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RESUMO 

 

 

Physalis peruviana L. (Solanaceae) é uma frutífera herbácea, que vem se consolidando no 

mercado de pequenas frutas em virtude das suas potencialidades nutricionais, medicinais e 

relevante concentração de vitaminas, sais minerais e metabólitos secundários de interesse à 

indústria farmacêutica. As limitações à sua produção são o ciclo reprodutivo curto, o 

acometimento dos frutos por pragas e a carência de estudos para a espécie. A micropropagação 

constitui-se numa alternativa para propagação de espécies medicinais, visto que esta técnica 

permite a produção de um grande número de mudas com qualidade fitossanitária, além de se 

constituir uma ferramenta para o melhoramento genético e para estudos fitoquímicos. Esse 

estudo se propôs a avaliar a morfogênese in vitro de P. peruviana e analisar o perfil bioquímico 

e fitoquímico da espécie em diferentes cultivos. Explantes de nó cotiledonar, cotilédone, folha, 

epicótilo, hipocótilo e raiz foram inoculados em meio de cultura MS com metade das 

concentrações salinas e suplementado com BAP (0,00; 2,22; 4,44; 6,66 e 8,88 µM), acrescido 

de 30 g.L-1de sacarose e 7 g.L-1 de ágar; e o explante nó cotiledonar foi submetido à (0,00; 2,22; 

4,44; 6,66; 8,88; 13,32; 17,76 e 22,20 µM). Verificou-se que o nó cotiledonar submetido à 

concentração de 12,50 µM de BAP é a melhor fonte de explante, com regeneração dos brotos 

via organogênese direta, e a folha é o explante mais eficiente para a organogênese indireta em 

concentrações de 4,44 µM de BAP. A análise histológica comprovou as vias de regeneração. 

Os brotos provenientes da organogênese direta foram enraizados in vitro em meio MS½ isento 

de regulador vegetal, e as microplantas aclimatizadas em terra vegetal, alcançaram 100% de 

sobrevivência aos 90 dias da aclimatização. Realizou-se análises bioquímicas e fitoquímicas 

dos explantes caule, raiz e folhas in vitro e ex vitro. As análises evidenciaram que o cultivo in 

vitro favorece a síntese de proteínas e açúcares redutores em tecidos de folhas e raízes. O 

metabólito rutina é produzido em explantes foliares em casa de vegetação.   

 

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Organogênese. BAP. Metabólitos secundários. Rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Physalis peruviana L.  (Solanaceae) is a fruit herbaceous, which has been consolidating in the 

small fruit market due to its nutritional, medicinal potentialities and relevant concentration of 

vitamins, minerals and secondary metabolites of interest to the pharmaceutical industry. The 

barriers to its production are the short reproductive cycle, the involvement of the fruits by pests 

and the lack of studies for the species. Micropropagation is an alternative for the propagation 

of medicinal species, since this technique allows the production of a large number of seedlings 

with phytosanitary quality, besides being a tool for genetic improvement and for phytochemical 

studies. This study aims to evaluate the in vitro morphogenesis of P. peruviana and to analyze 

the biochemical and phytochemical profile of the species in different cultures. Cotyledon node, 

cotyledon, leaf, epicotyl, hypocotyl and root explants were inoculated in half-saline MS culture 

medium supplemented with BAP (0,00; 2,22; 4,44; 6,66 and 8,88 µM), plus 30 gL-1 of sucrose 

and 7 gL-1 of agar; and the explant cotyledonary node was submitted to (0,00; 2,22; 4,44; 6,66; 

8,88; 13,32; 17,76 and 22,20 μM), plus 30 gL-1 of sucrose and 7 gL-1 of agar. It was verified 

that the cotyledon node submitted to the concentration of 12,50 μM BAP is the best source of 

explant, with regeneration of the shoots via direct organogenesis, and the leaf is the most 

efficient explant for the indirect organogenesis in concentrations of 4,44 μM BAP. Histological 

analysis proved the pathways of regeneration. The shoots from the direct organogenesis were 

rooted in vitro in MS½ medium free of plant regulator, and the microplants acclimatized in 

vegetal soil, reached 100% survival at 90 days of acclimatization. Biochemical and 

phytochemical analyzes of stem, root and leaf explants were carried out in vitro and ex vitro. 

The analysis showed that in vitro cultivation favors the synthesis of proteins and reducer sugars 

in leaf and root tissues. The metabolite rutin is produced in leaf explants in greenhouse. 

  

Key words: Tissue culture. Organogenesis. BAP. Secondary metabolites. Rutin. 
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1 INTRODUÇÃO  

  

Physalis é um gênero da família Solanaceae, estabelecido por Linnaeus em 1753, 

compondo-se de mais de 100 espécies (LIMA, 2009; MOURA, 2013), entre as quais encontra-

se Physalis peruviana L., uma herbácea, frutífera, perene, originária dos Andes. Seu centro de 

biodiversidade é o México, porém, é na Colômbia que se dá a maior produção e exportação da 

fruta e seus derivados (RUFATO et al., 2008; WHITSON, 2012). 

O significativo potencial de exploração da espécie é decorrente de suas propriedades 

organolépticas, nutracêuticas e medicinais (FISCHER; ALMANZA-MERCHÁN, 2014). O 

aproveitamento total da espécie viabiliza um rápido retorno financeiro (SILVEIRA et al., 2012), 

pois além da utilização dos frutos para consumo in natura ou no preparo de diversas receitas 

(VILLEGAS, 2009), as raízes e folhas são utilizadas na indústria farmacêutica (MUNIZ et al., 

2011) e o cálice, em decoração de doces (SCHNEID, 2008). 

P. peruviana tem despertado interesse no campo científico e por parte dos consumidores 

pelas propriedades associadas à sua composição química, rica em fitaesteróis, vitanolídeos, 

carotenoides, compostos fenólicos, fisalinas (PUENT et al., 2011), ácido ascórbico, vitamina 

A, ferro e fósforo (LIMA, 2009; VELASQUEZ et al., 2007) e por ter revelado importantes 

atividades biológicas com ação antibiótica, antioxidante, anticancerígena e anti-inflamatória 

(MUNIZ et al., 2015).  

 A propagação de P. peruviana geralmente é feita por via sexuada, mediada por 

sementes, e assexuada, através de estacas (CHAVES et al., 2005; LANNA et al., 2013); e 

embora a propagação por sementes seja vantajosa em virtude da abundância num único fruto, 

das elevadas taxas germinativas e alta variabilidade genética (MOURA, 2013), quando o cultivo 

das sementes é realizado em campo apresenta certas limitações para a indústria farmacológica 

e para a produção de mudas devido a suscetibilidade das plantas à pragas e baixa produção de 

metabólitos de interesse, como as fisalinas (OLIVEIRA et al., 2013). 

Nesse sentido, a cultura de tecidos se constitui numa alternativa para a produção de 

mudas para atender o mercado de plantas e especialmente a indústria farmacêutica, que 

demandam por plantas livres de patógenos, com alta qualidade fitossanitária e fisiológica, bem 

como com maior probabilidade de produzir altas concentrações de metabólitos secundários 

(LIMA et al., 2008; MORAIS et al., 2012). Estudos realizados com espécies do gênero Physalis 

demonstraram que as técnicas de cultura in vitro são opção para a produção de mudas de P. 

angulata (KUMAR et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA, 2011; RAMASUBBU, 

2009; VIDAL, 2008), P. pubescens (BERTONCELLI; OLIVEIRA, 2010), P. minima (AFROZ 
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et al., 2009), P. alkekengi (MUNIZ et al., 2015) e P. ixocarpa (GARCÍA-OSUNA et al., 2015; 

KHAN; BAKHT, 2015). Para P. peruviana há relatos de estudos com germinação de sementes 

in vitro (MOREIRA et al., 2010) multiplicação in vitro (CHAVES et al., 2005; LUIS, 2016; 

RAMAR et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013; YÜCESAN et al., 2015), e produção de 

sementes sintéticas a partir de segmentos nodais (YÜCESAN et al., 2015);  porém em virtude 

das variações nas respostas obtidas por esses autores, faz-se imprescindível ajustes nos 

protocolos existentes, de forma a assegurar uma propagação mais eficiente e com alto teor de 

metabólitos secundários. 

A cultura de tecidos vegetais constitui-se de um conjunto de técnicas direcionadas, 

principalmente, a propagação, conservação de plantas e produção de metabólitos secundários 

(RAMAR et al., 2014). Uma das técnicas mais práticas e de maior impacto na cultura de tecidos 

é a micropropagação e pode ser desenvolvida através da organogênese ou embriogênese, as 

quais ocorrem por duas vias distintas: a indireta e a direta (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 

1998).  

Na organogênese indireta o explante é induzido à formação de calo com posterior 

regeneração de gemas adventícias (PINHEIRO et al., 2009), enquanto na via direta há o 

desenvolvimento de gemas diretamente do tecido do explante que apresenta capacidade 

morfogênica (ARENHART; ZAFFARI, 2008). É importante que essas vias de 

desenvolvimento sejam monitoradas histologicamente de modo a evidenciar a rota seguida por 

cada explante. 

Os principais argumentos a favor da micropropagação são a obtenção de maior número 

de plantas em tempo e espaço reduzido, com qualidade fitossanitária, homogeneidade das 

mudas e a alta fidelidade genética (CARVALHO et al., 2013; SANTOS-SEREJO et al., 2013). 

 Quatro etapas básicas constituem a micropropagação: o estabelecimento, a 

multiplicação, o enraizamento e a aclimatização. Considerando a complexidade do processo 

morfogênico, o qual envolve fatores como genótipo, fonte e condições fisiológicas do explante, 

meio de cultura, pH, luminosidade e combinação de reguladores vegetais (MENEGHETTI, 

2015), o sucesso de cada etapa dependerá do estabelecimento de protocolos específicos. 

 O ambiente in vitro constitui-se em uma condição atípica ao desenvolvimento do 

vegetal, no qual estímulos químicos e físicos podem resultar em modificações na parte 

funcional de genes (FRANÇA, 2001). Isso pode gerar alterações nos teores de clorofila 

produzidos, uma vez que modificações na luminosidade afetam diretamente as taxas de 

clorofila e suas frações a e b produzidas (WHATLEY; WHATLEY, 1982). Outros fatores, 
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como a adição da fonte de carboidrato ao meio, baixa concentração de CO2 também limitam a 

capacidade fotossintética (DECCETTI et al., 2008). Nesse sentido, a quantificação dos teores 

de clorofila produzidos em diferentes ambientes é essencial para averiguar a capacidade das 

plantas cultivadas in vitro de manter ou alterar os pigmentos fotossintéticos e entender os ajustes 

que ocorrem nos mecanismos fisiológicos e bioquímicos para adaptar-se às condições 

ambientais as quais são expostas. 

 O ambiente in vitro pode alterar o metabolismo primário e consequentemente gerar um 

espectro de compostos do metabolismo secundário que pode diferir daqueles originados na 

planta-matriz (CARDOSO, 2009), o que oportuniza a investigação de alterações na composição 

química de certas espécies vegetais. Assim, estudos bioquímicos são requeridos para verificar 

de que forma o perfil fitoquímico é modificado quando submetidos a ambientes distintos. 

Vislumbrando a utilização da cultura de tecidos para a produção de mudas de P. 

peruviana como alternativa para produtores de pequenas frutas, e o aumento do teor de 

metabólitos secundários de interesse medicinal, objetivou-se com esse trabalho: (1) avaliar os 

efeitos do BAP no potencial morfogênico de P. peruviana, (2) verificar o potencial 

organogênico a partir de diferentes explantes (3) constatar histologicamente a via de 

regeneração dos brotos, (4) analisar o enraizamento e a aclimatização das microplantas (5) 

comparar as plantas cultivadas in vitro e em casa de vegetação quanto aos metabólitos  

primários e secundários. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Família Solanaceae 

 

 A família Solanaceae, uma das mais representativas entre as angiospermas, compõe-se 

de um grupo monofilético com aproximadamente 100 gêneros e 2500 espécies (OLMSTEAD; 

BOHS, 2006) distribuídas por todos os continentes, principalmente em regiões tropicais e 

temperadas, onde abrange maior biodiversidade no hemisfério Ocidental (OLMSTEAD et al., 

2008). O mais provável centro de origem da família e riqueza de espécies é a América Central 

e do Sul (D’ARCY, 1991). No Brasil há uma grande representatividade, com 34 gêneros e 449 

espécies, sendo 215 destas exclusivas do país (STEHMANN et al., 2010).  

 Muitas descobertas importantes para a ciência, na área farmacêutica e medicinal foram 

conseguidas em plantas desta família (KAZI, 2015), devido à presença de metabólitos 

polioxigenados que fornecem substâncias ativas, como os da classe dos vitaesteróides 

predominante na família e destacando-se no gênero Physalis (TOMASSINI, 2000), tanto pela 

sua produção quanto pela ação anti-inflamatória (WUBE et al., 2008) e imunossupressora 

(SOARES et al., 2003). 

 A família Solanaceae inclui espécies economicamente importantes na alimentação, 

como é o caso da batata (Solanum tuberosum L.), pimentão (Capsicum annuum L.), tamarilho 

(Solanum betaceum L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.) (GIACOMINI, 2010); no uso 

industrial como o tabaco (Nicotiana tabacum L.) e ornamental, especialmente as espécies dos 

gêneros Petunia e Brunfelsia; e ainda diversas espécies com potencial medicinal e nutracêutico 

usadas em programas de melhoramento genético pela presença de alcaloides e outros compostos 

químicos (PONCE et al., 2003).  

    

2.1.1 Gênero Physalis 

 

 O gênero Physalis foi estabelecido por Linnaeus em 1753 e contém aproximadamente 

100 espécies. Sua nomenclatura é procedente do grego “physa” e significa bolha ou bexiga, em 

alusão ao cálice que protege seus frutos (TOMASSINI et al., 2000). 

 Sua importância econômica em virtude de suas propriedades nutracêuticas, medicinal, 

farmacológica, alimentícia e ornamental vem atraindo cada vez mais países consumidores. 

Embora seja um gênero ainda pouco estudado no meio científico, vem ocupando lugar de 
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destaque na família pela presença de metabólitos polioxigenados, os vitaesteróides, e por incluir 

uma ampla variedade de plantas que são econômica e farmacologicamente importantes 

(TOMASSINI et al., 2000).  

