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Resumo — O objetivo deste estudo foi estabelecer Physalis angulata in vitro e identificar o meio de cultura mais adequado para a germinagao
e crescimento inicial da espécie. NOs avaliamos a germinagdo, o estabelecimento in vifro e o crescimento inicial de suas plantulas em
diferentes meios de cultura (MS, WPM e 2MS). Primeiro, foram avaliados porcentagem, tempo médio e indice de velocidade de germinagio
15 dias ap0s a inoculagdo das sementes. Em seguida, foram avaliados nimero médio de raizes e folhas, comprimento da parte aérea e da raiz,
e massa seca da parte aérea, foliar e da raiz de plantulas apds 15, 30 e 45 dias da inoculagdo das sementes. A germinagdo iniciou-se quatro
dias apds a inoculag@o e ndo foi afetada pelos meios de cultura. Por outro lado, foram observadas diferengas significativas entre os tipos de
meio de cultura para a maioria dos parametros de crescimento avaliados. Os meios de cultura WPM e 2MS foram mais adequados para o
desenvolvimento inicial das plantulas, sendo recomendados para as demais etapas da micropropagacdo da espécie.

Palavras-chave adicionais: Camapu, micropropagagio, meio de cultura, planta medicinal.

Abstract (In vitro establishment and initial growth of Physalis angulata (Solanaceae)) — The aim of this study was to establish Physalis
angulata in vitro and identify the best culture medium for germination and initial growth of the species. We assessed the germination, in
vitro establishment and initial growth of its seedlings in different culture media (MS, WPM and 2MS). First, we evaluated the percentage,
average time and speed index of germination 15 days after seed inoculation. Then, we evaluated the average number of roots and leaves,
length of shoots and roots, and dry mass of shoots, leaves and roots of seedlings 15, 30 and 45 days after seed inoculation. Germination
started four days after inoculation and the choice of culture media did not affect germination. However, significant differences among culture
media were found for most growth parameters evaluated. The culture media WPM and 2MS provide better initial growth of seedlings and

these are recommended for the other stages of micropropagation of this species.

Additional key words: Camapu, micropropagation, culture medium, medicinal plant.

Physalis angulata L. (Solanaceae) ¢ um pequeno
arbusto anual de ampla ocorréncia nos Estados Unidos,
Americas Central e do Sul e em regides tropicais no
velho mundo (Soares et al. 2009). No Brasil, a espécie
¢ comumente conhecida como camapu, mullaca ou Jua
de capote, sendo muito utilizada na medicina popular
para o tratamento de doengas como reumatismo
cronico, distarbios renais e do figado, como sedativo,
antifebril, antivomitivo e dermatoses (Souza &
Amorim 2009). Essa pratica se deve a presenga de
derivados esteroidais produzidos e/ou armazenados nas
raizes, caules e folhas. Os principais metabdlitos
produzidos no género sdo conhecidos como fisalinas,
esteroides com diversas atividades comprovadas, como
imunomoduladora, antimicrobiana, antitumoral,
moluscicida, antiparasitaria, antiviral e antineopldsica
(Tomassini et al. 2000; Lopes et al. 2006).

Quimicamente, as fisalinas s3o denominadas
lactonas  sesquiterpénicas  esteroidais e  sdo
caracterizadas como moléculas de estruturas bastante
complexas. Pesquisas realizadas pela Fundagio
Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro e em
Salvador, tém demonstrado o grande potencial das
fisalinas para a producdo de anti-iflamatorios com agéo
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até 30 vezes mais potentes que os conhecidos
(Tomassini et al. 2000). Apesar do grande potencial
dessas substancias para a induastria farmacéutica,
dificuldades para sua produgdo comercial persistem
principalmente devido ao baixo teor em que sdo
encontradas nas plantas. Além disso, as espécies de
Physalis  apresentam  polinizagdo  mista, com
dominancia da polinizagdo cruzada, o que leva a
producdo de descendentes com elevada variagdo na
producdo de metabolitos secundarios (Gonzales et al.
2008).

