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RESUMO

O camapuRhysalis angulatd..), pertencente a familia Solanaceae, é umaamual de origem
cosmopolita que se destaca por apresentar excegleteacial agroindustrial e farmacoldgico.
Assim como a maior parte das espécies medicinas@pl vem sendo coletado por processos
extrativos e o material vegetal colhido é heteregéa de baixa qualidade. O presente estudo
objetivou estabelecer uma metodologia eficiententeopropagacam vitro e consequentemente
para producdo de mudas comercial. Segmentos nddasamapu, contendo até duas gemas
axilares, com 1 a 1,5 cm de comprimento foram aeétis das plantas mantidas vitro e
inoculadas em meio MS, acrescido de 3% de sacadké% de agarOs brotos adventicios
oriundos de explantes inoculados em meio MS adeste 3% de sacarose e com diferentes
concentracdes de BAP (0; 0,5;: 1,5;: 2,5 e 5,0 iy & IAA (0; 0,5; 1,5 e 3,0 mg D,
apresentaram um melhor desenvolvimento no meiodd&to de BAP e AIA. Verificou-se ainda
gue os brotos adventicios oriundos de explantesulados em meio MS modificados nas
concentracdes de nitrogénio inorganico total (0%71 e 2 mg L!) e sacarose (0; 7,5; 15; 30 e 45
g.LMn&o apresentaram diferencas significativas nasertracdes %2 MS e 1MS. Na fase de
aclimatizacdo em casa de vegetacdo com nebulianaigimitente e sombreamento de 50%, o
substrato contendo a mistura de vermiculita +¢emie mata (1:1 v/v) promoveu um maior indice

de sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas.

Palavras chavesPhysalis angulata..; Proliferacao de brotos; Substratos.
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ABSTRACT

Camapu Physalis angulatd.), belonging belongs to the Solanaceae familgniannual herb
of comospolite origin that stands out for presememxcellent agronomy and pharmaceuticals.
As well as most of the medicine species camapu sdoeéng collected through extrative
processes and the harvested vegetal material ésolgeineous and low quality. The present
study proposes to establish an efficient methodolofgmicropropagationin vitro and for
commercial production of changes. Camapu segmerttal rontend untill two axillary egg
yolks and with 1 ‘till 1,5 cm of length had beerstrained from plants keph vitro and
inoculated in MS medium, with pH adjusted for 5,&fdve the inclusion of 0,7% aga
dissolved by heating. The plantlets adventitiou®is of explants inoculated MS medium
increased 3% of sucrose and supplemented withreliffeconcentrations of BAP (0; 0,5; 1,5;
2,5:5,0 mg.[*) and IAA (0; 0,5; 1,5; 3,0 mg1), had better presented development in MS
medium exempt IAA and BAP. It was verified that thlntlets adventitious sprouts of
explantes inoculated in MS medium modified in therganic nitrogen concentrations (0; ¥4,
%: 1 e 2 MS) and sucrose (0; 7,5; 15; 30 e 45)ghad not presented significant differences
in the concentrations ¥2 MS and 1MS. In the accimasibn phase in greehouse with
intermittent nebulizacion and 50% of shady, thestalbes contend the mixture from
vermiculite + florest soil (1: 1 v/v) promoted agber index of survival and development of

the plants.

Key words: Physalis angulatd..; Proliferation of sprouts, Substrates
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre as plantas medicinais tem @aomado a evolucdo do
homem através dos tempos. Remotas civilizacOestmas se aperceberam da existéncia, ao
lado das plantas comestiveis, de outras dotadasad® ou menor toxicidade que, ao serem
experimentadas no combate as doencgas, revelarabora&mmpiricamente, o seu potencial
curativo

A procura do mercado mundial por produtos de origataral, em substituicdo aos
sintéticos, aumentou consideravelmente nos Ultamos (SIMOES2000) e, para atender ao
tripé: eficacia, seguranca e qualidade (SILVA, 20®&m-se verificado, paralelamente, um
aumento nos estudos correlacionados a avaliacdgotiencial terapéutico de plantas
medicinais e de alguns de seus metabdlitos sedord@@ECHINEL FILHO e YUNES,
1998).

O camapuPRhysalis angulatd.), pertencente a familia Solanaceéayma erva anual
de origem cosmopolita que se destaca por apresextatente potencial farmacoldgico e
agroindustrial.

As plantas medicinais, em sua grande maioria, sitaclas em habitat natural e por
maior que seja o numero de individuos numa locadidgo sdo suficientes para atender uma
demanda constante e ininterrupta, principalmentandp a espécie tem multiplos usos.
Apenas o cultivo sistematizado pode garantir praduggular e em larga escala (GULLO,
1998).

A micropropagagcao constitui uma alternativa parasuprimento constante e
homogéneo de material vegetal. Essa técnica éadpliem plantas medicinais, aromaticas e
inseticidas, visando, ndo so, a propagacdo de igesdsuperiores como a producdo de

metabodlitos secundarios.
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O sucesso de um sistema de micropropagacdo dependentrole de um grande
namero de variaveis, as quais, mediante investegacéxperimentais, conduzem a
determinacao de protocolos ideais.

Devido a reduzida literatura a respeito de culiivovitro de camapu, tornam-se
necessarias pesquisas sobre essa espécie, raf@asiorsn sua micropropagacao e
potencialidades para programas de melhoramentdigengo que se refere a obtencdo de
mudas selecionadas.