 Em função do potencial atribuído ao gênero, a comunidade científica vem ampliando os 

esforços no sentido de melhorar a produção das culturas desenvolvendo pesquisas em áreas 

como genética molecular e melhoramento de plantas, cultura de tecidos, fitoquímica, 

identificação e exploração de metabólitos secundários (BONILLA; ESPINOSA, 2003). Esse 

gênero inclui várias espécies, entre as quais a Physalis peruviana L. destaca-se por ser a mais 

importante economicamente (MOURA, 2013). 

 

2.1.2 Physalis peruviana L. 

 

 A Physalis peruviana L. é considerada uma planta anual, que tem crescimento 

inicialmente herbáceo e se torna um arbusto perene e semilenhoso a partir do segundo ano 

(FISCHER; ALMANZA-MERCHÁN, 2014); é rústica, com ramificações muito densas, ramos 

decumbentes e cresce de 1,0 a 2,0 metros de altura (RUFATO et al., 2008). Possui uma raiz 

fibrosa, que alcança mais de 60 centímetros de profundidade e talos de coloração verde e suave 

textura. Suas folhas são aveludadas, triangulares e com disposição alternada. As flores são 

hermafroditas, com cinco sépalas e uma corola amarela e tubular. O fruto, contendo de 100 a 

300 sementes, constitui-se de uma baga carnosa, de forma globular, medindo 1,25 e 2,5 cm e 

pesando entre 4 e 10 gramas, o qual é coberto pelo cálice, responsável por protegê-lo contra 

insetos, pássaros, patógenos e condições climáticas adversas (RUFATO et al., 2008; 

VELASQUEZ et al., 2007; VILLEGAS, 2009) (Figura 1). 

 A espécie é uma frutífera originária da América do Sul, atualmente comercializada em 

países tropicais e subtropicais. A Colômbia é o maior produtor mundial da espécie, exportando-

a para países da Europa como Holanda, Alemanha, França, Suécia e Grã-Bretanha (MADRC, 

2007) e para o Brasil, pois embora no país ocorra o cultivo da espécie, a produção para fins 

comerciais ainda é incipiente e limitada aos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina 

(LIMA et al., 2013), à região da Serra da Mantiqueira, em São Paulo e, no Sul de Minas Gerais 

(GONÇALVES et al., 2012), o que faz o país importá-la a preços elevados (RODRIGUES et 

al., 2009) (Figura 2). 

 No Brasil, a espécie comumente conhecida como “capa groselha”, “uchuva” (RUFATO 

et al., 2008), e “tomate de capote” (SILVEIRA et al., 2012), foi estudada pioneiramente em 
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1999, pela Estação Experimental de Santa Luzia, em São Paulo (MEZZALIRA, 2013; 

RUFATO et al., 2008). Entretanto, a expansão da cultura se deu no Sul do país e várias 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas, desde 2006 na Universidade Federal de Santa Catarina e 

na Universidade Federal de Pelotas (RUFATO et al., 2008), no intuito de potencializar o 

desenvolvimento da cultura e tornar o Brasil um exportador da fruta (FISCHER; ALMANZA-

MERCHÁN, 2014; MUNIZ et al., 2012). 

 Em virtude da potencialidade nutricional, esta espécie vem sendo incorporada ao cultivo 

de “pequenas frutas” (CHAVES et al., 2005), despertando o interesse de consumidores e 

produtores de pequeno e médio porte. O termo “pequenas frutas” refere-se ao grupo de espécies 

consagradas nos países produtores e às recentemente inseridas, cuja cultura requer muito labor 

e retorno econômico em áreas pequenas de cultivo em curto período (PAGOT; HOFFMANN, 

2003). 

Pela versatilidade no consumo, seja in natura, desidratado, ou no preparo de diversos 

pratos como doces, geleias, sucos e melaços, o fruto tem atraído atenção de diversos mercados 

consumidores no Japão, Europa e Brasil (VILLEGAS, 2009). Além disso, possui alto teor de 

ácido ascórbico, vitamina A, ferro, fósforo, fisalinas A, B, D e F, glicosídeos, fitaesteróis, 

vitanolídeos, carotenoides e compostos fenólicos, o que lhe confere propriedades medicinais 

(CHAVES, 2006; LIMA, 2009, PUENT et al., 2011; VELASQUEZ et al., 2007). 

Segundo a Corporação Colombiana Internacional (1994), o fruto tem sido ingerido para 

purificar o sangue, diminuir a albumina nos rins, aliviar problemas na garganta, próstata e 

bronquíolos, além de fortificar o nervo óptico, melhorar catarata e prevenir a osteoporose. O 

extrato das suas folhas vem sendo utilizado pelas suas propriedades anticancerígena, 

antibacteriana, antipirética, diurética e no tratamento de doenças como asma, hepatite, dermatite 

e artrite (MOURA, 2013; MUNIZ et al., 2015).  

Na medicina popular brasileira, seu uso tem por finalidade purificar o sangue, fortalecer 

o sistema imunológico, suavizar dores de garganta, reduzir colesterol LDL (lipoproteína de 

baixa densidade) e melhorar os sintomas do Mal de Parkinson, e no Nordeste brasileiro, vem 

se destacando em tratamentos caseiros para reumatismo, problemas renais, de bexiga e do 

fígado e ainda como sedativa e antifebril (MUNIZ et al., 2015). 

 Mesmo com muitas expectativas sobre o seu potencial de utilização, ainda há carência 

de estudos de propagação para aumentar a taxa proliferativa da espécie, e de estudos 

bioquímicos e fitoquímicos que visem potencializar a produção de maior teor de metabólitos 

secundários de interesse.   
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Figura 1. Physalis peruviana L. cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal da UEFS (A). Aspecto da 

folha (B). Flor (C). Sementes (D). Frutos (E, F, G). Barra: 1 cm (B, C, E, F, G) e 0,2 cm (D). Fonte: Autora (2017). 

  



17 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mapa de distribuição geográfica da Physalis peruviana L. 

Fonte: Adaptado de MELO (2012). 

 

2.1.2.1 A Physalis peruviana e a produção de metabólitos secundários 

 

 As plantas sintetizam uma série de componentes orgânicos que compõem os metabólitos 

primários e secundários. Os primários estão associados à função estrutural, plástica e de 

armazenamento de energia; os secundários, aparentemente não possuem relação com o 

crescimento e o desenvolvimento, mas atuam aumentando o desempenho reprodutivo das 

plantas ao agirem na adaptação, interação e sobrevivência da espécie no ambiente, 

especialmente na defesa contra patógenos (SIMÕES et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013). 

 Os metabólitos secundários são produzidos em pequenas quantidades e restritos a uma 

espécie ou grupo de plantas, expressando sua individualidade. A biossíntese desses compostos 

se dá por meio de interações químicas entre a planta e o ambiente, assim, alterações nas 

condições ambientais podem favorecer ou reduzir sua produção (GOBBO-NETO; LOPES, 

2007). As três principais classes de metabólitos secundários são os terpenos, os compostos 

fenólicos e os componentes contendo nitrogênio (TAIZ; ZEIGER, 2013) e são originados pelo 

metabolismo da glicose por intermédio de dois precursores principais, o ácido chiquímico e o 

acelato (SANTOS, 2004). 

Países de ocorrência 

Estados que se destacam na produção 

Importação e exportação 

Centro de biodiversidade 
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 Diversos metabólitos secundários, usados na medicina e indústria farmacêutica, foram 

encontrados no gênero Physalis, como os flavonoides e vitaesteróides, a partir de estudos 

científicos realizados com extratos de folhas, raízes e frutos (CHAVES et al., 2005; 

TOMASSINI et al., 2000). Entre os principais vitaesteróides encontram-se as fisalinas, no qual 

esse gênero, destaca-se na família como o maior produtor dessa substância (TOMASSINI et 

al., 2000).  

 Na P. peruviana, as fisalinas são encontradas em maior quantidade em raízes e folhas, 

e se destaca pela sua citoxidade e propriedades farmacológicas (MOURA, 2013; SOARES et 

al., 2003), por atuar no sistema imunológico humano, evitar a rejeição de órgãos transplantados, 

reduzir o colesterol LDL (lipoproteínas de baixa densidade), diminuir os índices glicêmicos e 

ter ação diurética (MOURA, 2013; RUFATO et al., 2008). Pesquisas desenvolvidas pela 

Fundação Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro e em Salvador tem demonstrado inúmeras atividades 

biológicas das fisalinas e evidenciado a ação anti-inflamatória em até 30 vezes mais eficácia 

que os compostos já conhecidos (OLIVEIRA et al., 2013; TOMASSINI et al., 2000). 

 Além disso, a adaptabilidade e desenvolvimento de P. peruviana numa ampla variedade 

de habitats, clima e solo (FISCHER, 2000; LANNA et al., 2013), justificada sobretudo pela alta 

diversidade, valor agregado, potencial nutracêutico, possibilidade de incorporação nos cultivos 

orgânicos (LANNA et al., 2013; VELASQUEZ et al., 2007) e pelo seu aproveitamento quase 

em sua totalidade, viabiliza um rápido retorno financeiro (SILVEIRA et al., 2012) e se constitui 

em uma excelente alternativa para a comercialização no mercado nacional e internacional. 

O significativo potencial de utilização de P. peruviana associado à limitação de sua 

propagação por métodos convencionais, especialmente no que tange a propensão a pragas e 

reduzida produção de metabólitos secundários, torna necessário o estabelecimento de sistemas 

alternativos de propagação da espécie (SOUZA et al., 2013).  

 Nesse sentido, a cultura de tecidos vem sendo testada em diversas espécies medicinais 

proporcionando a produção em larga escala de mudas, bem como a potencialização da 

produtividade de compostos secundários de interesse do ponto de vista terapêutico (LIMA et 

al., 2007; MORAIS et al., 2012).  

 

2.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS 

 

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica na qual pequenos fragmentos de um tecido 

vivo são isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente em meio 
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nutritivo, em condições apropriadas para reconstruir todo o organismo (ANDRADE, 2002). 

Essa técnica constitui-se numa ferramenta promissora para estabelecimento de protocolos de 

multiplicação in vitro, possibilitando a obtenção de variedades melhoradas, produção de 

compostos bioativos, plantas livres de patógenos, exploração controlada e independente das 

variações ambientais proporcionando a conservação de germoplasma (CARVALHO et al., 

2013; PEREIRA, 2011). 

Dentre as diversas práticas de cultura de tecidos, a micropropagação vem se destacando 

para propagação de diversas espécies vegetais e oferece vantagem pelas altas taxas de 

multiplicação e rapidez com que o processo ocorre, o controle das condições de cultivo, a 

propagação contínua e asséptica num espaço e tempo reduzido em qualquer época do ano, além 

de favorecer a regeneração de plantas que não se propagam facilmente por métodos 

convencionais (GUERRA; NODARI, 2016). 

A micropropagação pode ser dividida nas etapas de estabelecimento in vitro, 

multiplicação, enraizamento e aclimatização (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A etapa 

inicial consiste em estabelecer o explante e o meio de cultura mais apropriado e o melhor 

método de desinfestação para o tecido selecionado, para evitar contaminações bacterianas e 

fúngicas, o que comprometeria os estágios subsequentes (BORGES et al., 2004; COSTA et al., 

2010). 

Na multiplicação as partes formadas são subdivididas em partes menores ou 

individualizadas para formação de novos explantes (BOMFIM, 2006). Essa etapa consiste em 

potencializar a capacidade do explante produzir brotos de qualidade fitossanitária, em um 

menor tempo possível (CHAVES et al., 2005; ERIG; SCHUCH, 2005). Quando os brotos 

formados são pequenos, uma etapa de alongamento anterior a de enraizamento é indicada para 

possibilitar maior individualização destes e reduzir o tempo de cultivo in vitro (LIMA-BRITO 

et al., 2016).  

Fatores como genótipo, tipo de explante, condição fisiológica e combinação de 

reguladores vegetais são determinantes para o sucesso da micropropagação (LUCIANI et al., 

2006).  Os reguladores vegetais são substâncias sintéticas que produzem efeitos semelhantes 

aos produzidos pelos hormônios vegetais (CID; TEXEIRA, 2010) e se destacam como os 

principais controladores da morfogênese in vitro, independente da rota de regeneração 

(MOURA et al., 2001).  

Entre os reguladores, as citocininas e as auxinas são os mais utilizados na organogênese 

(PERES, 2002) e são adicionados para suprir as carências endógenas do explante excitando 
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respostas de interesse para diferenciação, crescimento, alongamento e multiplicação celular 

(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), promovendo resultados eficazes quando utilizados 

em concentrações adequadas. 

As citocininas são as mais indicadas para quebrar a dominância apical, regular a divisão 

celular das partes aéreas, induzir as gemas axilares e promover o crescimento de gemas laterais 

(FLORES et al., 1998). A citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) tem se mostrado eficaz na 

propagação de diversas espécies, sendo utilizada em aproximadamente 60% dos meios de 

cultura (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998). Os trabalhos in vitro realizados para o gênero 

Physalis mostraram que o BAP é o regulador mais utilizado na regeneração de brotos. 

 Os reguladores vegetais influenciam diretamente tecidos ou órgãos, com distintos graus 

de determinação, a adquirir novas competências, influenciando na expressão morfogênica dos 

genes em dois níveis: organogênese e embriogênese somática (GUERRA; NODARI, 2016).  

 De acordo com Andrade (2002), a organogênese é uma via de desenvolvimento na qual 

os órgãos vegetais são induzidos à diferenciação a partir de uma ou várias células que 

manifestam sua totipotencialidade diretamente ou indiretamente; a modulação dessa via 

dependerá do tipo e concentrações de reguladores vegetais utilizados. Assim, em geral, 

concentrações elevadas de citocininas e auxinas promovem, respectivamente, a cauligênese e 

rizogênese, enquanto o equilíbrio entre os dois reguladores induz à calogênese (GUERRA; 

NODARI, 2016). 

A organogênese direta é a regeneração de plantas a partir de tecidos meristemáticos, 

sem passagem pela fase de calo, enquanto a organogênese indireta ocorre quando a 

multiplicação das gemas é precedida pela formação de calos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 

1998). Para estes autores, há um maior sucesso com o uso de explantes com maior proporção 

de tecido meristemático ou com maior capacidade de expressar a totipotência.  