Técnicas de cultura de tecidos, como a
micropropagacdo, tém sido consideradas ferramentas
promissoras, tanto para a propagacdo em larga escala
de variedades melhoradas, com maior teor dos
compostos bioativos, quanto para a producdo in vitro
de compostos com alto valor agregado. Como as
fisalinas sdo encontradas em baixas concentra¢des nos
orgdos vegetais, a produgdo in vitro, via cultivo de
células em suspensdo, podera ser uma alternativa
viadvel para contornar o problema da baixa
produtividade, como tem sido verificada para outras
substancias de interesse farmacoldgico (Zhang et al.
2002).

As varias etapas da micropropagagdo exigem
diferentes condi¢cdes nutricionais e um balanco
hormonal adequado. Os meios de cultura se baseiam
nas exigéncias nutricionais das plantas, sendo
adequados as necessidades de cada espécie/gendtipo e
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fase do cultivo in vitro (Santos-Serejo et al. 2006).
Meios de cultura inadequados podem causar sintomas
de deficiéncia nutricional, distirbios fisioldgicos e até
a morte dos propagulos (Monteiro et al. 2000). Existe
uma grande variedade de meios de cultura adaptados a
diversas espécies, diferindo sobretudo na constitui¢ao e
concentracdo de nutrientes. Os meios comumente
usados sdo o0 MS (Murashige & Skoog 1962) e 0 WPM
(Woody Plant Medium) (Lloyd & Mccown 1981). Na
tentativa de favorecer o crescimento in vitro dos
tecidos vegetais, diversos estudos tém proposto a
redug¢do na  concentragdo de macro ¢/ou
micronutrientes que compdem esses meios de cultura,
suprindo melhor as exigéncias nutricionais de cada
espécie, bem como possibilitando um melhor ajuste
osmotico, sobretudo quando o cultivo se inicia a partir
da sementes (Villa et al. 2009). Assim, objetivou-se
nesta pesquisa a adequacdo de protocolos de
estabelecimento ¢ identificagdo do melhor meio de
cultura para a germinagdo e crescimento inicial de
Physalis angulata.

MATERIAIS E METODOS

Estabelecimento in vitro. Para o estabelecimento
in vitro, foram coletadas sementes de frutos maduros,
obtidos de plantas cultivadas na Unidade Experimental
Horto Florestal da UEFS. As sementes foram lavadas
em agua corrente ¢ colocadas para secar sobre papel
toalha a temperatura ambiente. Para desinfestagdo, as
sementes foram lavadas em agua destilada, seguida da
imersdo em alcool 70% por 30 seg. e em solugdo de
hipoclorito de s6dio (NaOCl a 2,5% de cloro ativo) por
3 min. e, finalmente, lavadas quatro vezes com agua
destilada autoclavada, segundo a metodologia descrita
por Vasconcellos et al. (2003), sendo todas as etapas
realizadas em camara de fluxo laminar.

Ap6s a desinfestacdo, as sementes foram inoculadas
em meio de cultura solidificado com 0,7% de agar e
suplementado com 3% de sacarose, com o pH do meio
corrigido para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.
Avaliou-se o efeito de trés tipos de meio de cultura:
WPM (Lloyd & Mccown 1981), MS (Murashige &
Skoog 1962) e '2MS (com metade da concentragdo de
sais). As sementes foram inoculadas em tubos de
ensaios (12 x 100 mm), contendo 10 mL de meio de
cultura e mantidas por 15 d em sala de crescimento a
temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 h e
radiagio fotossintética ativa de 60pmol m™s™. No dia
seguinte a inoculagdo, iniciou-se a avaliagdo da
germinacdo, conduzida durante 15 d. Avaliou-se a
porcentagem de germinagdo (G), tempo médio de
germinacdo (TMG) e o indice de velocidade de
germinacdo (IVG).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida de 25 tubos
com uma semente cada, totalizando 100 sementes por