Mediante a este contexto o presente estudo teve objetivo geral estabelecer uma
metodologia eficiente de micropropagagéovitro e consequentemente produzir mudas de
camapu em larga escala para fins comerciais; éjasivins especificos foram: i) avaliar os
efeitos do BAP e do AIA na inducdo e no crescimenteitro de brotos de camapu; ii)
determinar concentracbes de sacarose e nitrog@oigéanico que propicie alta taxa de
multiplicacdo de camapu; e iii) selecionar substrgbara a aclimatizacdo de plantas de

camapproduzidasn vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristica da espécie
2.1.1 Origem e distribuicdo geografica

O camapu Rhysalis angulatal.) encontra-se distribuido em regides tropicais e
temperadas do mundo (Figura 1). No Brasil, podeeseontrado em quase todo o territorio,
podendo ser considerado como planta invasora dasoctlturas (CORREA, 1984). De
acordo com Cavalcante (1996) é uma planta que ecespontaneamente ao redor de
habitacdes e areas perturbadas.

As denominacdes comuns no Brasil sdo camapu, camapa-de-capote, saco-de-
bode, bucho-de-rd, mata-fome, bate-testa, joapbialdo, baldo-rajado, joa-de-baldo, camaru

e camambu (LORENZI, 2001; CORREA, 1984; KISSMANN33R

Figura 1 - Mapa de distribuicdo geografica do cam@pysalis agulatd..)
FONTE: http://mobotl.mobot.org/website/mappost.asp
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2.1.2 Aspectos botéanicos

O camapu Rysalis angulata L) pertence a familia Solanaceae é uma erva, anual,
ruderal, com altura variando de 30 a 60 cm. As a®llsdo alternas, pubescentes,
membrandaceas, eliptico-ovolada, peciolo canaliowadiando de 2 a 4 cm de comprimento;
lamina variando de tamanho de 2 a 7 cm de comptorfaor 1 a 3,5 cm de largura, bordos
lisos nas folhas e alguns dentes com tendénciateassformarem em I6bulos nas folhas
adultas, pedicelo cilindrico e piloso (CAVALCANTIE996).

As flores séo solitarias, axilares com calice retacampanulado, contendo 5 sépalas
soldadas até a metade, formando um tubo com 2,0 m® de comprimento; os lobos sdo
deltéides a lanceolados, sendo cuspidados no &uiexondados na base e ampliados no
fruto; a corola é rotaceo-campanulada com coloragéarelo-palida sendo que ¥4 basal do
interior do tubo marrom; contém 5 estames com astelipticas, azuis, dorsifixas e filetes
cilindricos; o ovario é subgloboso com didametroiarato de 1,2 a 1,5 mm, bilocular e
pluriovular; com estilete filiforme e estigma capib; e o disco hipdgino possui 2,5 mm de
diametro e 1,0 mm de espessura (NURIT SILVA, 20@6)olinizacdo € autbgama com
floracdo durando em média trés dias (ROSSAL, 2007).

O fruto € uma baga globosa, elipsoide, indescapi@senta a coloracdo amarelada
quando maduro, com comprimento meédio de 1,34 cmafwdo de 1,11 a 1,68 cm), largura
média de 1,34 cm (variando de 1,13 a 1,66 cm), prdd de consisténcia herbacea e célice
inflado acrescente e persistente (SILVA, 2006).

As sementes sdo numerosas, variando entre 0,8nanl @e diametro, discoides com
testa reticulada e com coloracao ferrugineo a maoam germinacdo acima de 64% (NURIT

SILVA, 2005).
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Figura 2 - CamapPhysalis angulatp A - Planta, B - Flor, C - Fruto imaturo, D - Evunaduro
FONTE: www.missouriplants.com

2.1.3 Potencialidade econdmica

A producdo de pequenas frutas tem despertado aaatede consumidores,
processadores de frutas, agentes comercializadppes consequéncia, produtores em escala
familiar e de médio e grande porte (PAGOT e HOFFNAAROO03).

O termo pequenas frutas vem sendo utilizado pargrupo de espécies que exigem
muita mao-de-obra, trabalhos intensos e alto reteconémico em areas pequenas de cultivo
em um curto espaco de tempo (PAGOT e HOFFMANN, 2003

O camapu é uma espécie de grande valor nutriceretonémico que pode ser
estudada para a incorporacdo no quadro das pequetses Esta planta frutifera caracteriza-
se por produzir frutos ligeiramente acidulados (BAZANTE, 1996) e com bom conteudo
de vitamina A, C, ferro e fosforo (COSTA, 2007).

Segundo Cavalcante (1996), os frutos do camapinpsde consumidos na fornra
natura ou em conserva com vinagre, tipo “picles”, alémsdeem usados na preparacdo de
doces, geléias, sorvetes, bombons e em molhodatkasa carnes (COSTA, 2007).

Apesar de o camapu ser popular na regido Norte mleNit@, ainda € pouco

conhecido no Sul e Sudeste, sendo encontrado emsadgipermercados com prec¢os bastante
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elevados em decorréncia da grande parte da prodiggaimnportada da Colémbia (SBRT,
2007).