 Na organogênese direta, a proliferação das gemas ocorre sem a desdiferenciação dos 

tecidos dos explantes (GUERRA; NODARI, 2016), tornando-o um eficiente método para 

obtenção de plantas geneticamente estáveis e idênticas à planta mãe, o que é economicamente 

viável, pois assegura a uniformidade de culturas de interesse comercial (LIMA-BRITO, 2009) 

ao mesmo tempo em que mantém características morfológicas desejáveis. 

Na organogênese indireta, ao contrário da direta, ocorre uma etapa de desdiferenciação, 

seguida por uma reprogramação celular (rediferenciação) para a formação dos novos tecidos e 

órgãos (GUERRA; NODARI, 2016), o que representa vantagens quando se deseja aumentar 
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taxa proliferativa da espécie e o melhoramento genético devido ao potencial de variabilidade 

genética associado à formação de calos (NIKAN; SHITOLE, 1999).  

Nem sempre é possível distinguir a vias organogênicas direta e indireta em um explante, 

pois podem ocorrer simultaneamente para o mesmo tecido. Neste caso, uma análise anatômica 

é fundamental para determinação precisa da rota a qual o broto originou-se e identificar o tipo 

de célula morfogeneticamente responsiva (MELLO et al., 2000). 

A etapa de enraizamento se dá por meios de fatores intrínsecos ao explante, ou 

extrínsecos como o tipo de meio e o tipo e concentrações de auxinas utilizadas, às quais são 

responsáveis por estimular a divisão celular (CID; TEIXEIRA, 2010; LEITZKE et al., 2009). 

Entretanto, muitas espécies, principalmente as herbáceas, enraízam em meio de cultura isento 

de reguladores vegetais (GRATTAPAGLIA; CALDAS, 1987).  

O carvão ativado é uma substância que tem surtido um efeito positivo na etapa de 

enraizamento dos brotos in vitro por reproduzir uma condição de escuro, na qual as raízes 

adventícias normalmente se desenvolvem e melhorar o crescimento e o desenvolvimento das 

células submetidas a essas condições (MOSHKOV et al., 2008; VIEITEZ et al., 2009). Seu 

efeito favorável está na alta capacidade de adsorção a substâncias tóxicas, como fenóis e/ou 

quinonas, muitas vezes produzidas na autoclavagem ou liberadas de explantes cujos tecidos 

sofreram danos, além de alterar a composição e o pH do meio de cultivo, aperfeiçoando o 

crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; THOMAS, 2008).  

A aclimatização é a transferência da planta da condição in vitro, onde há limitações de 

luz e CO2 e elevada taxa de carboidrato disponível, e consequentemente reduzidas taxas de 

transpiração e fotossíntese, para a condição ex vitro. Esta etapa é limitante à micropropagação 

e implica em altos índices de mortalidade, decréscimo na taxa de crescimento e 

desuniformidade das mudas micropropagadas (LIMA-BRITO et al., 2016; SILVA et al., 2011).  

O estresse hídrico, consequência de maior demanda na taxa de transpiração, ausência 

ou redução na cutícula, mesófilo pouco desenvolvido e estômatos pouco funcionais é a principal 

barreira à conversão das plantas do estado heterotrófico (in vitro), para o estado autotrófico (ex 

vitro) (BARBOZA et al., 2006; LIMA-BRITO et al., 2016). Assim, esta etapa requer 

acompanhamento das plantas micropropagadas a fim de reduzir o estresse causado pelas 

diferenças entre as condições ambientais. 

 

2.2.1 Cultura de tecidos vegetais e o gênero Physalis 
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Diversos estudos têm sido relatados na literatura com a aplicação da cultura de tecidos 

envolvendo a micropropagação via organogênese para o gênero Physalis. Considerando a etapa 

de estabelecimento, diferentes meios e concentrações de sais foram testados para as espécies P. 

angulata e P. peruviana.  Para P. angulata os resultados demonstraram que os meios de cultura 

WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), e MS ½ (MURASHIGE; SKOOG, 1962) foram mais 

adequados para o desenvolvimento inicial das plântulas a partir de sementes, sendo 

recomendados para as demais etapas da micropropagação da espécie (OLIVEIRA et al., 2013). 

Para a P. peruviana, o meio de cultura indicado para a etapa de estabelecimento é o MS.  

Luis (2016) obteve altas taxas germinativas (96,6%) em meio MS completo, enquanto Moreira 

(2010) e Chaves et al. (2005) observaram as maiores médias para a porcentagem de germinação 

em meio MS ¾, 100% e 22,90%, respectivamente.  

Considerando a etapa de multiplicação, apesar de Moura et al. (2016) e Vidal (2008) 

relatarem que os reguladores vegetais são dispensáveis para indução de brotos adventícios em 

P. angulata, outros autores testaram o efeito dos reguladores isolados ou em associações 

obtendo resultados positivos para as espécies P. angulata, P. ixocarpa, P. minima, P. pubescens 

e P. peruviana cultivadas em meio MS. Os melhores resultados relatados nestes estudos são 

apresentados na Tabela 1.  

Na etapa de enraizamento, Vidal (2008) e Contreras e Almeida (2003) observaram o 

enraizamento em P. angulata e P. ixocarpa, respectivamente e obtiveram 100% de 

enraizamento para essas espécies em meio isento de regulador vegetal.  

A etapa de aclimatização foi testada para as espécies P. peruviana (LUIS, 2016), P. 

alkekengi, P. minima (MUNIZ, 2013) e P. angulata (PEREIRA, 2011), com taxas de 

sobrevivência de 100%, o que indica o sucesso da micropropagação para as espécies estudadas. 

Além dos estudos de organogênese para as espécies do gênero Physalis, experimentos 

para obtenção de embriões somáticos foram realizados por Pereira et al. (2006) para P. 

angulata, no qual massa celular embriogênica foi verificada em explantes cultivados com 15 e 

20 µM de 2,4-D ocorrendo a regeneração de alguns embriões. Já nos tratamentos onde se 

utilizou picloran, os autores observaram a formação de calos friáveis.  

Embora as pesquisas realizadas ofereçam boas perspectivas para nortear os posteriores 

trabalhos de micropropagação com a espécie P. peruviana, torna-se relevante novos estudos 

para ampliar os conhecimentos sobre o comportamento in vitro da espécie, avaliar a taxa de 

metabólitos secundários produzidos in vitro e minimizar as contradições existente na literatura, 
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de modo que se possa aprimorar os protocolos de micropropagação da espécie desenvolvidos 

até então.   

 

Tabela 1. Estudos com a multiplicação em espécies do gênero Physalis. 

Espécies Regulador vegetal Variáveis com 

melhores 

resultados 

Autores 

 

 

 

P. angulata 

- 

- 

BAP: 4,44 µM  

CIN: 23,25 µM  

BAP: 4,44 µM  

CIN: 4,44 µM  

BAP: 4,44 µM  

 

NB e CB 

NB e CB 

NB 

CB 

CB 

NB  

NB 

Moura (2016) 

Vidal (2008) 

Kumar (2009) 

Oliveira (2013) 

Ramasubbu (2009) 

Ramasubbu (2009) 

Ramasubbu (2009) 

 

P. minima BAP: 8,88 µM  

BAP: 8,88 µM  

NB 

NB 

Afroz et al. (2009) Jahirhussain et al. (2016) 

Sheeba et al. (2010) 

 

 

 

P. ixocarpa 

BAP x ANA (13,32 µM 

x 2,68 µM)  

 

BAP x ANA (2,68 µM x 

4,88 µM) 

NB e CP 

 

 

NB e CB 

García –Osuma et al. (2015) 

 

 

Khan e Bakht (2015) 

 

 

P. pubescens 

 

BAP: 2,22 µM  

 

BAP x ANA (2,22 µM x 

1,34 µM) 

NB 

 

CALOS 

 

Khan e Bakht (2015) 

 

Bertoncelli e Oliveira (2010) 

    

 

 

 

P. peruviana 

BAP: 1,33 µM  

BAP: 5,77 µM  

BAP: 5,32 µM  

2,27 µM de BAP 

13,32 µM de BAP x 2,89 

µM de GA3 x 4,53 µM 

de 2,4-D 

NB 

NB 

NB 

NB 

NB 

Chaves et al. (2005) 

Rodrigues et al. (2013) 

Muniz (2013) 

Yücesan et al. (2015) 

Ramar et al. (2014) 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Estabelecimento in vitro 

 

 Para o estabelecimento das plantas in vitro, foram utilizadas sementes secas de Physalis 

peruviana L. oriundas do Laboratório de Germinação da Unidade Experimental Horto Florestal 

da Universidade Estadual de Feira de Santana – UEFS. Os experimentos foram conduzidos no 

Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado na mesma instituição. 

As sementes foram desinfestadas em câmara de fluxo laminar, com imersão em etanol 

a 70% por 30 segundos e posteriormente em solução de hipoclorito de sódio – NaOCl (2,5% de 

cloro ativo), acrescido de duas gotas de detergente, por 15 minutos. Após esse período, as 

sementes foram lavadas 4 vezes com água destilada estéril para total remoção do cloro e, em 

seguida, semeadas em frascos com capacidade para 250 mL contendo 60 mL de meio nutritivo 

suplementado com 30gL-1 de sacarose e gelificados com 7gL-1de ágar. O meio de cultura 

utilizado foi autoclavado por 15 minutos a 121°C e 1,0 atm de pressão, após o ajuste do pH 

para 5,8 utilizando-se NaOH ou HCl 0,1N. 

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), 

sendo utilizado o meio MS com três concentrações salinas: MS completo, MS ¾ (reduzido em 

25% dos sais) e MS ½ (reduzido em 50% dos sais). Cada tratamento foi composto de cinco 

repetições com quatro amostras cada. 

A germinação foi avaliada diariamente considerando-se como germinadas as sementes 

que emitiram a radícula. Ao final de 30 dias avaliou-se o total de sementes germinadas. 

 

3.2 Multiplicação 

 

3.2.1 Efeito do tipo de explante e do BAP na morfogênese 

 

Após estabelecer o meio de cultura mais adequado para o cultivo da P. peruviana, foi 

avaliado o potencial morfogênico da espécie. Foram utilizados seis tipos de explantes: 

cotilédone, folha, nó cotiledonar, epicótilo, hipocótilo e raiz, com aproximadamente 1,0 cm de 

comprimento, derivados de plantas germinadas in vitro, com 30 dias de idade (Figura 3). Os 

explantes foram individualizados em câmara de fluxo laminar, suas extremidades foram 

excisadas e posteriormente foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 

mL do meio MS ½ acrescidos de 30 gL-1 de sacarose, 7 gL-1 de ágar e diferentes concentrações 
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do regulador vegetal BAP (0,00; 2,22; 4,44; 6,66 e 8,88 µM). Os explantes foram inoculados 

na posição horizontal sobre a superfície do meio (um explante por tubo). 

Aos 30 dias de montagem do experimento foram avaliados a porcentagem de explantes 

com calos, a área do explante coberta com calo (25%, 50%, 75% e 100%), o número de brotos 

obtidos por organogênese indireta, o número de brotos obtidos por organogênese direta e a 

porcentagem de explantes responsivos a formação de brotos por organogênese indireta e direta. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo 

fatorial 6 x 5 (tipo de explante, concentração de BAP). Cada tratamento foi composto por cinco 

repetições com quatro amostras cada. 

 

   

Figura 3. Morfologia da Physalis peruviana L. aos 30 dias da germinação in vitro. Barra: 1 cm. Fonte: Autora 

(2017). 

 

 

3.2.2 Multiplicação via organogênese direta 

 

 A fim de aumentar a taxa de regeneração via organogênese direta, um novo experimento 

foi montado obedecendo ao método descrito no item 3.2.1 utilizando o explante nó cotiledonar 

submetido às seguintes concentrações de BAP: 0,00; 4,44; 8,88; 13,32; 17,76 e 22,20 µM, sendo 

os explantes inoculados na posição horizontal sobre a superfície do meio (um explante por 

tubo). Aos 30 dias de montagem do experimento foram avaliados o número de brotos por 

explante e a porcentagem de explantes responsivos à formação de brotos via organogênese 

direta. 
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O experimento foi feito em delineamento experimental inteiramente casualizado e cada 

tratamento foi composto por cinco repetições com quatro amostras cada.  

 

3.2.3 Multiplicação via organogênese indireta 

 

Os explantes foliares, oriundos de plantas in vitro com 30 dias de idade, foram 

inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura MS ½ acrescido da 

concentração 4,44 µM de BAP que apresentou os melhores resultados no experimento 3.2.1.  

Após 30 dias de cultivo, calos com brotos oriundos da regeneração via organogênese 

indireta, foram excisados do explante e inoculados em meio desprovido de regulador, onde 

permaneceram por 30 dias para alongamento dos brotos. 

 

3.3 Enraizamento in vitro 

 

Com base nos resultados do experimento anterior, segmentos nodais oriundos de plantas 

com 30 dias de idade foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura 

MS ½ (Figura 4). Após 30 dias de cultivo os brotos obtidos via organogênese direta foram 

individualizados e inseridos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Após 30 

dias de cultivo foi avaliada a porcentagem de microplantas com raiz. 

Foram utilizados dois tratamentos de enraizamento: meio de cultura MS ½ e meio MS 

½ suplementado com 1 gL-1de carvão ativo (Figura 4). O delineamento experimental utilizado 

foi o inteiramente casualizado com 6 repetições por tratamento, sendo cada repetição formada 

por 5 tubos. 

 

Figura 4. Physalis peruviana L. Brotos oriundos do segmento nodal em 8,88 µM de BAP (A). Enraizamento em 

meio MS ½ sem carvão ativo (B). Enraizamento em meio MS ½ com carvão ativo (C). Feira de Santana - BA, 

2017. Fonte: Autora (2017). 

A 

B 

C 
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3.4 Aclimatização 

 

As microplantas provenientes do enraizamento in vitro tiveram suas raízes lavadas em 

água corrente para remoção do excesso de meio de cultura e posteriormente foram 

transplantadas em copos plásticos transparentes, com capacidade para 500 mL, contendo os 

substratos: terra vegetal + vermiculita (2:1) ou terra vegetal. 

