtipos, em que os genes estejam fixados ou
em homozigose, mas sim, o proprio gameta, tamanha
a probabilidade de diferentes combinagdes entre alelos
(Souza et al., 2002).

Foi observado a formagdo do tubo polinico nos
trés estadios de observacdo, sendo que 1,20% dos graos
germinaram na pré-antese, 1,70% na antese e, 9,33%
na pds-antese. A baixa taxa de germina¢io do polen
pode ser explicada a provavel ocorréncia de auto-in-
compatibilidade parcial. O crescimento do tubo polini-
co ¢é considerado por Biondo e Battistin (2001), como
fator preponderante no pegamento dos frutos.

A autogamia que é comum em plantas invasoras
herbaceas, permite a populagio adaptagio a curto prazo
as condi¢des ambientais. Porém, a longo prazo, a alo-
gamia garante maior flexibilidade adaptativa a espécie,
por proporcionar maior variabilidade genética (Allard,
1971, Paterniani, 1974).

A alogamia possibilita a manuten¢do ou aumento
do vigor hibrido em algumas espécies pela ocorréncia
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cional (Nation et al., 1992).

Em um programa de melhoramento genético do
Mussambé, sugere-se utilizar, na formagdo de linha-
gens, a autofecundagdo artificial e, na producdo de
hibridos, a fecundacdo cruzada manual, uma vez que
os processos reprodutivos artificiais (35%) e os cruza-
mentos naturais (34%) apresentaram maiores taxas de
sucesso reprodutivo que os naturais (11%).

O maior indice de germinagdo polinica e a recep-
tividade do estigma ocorre na pos-antese, sendo este o
melhor estadio para a realiza¢do de cruzamentos em C.
spinosa.

A relagdo P: O para C. spinosa indica que a espé-
cie é autdgama obrigatdria (cf Cruden, 1977), estando
relacionado ao modo de polinizagdo e ao sistema repro-
dutivo nesta espécie.

Houve diferencas na formacdo de sementes de
C. spinosa, as quais podem estar relacionadas com a
inadequada recepcio de pdlen pelo estigma, fendmeno
comum em plantas (Burd, 1994), a limitagao de pdlen
liberada pelas anteras ou por esta espécie ser pouco do-
mesticada.

As flores do Mussambé foram visitadas, por abe-
lhas dos géneros Apis, Bombus, mariposas € morcegos.
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Entre as abelhas, o comportamento foi semelhan-
te. Todas as abelhas ao chegarem préximo a flor, pou-
sam nas sépalas, caminham sobre os estames e coletam
polen ativamente permanecendo de 3 a 10 segundos
nas flores. No processo, o polen é depositado em suas
patas e, em seguida, voam em dire¢do a outras flores,
onde contatam novamente com estigmas.

As observagdes de campo realizadas revelaram que
a partir das 18:30h, nota-se uma grande presenca de ou-
tros agentes polinizadores tais como: mariposas € mor-
cegos. As mariposas sdo mais freqiientes, pousando nas
pétalas e se utilizam da proboscide para retirar o néctar
na regido da base da flor, permanecendo na flor de 10 a
40 segundos. As visitas de morcegos iniciam por volta
das 19:00, sendo o periodo de maior freqii€ncia entre
19h30 e 24h. Os morcegos (Glossophaga sp) utilizam
um comportamento bastante peculiar, sendo que ao to-
car em uma flor e retirar o néctar, rapidamente voam em
direcdo a outra flor conduzindo pélen na sua regido ven-
tral, entrando em contato com seu estigma. Os morcegos
ndo chegam a se apoiar nas flores, pois as mesmas sio
frageis. Eles utilizam a lingua para coletar o néctar ofe-
recido, permanecendo de 1 a 3 segundos nas flores.

Sazima et al. (1995) admitem a importancia da
utilizacdo dos recursos florais pelos morcegos e reco-
nhecem que um grande niimero de espécies de plantas
tem recebido visitas constantes destes animais.

O vermelho neutro evidenciou padrdes de colora-
¢do na antera ¢ calice. O odor presente nas flores, pro-
vavelmente, contribui para aumentar a transferéncia de
poélen entre diferentes individuos, uma vez que o olfato
¢ um dos sentidos mais importantes para os insetos e
morcegos (Barth, 1985).

E valido enfatizar que, durante o experimento, foi
detectada a presenga de formigas por todo o vegetal.
Suas visitas iniciam-se tdo logo as plantas emitem as
inflorescéncia do eixo principal, independente da pre-
senca de flores abertas ou se abrindo. Elas se deslocam
aleatoriamente por todo individuo, detendo-se, princi-
palmente, nos nectarios extraflorais, de onde coletam o
néctar. Muito raramente chegam até as flores e quando
o fazem limitam-se a percorrer as pétalas, sem causar-
lhes danos.
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