Além do valor alimenticio, o camapu também ¢ largate empregado na medicina
popular de todo o mundo, principalmente da AmédicaSul, como o Peru (DUKE, 1994),
Coldmbia (SILVA, 2005), Suriname (HASRAT, 1997) mBil (AGRA, 1994).

Na medicina popular brasileira o camapu € usadotratamento de varias
enfermidades: os frutos, folhas e raizes no conmdaliabetes, reumatismo, doencas da pele,
bexiga, rins e figado, maléaria, anti-inflamatoraedativo e anti-vbmito (COSTA, 2007;
PIETRO, 2001; MATQOS, 2000).

No inicio dos anos 70, foram identificadas as ma& extraidas do camapu, e
foram chamadas de fisalinas em referéncia ao noemtifcco da planta (SOARES, 2003).
Estudos realizados posteriormente com o camaplarawe que os extratos e fracdes de toda
a planta apresentam atividades antineoplasicas (NRA 2007; RIBEIRO, 2002),
antitumoral (CHAING,1992), e o extrato etandlicosdautos apresenta acdo antibacteriana
(LOPES, 2006).

Conforme Pietro (2001), o extrato bruto do camapibei a multiplicacdo de
micobactérias (génendlycobacteriun causadoras da tuberculose e de doencas opoaiinist

em pacientes com defesas organicas enfraquecidas.

2.2 Micropropagacéo

A propagacdo vegetativi vitro, também denominada de micropropagacéo, por
causa do tamanho dos propagulos utilizados, é@aafb mais pratica da cultura de tecidos e
de maior impacto (GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo BRe&to Cid (2001), a
micropropagacao consiste na propagacao de plamtdsberatorio, sob adequadas condicbes

de assepsia e fatores nutricionais e ambientaguades.
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Conforme Grattapaglia (1998), a micropropagacaplaetasin vitro ocorre a partir
de cultura de meristemas, gemas apicais, gemaaressilfolnas e segmentos nodais (via
organogénese direta), calo (via organogénese iaflieeembrides (via embriogénese).

A micropropagacéo difere da propagacao tradicionalcomponentes bioldgicos de
cada etapa, pois sdo separados dentro de estégiabglecimento dos explaniesvitro,
multiplicacéo, alongamento e enraizamento), aumeiotassim o controle de cada aspecto da
regeneracdo e dos processos de desenvolvimentetafpas podem ser manipuladas pela
selecéo de explantes e controle do desenvolvingentwltura (HARTMANN, 2002).

Através da micropropagacambtém-se clones com as mesmas caracteristicas
genéticas da planta matriz, a qual permite a prasgéo de gendtipos (FRANCA, 2003).
Além da obtencdo de plantas com alta qualidadssfiitaria, facilidade no manuseio e
transporte, independéncia da sazonalidade e gfilizale pequenas porcdes da planta para

producao em larga escala comercial (GEORGE, 1993).

2.2.1 Organogénese

A organogénese refere-se a formacao de estrutwaspulares como raizes, brotos
e flores a partir de explantes ou calos cultivadosvitro (LITZ, 1992), mediante a
diferenciacao e rediferenciacéo celular, dependeladetomada da atividade meristematica
em células maduras diferenciadas (ZIV, 1999).

O processo de organogénesevitro é considerado complexo, com a atuacao de
multiplos fatores externos e internos envolvenda umteracéo entre a fonte de explante, o
meio de cultura e fatores ambientais (GEORGE, 1P#RIK, 1997). Depende também da
habilidade do tecido em responder a essas mudapnga®nais durante o periodo de cultivo

(SUGIYAMA, 1999).
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Duas fases principais estdo envolvidas na rota agériicain vitro: a fase de
inducdo e a fase de expressdo, ou seja, inducaacélaks em adquirir competéncia
organogénica e a expressao desse potencial novdesgerento de orgaos (ZI1V, 1999).

A organogénese é dita direta quando as regenerafd@®sorgdos se formam
diretamente dos explantes, tais como, meristeneasag axilares, segmentos nodais de folhas
e segmentos nodais (HAMMERSCHLAG, 1992). Estesapbk séo isolados, desinfetados e
inoculados em meio de cultura contendo reguladdeesrescimento, que proporcionam a
quebra da dominancia apical e a multiplicacdo deageadventicias (GRATTAPAGLIA,
1998).

Quando o processo de regeneracédo de gemas ad®itiprecedido pela formacao
de calos, e conhecida por organogénese indirata,oesrre das células ndo organizadas do
calo surgem gemas adventicias que crescem e désmmvpartes aéreas. A multiplicacao
sucessiva pode dar-se pela subdivisdo de calomatemgdo de um sistema adventicio, ou

pela alteracdo do processo de proliferagédo axXdRATTAPAGLIA, 1998).

2.2.2 Meio de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura dellas, tecidos e 6rgéaos de plantas
fornecem as substancias essenciais para o cresoiges tecidos e controlam, em parte, o
padrdo do desenvolvimento. Segundo Caldas (1998)masmas vias bioquimicas e
metabolicas basicas que funcionam nas plantas a@ewadas nas células cultivadas
vitro, embora, em alguns processos, como a fotossingEssam ser reduzidos pelas
condicdes de cultivo e pelo estado de diferencidedacélulas.