Após o transplantio, 50% das microplantas foram cobertas por copos plásticos 

transparentes para manter a umidade relativa do microambiente e 50% permaneceram expostas 

diretamente ao ambiente da casa de vegetação. As unidades experimentais foram dispostas em 

bandeja plástica com uma lâmina de água (500mL), cuja reposição era realizada conforme 

necessidade, e mantidas em casa de vegetação a 70% de luminosidade.  

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 2 x 

2 (substratos x tipos de proteção), totalizando quatro tratamentos cada um compostos por 5 

repetições de 3 amostras cada (Tabela 2. Figura 5). 

A porcentagem de sobrevivência das microplantas foi avaliada aos 5, 10, 15, 30, 45, 60 

e 90 dias, após a transferência para a condição ex vitro.  

 

Tabela 2. Physalis peruviana L. aclimatizadas sob diferentes substratos e microambientes em casa de vegetação. 

Feira de Santana – BA, 2017. 

Tratamento Substrato Microambiente 

1 Terra vegetal + vermiculita Sem proteção 

2 Terra vegetal + vermiculita Com proteção* 

3 Terra vegetal Sem proteção 

4 Terra vegetal Com proteção* 

*Plantas cobertas com copos plásticos transparentes. 

 

 

Figura 5. Aclimatização de Physalis peruviana L. Microplantas cultivadas sem proteção (A) e com proteção (B). 

UEFS/ Horto Florestal, Feira de Santana - BA, 2017.  Fonte: Autora (2017).  

 

 

A B 
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3.5 Condições de cultivo 

 

Para as três primeiras etapas da micropropagação: estabelecimento, multiplicação e 

enraizamento, as culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 ± 3°C, 

fotoperíodo de 16 h e radiação fotossintética ativa de 60 µmol.m-2.s-1 obtidas por lâmpadas 

brancas fluorescentes, e na etapa de aclimatização e cultivo em casa de vegetação as plantas 

foram mantidas a 70% de luminosidade. 

 

 3.6 Análise histológica 

 

 Para acompanhar a regeneração de brotos via organogênese direta foram utilizados o 

segmento cotiledonar cultivado em meio suplementado com 8,88 µM de BAP; e a organogênese 

indireta foi analisada em explantes foliares, cultivados em 4,44 µM de BAP. 

As amostras foram fixadas em FAA70 (formaldeído, ácido acético e etanol 70%, 1:1:18, 

v/v) (JOHANSEN, 1940) por 24 horas, a fim de bloquear o metabolismo das células 

(LOUREIRO et al., 2013).  Após fixação, as amostras foram submetidas à desidratação em série 

etílica crescente (álcool 70, 80, 90 e 100%) por duas horas; pré-infiltração à temperatura 

ambiente em álcool 100% e resina líquida (1:1) por duas horas e posterior infiltração em resina 

ativada por 4 horas.  

 As amostras foram montadas em histomoldes de polietileno 6 x 9 mm contendo resina 

de inclusão (resina ativada + endurecedor) e, imediatamente levadas à estufa a 40°C para 

endurecimento. Os cortes anatômicos foram realizados em micrótomo rotativo (LEICA 

RM2125RT) obtendo secções transversais do nó cotiledonar e secções longitudinais dos calos 

foliares, ambos com 5 μm de espessura. Em seguida, os tecidos foram submetidos à dupla 

coloração (0,1% de safranina e 0,1% de astra azul). Os cortes foram observados e fotografados 

em fotomicroscópio (LEICA DM500ICC50W). 

 

3.7 Análises bioquímicas 

 

 As análises bioquímicas foram efetuadas no Laboratório de Germinação (LAGER), 

localizados na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de 

Santana (UEFS). 
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3.7.1 Preparo dos extratos 

 

Os experimentos foram realizados em três tipos de tecidos: folha, caule e raiz, 

provenientes de plantas com 45 dias de idade cultivadas in vitro ou em casa de vegetação. Para 

compor os extratos, as amostras de cada tecido foram maceradas em almofariz, usando uma 

alíquota de 2 mL do extrator (tampão fosfato) para cada 200 mg do tecido (NOGUEIRA et al., 

2008). As amostras foram centrifugadas a 8000g por 10 minutos a 25°C. O sobrenadante, 

recolhido em eppendorfs foi armazenado em ultrafreezer para análise posterior.  

 

3.7.2 Análise de proteínas solúveis, açúcares solúveis totais e açúcares redutores 

  

 Os extratos obtidos dos diferentes tecidos foram utilizados para a quantificação dos 

teores de proteínas solúveis, determinadas colorimetricamente pelo método de Bradford (1976), 

utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como padrão; dos açúcares redutores (AR), pelo 

método do dinitrosalicilato (DNS) (MILLER, 1959), utilizando a glicose como padrão, e dos 

açúcares solúveis totais (AST), pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954), utilizando o 

ácido sulfúrico como padrão. Para todas as análises bioquímicas foram utilizadas três 

repetições, com três amostras cada.  

A leitura das absorbâncias realizada em espectrofotômetro foi determinada usando 

cuvetes de quartzo em um espectrofotômetro de feixe duplo (FEMTO 800XI) a um 

comprimento de onda λ= 595 nm para proteínas, λ= 540 nm para açúcares redutores e λ= 620 

nm para açúcares solúveis totais.  

 

3.7.3 Teor de clorofila 

 

O teor de clorofila total, clorofila a e clorofila b foi determinado em plantas de mesma 

idade (45 dias) em sistemas de cultivo in vitro e em casa de vegetação. Com base no método 

bioquímico, proposto por Arnon (1949), foram efetuadas nove repetições com 1 amostra de 0,2 

gramas de matéria fresca das folhas sadias e completas de P. peruviana, provenientes de cada 

sistema de cultivo. As amostras foram pesadas e posteriormente maceradas em almofariz com 

6 mL de acetona 80%. A suspensão foi filtrada em funil revestido de papel germitest em 

provetas de 20 mL protegidas da luminosidade por papel alumínio e seu volume completado 

com acetona 80% até 10 mL. As amostras foram recolhidas em tubos de ensaio e em seguida a 
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absorbância das amostras foi determinada usando cuvetes de quartzo em um espectrofotômetro 

de feixe duplo (FEMTO 800XI) a um comprimento de onda λ=663 nm (clorofila a) e λ= 645 

nm (clorofila b). O controle consistiu da solução extratora (Figura 6). 

Os cálculos para quantificação da clorofila, com base nos valores da absorbância foram 

realizados a partir das equações abaixo. 

 

Clorofila a (mg.mL-1) = 12,7 . A663 – 2,69A645 

Clorofila b (mg.mL-1) = 22,9 . A645 – 4,68A663 

Clorofila total (mg.mL-1) = 20,2 . A645 + 8,02A663 

 

 

Figura 6. Plantas em casa de vegetação e in vitro com 45 dias de idade (A, B). Maceração em acetona (C). Filtração 

em papel germitest (D). Extrato de clorofila (E). Cuvetes com a solução extratora e o extrato de clorofila (F). 

Medição da absorbância (G). Barra: 1 cm (A, B). UEFS/ Horto Florestal, Feira de Santana - BA, 2018. Fonte: 

Autora (2018). 

 

3.8 Análise fitoquímica 

 

 O preparo dos extratos foi realizado no Laboratório de Extração (LAEX) localizado na 

Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e 

a análise fitoquímica de todas as amostras foi realizada no Laboratório de Bioprospecção 

Vegetal (LABIV), da mesma instituição. 

 

3.8.1 Obtenção do extrato seco  
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Explantes de folha, raiz e caule oriundos de plantas com 45 dias de idade, provenientes 

da germinação in vitro e em casa de vegetação e de calos, obtidos a partir do explante folha, 

foram excisados e submetidos à secagem em estufa de circulação de ar à temperatura de 40°C, 

por 72 horas e posteriormente, trituradas em almofariz com pistilo. O material seco (1g) de cada 

amostra foi pesado em balança analítica e sua massa registrada para o cálculo de rendimento, 

de acordo com a equação Re (%) = (Pext/ Pmatveg) x 100. onde: Re = Rendimento total do 

extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pmatveg = Peso do material vegetal fresco (g) 

(RODRIGUES et al., 2011). 

O material seco (1 g) foi submetido a sonicação em sistema de ultrassom por 1 hora, 

com 30 mL de álcool metílico puro para análise. A solução filtrada foi concentrada por 

eliminação do solvente orgânico em estufa à 40ºC, resultando nos extratos brutos metanólicos 

da P. peruviana, utilizado para triagem fitoquímica qualitativa e para análise do perfil 

fitoquímico por Cromatografia a Líquidos de Alta Eficiência com Detector de Diodos (CLAE- 

DAD) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Material vegetal cultivado in vitro e em casa de vegetação (A, B). Caule seco (C). Caule triturado (D). 

Extratos secos de caule, folha, raiz e calos (E). Sonicação em sistema ultrassom (F). Extrato metanólico (G). 

Preparo para injeção em CLAE (H). Triagem em CLAE (I).  Barra: 1 cm (A, B, C). UEFS, Feira de Santana – BA, 

2018. Fonte: Autora (2018). 
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3.8.2 Análise de compostos fenólicos utilizando CLAE-DAD 

 

As análises dos extratos de folhas, caules e raízes de P. peruviana cultivadas in vitro e 

em casa de vegetação foram efetuadas em CLAE-DAD a fim de detectar a presença de 

substâncias fenólicas e para se obter o perfil de UV-Vis dos picos cromatográficos do extrato, 

através da comparação com padrões comerciais. Os solventes empregados nas análises foram 

metanol (Sigma-Aldrich®), acetonitrila da Merck®, ácido acético da Vetec® reagente de grau 

analítico e água purificada em sistema Milli-Q® a 18,2 MΩcm. Os padrões utilizados foram 

rutina, catequina, procianidina, epicatequina, quercetina, canferol e canferide da Sigma-

Aldrich. 

Os padrões e os extratos obtidos foram analisados através do sistema Merck-Hitachi 

LaChrom consistindo de bomba VarianPolaris, detector de arranjo de diodo (DAD) e injetor 

manual. A separação cromatográfica foi realizada em coluna LiChroCART Purospher StaR® 

RP18-e (250 mm x 4,6 mm i.d.) (5μm) (Merck®, Darmastad, Germany) combinado com pré-

coluna apropriada da Merck®.  As análises foram realizadas com tempo total de 41 minutos, a 

uma temperatura de 25ºC e com fluxo de 1 mL/min. O volume de injeção utilizado foi de 20 

µL e o monitoramento dos cromatogramas foi realizado em uma faixa de comprimento de onda 

210 a 600 nm com aquisição em 280 nm. O gradiente de eluição utilizado para análise dos 

padrões e extratos foi solução de ácido acético 0,7% (Fase A) e acetonitrila (MeCN) com 

solução de ácido acético 0,7% na proporção de 8:2 (Fase B).  

Para preparo das soluções injetadas, pesou-se 10 mg de cada extrato solubilizando-os 

em 2 mL do solvente orgânico (Fase B), obtendo-se concentração de 5 mg∕mL. As amostras 

foram filtradas em cartucho de Extração de Fase Sólida (Solid-Phase Extraction -SPE) para 

remover partículas que pudessem interagir com a coluna cromatográfica. Todas as amostras 

foram injetadas em triplicata. 

A solução padrão de 10 mL, composta pelos 7 padrões de flavonoides foram avaliadas 

a partir dos tempos de retenção e espectro no UV-vis de cada amostra. A identificação foi feita 

através da comparação dos tempos de retenção e espectro no UV-vis de cada amostra com os 

padrões de compostos fenólicos. Para confirmação, os extratos foram enriquecidos com 

padrões, e após injeção foram avaliados novamente o tempo de retenção e espectro do pico de 

interesse.  
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3.8.3 Quantificação dos compostos fenólicos totais por técnica espectrofotométrica  

 

 A quantificação dos fenólicos totais foi realizada pelo método espectrofotométrico de 

Folin-Ciocalteau (FC) (OLIVEIRA et al., 2009; SINGLETON et al., 1965) utilizando ácido 

gálico como padrão de referência. Foram preparadas a solução-reagente FC em água destilada 

1:10, e a solução de carbonato de sódio a 7,5%. Diluiu-se 10 mg dos extratos de P. peruviana 

em solução de 10 mL de metanol. 

Uma alíquota de 0,5 mL de ácido gálico e das soluções dos extratos de P. peruviana foi 

transferida para tubos de ensaio e lhe foram adicionados 2,5 mL do reagente FC. Essa solução 

ficou em repouso por 3 minutos e a ela foi acrescentada 2 mL da solução de carbonato de sódio 

7,5%. As amostras foram aquecidas em banho-maria a uma temperatura de 50°C por 5 minutos 

e em seguida, resfriadas em banho de gelo por 3 minutos. A reação resultante foi avaliada em 

Multiskan GO (Skanit software 3.2) em microplacas de 90 poços a um comprimento de onda  

𝜆 = 760 nm. 

Após as análises, as absorbâncias foram utilizadas para determinação das concentrações 

de compostos fenólicos totais expresso em gramas de ácido gálico equivalente a 100 g de 

extrato (g AGE.100g) (MINUSSI et al., 2003), a partir da curva de calibração do ácido gálico 

nas concentrações (0,1, 0,08, 0,06, 0,04, 0,02, 0,01 mg.mL-1) e o gráfico foi plotado no Excel. 

 

3.9 Análise estatística 

 

 Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) mediante programa 

estatístico SISVAR (FERREIRA, 2011), comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade de erro para os dados qualitativos ou por regressão para os dados quantitativos. 

Para a análise fitoquímica, todas as amostras foram analisadas em triplicata e os 

resultados apresentados como média ± desvio padrão. Para comparação das médias, realizou-

se análise de variância (ANOVA) e o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p < 0,05), 

com auxílio do software Prisma 4.0 (GraphPad).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Estabelecimento in vitro 

 

O método para a desinfestação das sementes foi eficiente, uma vez que 100% das 

unidades experimentais mostraram-se livre de contaminação fúngica e bacteriana, bem como 

de oxidação, o que pôde ser observado pela transparência dos meios de cultura até o final da 

etapa de germinação em todos os tratamentos. Um fator preponderante para o sucesso na etapa 

de estabelecimento in vitro é a escolha adequada do método de desinfestação dos explantes, 

pois embora se constitua num processo simples, é essencial para as etapas sequenciais da 

micropropagação.  