tratamento. A porcentagem de germinagdo foi
calculada pela formula proposta nas Regras para
Analise de Sementes (BRASIL 1992); o tempo médio
de germinagdo foi obtido através de contagens didrias
das sementes germinadas até o 15° dia e calculado
através da metodologia sugerida por Labouriau (1983),
sendo os resultados expressos em dias; o indice de
velocidade de germinacgdo foi calculado pelo somatorio
do numero de sementes germinadas a cada dia,
dividido pelo numero de dias decorridos entre a
semeadura e a germinagdo, de acordo com a formula de
Maguire (1962).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software
SISVAR, versao 5.3 (Ferreira 2011).

Crescimento inicial. Para avaliar o efeito do meio
de cultura sobre o crescimento inicial da espécie, um
novo experimento foi realizado. As sementes foram
desinfestadas e inoculadas nos trés diferentes meios de
cultura (WPM, MS e ¥%MS), conforme os
procedimentos e as condig¢des descritos acima. Apods
15, 30 e 45 dias de cultivo in vitro quantificou-se o
numero médio de raizes (NR) e de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz
(CR), e massa seca da parte aérea (MSPA), foliar
(MSF) e da raiz (MSR) das plantulas.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeti¢des,
sendo cada repeticdo constituida de cinco tubos, com
uma planta por tubo, totalizando 20 plantulas por
tratamento para cada periodo de avaliagdo. Os
resultados foram, entdo, submetidos as mesmas
analises do experimento anterior.

RESULTADOS

Estabelecimento in vitro. O protocolo para
assepsia utilizado foi eficiente, ndo havendo registro de
contaminacdo nas unidades experimentais. De modo
semelhante, ndo foi verificado oxidagdo dos meios de
cultura e eles se mantiveram transliicidos em todos os
tratamentos. A germinagdo iniciou-se quatro dias apds
a inocula¢do in vitro, sendo detectadas diferencas
significativas entre os resultados obtidos apenas para o
tempo médio de germinacdo (TMG) nos diferentes
meios de cultura. Contudo, ndo foram detectadas
diferencas significativas para a porcentagem de
germinacao (G) e indice de velocidade de germinagao
(IVG) (Tabela 1).

Crescimento inicial. A avaliacdo das plantulas apos
15 dias de cultivo nos diferentes meios de cultura
demonstrou ndo haver diferengas significativas entre os
resultados obtidos para as varidveis namero de raizes
por brotacdo (NR), massa seca de folhas (MSF) e de
raizes (MSR) (Tabela 2). Por outro lado, para o numero
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Tabela 1. Porcentagem de germinagio, tempo médio de germinagdo
(TMGQG) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) das sementes
de Physalis angulata inoculadas em diferentes meios de cultura.
CV- coeficiente de variagdo. Feira de Santana, Bahia, 2013.

Meio de Germinacio (%) TMG IVG

cultura (dias)

MS 80° 2,7* 7,0°

%MS 82° 3,1 7,8

WPM 89 3,5° 7,7°

CV(%) 8,16 10,68 10,16
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

de folhas por planta (NF) e comprimento da maior raiz
(CR) obteve-se maior valor para as plantulas cultivadas
em meio WPM (Tabela 2), enquanto que, para o
comprimento da parte aérea (CPA) ¢ massa seca da
parte aérea (MSPA), os maiores valores foram obtidos
em plantas cultivadas em meio WPM e 2MS, ndo
havendo diferengas significativas entre os mesmos
(Tabela 2).

Na avaliacdo realizada apo6s 30 dias de cultivo,
verificou-se que o numero de raizes e de folhas por
brotacdo foi maior nas plantulas cultivadas em meio
15MS, assim como o comprimento € a massa seca da
parte aérea (Tabela 3). Ja para comprimento de raiz, os
melhores resultados foram encontrados nas plantulas
cultivadas em meio MS.