Dessa forma, os meios nutritivos baseiam-se nagesias das plantas quanto aos
nutrientes minerais, com algumas modificaces, aemader as necessidades de cada espécie
no cultivoin vitro, assim, para cada situacao (tipo de explantecespailtivar e objetivo), o

meio adequado e eficiente é variavel (PASQUAL, 2001
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Para suprir as necessidades de tecidos e orgdnsadosin vitro, 0 meio de cultura
devera conter em sua composié@mae nutrientesnecessarios ao crescimertarboidratos
para substituir o carbono que a planta fixa na stena pela fotossintese, componentes
organicos comovitaminas, aminoacidog reguladores de crescimenfgara proporcionar
melhor desenvolvimento (PASQUAL, 1997).

A sacarose, juntamente com o nitrogénio, é o aladomponente em quantidade
no meio de cultura, contribuindo de forma efetimatd no metabolismo celular como na
regulacdo do seu potencial osmoético (NAGAO,1994).

A sacarose é o carboidrato comumente utilizadocaescteristicas essenciais como
alta solubilidade, rapida metabolizacdo e por sagucar mais transportado e armazenado
pela maioria das células vegetais (PASQUAL, 198égundo Torres (1990), os carboidratos
fornecem energia metabdlica e esqueletos carbormpeos a biossintese dos compostos
organicos necessarios para o crescimento das €&fésn de atuarem como um componente
osmotico do meio de cultura.

Para Grattapaglia (1998), a concentracdo de sacadrasn fator importante para
obter crescimento satisfatorio, pois afeta a atap@d de nutrientes e o efeito de reguladores
de crescimento. Além disso, a concentracdo de aseafeta a producdo de metabolicos
secundérios, de grande importancia nos processtabétieos e na composicao da parede
celular.

O nitrogénio é essencial por fazer parte de inUsneséruturas organicas, compondo
0s nucleotideos, que formam os acidos nucléicoA(BMRNA), como também aminoacidos,
gue constituem as proteinas, estando presentagpréagmolécula de clorofila.

A deficiéncia de nitrogénio nas plantas causa dew@neento geral das folhas ou
clorose, iniciando-se pelas folhas mais velhasapice para a base. Uma vez que sem

nitrogénio ndo ha proteina, as plantas deficiedesenvolvem-se menos do que as bem
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supridas com esse elemento. Por outro lado, unrssaae nitrogénio no meio faz com que
haja um crescimento excessivo da parte vegetatimen@azene menos carboidrato (LIMA
FILHO, 1997).

A fonte de nitrogénio também exerce influéncia sabrcrescimento e a producédo de
metabolitos das culturas vitro (RUSSOWKI, 2003). Donato (1999) relata que quando o
nitrogénio é fornecido somente na forma de saiggarmcos de amoénio, as célulasvitro
apresentam sintomas de toxidez, e quando ocorren@icacdo das duas formas de
nitrogénio, nitrato (N@) e amonio (NH'), estimula o crescimento de muitas espéiies

vitro.

2.2.3 Reguladores de crescimento

Os hormanios vegetais ou fitohormdnios sdo subst&rarganicas produzidas pela
propria planta que, em concentracfes baixas, prempvinibem ou modificam
gualitativamente o crescimento vegetal, geralmenteum tecido diferente daquele onde foi
produzido (RAVEN, 2001).

Os reguladores de crescimento sdo substanciasicgistque, quando aplicadas nas
plantas, apresentam propriedades quimicas semethardos horménios (CALDAS, 1998).
Na culturain vitro os reguladores de crescimentos, especialmenigxasa e citocininasdo
adicionados para suprir as deficiéncias dos temmdégenos do proprio explante, estimulando
respostas de interesse para diferenciacdo, cragcjreiongamento e multiplicacao celular
(GRATTAPAGLIA, 1998).

As auxinas como acido indolbutirico (AIB), acidaftalenoacético (ANA) e acido
indolacético (AlA) sao bastante usadas em micraayapao, sendo incorporadas ao meio de
cultura para promover a formacéo e crescimentatteecde suspensédo de células ou 6rgaos,
bem como regular a morfogénese (PASCOAL, 1997).uBnip que as citocininas 6-

benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN) e tiadizardTDZ) promovem a formacdo de
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brotos e alta taxa de multiplicacém muitos sistemas de micropropagacao (CALDAS, 1998
TORRES, 1998

O acido indolacético (AIA) é uma auxina, muito i@lda, principalmente, para
estimular o enraizamento de brotagcdes Aetinidia chinensis (SCALIZE, 2001),
Pothomorphe peltatéSCHWERTNER, 2008 Rhoenix dactyliferdCOSTA, 2006).

Entre as inimeras citocininas disponiveis, a BApravavelmente uma das mais
utilizadas para a propagacaovitro de plantas medicinais, devido a sua alta eficiénaia
proliferacdo de brotacbes (ECHEVERRIGARAX001). De acordo com Caldas (1998), o
BAP é a citocinina mais eficaz para promover a @gadue multiplicacdo de partes aéreas da
maioria das espécies. Recentemente, a BAP foradidi para a micropropagacaoRidonia
(BERUTO, 2004) Hibiscus(HERARTH, 2004),0rthosiphonsp. (ELANGOMATHAVAN,
2003),Rubug(MARTINUSEEN, 2004) eCurcuma zedoariédLOE, 2005).