O estabelecimento in vitro por meio de sementes é uma alternativa propícia e vantajosa 

tanto para evitar agressões à planta matriz em seu ambiente natural, quanto pelo sucesso na 

desinfestação deste explante (FISCHER; ALMANZA-MERCHÁN, 2014). Ademais, a semente 

apresenta alta variabilidade genética, o que proporciona manutenção da variabilidade superior 

a outros métodos, sendo indicado para formação de coleção de plantas in vitro (BELLINTANI 

et al., 2007).  

Além disso, o estabelecimento de P. peruviana in vitro a partir de sementes justifica-se 

por tratar-se de uma espécie de ciclo curto, e que tem sua reprodução limitada aos dois primeiros 

anos de vida e por um máximo de quatro anos, desde que se desenvolva um plano de manejo 

adequado (FISCHER, 2000). 

O processo de germinação iniciou-se no quinto dia da inoculação das sementes in vitro, 

para os meios de cultivo MS ¾ e MS ½, enquanto para o meio MS a germinação iniciou-se no 

sétimo dia, período em que ocorreu a maior taxa germinativa em todos os meios testados (Figura 

8). Esses resultados corroboram Luis (2016), que obteve as maiores taxas de germinação em P. 

peruviana (96,96%) no sétimo dia após a semeadura in vitro. 

No décimo quarto dia da semeadura, 100% das sementes dos meios MS ½ e MS ¾ já 

haviam germinado, enquanto no meio MS ao final desse período a germinação se deu em 87% 

das sementes, totalizando 100% das sementes germinadas aos dezessete dias de cultivo; o que 

demonstra a alta capacidade da P. peruviana para germinar in vitro, e o elevado potencial para 

produção de mudas, independente do meio testado. Médias inferiores as obtidas neste estudo 

foram relatadas por Luis (2016) ao testar a germinação in vitro de P. philadelphica (69,3%) em 

meio MS, que ocorreu entre o sétimo e o décimo dia da semeadura. 
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Considerando que as sementes de P. peruviana apresentaram comportamento e picos de 

germinação semelhantes para os meios MS ¾ e MS ½, adotou-se nesse trabalho o meio MS ½ 

por amortizar os custos com a aquisição de macro e micronutrientes.  

A utilização do meio de cultivo MS em composições mais diluídas também foi relatada 

para a etapa de multiplicação da espécie P. peruviana: Chaves et al. (2005) usou o meio MS ¾ 

e Rodrigues et al. (2013) identificou o meio MS ½ como o mais adequado para a multiplicação 

da espécie, após avaliar as concentrações de sais do meio MS (1, 3/4, 1/2 e 1/3). 

O uso de meios com menores concentrações salinas é indicado por Oliveira et al. (2013) 

para o estabelecimento in vitro de P. angulata. Os autores avaliaram os efeitos dos meios de 

cultura WPM, MS e MS ½ e constataram que os meios WPM e MS ½ foram os mais propícios 

para o desenvolvimento inicial das plântulas. 

 

 

Figura 8. Frequência da germinação de sementes de Physalis peruviana L. em meio de cultura MS com diferentes 

concentrações de sais. UEFS, Feira de Santana-BA, 2017. 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a importância do estabelecimento do 

meio de cultura para germinação de uma espécie vegetal in vitro. De acordo com Caldas et al. 

(1998), os meios nutritivos usados para cultivar células, tecidos e órgãos vegetais fornecem as 

substâncias fundamentais para o crescimento dos tecidos e controlam boa parte do 

desenvolvimento in vitro. Dessa forma, é importante conhecer sobre o hábito e características 

peculiares da planta, de forma que se possa compor a formulação mineral mais adequada para 

a espécie a qual se deseja cultivar in vitro, considerando um menor custo. 
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4.2 Multiplicação 

  

Neste trabalho, a utilização de diferentes explantes, bem como a excisão em suas 

extremidades basal e apical foi essencial na avaliação do tecido vegetal e localização da área 

com maior potencial para provocar uma resposta morfogênica in vitro. De acordo com George 

(2008), a escolha do explante influenciará o tipo de resposta que se deseja obter, resultando em 

sucesso ou fracasso de todo o processo de micropropagação. 

Os explantes folha e cotilédone apresentaram resposta morfogênica apenas na base do 

explante, enquanto para os explantes nó cotiledonar, epicótilo e hipocótilo essa resposta ocorreu 

em ambas as extremidades do tecido, embora sem uniformidade para todas as amostras. A 

excisão nas duas extremidades é importante para estimular a divisão celular no local 

fragmentado e aumentar a área de superfície em contato com o meio, o que favorece maior 

absorção dos nutrientes pelos tecidos (KERBAUY, 2008). 

A análise de variância demonstrou que a interação EXP x BAP foi significativa (p ≤ 

0,05) para as variáveis porcentagem de explantes com calos (%EC), área do explante coberta 

com calo (AEC), número de brotos por organogênese direta (NB/OD) e porcentagem de 

explantes responsivos para formação de brotos por organogênese direta (%ERB/OD) (Tabela 

2). Para porcentagem de calos com brotos (%CB) e número de brotos por organogênese indireta 

(NB/OI) houve apenas efeito isolado significativo do explante (p ≤ 0,05) (Tabela 3).  

 
Tabela 3. Resumo da análise de variância para porcentagem de explantes com calos (%EC), área do explante 

coberta com calos (AEC), porcentagem de calos com brotos (%CB), número de brotos por organogênese indireta 

(NB/OI), número de brotos por organogênese direta (NB/OD), porcentagem de explantes responsivos para 

formação de brotos por organogênese direta (%ERB/OD) em diferentes explantes de Physalis peruviana L. em 

meio de cultura MS ½ suplementados com diferentes concentrações de BAP aos 30 dias do cultivo in vitro. Feira 

de Santana - BA, 2017. 

FV GL Quadrados médios 

  %ECX AECY %CBX NB /OIY NB/ODY %ERB/ODX 

EXP 5 5.456349** 73402274** 0.020626** 0.258158** 27218827** 514583333** 

BAP 4 0.693584** 2694522ns 0.000891ns 0.030917ns 1426137** 38156666667** 

EXP*BAP 20 0.337207** 6728070** 0.002265ns 0.023841ns 1129002** 217083333** 

ERRO 120 0.071153 1.304.937 0.001866 0.024367 0.043836 93.750.000 

CV%  29.25 27.15 4.26 14.90 14.00 46.85 

** significativo ao nível de 5% de probabilidade; ns não significativo ao nível de 5% de probabilidade. XDados 

transformados em arco-seno√%. YDados transformados pela função (x+1)0,5. 

 

Em meio de cultura isento de regulador vegetal não houve diferenças significativas entre 

os explantes folha, nó cotiledonar, epicótilo e hipocótilo, porém estes diferiram em relação ao 
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cotilédone e raiz, os quais apresentaram as menores médias para porcentagem de explantes com 

calos (%EC) (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Porcentagem de explantes com calos (%EC) e área do explante coberta com calo (AEC) em diferentes 

explantes de Physalis peruviana L. em meio de cultura MS ½ suplementados com diferentes concentrações de 

BAP. Feira de Santana - BA, 2017. 

 

BAP (µM) 

 

  EXPLANTES     

  %EC    

Cotilédone Folha Nó cotiledonar Epicótilo Hipocótilo Raiz 

0,00 10,0 b 55,0 a 75,0   a 75,0 a 55,0 a 0,00 b 

2,22 95,0 a 85,0 a 100,0 a 80,0 a 85,0 a 0,00 b 

4,44 45,0 c 90,0 ab 95,0   a 85,0 ab 60,0 bc 0,00 d 

6,66 75,0 ab 90,0 a 85,0   a 45,0 bc 60,0 ab 15,0 c 

8,88 55,0 b 95,0 a 95,0   a 25,0 bc 55,0 b 0,00 c 

CV% 29,25 

   AEC    

0,00 2,50   b 18,75 a 35,00 a 30,00 a 32,50 a 0,00 b 

2,22 23,75 a 32,50 a 37,50 a 25,00 a 26,50 a 0,00 b 

4,44 11,25 b 66,25 a 27,50 b 32,50 b 21,25 b 0,00 c 

6,66 16,25 ab 32,50 a 27,50 a 17,50 ab 20,00   a 8,75 c 

8,88 13,75 bc 28,75 ab 41,25 a 8,75   cd 20,00 abc 0,00 d 

CV% 27,15 

* Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

A formação dos calos representa uma resposta do tecido às injúrias, à indução química 

ou ao efeito do regulador vegetal, em suas diferentes concentrações, sobre o genótipo (SILVA 

et al., 2003). Assim, a calogênese na ausência de reguladores vegetais, sugere que há um 

balanço entre a auxina e a citocinina endógenas nos tecidos testados. De acordo com Nogueira 

et al. (2007), o balanço entre níveis endógenos desses hormônios podem induzir a proliferação 

celular e contribuir para que células somáticas diferenciadas e especializadas tornem-se 

desdiferenciadas. 

Na concentração de 2,22 µM de BAP apenas a raiz não apresentou potencial para a 

calogênese, tendo os outros explantes não diferido estatisticamente entre si para esta variável. 

Na concentração de 4,44 µM de BAP, o explante nó cotiledonar apresentou taxas superiores a 

cotilédone, hipocótilo e raiz para formação de calos, entretanto não diferiu de folha e epicótilo. 

Em 6,66 µM de BAP, os explantes folha e nó cotiledonar foram significativamente superiores 

a epicótilo e raiz, sem diferir dos explantes cotilédone e hipocótilo. Já na concentração de 8,88 

µM de BAP, a folha e o nó cotiledonar foram significativamente superior aos demais explantes 

utilizados, com 95% de calogênese para ambos os tecidos (Tabela 4).  

Neste trabalho, observou-se um potencial diferencial dos tecidos na formação de calos, 

o que confirma a importância de testes com diferentes explantes de uma mesma planta. 
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Elevadas taxas de formação de calos foram obtidas nos explantes folha e nó cotiledonar em 

todos os tratamentos testados (Tabela 4).  

Com relação a AEC, a raiz mostrou-se inferior aos demais explantes em todas as 

concentrações testadas, exceto em meio de cultura isento de BAP e suplementado com 8,88 µM 

de BAP, nos quais não diferiu estatisticamente dos explantes cotilédone e epicótilo, 

respectivamente. A calogênese nesse explante só ocorreu na concentração 6,66 µM de BAP, 

com uma área do explante coberta com calos de apenas 8,75% (Tabela 4), o que sugere a alta 

especialização celular em raízes de P. peruviana.  

Esses resultados corroboram os encontrados por Bertoncelli e Oliveira (2010), que ao 

trabalharem com P. pubescens obtiveram regeneração do sistema radicular com baixa produção 

de calos.  A ausência de resposta morfogênica nos tecidos da raiz foi demonstrada por Lima-

Brito (2011) e Vidal (2008) em testes com diferentes concentrações de BAP, nas espécies 

Comanthera mucugensis subsp. mucugensis e P. angulata, respectivamente. De acordo com 

Lemos (2010), algumas células, mesmo quando estimuladas por reguladores vegetais nunca se 

tornam morfogênicas, pois perderam sua capacidade de se rediferenciar e formar tecidos. 

Os explantes folha, nó cotiledonar, epicótilo e hipocótilo não diferiram estatisticamente 

entre si para a área de cobertura do explante com calos, mas foram significativamente superiores 

as médias do cotilédone, em meio isento de regulador. Em 2,22 µM de BAP, apenas o explante 

raiz divergiu estatisticamente em relação aos demais explantes. Na concentração de 4,44 µM 

de BAP, o explante foliar apresentou a maior expansão da área coberta com calos (62,25%), já 

na concentração de 8,88 µM de BAP a folha não diferiu do nó cotiledonar e do hipocótilo 

(Tabela 4).  

A análise de regressão para os tratamentos com BAP foi significativa apenas para o 

explante folha, evidenciando um modelo matemático quadrático ascendente para o percentual 

de explantes com calos, sendo o valor máximo estimado (95,56%) obtido na concentração de 

6,84 µM de BAP (Figura 9).  

Não há informações disponíveis na literatura acerca do uso de BAP para indução de 

calos organogênicos em Physalis. Nesse trabalho, os resultados demonstram que baixas 

concentrações dessa citocinina são suficientes para induzir altas médias para %EC na espécie 

em estudo, corroborando Bertoncelli e Oliveira (2010) que demonstraram que explantes de 

pecíolo e caule de P. pubescens quando submetidos a concentrações de 2,22 µM de BAP isolado 

ou em associação com de 2,68 µM de ANA originam calos com potencial embriogênico. 
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Figura 9. Porcentagem de explantes com calos (%EC) em explantes foliares de Physalis peruviana L. cultivados 

in vitro em diferentes concentrações de BAP. UEFS, Feira de Santana – BA, 2017. 

 

Estudos com outras herbáceas, como a Cissus verticillata L. Nicolson & C. E. Jarvis, 

realizado por Rocha et al. (2013), indicaram que as maiores porcentagens de cobertura do 

explante foram observadas nos tratamentos com 5,77 µM e 17,76 µM de BAP, em que todos 

os explantes apresentaram 100% da área foliar coberta com calo. Já Rodrigues e Almeida 

(2010), conseguiram 100% da área foliar coberta com calos para a Cissus sicyoides L., 

utilizando a dosagem de 26,64 µM de BAP. As respostas diferenciais de cada espécie em 

resposta a diferentes concentrações de BAP justifica o estabelecimento de protocolos 

específicos. 

A formação de calos em P. peruviana é uma característica relevante para a obtenção de 

metabólitos secundários de importância econômica, os quais têm sido utilizados na indústria 

farmacêutica e de produtos alimentícios. Além disso, a calogênese é importante quando se visa 

o melhoramento genético devido ao potencial de variabilidade genética associado à formação 

de calos (NIKAN; SHITOLE, 1999). 