Apbs 45 dias de cultivo, verificou-se que as
variaveis nimero de raizes, comprimento ¢ massa seca
da parte aérea atingiram maiores valores em plantas
cultivadas nos meios WPM e 2MS. O numero de
folhas por brotacdo variou positivamente para as
plantulas cultivadas em meio WPM. J4 para a massa
seca de folhas e de raizes, diferengas significativas nao
foram detectadas (Tabela 4).

DISCUSSAO

Estabelecimento in  vitro. Os resultados
demonstram que as variagdes nos niveis salinos do
meio de cultura, em funcdo da concentracdo de
minerais nos diferentes meios, ndo comprometeram a

germinabilidade das sementes de Physalis angulata.
Eles apontam ainda para a adaptabilidade da espécie a
ambientes salinos, tendo em vista que a taxa de
germinacdo ¢ o IVG ndo foram afetados pelas
diferencgas nas concentragdes salinas dos meios e que,
apesar dos diferentes meios de cultura terem afetado o
TMG, estes nao prejudicaram a qualidade das plantulas
obtidas. A taxa de germinagdo parece ser bem variavel
entre as espécies de Physalis. Chaves et al. (2005)
trabalhando com a espécie Physalis peruviana L.
obteve taxa de germinacdo das sementes abaixo dos
30% quando colocadas em meio MS** utilizando
diferentes métodos de desinfestagdo. Souza et al.
(2011), trabalhando com estresse salino de sementes de
Physalis  angulata verificaram uma significativa
resisténcia a salinidade dessa espécie, com IVG para as
sementes osmocondicionadas semelhante ao obtido em
sementes ndo osmocondicionadas, até a concentragao
salina com CE 10 dS m™. Contudo, trabalhos com
outras espécies t€ém demonstrado que uma adequada
embebigdo das sementes é dependente da concentracdo
de sais e outros compostos osmoticamente ativos no
meio.

Crescimento inicial. Para Drapeu et al. (1986), a
composi¢do do meio de cultura, formada por macro e
micronutrientes, além de compostos organicos,
apresenta grande influéncia no crescimento das plantas
in vitro. Portanto, ao se iniciar um processo
biotecnologico com células vegetais, deve-se, em
primeira instancia, estabelecer o meio adequado para o
seu cultivo.

O tipo de formula¢do mineral mais adequado para o
cultivo de diversas espécies vegetais tem variado
bastante, mesmo entre espécies com habitos
semelhantes. O meio de cultura MS e suas variagoes
destacam-se como sendo os mais utilizados em cultura
de tecidos vegetais para a maioria das espécies
herbaceas (Bertozzo & Machado 2010). J& o meio
WPM, que apresenta 25% das concentracdes de ions
nitrato ¢ amonia do meio em relagdo ao meio MS, tem
sido empregado com €xito para a maioria das espécies
lenhosas.

Ledo et al. (2007), pesquisando a ag¢do de meios
sobre a cultura da mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes), obtiveram melhor desenvolvimento das

Tabela 2. Nimero médio de raizes (NR), nimero médio de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca foliar (MSF) e massa seca da raiz (MSR) de Physalis angulata apés 15 dias de cultivo in vitro
em diferentes meios de cultura. CV- coeficiente de variacdo. Feira de Santana, Bahia, 2013.

Meio de NR NF CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSF (g) MSR (g)
Cultura

MS 9,12° 431° 3,82° 6,83" 0,0016° 0,0049° 0,0019°
1MS 11,25 437" 6,56" 6,25" 0,0040" 0,0086" 0,0011°
WPM 12,12° 5,00° 6,88" 7,48° 0,0047° 0,0066" 0,0020°
CV (%) 33,15 12,73 13,10 13,09 20,41 24,18 29,58

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Nimero médio de raizes (NR), nimero médio de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca foliar (MSF) e massa seca da raiz (MSR) de Physalis angulata apés 30 dias de cultivo in vitro
em diferentes meios de cultura. CV- coeficiente de variacdo. Feira de Santana, Bahia, 2013.