O modo de interacdo entre auxina e citocininasegquintemente dependente da
espécie da planta e do tipo de tecido utilizadocuiéura. A maneira complexa, que 0s
reguladores de crescimento e as células interagelica que se o tecido ndo estd em um
estadio responsivo, este nao ira responder ademeata aos reguladores de crescimento
exdgenos, ndo importando em quais concentracoesmbitacdes esses reguladores sao

utilizados (BONGA, 1992).

2.3 Aclimatizacéo

A aclimatizacdo é a fase da micropropagacdo emogoee a transferéncia das
mudas produzida® vitro para 0 ambiente externo, a casa-de-vegetacacsteripomente,
para o campo (SILVA, 2003). E uma fase crucial spmiopicia a viabilizacdo efetiva das
mudas que serdo utilizadas nos elos subsequentesad@ia produtiva da cultura

(HOFFMANN, 2002). Grattapaglia (1998) considera qgeeistam varios fatores que
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interferem no processo de aclimatizacdo, sendo roxigais abidticos: luminosidade,
nutrientes e umidade relativa.

Conforme Cozai (1995), as condic@ewitro como umidade relativa, temperatura do
ar, alta concentracdo de CO2, ions e reguladoresedeimento sdo alterados quando essas
plantas sdo submetidas a condicbes de aclimatizatifioultando o seu crescimento,
ocorrendo reducéo na absorcéo de agua e ionsigtelma radicular.

Os explantes vegetais mantidas vitro absorvem carboidratos e compostos
nitrogenados inorganicos do meio de cultura emsgugesenvolve, através da propria raiz ou
por difusdo nas células em contato com o meio, itedo obter energia, esqueletos de
carbono, nitrogénio e outros ions para o seu desgmento.

Na aclimatizacdo, o explante é retirado das coedigssépticas e conta somente
com 0s compostos organicos acumulados nas partea aéradicular, sendo necessario
desenvolver novas folhas com o processo fotosgiotétestomatos funcionais, novas raizes
para fixacao e absorcao (HAZARICA, 2003).

Para Hoffmann (2002), a transferéncia de plantas, cbndicdes assépticas e
heterotréficas, para o crescimento em ambientarextdeve ser realizada cuidadosamente e
de forma gradativa, a fim de evitar a morte de imero significativo de mudas.

As novas condicfes devem ser passadas as plangregsivamente, de forma que
elas ndo sofram estresses que possam culminarrems geofundos ou mesmo na sua morte

(SILVA, 1995).

2.3.1 Substrato

O substrato desempenha importante papel na sobrevav e desenvolvimento
inicial da nova planta, além de influéncia no psstede enraizamento adventicio e sobre a

qualidade das raizes formadas. A selecdo do stdbstrale fundamental importancia no



25

crescimento e desenvolvimento das plantas micregages, podendo influenciar
diretamente no sucesso da aclimatizacao (COUTCB)200

Segundo Calvete (1998), o substrato deve ser da Hansidade, rico em nutrientes,
composicdes quimicas equilibradas e fisicas unésrrboa aeracao e drenagem, boa coesao
entre as particulas e raizes, e estar, prefererandé, isento de plantas daninhas e flora
bacteriana.

Outro aspecto a ser considerado € o grau de difidel na obtencéo, formulacdo e no
custo do substrato, normalmente, os substratos rca@tizados apresentam caracteristicas
fisico-quimicas adequadas a formacao inicial derdas espécies, porém o alto custo pode
inviabilizar a producédo. Por isso, ha a necessidigdse adaptar um substrato composto por
materiais facilmente obtidos, com caracteristiagisngas, fisicas, bioldégicas e econdmicas
desejaveis (DANNER, 2007).

Dentre os substratos utilizados para a aclimatzas#io a vermiculita, plantimax®
e o terrico de mafaA vermiculita em virtude de apresenta alta reiende agua, elevada
porosidade e baixa densidade (STUMPF, 2001plantimax®apresenta vantagem pela sua
uniformidade de composicdo quimica e fisica, difemmente do que pode ocorrer com a
vermiculita e o terrico de mata, os quais podenavaias suasaracteristicas (HOFFMANN,
2001). O terrico de mata tem sido utilizado porrg®r em nutrientes (organicos e minerais),
com elevada retencdo de agua e lenta mineralizacao.

Embora o substrato possa ser formado por um uUnigteral, dificilmente sera
encontrado um que suprira todas as caracterigimsiivas necessarias. Por essa razao, 0s

substratos em geral representam a mistura de daisags materiais, sendo que um destes, 0

2 Terrico de mata - é o material organico curtidastituido de restos vegetais e microorganismos
apodrecidos retirados da mata.
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condicionador de substratos, ira promover a coorelgd caracteristicas de forma a otimizar

as condicdes de uso (KAMPF, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Ladroyade Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas daversidade Federal do Amazonas (UFAM).

Para a multiplicacdo de camap®hysalis angulg)foram utilizados explantes de
plantas estabelecidas vitro, provenientes de sementes coletadas de plantagzéutzd na
Estacdo experimental do Arial do Instituto NaciatalPesquisas da Amazonia (INPA) no

municipio de Iranduba (3°09'10”S / 59°15'3" W).

3.1 Micropropagacédo de camapu
3.1.1 Preparo dos Explantes

Segmentos nodais foram retirados de plantas depcagrascidasn vitro com 30
dias de idade. Os segmentos nodais foram seccisn@dase e no 4pice em corte reto,

contendo duas gemas axilares opostas e com comnmpoiv&riando de 1 a 1,5 cm.