Os calos oriundos das folhas apresentaram coloração variando entre branco, bege claro, 

bege escuro e translúcido (Figura 10). De modo geral, os calos eram friáveis, independente da 

coloração e sua formação ocorreu na superfície adaxial para todas as concentrações testadas, 

exceto quando em 4,44 µM de BAP, na qual os calos formaram-se também na parte abaxial 

(Figura 10). De acordo com George (2008), características do calo, tais como a textura e 

morfologia, variam conforme os constituintes do meio nutritivo e as dosagens de reguladores, 

o que pode resultar em calos compactos ou friáveis. 
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Figura 10. Calogênese em explantes foliares cultivados em meio MS½ sob diferentes concentrações de BAP. Calos 

na região abaxial com coloração bege (A). Calos na região adaxial: coloração bege (A, B, C, F), coloração verde 

(E), coloração branco e translúcida em algumas regiões (G), coloração branca (H). Barra: 1 cm. Fonte: Autora 

(2017). 
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A presença do pigmento antocianinas foi identificada em folhas (Figura 11-G) e calos 

das plantas oriundas desse experimento, esse pigmento geralmente ocorre em culturas cujas 

espécies já produziam naturalmente. Embora não haja registros de trabalhos sobre a presença 

de antocianinas na espécie P. peruviana, esse metabólito já foi observado por Vidal (2008), em 

P. angulata na base da plântula e na parte área. Em meio livre de regulador vegetal, verificou-

se uma intensa rizogênese no tecido foliar (Figura 11-H). 

De modo geral, para as variáveis EC e AEC, os explantes folha e nó cotiledonar 

apresentaram os melhores resultados em todas as concentrações de BAP testadas, mas 

considerando que o explante foliar proporcionou um bom potencial para a formação de calos 

(95% dos explantes com calos em meio suplementado com BAP), uma área coberta com calos 

de 66,25% quando comparada aos outros explantes em meio de cultura suplementado com 4,44 

µM de BAP e pela possibilidade de se obter maior número de explantes numa única planta, esse 

explante foi selecionado para indução da calogênese, com vistas a obtenção de brotos por 

organogênese indireta. 

Na análise da organogênese indireta, para a variável porcentagem de calos com brotos 

(Figura 11 – C, D), o explante folha diferiu dos demais, apresentando 15,92% de regeneração, 

com uma média de 0,71 brotos por explante (Tabela 5). Para os demais explantes, a 

porcentagem de explantes responsivos à regeneração de brotos e o número de brotos não 

apresentaram diferenças significativas entre si (Tabela 5). Este resultado é vantajoso, 

considerando a disponibilidade de maior número de explantes foliares por planta, permitindo 

assim alta taxa de multiplicação a partir de uma planta matriz.  Esses relatos discordam dos 

obtidos para a P. pubescens (BERTONCELLI; OLIVEIRA, 2010) e para outras plantas 

medicinais, como a Cissus verticillata L. Nicolson & C. E. Jarvis (ROCHA et al., 2013) e Cissus 

sicyoides L. (RODRIGUES; ALMEIDA, 2010), nos quais os autores não obtiveram 

regeneração de brotos em calos oriundos das folhas. 

 

Tabela 5. Efeito do explante sobre a porcentagem de calos com brotos (%CB) e número de brotos obtidos por 

organogênese indireta (NB/OI) a partir de diferentes explantes de Physalis peruviana L. Feira de Santana - BA, 

2017. 
 

*Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. 

EXPLANTE  %CB   NB /OI 

Cotilédone  0,00   b  0,01 b 

Folha  15,92 a  0,71 a 

Nó cotiledonar  0,00   b  0,03 b 

Epicótilo  0,13   b  0,01 b 

Hipocótilo  0,13   b  0,02 b 

Raiz  0,00   b  0,00 b 

CV%    4,26       14,90 
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Em estudos com outras Solanaceaes, Dill (2014) e Tavares (2009), regeneraram, 

respectivamente, brotos de Rosmarinus officinalis e Cyphomandra betacea pela via indireta. A 

primeira, a partir de calos caulinares provenientes de meio sem reguladores transferidos para 

meio MS acrescido de 2,22 µM de BAP (65%), a segunda, a partir de calos oriundos dos 

segmentos nodais em meio com 2,00 µM de BAP (56,36%). 

Para a variável número de brotos por explante via organogênese direta, o explante nó 

cotiledonar apresentou capacidade acentuada para regenerar brotos por organogênese direta em 

todas as concentrações testadas quando comparado aos demais explantes (Tabela 6). Esses 

resultados demonstram a eficiência desse explante na multiplicação celular da P. peruviana. A 

regeneração dos brotos por essa via de regeneração é importante, pois além de dar-se 

brevemente e com um menor custo, proporciona menor risco de variação genética (GEORGE, 

2008), o que é essencial para a produção de mudas em escala comercial.  

 

 

Figura 11. Morfogênese in vitro de Physalis peruviana L. quando suplementado em meio de cultura MS ½ 

suplementado com BAP a partir do explante folha. Explante foliar (A). Calogênese em meio com 4,44 µM de BAP 

(B). Organogênese indireta em meio suplementado com 4,44 µM de BAP (C, D). Organogênese direta em meio 

com 4,44 µM de BAP (E, F). Pigmento antocianina em folha cultivada in vitro (G). Intensa rizogênese em meio 

isento de regulador vegetal (H). Barra: 1 cm. Fonte: Autora (2017). 
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Tabela 6. Média do número de brotos por explante obtido por organogênese direta (NBE/OD) e porcentagem de 

brotos por organogênese direta (% Brotos/OD) em Physalis peruviana L. aos 30 dias de cultivo em meio de cultura 

MS ½ suplementados com diferentes concentrações de BAP. Feira de Santana - BA, 2017. 

BAP (µM) 

 

EXPLANTES 

NBE/OD 

Cotilédone  Folha     Nó cotiledonar Epicótilo Hipocótilo Raiz 

0,00 0,00    b 0,00    b 2,284   a 0,05    b 0,00    b 0,00    b 

2,22 0,00    b 0,35    b 11,05   a 0,00    b 0,00    b 0,00    b 

4,44 0,10    c 0,50    c 13,65   a 1,85    b 0,05    c 0,00    c 

6,66 0,05    b 0,75    b 15,75   a 0,85    b 0,00    b 0,00    b 

8,88 0,00    b 0,00    b 23,55   a 0,00    b 0,15    b 0,00    b 

CV% 14,00 

   % Brotos (OD)    

0,00 0,00  b 0,00   b 100,00 a 5,00  b 0,00  b 0,00 b 

2,22 0,00  b 10,00 b 100,00 a 0,00   b 0,00  b 0,00 b 

4,44 5,00  d 20,00 bc 100,00 a 35,00 b 5,00  cd 0,00 d 

6,66 5,00  b 15,00 b 100,00 a 10,00 b 0,00   b 0,00  b 

8,88 0,00  b 0,00   b 100,00 a 0,00   b 10,00  b 0,00  b 

CV% 46,85 

* Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. 

 

A análise de regressão foi significativa para o explante nó cotiledonar, cujo modelo 

linear crescente foi o mais representativo para essa variável, evidenciando que o suprimento 

exógeno de BAP ao meio de cultura potencializou a multiplicação, promovendo o aumento no 

número de brotos, o qual atingiu na concentração 8,88 µM de BAP uma média de 23,55 brotos 

por explante (Figura 12). 

Similarmente, trabalhando com o explante nó cotiledonar, os autores Jahirhussain et al. 

(2016) utilizando meio MS ½ e Sheeba et al. (2010) usando meio MS e 8,88 µM de BAP, 

obtiveram, para a P. minima, média de 13,4 brotos por explante e 19,0 ± 8,59 brotos por 

explante, respectivamente. Já Afroz et al. (2009), em experimentos com a P. minima e 

Ramasubbu (2009), trabalhando com a espécie P. angulata obtiveram os melhores resultados 

de brotações em nó cotiledonar em concentrações de 4,44 µM de BAP e meio MS. 

Utilizando o nó cotiledonar são relatados na literatura resultados que divergem dos 

obtidos neste estudo em relação à concentração de BAP para obtenção de brotos via 

organogênese direta: Chaves et al. (2005) e Rodrigues et al. (2013) verificaram em P. peruviana 

o maior número de brotações (1,75 brotos por explante) e (3,0 brotos por explante) em 

concentrações de 1,33 µM de BAP e 5,77 µM de BAP, respectivamente. Oliveira et al. (2013), 

conseguiram a maior taxa de brotos (2,84 brotos por explante) para a P. angulata, utilizando a 

concentração 1,33 µM de BAP. Sabe-se que a competência morfogênica é um processo 

complexo e tais diferenças indicam que a concentração dos reguladores, o local de excisão, o 

tipo de tecido, bem como o genótipo podem determinar a taxa de multiplicação e a via de 
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regeneração dos brotos, comprovando as afirmações de Costa et al. (2015), ao relatar que dentro 

de um mesmo gênero e até de uma mesma espécie, os genótipos podem responder distintamente 

aos processos morfogênicos in vitro.  

 

 

Figura 12. Média do número de obtido por organogênese direta (NBE/OD) em nó cotiledonar de Physalis 

peruviana L. aos 30 dias de cultivo em meio de cultura MS ½ suplementados com diferentes concentrações de 

BAP. UEFS, Feira de Santana – BA, 2017.brotos por explante  

 

Um fator que deve ser levado em consideração na micropropagação é o tamanho dos 

brotos, uma vez que quando muito reduzido dificulta sua individualização na repicagem e 

requer uma fase posterior de alongamento antes ou durante o processo de enraizamento. Os 

testes de multiplicação para a P. peruviana, mostrou que embora o aumento na concentração 

do BAP tenha promovido maior número de brotações, os brotos, em geral, eram pequenos ou 

pouco alongados (1 cm). Em contrapartida, quando submetido a meio sem regulador vegetal 

observou-se queda no número de brotos, seguido de maior crescimento dos mesmos (4 cm), o 

que pode estar relacionado ao efeito da citocinina na quebra da dominância apical, indução de 

novos brotos e promoção de brotações mais curtas.  

Efeitos similares aos encontrados nesse trabalho foram relatados por Chaves et al. 

(2005) e Rodrigues et al. (2013), ao observarem efeitos de BAP em brotos de P. peruviana, os 

quais verificaram maior comprimento dos brotos na ausência da citocinina e menor 

comprimento das brotações quando suplementaram o meio MS ½ com 1,33 µM de BAP e 5,77 

µM de BAP, respectivamente. Vidal (2008) também obteve maior comprimento dos brotos em 

P. angulata cultivadas em meio isento de BAP e menor comprimento em meio de cultura 

suplementado por BAP isolado ou em associação com outros reguladores de crescimento. 
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Flores et al. (2009) também verificaram que o comprimento dos brotos em Pfaffia 

glomerata (Spreng.) foram inversamente proporcionais às concentrações de BAP adicionadas 

ao meio de cultivo, sendo os maiores comprimentos registrados na ausência do regulador.  

Os resultados verificados nesse trabalho ratificam as afirmações de Gratapaglia; 

Machado (1998) de que o aumento nas concentrações de BAP surtem efeito positivo na 

produção de partes aéreas até determinada concentração, e que a partir desta pode haver inibição 

no alongamento dos tecidos. Esta resposta pode ter sido influenciada pela ação da citocinina no 

aumento de divisões celulares, porém produzindo células de menor tamanho (TAIZ; ZEIGER, 

2009), o que consequentemente reduziu o tamanho dos brotos. 

Estatisticamente o explante nó cotiledonar foi significativamente superior aos explantes 

cotilédone, folha, epicótilo, hipocótilo e raiz em todas as concentrações testadas, cuja taxa 

máxima de explantes responsivos foi 100%, enquanto os demais explantes não diferiram entre 

si, exceto para a concentração 4,44 µM de BAP (Tabela 6).  

Os resultados encontrados nesse trabalho, discordam daqueles obtidos por Silva et al. 

(2006), com a espécie Cucurbita pepo L., no qual observaram aumento da percentagem de 

explantes cotiledonares com brotações adventícias, atingindo um máximo de 70% na 

concentração de 8,88 µM de BAP adicionado ao meio de cultivo. 

Além dos fatores discorridos acima, aspectos qualitativos devem ser analisados, pois é 

fundamental que ao obter altas taxas de regeneração nas brotações, a boa qualidade e tamanho 

das partes aéreas acompanhem esse fator, pois isso determinará o sucesso das etapas posteriores 

da micropropagação. 

Ao avaliar o aumento da taxa proliferativa para o explante nó cotiledonar via 

organogênese direta, o modelo de regressão apresentou comportamento quadrático ascendente 

(p < 0,05), com o qual estima-se atingir o número máximo (19,56 brotos por explante) na 

concentração de 12,50 µM de BAP. Observa-se que a partir desse ponto, concentrações 

superiores de BAP promovem um decréscimo considerável na formação de brotos de P. 

peruviana (Figura 13).  

Em relação ao aspecto dos brotos, os resultados obtidos nesse experimento foram 

similares aos obtidos no experimento anterior, nos quais meio isento de regulador promoveu 

menor taxa proliferativa, porém os brotos eram mais alongados.  

Nesse experimento, a porcentagem de explantes responsivos para a formação de brotos 

por organogênese direta foi de 100% para todas as concentrações de BAP testadas.  
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Figura 13. Média do número de brotos por explante (NBE) obtido por organogênese direta em nó cotiledonar de 

Physalis peruviana L. aos 30 dias de cultivo em meio de cultura MS ½ suplementados com diferentes 

concentrações de BAP. UEFS, Feira de Santana – BA, 2017. 

 

 

4.3 Enraizamento in vitro 

  

 A etapa de enraizamento foi necessária para P. peruviana visto que um número reduzido 

de brotos apresentou raízes e essas foram pequenas, em pequeno número e frágeis. Não houve 

diferença significativa entre a porcentagem de enraizamento entre os tratamentos com carvão 

ativado e sem carvão ativado. Aos 30 dias, 100% das plantas cultivadas nos dois tratamentos 

enraizaram e de modo geral, as raízes foram finas, longas e ramificadas. 

As raízes finas constituem um recurso essencial para as plantas acessarem os nutrientes 

do solo, sendo seu comprimento e ramificações indicadores da capacidade de absorção, assim, 

quanto maior o enraizamento maior a capacidade de explorar o solo e aproveitar os nutrientes 

e a água disponíveis, o que garante maior taxa de sobrevivência e melhor desenvolvimento das 

plantas ex vitro (FREITAS et al., 2008; SAINI et al., 2013). 

 Não há relatos específicos para enraizamento em P. peruviana in vitro com carvão ativo. 