Meio de NR NF CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSF (g) MSR (g)
Cultura

MS 7,69° 4,94° 5,00° 11,0° 0,003° 0,008" 0,002°
sMS 12,3 7,36° 12,4° 7,15° 0,016 0,016 0,002
WPM 7,69° 4,88 6,85 7,94° 0,005 0,005 0,001°
CV (%) 33,88 21,53 15,88 22,50 18,54 14,92 31,29

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Nimero médio de raizes (NR), nimero médio de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca foliar (MSF) e massa seca da raiz (MSR) de Physalis angulata apds 45 dias de cultivo in vitro

em diferentes meios de cultura. CV- coeficiente de variacdo. Feira de Santana, Bahia, 2013.

Meio de NR NF CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSF (g) MSR (g)
Cultura

MS 6,44 7,63° 5,35° 11,7 0,007 0,014 0,002
5MS 10,1 7,49 12,3° 8,57 0,020 0,016 0,001°
WPM 11,6° 9,06 13,9° 13,1° 0,027 0,018° 0,004°
CV (%) 30,40 18,91 19,82 39,69 42,12 14,58 74,81

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

raizes nas plantulas cultivadas em meio 2MS. Ja
Leitzke et al. (2009) identificaram melhor
enraizamento em plantulas de amoreira-preta (Rubus
fruticosus L.) quando cultivada em meio WPM. Para o
abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr.], valores
equivalentes de massa seca das raizes foram
registrados em plantulas cultivadas em meio MS e
%2MS (Tamaki et al. 2007). Por outro lado, a menta
(Menta % piperita L.) desenvolveu-se melhor quando
cultivada em meio MS (Tonietto et al. 2008). O mesmo
foi registrado para Orthophytum mucugense Wand. &
A.A.Conc., na qual plantulas cultivadas em meios MS
apresentaram maiores ganhos de massa seca (Bellintani
et al. 2007). Esses resultados refor¢cam a idéia de que as
respostas de crescimento em funcdo da concentracdo
de sais no meio de cultura sdo altamente relacionadas
as exigéncias nutricionais, tipicas de cada espécie e
fase do cultivo.

A andlise de crescimento de Physalis angulata ao
longo dos 45 dias de cultivo in vitro demonstrou que
maiores taxas de crescimento podem ser obtidas com a
utilizacdo do meio de cultura WPM e “2MS, sobretudo
em relacdo ao comprimento da parte aérea e acimulo
de massa seca na parte aérea (Tabelas 2—4). Essas
variaveis sdo parametros importantes para o cultivo in
vitro, pois permitem a obtencdo de mais explantes para
o proximo ciclo de  micropropagacdo e,
consequentemente, maior taxa de multiplicagao.
Assim, a escolha do melhor meio de cultura é essencial
no processo de micropropagagdo, visto que, além de
fornecer os nutrientes necessarios, possibilita melhor
crescimento das plantulas in vitro (Caldas et al. 1998).

Rodrigues et al. (2013), avaliando diferentes
concentra¢des de sais do meio MS (0, 25, 50, 75 e

100%) no cultivo in vitro de Physalis peruviana,
identificou o meio com 50% dos sais como o mais
eficiente para a multiplicagdo in vitro da espécie,
utilizando suplementagdo de 1,3 mg L~ de
6-benzilaminopurina. Por outro lado, quando o meio
ndo foi suplementado com esse regulador de
crescimento, 0 meio composto por 75% dos sais MS
promoveu as melhores respostas. Ambas as respostas
corroboram os resultados obtidos neste trabalho com
Physalis angulata, com as maiores taxas de
crescimento em meios menos concentrados.

Em suma, os resultados obtidos aqui demonstram
que os diferentes meios de cultura testados ndo afetam
os parametros de germinacdo in vitro das sementes de
Physalis angulata e que os meios de cultura com
menor concentra¢do salina (WPM e 2MS) permitem
melhor desenvolvimento inicial das plantulas e devem
ser utilizados nas demais etapas da micropropagagdo
dessa espécie.
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