3.1.2 Preparo dos Meios de Cultura

O meio basico de cultura utilizado no estudo foM8 contendo sais minerais,
vitaminas e compostos organicos. O pH foi ajus&os,7 antes da esterilizacdo, a qual foi
realizada por autoclavagem por 20 minutos a tertyrarade 120°C. Os reguladores de

crescimento foram adicionados aos meios de cudiiies da autoclavagem.

3.1.3 Condicdes de Cultura

Todas as culturais vitro foram realizadas enubos de ensaiosom capacidade de
60 ml (15ml de meio de cultura por tub@dpds a inoculacdo dos explantes em posicao
vertical sobre a superficie do meio, os tubos dmies foram vedados com filme pléstico

transparente. As culturas foram mantidas em sateszimento por 40 dias, na presenca de
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luz, a uma temperatura 25+ 2°C, umidade relativapdleximadamente 60+ 5C° e fotoperiodo

de 16 horas.

3.1.4 Experimentos de Proliferacdo de brotos

Experimento 1: Efeito do 6-benzilaminopurina (BAP)e 3-acido indolacético (AlA) para

proliferac@o de brotos a partir de segmentos nodaige camapu.

O meio MS foi acrescido de 3% de sacarose e 0,7%gde e suplementado com
diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina PjBA& 3-4cido indolacético (AlA)

conforme tabela 1.

AIA (mg.L ™)
BAP (mg.L™)

0 0,5 1,5 3,0
0 T1 T2 T3 T4
0,5 T5 T6 T7 T8
1,5 T9 T10 T11 T12
2,5 T13 T14 T15 T16
5,0 T17 T18 T19 T20

Tabela 1- Tratamentos com diferentes concentragée8-benzilaminopurina (BAP) e 3-acido indolacético
(AIA) adicionado ao meio Murashige & Skoog (1962 diferenciacdo de gemas e proliferacdo de bestos
explantes d€hysalis angulatd. UFAM, Manaus, 2007. T= tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado, num esquema
fatorial de 5x4, totalizando 20 tratamentos, com rEpeticbes por tratamento. As
caracteristicas foram quanto ao comprimento médigldnta, niumero médio de folhas,
namero médio de brotos adventicios > 1 cm e presgacaiz.

Os resultados foram submetidos a analise de vaai@&no efeito das interacdes das
concentracdes de sacarose e nitrogénio, por anddiseegressao polinomial, através do

programa computacional Sanest (ZONTA, 1987).
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Experimento 2: Efeito da concentracdo de sacarosed® nitrogénio inorganico sobre a

proliferacéo de brotos adventicios a partir de segentos nodais de camapu.

O meio MS foi acrescido 0,7% de agar e modificadas concentracdes de

nitrogénio inorganico total (KN©e NH;NO3) e sacarose conforme tabela 2.

Sacarose Nitrogénio inorgénico
(g.Lh 0MS Y4 MS % MS 1MS 2 MS
0 T1 T2 T3 T4 T5
7,5 T6 T7 T8 T9 T10
15 T11 T12 T13 T14 T15
30 T16 T17 T18 T19 T20
45 T21 T22 T23 T24 T25

Tabela 2 -Tratamento com diferenteoncentracdes de nitrogénio inorganico e sacardissonado ao meio
Murashige & Skoog (1962) para diferenciacdo de gemaroliferagdo de brotos em explantes de camapu
(Physalis angulatd..) UFAM, Manaus, 2007. T= tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiente casualizado, num esquema
fatorial de 5x5, totalizando 25 tratamentos, com r2peticbes por tratamento. As
caracteristicas avaliadas foram: comprimento meéftiobroto, nimero médio de folhas,
namero meédio de segmento, comprimento médio daeraizmero meédio de botéo floral. Os
resultados foram submetidos a analise de vari@naiafeito das interacdes das concentracoes
de sacarose e nitrogénio, por analise de regrepsfinomial, através do programa

computacional Sanest (ZONTA, 1987).

3.2 Substratos para aclimatizagédo de plantas micrappagadas de camapu

O presente estudo foi dividido em duas etapas. ilgira etapa consistiu-se da
formacdo de plantas micropropagadas de camapu e de cultura MS sem a

suplementacao de fitoreguladores de crescimentgeanda etapa, realizada apos 30 dias de
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cultivo in vitro, os brotos adventicios foram retirados dos tulgosrsaio, e lavados em agua
corrente, com o objetivo de retirar o excesso dim e cultura, e transferidos para os tubetes
contendo substratos: vermiculita, plantimax®, ¢erde mata, vermiculita + plantimax® (1:1
v/v), vermiculita + terrico de mata solo (1:1 ve)plantimax® + terrico de mata solo (1:1
v/v). O ambiente de aclimatizacéo foi realizado lema casa-de-vegetacdo com nebulizacéo
intermitente e sombreamento de 50%, obtido atrdg@sna camada de tela sombrite

As caracteristicas avaliadas apos 60 dias de a@mgédo foram: porcentagem de
sobrevivéncia, comprimento médio da planta, nunneédio de folhas, comprimento médio
da raiz, nimero médio de botdes florais, peso méaimatéria fresca planta.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte casualizado, contendo 6
tratamentos com 15 repeticdes por tratamento. Qdtados foram submetidos a analise de
variancia e as medias dos tratamentos foram cougmelo teste de Tukey (FO05 e P <

0,01), através do programa computacional SaneX{201987).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do 6-benzilaminopurina (BAP) e 3-acido ndolacético (AIA) para

multiplicacéo de brotos adventicios a partir de segentos nodais de camapu.