Os resultados encontrados nesse trabalho corroboram os obtidos por Contreras e Almeida 

(2003) e Vidal (2008), para a P. ixocarpa e P. angulata, respectivamente, as quais enraizaram 

sem suplementação de auxina, o que sugere que essas espécies dispõem de altas concentrações 

de auxina endógena, fator importante para a redução dos custos, já que não há necessidade do 

uso de carvão e nem de reguladores vegetais para induzir as raízes.  

 

4.4 Aclimatização 
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Durante a etapa de aclimatização observou-se altas taxas de sobrevivência das plantas 

em todos os tratamentos testados, com uma porcentagem de sobrevivência de 100% aos 90 dias 

da transferência, o que demonstra que essa espécie possui alta capacidade de resistência quando 

submetidas a transição entre as condições in vitro e ex vitro, sugerindo que a aclimatização não 

se constitui num fator limitante à micropropagação da P. peruviana. 

Altas taxas de sobrevivência foram relatadas para as espécies P. peruviana, P. alkekengi 

e P. angulata, por Luis (2016), Muniz (2013) e Pereira (2011), os quais obtiveram 100% de 

sobrevivência das plantas aclimatizadas, usando, respectivamente, substratos: (terra, turfa e 

areia), Tecnomax® e terra vegetal. Afroz et al. (2009) e Intzaar et al. (2013), alcançaram taxas 

próximas (90% de sobrevivência) às obtidas por esses autores e às alcançadas nesse trabalho, 

para P. minima após transferência do ambiente in vitro para o ex vitro em substratos: (solo, 

areia e composto) e (turfa e areia), respectivamente.  

Resultados inferiores aos obtidos neste trabalho foram relatados na aclimatização de P. 

peruviana e P. angulata. Para a primeira espécie foi verificado 68,75% utilizando como 

substrato comercial Tecnomax® (MUNIZ, 2013), e para a segunda, taxas de sobrevivência de 

50%, utilizando a fibra do coco e solo (RAMASUBBU, 2009). 

Embora não tenham sido estimados os dados quantitativos referentes ao 

desenvolvimento das plantas aclimatizadas, todas as amostras tiveram comprimento médio de 

19 cm aos 30 dias da transferência, sendo notável o crescimento das mudas ao final do 

experimento. 

 

4.5 Análise histológica  

 

As análises histológicas durante a etapa de multiplicação permitiram confirmar que a 

regeneração dos brotos em P. peruviana ocorreu por duas vias organogênicas: direta, pela 

formação de brotos no explante nó cotiledonar, em meio de cultura contendo 8,88 µM de BAP; 

e indireta a partir do explante folha em meio suplementado com 4,44 µM de BAP (Figura 14). 

Estudos morfológicos e anatômicos permitem elucidar o processo de organogênese in 

vitro, sendo os cortes histológicos essenciais para confirmação das vias de regeneração dos 

brotos, excluindo a probabilidade de interpretações equivocadas sobre a origem dos brotos 

formados a partir das gemas provenientes dos explantes (ALVES et al., 2004).  

Em corte transversal do nó cotiledonar observou-se formação de zona meristemática a 

partir de células diferenciadas maduras na região do córtex, na qual a diferenciação dos 
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primórdios foliares culminou na diferenciação dos brotos, cuja conexão vascular com os tecidos 

do explante caracterizou o processo de regeneração por organogênese direta (Figura 14 B, C). 

O corte longitudinal dos calos induzidos no explante folha revelou a formação de 

estruturas esféricas contendo centros morfogênicos organizados, com células pequenas, 

indiferenciadas, algumas mais alongadas que outras (Figura 14 E). De acordo com Nepomuceno 

(2012) as células mais alongadas, como as visualizadas nesse trabalho, no tecido do calo podem 

sinalizar o início da diferenciação celular. Na Figura 14 D, pode ser observado pontuações 

verdes correspondentes a formação de gemas (Figura 14 E), as quais se diferenciaram formando 

meristemóides (Figura 14 F) e o início da formação de brotos adventícios (Figura 14 F), 

comprovando a organogênese indireta. Embora a multiplicação de células indiferenciadas de 

forma desordenada caracterize os calos, alguns tipos celulares presentes nesse tecido podem 

voltar a se diferenciar e apresentar-se associadas aos centros de morfogênese, constituindo 

órgãos, como os brotos (GEORGE, 2008).  

 

 

Figura 14. Organogênese direta de Physalis peruviana L. a partir do explante nó cotiledonar cultivado em 8,88 

µM de BAP e organogênese indireta de segmentos foliares em 4,44 µM de BAP. Vista geral dos brotos 

provenientes de nó cotiledonar (A). Secção transversal do nó cotiledonar (B). Ampliação dos centros 

meristemáticos (C). Vista geral (D) e secção longitudinal dos calos com meristemóides (E). Iniciação de brotos 

(F). Barra: 1cm (A, D).  zm = zona mesristemática; gm = gemas; mr = mesristemóides. br = brotos adventícios. 

UEFS, Feira de Santana - BA, 2018. 

 

4.6 Análises bioquímicas 

 

4.6.1 Análise de proteínas solúveis, açúcares redutores e açúcares solúveis totais  
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A análise bioquímica dos extratos de P. peruviana revelou que a concentração de 

metabólitos primários não diferiu entre os ambientes de cultivo, nos três tipos de tecidos 

avaliados, exceto para o teor de açúcares solúveis totais em que o cultivo ex vitro proporcionou 

maior concentração desse metabólito em tecidos foliares (Figura 15). 

Os extratos foliares de plantas cultivadas ex vitro e in vitro apresentaram maior teor de 

proteínas do que os extratos de caule e raiz cultivados sob as mesmas condições (Figura 15 A). 

Esses resultados sugerem maior utilização de aminoácidos livres para a síntese de proteínas no 

tecido foliar, enquanto no tecido caulinar e radicular o menor teor pode estar associado a maior 

atividade catabólica de proteínas. De acordo com Muller (2008) o aumento no teor de proteínas 

em um tecido indica alterações no metabolismo celular, os quais determinam a necessidade de 

proteínas específicas para garantir que suas funções sejam executadas.  

Comportamento similar foi observado para o teor de açúcares redutores (AR). Os 

extratos de folhas apresentaram maiores teores quando comparado aos extratos de caules e 

raízes sob as mesmas condições de cultivo (Figura 15 B). Verifica-se que há uma relação 

inversa entre o teor de AR e a síntese de proteínas nas plantas de P. peruviana nos diferentes 

tecidos analisados: o teor de AR menor em relação ao teor de proteínas nos mesmos tecidos 

pode ser justificado uma vez que a energia necessária para a síntese de proteínas é liberada pelo 

catabolismo dos carboidratos (TAIZ; ZEIGER, 2013). 

Quanto ao teor de AST, a folha foi significativamente superior apenas ao explante raiz, 

nos dois ambientes de cultivo. O teor de AST diferiu em folhas de plantas de P. peruviana 

cultivadas ex vitro e in vitro, sendo maior em plantas cultivadas ex vitro, enquanto para os 

explantes de caule e raiz o teor desse metabólito não diferiu entre os ambientes avaliados 

(Figura 15 C). O maior teor de açúcares solúveis em folhas cultivadas ex vitro reflete o estado 

metabólico da fotossíntese e a capacidade de translocação destes para os tecidos de reserva, ao 

mesmo tempo em que sugere que as folhas atuam como fonte de fotoassimilados. Em casa de 

vegetação, as plantas absorvem maior quantidade de luz resultando na maior produção de 

fotoassimilados e maior teor de açúcares solúveis totais, principalmente nas folhas 

(CARVALHO et al., 2006), enquanto a redução dos teores de AST em P. peruviana cultivadas 

in vitro possivelmente ocorreu em virtude das baixas taxas fotossintéticas proporcionadas por 

lâmpadas brancas fluorescentes, com consequente menor síntese de açúcares.  

Não há relatos na literatura acerca das características bioquímicas de folha, caule e raiz 

para espécies do gênero Physalis, o que ressalta a importância de estudos de caracterização para 

que o potencial biológico e medicinal desses órgãos possa ser explorado.  
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Figura 15. Teores de proteínas solúveis totais (A), Açúcares redutores (B) e Açúcares solúveis totais (C) em 

explantes de folha, caule e raiz de Physalis peruviana L. obtidos de plantas aos 45 dias de germinação das sementes 

em ambiente ex vitro e em ambiente in vitro. Feira de Santana, 2018. 
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4.6.2 Teor de clorofila  

 

 Várias técnicas para extração e quantificação de pigmentos fotossintéticos foram 

testadas por Tanan et al. (2017), entretanto, a maceração de tecidos vegetais em 80% de acetona 

seguida da filtração revelou-se o mais eficiente para a espécie P. angulata, e nesse trabalho 

mostrou-se eficaz para a P. peruviana.  

Diversos trabalhos têm mostrado que os teores de pigmentos são influenciados pelas 

variações ambientais e experimentais (DIN et al., 2011; PEI et al., 2010; TERZI et al., 2010). 

Neste trabalho, as concentrações de clorofila apresentaram variações entre os ambientes de 

cultivo in vitro e em casa de vegetação.  Os teores de clorofila nas folhas são utilizados para 

estimar a capacidade fotossintética das plantas, pela sua ligação direta com a assimilação e 

transferência de energia luminosa ao crescimento e à adaptação a diversos ambientes 

(OLIVEIRA et al., 2013). 

Vários fatores têm sido apontados como responsáveis por limitar a atividade 

fotossintética de plantas in vitro, dentre os quais, a reduzida intensidade luminosa, a baixa 

concentração de CO2 no recipiente de cultivo e a sacarose adicionada ao meio de cultura que é, 

em geral, a única ou principal fonte de carbono para o crescimento e desenvolvimento das 

plantas in vitro (DECCETTI et al., 2008).  

Nesse trabalho, o maior teor de clorofila a foi observado em plantas cultivadas em casa 

de vegetação, diferindo do ambiente in vitro (Tabela 7). Assim a redução do teor de clorofila a 

em P. peruviana cultivadas in vitro pode indicar uma menor absorção da luz por parte desta, 

limitando sua taxa fotossintética e se constituindo num importante indicador de produtividade 

dessa espécie nos ambientes testados.  

Em sistemas de cultivo in vitro, como a taxa de fotossíntese é mínima, o principal 

suprimento energético da planta é a sacarose adicionada ao meio de cultura, porém de acordo 

com Hdider e Desjardins (1994), essa substância limita a síntese de clorofila das plantas 

produzidas. Badr et al. (2011), defendem que suplementar o meio com esse carboidrato provoca 

alterações consideráveis na bioquímica e fisiologia das plantas cultivadas in vitro, dessa forma 

pode-se sugerir que outro fator responsável pela redução no teor de clorofila em P. peruviana 

cultivadas sob essas condições foi a presença desse carboidrato. 

Alguns autores evidenciaram que plantas submetidas a concentrações de sacarose entre 

20 a 30 g.L-1 apresentaram quantidades significativas de açúcares solúveis na folha, sob a forma 

de grãos de amido no cloroplastídeo, o que pode inibir a síntese de rubisco e clorofila, impedir 
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a regeneração do substrato RuBP pela carência em fosfato inorgânico no estroma do 

cloroplastídeo e consequentemente, reduzir as taxas fotossintéticas (JACKSON, 1999; 

KANECHI et al., 1998). 

Com relação aos teores de clorofila b acumulados nos tecidos das plantas de P. 

peruviana, o cultivo em casa de vegetação favoreceu a síntese do pigmento diferindo 

estatisticamente do cultivo in vitro, com concentrações médias de 16,67 e 12,46 µg/g, 

respectivamente (Tabela 7).  

Por sua vez, conforme observado na Tabela 7, o teor bruto de clorofila b em plantas de 

P. peruviana in vitro foi superior ao da clorofila a, o que pode ser considerado como uma 

importante adaptação e vantagem para a planta, uma vez que a clorofila b absorve 

comprimentos de onda diferente da clorofila a e a transfere ao centro de reação, maximizando 

a captura de energia utilizada nas reações fotoquímicas da fotossíntese (TAIZ; ZEIGER, 2013). 

Além disso, a maior concentração de clorofila b pode estar associada à resposta das plantas in 

vitro diante das limitações nas condições luminosas de modo a utilizá-la da forma mais eficiente 

possível (MARTINS et al., 2010), a baixa quantidade total de fluxo de fótons recebidos 

(DIGNART, 2006), e a uma degradação mais lenta da clorofila b em relação a clorofila a 

(ENGEL; POGGIANI, 1991). 

Do mesmo modo, Costa et al. (2009), trabalhando com duas cultivares de morango 

(Fragaria spp.), constatou valores médios de clorofila b superiores aos da clorofila a em ambas 

as cultivares submetidas a ambientes com menor intensidade luminosa.  

Os maiores teores de clorofila total para a espécie em estudo foram apresentados por 

plantas cultivadas em casa de vegetação (Tabela 7), corroborando os dados encontrados por 

Ramasubbu (2009) para a P. angulata. O teor de clorofila total é um importante indicativo da 

eficiência na produção de energia da planta, entretanto isso dependerá também do equilíbrio 

entre as frações de clorofila a e b (LUIS, 2016).  

 

Tabela 7. Teores de clorofila a, b e total (µg/g de matéria fresca) em folhas de Physalis peruviana L. submetidas 

a cultivo in vitro e em casa de vegetação aos 45 dias de idade. Feira de Santana - BA, 2017. 

Ambiente  Clorofila a   Clorofila b Clorofila total 

In vitro 9,77  b 12,46 b 22,24 b 

Casa de vegetação 18,78 a 16,67 a 35,45 a 

CV% 17,43 26,89 20,44 

* Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro.   
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O genótipo da planta também pode influenciar no acúmulo de pigmentos fotossintéticos 

em diferentes ambientes. Borghezan et al. (2003), testando diferentes genótipos de porta 

enxerto de videira (Vitis spp.), comprovaram que dois deles apresentaram maior teor de 

clorofila total nos tecidos quando no ambiente in vitro em comparação ao material aclimatizado 

em casa de vegetação, ocorrendo o contrário com os demais genótipos. 

Embora o teor de clorofila total e suas frações tenham diferido estatisticamente nos dois 

ambientes de cultivo, os teores de clorofila produzidos pela P. peruviana cultivadas in vitro 

evidenciou que esse parâmetro não foi limitante ao funcionamento do aparato fotossintético, o 

que é comprovado pela alta taxa de sobrevivência e boa aparência das plantas aclimatizadas. 