Observou-se o desenvolvimento dos brotos advesticia organogénese direta,
apos uma semana da inoculacdo dos explantes emM&icAos 40 dias de cultivo, os
resultados da andlise de variancia (Tabela 3) apt@® diferencas significativas para a

interacdo dos reguladores de crescimento BAP eeitAodas as caracteristicas avaliadas.

QM
. P PR
st O e domow do broros N medo AT Presenca e médio de
(cm) 1cm segmento

BAP (4) 4,69* 0,21  26,63* 1,57* 0,04* 1,69%
AlA (3) 8,04** 0,41* 0,20 1,24* 2,14 11,26**
BAP x AIA (12) 2,83* 0,49** 10,97** 1,91* 0,04* 1,57*
Residuo 280 0,51 0,14 2,30 0,43 0,01 1,18
C.V. (%) 42,35 32,04 52,09 41,39 14,89 43,71

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia do eflstoiveis de BAP e AIA na proliferagdo de brotes d
camapu Physalis angulatd.) UFAM, Manaus, 2007.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

" n&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Os brotos adventicios de camapu, quando cultivastasmeio MS isento de
reguladores de crescimentos apresentaram um coemdommédio de 13,22 cm. Porém,
guando o meio MS foi suplementado com BAP e AlAsasbiou-se uma significativa queda
no comprimento médio dos brotos, oscilando en®8 &,1,78 cm como pode ser verificado
na figura 3.

Segundo Gratapaglia (1998) a tendéncia de dimiaudgdcomprimento da brotacéo,
apos aplicacao das concentracdes de BAP podeligsi#a ao fato de que os reguladores de

crescimento estimulam a maior producdo de parteaa@té uma determinada concentracao,
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0 que pode variar de acordo com a espécie, e & gasta, ocorre o0 efeito toxico, que se

caracteriza, entre outros, pela falta de alongaondss culturas.

" Y AIA(0,0) = 9,478 -5,946x + 0,986 2 R2 = 0,50
* Y AIA(0,5) = ns
12 | Y AIA(L,0) = ns
Y AIA(3,0) = ns

Comprimento médio do broto (cm

BAP (mg.L )
+ AIA (0,0 mg.L™h

Figura 3- Efeito das interagcdes dos niveis doslae€igues de crescimento (BAP e AIA) no comprimento
médio dos brotos de camapgfhfsalis angulatd..).

Os tratamentos que resultaram em maior numero na&dfolhas normais foram os
meios de cultura isento de BAP e AIA, e 0s queinbatn no meio de cultura apenas AlA na
concentracgéo de 0,5 mg'lalcancando em média 22,21 e 30,65 folhas poo laenticios,
respectivamente (Figura 4).

Com relacdo ao numero de segmentos, verificou-eeoguelhor resultado ocorreu
no meio isento de reguladores de crescimento, empieslo em media 6,8 segmentos/broto
adventicios A adicdo das concentracdes de BAP nio o cultura proporcionou uma
acentuada reducéo no numero de segmentos. Obseaada que a adicdo do AIA no meio
de cultura ndo influenciou significativamente nonefio de segmentos/broto adventicios, pois
proporcionou a mesma média obtida pela suplemem@g®BAP, a qual oscilou em torno de

2,56 a 1,15 segmentos/broto adventicios (Figura 5).
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35 Y AIA(0,0) = 16,993 8,967x + 1,364 2 R?=0,59
l Y AIA(0,5) = 21,987 -13,971x + 2,177 R? = 0,52
3Cc B Y AIA(1,0) = ns
Y AIA(3,0) = ns
25 A
4}\
2C A

Numero médio de Folhas

BAP (mg.L %)

_+ AIA (0,0 mg.L'Y) _m_AIA (0,5 mg.L?

Figura 4 - Efeito das interacdes dos niveis doslagipres de crescimento (BAP e AlA) no numero
médio de folhas de camap®hysalis angulata..).
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Figura 5 - Efeito das interacdes dos niveis doslagigres de crescimento (BAP e AlA) no nimero médio
segmentos de camap®@hysalis angulatd..).
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Segundo Lima (2008), as citocininas, em geral, pram a producdo de partes
aéreas, mas seu excesso pode ser toxico e lewcagdamento dos entrenos e a problemas
na fase de enraizamento.

A inoculacdo do BAP no meio de cultura proporcionowa grande multiplicacéo de
brotacdes adventicias menores que 1 cm de comganmepor apresentarem-se deformadas,
com caules curtos e retorcidos e folhas atipicagif& 6), ficou impossibilitada a realizacéao
da contagem do numero total de brotos emitidogepplante. Cantagallo (2005), estudando o
efeito de diferentes concentracfes de BAP na irddgibrotacbes de gemas axilares em
citrumelo “Swingle”, observou que, a medida queasenentava a concentracdo de BAP,

houve tendéncia a reducao das brotacoes.