 

4.7 Análise fitoquímica 

 

4.7.1 Rendimento do extrato seco 

 

Com a extração metanólica observou-se diferenças entre os tecidos cultivados in vitro e 

ex vitro. Os tecidos cultivados in vitro apresentaram altas taxas para rendimento das amostras: 

o caule in vitro apresentou rendimento de 43,22%, folha (39,31%), calos (34,61%) e raiz in 

vitro (19,82%) (Tabela 8).  

 
Tabela 8. Rendimento (%) dos extratos de folha, caule e raiz de Physalis peruviana L. cultivados in vitro e em 

casa de vegetação e dos calos obtidos in vitro de extratos metanólicos. Feira de Santana - BA, 2018. 

Ambiente Folha Caule Raiz Calos 

In vitro  39,31 43,22 19,82 34,61 

Casa de vegetação 18,93 19,00 13,12 - 

  

4.7.2 Análise qualitativa por CLAE-DAD 

 

Os cromatogramas mostram a similaridade do perfil químico dos extratos de calos em 

relação aos extratos de folha, caule e raiz in vitro, quando comparados nos primeiros 4 minutos 

do método (Figura 16). Contudo, o extrato dos calos destacou-se quanto a produção de 

metabólitos, visto que exibiu em seu cromatograma picos que não estão presentes nos extratos 

dos demais explantes, demonstrando que os calos constituem boa fonte de compostos fenólicos 

para a espécie, estando de acordo com os dados descritos na literatura. Rebouças (2009) afirma 

que o cultivo de calos permite o desenvolvimento de culturas de células que acumulam 

compostos em níveis mais elevados do que a planta da qual elas se originaram. 
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Figura 16. Perfil cromatográfico obtido em HPLC. Calos de Physalis peruviana L. obtidos do explante folha 

cultivados in vitro em meio suplementado com 4,44 µM de BAP (A). Ampliação dos cromatogramas dos calos 

entre 5 e 40 minutos (B). Fonte: Autora (2018). 

 

Os cromatogramas obtidos dos extratos metanólicos de folhas, caule e raízes de P. 

peruviana evidenciou que o perfil fitoquímico variou entre os ambientes de cultivo in vitro e 

em casa de vegetação. Em todas as amostras, independente do ambiente, foi possível verificar 

um perfil diferente, com tendência na síntese de metabólitos majoritários representados pelo 

pico 1 e 2 até os 4 minutos de retenção (Figura 17 - A, E, G). Após esse período verificou-se 

que os tecidos de P. peruviana oriundas de casa de vegetação apresentou um perfil químico 

complexo, evidenciando pela diversidade de metabólitos quando comparados àqueles 

provenientes do cultivo in vitro.  

Comparando os tempos de retenção nos cromatogramas, pode-se observar a presença de 

alguns picos em comum nos dois ambientes analisados, sendo estes: pico 3, em todos os tecidos, 

exceto caule em casa de vegetação e folha in vitro; picos 4, 5 e 10 em todos os tecidos 

analisados, exceto em folhas in vitro; pico 6 em caule nos dois ambientes e em raiz em casa de 

vegetação; pico 11, em todos os tecidos, exceto no caule in vitro; pico 12 em folhas provenientes 

de ambos os cultivos e em caule em casa de vegetação (Figura 17 – B, D, F, H). Os picos 7, 8 

(rutina) e 9 foram produzidos intensamente em folhas de P. peruviana em casa de vegetação 

(Figura 17 – A), e estão ausentes nos demais tecidos e nos explantes oriundos do ambiente in 

vitro. 

Conforme observado nesse trabalho, a interferência na biossíntese dos metabólitos 

secundários nos dois ambientes sugere uma relação com os fatores de estresse, tais como 

radiação ultravioleta, luminosidade, disponibilidade hídrica, mudanças de temperatura e 

composição da atmosfera, aos quais as plantas foram expostas na casa de vegetação quando 

comparado ao ambiente in vitro. Esses fatores têm relação direta com a função fisiológica que 

a planta desenvolve para proteger-se de estresses ambientais (CASTRO et al., 2005) e podem 

interferir tanto na qualidade quanto na quantidade dos metabólitos secundários produzidos 

(LUCCHESINI et al., 2009). 

A B 

  1       2 



55 

 

 

 

    
 

        
  

 
 

 

 

     
 

 
Figura 17. Perfil cromatográfico de Physalis peruviana L. obtido em HPLC. Folha in vitro e em casa de vegetação 

(A). Ampliação dos cromatogramas da folha in vitro e em casa de vegetação entre 5 e 40 min (B). Espectro de 

absorção UV/VIS referente ao pico da rutina com tempo de retenção 20,40 minutos e absorção máxima para a 

rutina (λ= 255,83 nm) (C, D). Caule in vitro e em casa de vegetação (E). Ampliação dos cromatogramas do caule 

in vitro e em casa de vegetação entre 5 e 40 min (F). Raiz in vitro e em casa de vegetação (G). Ampliação dos 

cromatogramas da raiz in vitro e em casa de vegetação entre 5 e 40 minutos (H). Fonte: Autora (2018). 
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Existem poucas informações na literatura a respeito da constituição química do gênero 

Physalis envolvendo extratos de folhas, caule, raiz e calos oriundos de plantas cultivadas in 

vitro, embora os frutos de espécies do gênero tenham sido amplamente estudados. Dentre os 

padrões analisados, a caracterização química realizada em CLAE detectou o flavonoide rutina 

(pico 8) no extrato foliar de P. peruviana cultivadas em casa de vegetação (Figura 17-B, D). 

Houve sobreposição dos picos 7 e 8 e uma nova injeção para enriquecer o extrato com o padrão 

da rutina foi realizada, proporcionando o aumento no pico de forma a evidenciar a presença 

desse composto (Figura 17 - D).  

A ocorrência do flavonoide rutina em P. peruviana, observada neste trabalho, foi 

relatada para outras espécies do gênero. Em P. pubescens cultivadas em campo, Escobar et al. 

(2016) obteve rutina em extratos foliares e Wu et al. (2009) relatou a ocorrência deste 

metabólito em frutos. Camlofski et al. (2014), identificou a rutina como o flavonol majoritário 

em cálices de frutos de P. angulata, confirmado pelo espectro CLAE/DAD. Pérez-Castorena et 

al. (2013) verificaram altas concentrações de rutina em extrações realizadas nos cálices dos 

frutos e nas raízes de P. philadelphica.  

A rutina tem sido amplamente pesquisada nas últimas décadas e seus resultados de 

grande interesse para a indústria farmacêutica, por suas propriedades citoprotetora, 

vasoprotetora e antioxidante (ARAUJO, 2012), inclusive estudos realizados apontam esse 

flavonoide com potencial antioxidante mais elevado quando comparado à vitamina C 

(BIANCHI; ANTUNES, 1999). Além disso, a rutina e seus derivados são eficazes no 

tratamento de doenças cardiovasculares, sendo o principal composto ativo em alguns 

medicamentos (ERLLUND, 2004).  

 

4.7.3 Quantificação dos compostos fenólicos totais (CFT) por técnica espectrofotométrica  

 

Os teores de compostos fenólicos totais calculado com base na equação obtida da curva 

padrão ácido gálico (Figura 18), expressos em equivalente de ácido gálico por 100 g presentes 

em extratos de folhas, caules e raízes de P. peruviana cultivadas in vitro e em casa de vegetação 

e de calos provenientes das folhas in vitro cultivadas em 4,44 µM de BAP estão descritos na 

Tabela 8.  
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Figura 18. Curva padrão do ácido gálico para quantificação dos compostos fenólicos totais em folha, caule e raiz 

de Physalis peruviana L., cultivada in vitro e em casa de vegetação. UEFS, Feira de Santana – BA, 2018. 

 

Tabela 8. Compostos fenólicos totais (CFT) expressos como equivalentes de ácido gálico (g AGE.100g-1) por 

grama de extrato seco em amostras de caule, folha e raiz de Physalis peruviana L. submetidas ao cultivo in vitro 

e em casa de vegetação e dos calos obtidos de explantes foliares cultivados in vitro em meio suplementado com 

4,44 µM de BAP. Feira de Santana - BA, 2018. 

Extratos Tipo de ambiente 

In vitro Casas de Vegetação 

Folha 1,94 ± 0,21 Bb 4,75 ± 0,28 Aa 

Caule 1,20 ± 0,14 Cb 1,76 ± 0,11 Ca 

Raiz 2,76 ± 0,33 Aa 2,36 ± 0,17 Ba 

Calos 3,05 ± 0,07 A          - 

*Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas não diferem entre si pelo 

Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

O extrato das folhas e caules provenientes de plantas de P. peruviana cultivadas in vitro 

apresentaram uma concentração de compostos fenólicos de 1,94 mg AGE.100g-1 e de 1,20 mg 

AGE.100g-1, respectivamente, diferindo dos extratos provenientes do mesmo tipo de explante, 

cultivados em casa de vegetação, onde a concentração desses compostos foi de 4,75 mg 

AGE.100g-1 e 1,76 mg AGE.100g-1. Para o explante raiz, a concentração de compostos 

fenólicos totais não diferiu nos ambientes de cultivo, alcançando uma média de 2,76 mg de 

AGE.100g-1 in vitro e 2,36 mg AGE.100g-1 em casa de vegetação.  Os calos obtidos de explantes 

foliares proporcionaram uma concentração de compostos fenólicos totais de 3,05 mg 

AGE.100g-1 (Tabela 8).  

Quando se analisou a concentração de compostos fenólicos totais em amostras de 

tecidos submetidas as condições de cultivo in vitro, verificou-se que os extratos de raiz e de 
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calos são significativamente superiores ao de folhas e caules, os quais diferem entre si (Tabela 

8).  

Já na casa de vegetação todos os extratos das amostras diferiram entre si quanto a 

concentração desses compostos, sendo a maior concentração de compostos encontradas nos 

extratos foliares (Tabela 8). Em ambientes cuja luminosidade é mais intensa, a produção de 

compostos fenólicos aumenta pela função exercida na proteção quanto ao excesso de raios 

ultravioletas. Assim, uma maior síntese de compostos presentes no tecido foliar de P. peruviana 

quando cultivadas em casa de vegetação indicam a maior necessidade desse tecido em proteger-

se contra raios ultravioletas, insetos, vírus, bactérias e fungos e inibir enzimas responsáveis pelo 

processo oxidativo em relação aos demais tecidos.  

Os raios ultravioletas podem influenciar a concentração dos compostos fenólicos, 

favorecendo sua produção quando as plantas sofrem maior estresse ambiental (DUMAS et al., 

2003), o que justifica a maior concentração nos extratos provenientes das amostras de P. 

peruviana cultivadas em casa de vegetação. De acordo com Christodoulakis et al. (2009), a 

produção desses compostos representa uma ação defensiva da planta a favor de sua adaptação. 

Por outro lado, quando submetidas ao cultivo in vitro, todas as condições de cultivo e fatores 

nutricionais foram controladas, o que pode ter proporcionando menor síntese dos metabólitos 

secundários pela P. peruviana neste ambiente. 

O fato das folhas produzirem maior quantidade de compostos fenólicos pode estar 

ligado à maior exposição às variações dos fatores abióticos, como luminosidade, temperatura, 

quando comparada aos demais tecidos analisados. De acordo com Silva et al. (2017), quanto 

maior a concentração de compostos fenólicos sintetizados pelas plantas maior a proteção contra 

a radiação ultravioleta emitida pelo sol, e maior a probabilidade desses compostos serem 

utilizados em preparo de extratos com ação fotoprotetora pela indústria farmacêutica. Os 

autores desenvolveram estudos com extratos secos de folhas e caule de P. peruviana e de folhas 

secas de P. ixocarpa cultivadas em campo e constataram a presença de maior concentração de 

compostos fenólicos em folhas de P. peruviana (59,97 mg AGE.100g-1) em comparação ao 

caule 46,85 mg AGE.100g-1 e altas concentrações nas folhas de P. ixocarpa (64,95 mg 

AGE.100g-1). 

Resultado contrário ao descrito para a P. peruviana nesse trabalho, foram obtidos por 

Tavano et al. (2009) em Matricaria recutita L., cultivadas in vitro, onde as raízes apresentaram 

maiores concentrações de compostos fenólicos quando comparados ao cultivo em campo, e 
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para o tecido calo, o qual apresentou concentração de compostos fenólicos maior em relação 

aos demais tecidos analisados.  

Diversos estudos relataram a ocorrência de compostos fenólicos no gênero Physalis com 

variações em função da espécie, do estado de maturação do fruto e/ou métodos empregados 

para a avaliação: Severo et al. (2010) relataram ter encontrado em frutos de P. peruviana um 

conteúdo de compostos fenólicos variando de 169,19 a 210,41 mg AGE.100g-1 em função do 

estádio de maturação. Rutz et al. (2012) em estudos com essa espécie também encontraram 

concentrações altas (146,07 mg AGE.100g-1) em frutos, enquanto Rop et al. (2012) verificaram 

em extratos metanólicos de frutos 7,62 mg AGE.100g-1. Rochenbach et al. (2008) encontraram 

valores de compostos fenólicos totais em diferentes extratos de P. peruviana variando entre 

14,53 e 90,80 mg AGE.100g-1. Wu et al. (2006), constataram que os compostos fenólicos 

obtidos para o extrato metanólico do fruto fresco de P. peruviana foi de 57,9 mg AGE.100g-1. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A expressão morfogênica in vitro de Physalis peruviana L. é influenciada tanto pelo 

tipo de explante quanto pelo BAP. 

A cultura de tecidos é uma alternativa viável para a propagação de P. peruviana via 

organogênese direta e indireta. 

O perfil bioquímico de P. peruviana não diferem entre as plantas cultivadas in vitro e 

ex vitro, com exceção do teor de açúcares solúveis totais que é maior em folhas cultivadas ex 

vitro. 

O tecido foliar apresenta maior teor de proteínas e açúcares redutores quando comparado 

aos demais tecidos analisados, independente do ambiente de cultivo.  

O perfil fitoquímico de P. peruviana varia nos ambientes de cultivo. No ambiente ex 

vitro há maior produção de compostos fenólicos, e a rutina é produzida em folhas de plantas 

cultivadas em ambiente ex vitro. 

Calos in vitro são fonte de compostos fenólicos. 
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