\J% ﬁ ‘“‘;'

A B C

Figura 6 - Formacao de brotos de camapu. A. meicalMk@nte de reguladores de crescimento, B e C. Mtgio
com diferentes niveis de reguladores de crescim{&#B e AlA).

Quanto ao numero de brotos maiores ou iguais gue de comprimento, observou-
se o desenvolvimento de apenas um broto advemiécioatamento com meio MS isento de
BAP e AIA. Porem quando adicionou-se de 0,5 nfge.AIA combinadas ou n&o com todas

as concentracdes de BAP observou-se a ocorrén@ia @brotos adventicios (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito das interacdes dos niveis doslagipres de crescimento (BAP e AlIA) no nimero méltis
brotos > 1cm de comprimento de camapliysalis angulatd..).

A formagéo de raizes foi verificada nos brotos atiems cultivados em meios de
cultura isento de AIA e BAP, obtendo o percentall@0% de enraizamento. E nos meios de
cultura isento de AIA combinadas com as diferemt@scentracdes de BAP, conforme se
observa na Figura 8.

Cuzzuol (1996) cita que diversas espécies, prilrograte as herbaceas, enraizam
facilmentein vitro sob baixos niveis de auxina ou, simplesmente, e rhasico sem
reguladores de crescimento.

Os resultados obtidos evidenciam que o enraizan@mtoamapu pode ser obtido
sem a suplementacdo do meio basico com auxinarésstkado pode representar uma grande
vantagem econdmica, pois reflete na imediata rexddg& custos com a eliminagéo do uso de
reguladores na fase de enraizamemtatro.

O enraizamento sem 0 uso de reguladores € uma&gratada na automacdo da
micropropagacao, assim alguns trabalhos obtiveranraizamento de 45% e@ypsophila

paniculata(LEE, 1977), 60% er®alpiglossis sinuattKUSEY, 1980) e de 100% ehtostea
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decorata (HASEGAWA, 1980). Dois fatores podem ter contidmpara o enraizamento do
camapuin vitro, sem o emprego de regulador: a producédo endogeaaxi®a pela planta e o
tamanho das partes aéreas. Brotos pequenos, em m@vaenraizam bem, necessitando,
portanto, de uma fase intermediaria adicional dagdmento. Segundo Coll (1988), as partes

aéreas sao fontes de intensa producdo de auxinaaquser translocada para a base,

estimularia a rizogénese.

1207 Y AIA(0,0) = 82,974 - 30,448x + 4,693x R?=0,60
Y AIA(0,5) = ns
100 ¢ Y AIA(1,0) = ns
Y AIA(3,0) =ns
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+ AIA (0,0 mg.L™)

Figura 8 - Efeito das interac8es dos niveis doslagigres de crescimento (BAP e AlA) na formacaocadzes
em brotos de camapPRlfysalis angulatd..)

A formacdo de raizes adventicias vitro permite a constituicdo de uma planta
completa, o que posteriormente durante a faseloleatacéo, facilitara o pegamento da muda
nas condi¢cdesx vitra

Os botdes florais foram observados a partir dodZb@pds a inoculacdo do explante
ao meio MS, demonstrando comportamento diferencemcencontrado por Vasconcello

(2003), que ao propagam vitro segmentos nodais e apicais de camapu referentdS ao
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subcultivo em meio MS, sem adicao de reguladoresregcimento, obteve o florescimento
apos 3 meses de cultivo.

Os melhores resultados quanto a emissédo de bdtders fnas plantulas de camapu
foram obtidos com segmentos nodais inoculados eim M8 isentos de BAP e AIA (Figura
9). Dos botdes florais ocorrentes no tratamenta® ooeios isentos de reguladores de

crescimento, apenas em 20% ocorreu a aberturdadas € 6% transformaram-se em frutos

(Figura 10).
7 Y AIA(0,0) = 4,676 - 2,825x + 0,430k R2=0, 5
. Y AIA(0,5) = ns
6 - Y AIA(1,0) = ns
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Figura 9 - Efeito das interacbes dos niveis doslaeigres de crescimento BAP e AIA no nimero médio d
botdes florais em brotos camapthysalis angulata..)

Nos estudos realizados com camapu por Vasconc#@8), as flores apresentaram
desenvolvimento normal e 60% do pdélen das flanesitro eram viaveis. Outros autores
também apresentaram resultados mostrando que iiloveso séo capazes de produzir polen
vidvel (SARITHA, 2007; ZHANG, 2000).

Vasconcellos (2003) cita que muitos autores téroutico sobre a influéncia dos
reguladores de crescimento na inducéo de floresudtimosin vitro, dentre estes a citocinina

se destaca por exercer uma influéncia na florescéneitro.
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A B @

Figura 10 - Brotos adventicios em estadio produtieocamapidn vitro A — emissédo de botdes florais, B -
disposicéo de flor no broto, C - formagé&o de friosbroto.

A hipétese sugerida para a ocorréncia de botdesid|dflores e frutosn vitro das
plantas de camapu, estéo correlacionadas aossestt@sbientais, pois as condicbes externas
afetam o desenvolvimento ou crescimento de 6rgdoledos. Segundo Pitelli (2006), o
estresse ativa varias respostas nas plantas, desdieracdo na expressao génica e no
metabolismo até mudancas na taxa de crescimentodetpvidade. As principais causas do
estresse podem estar correlacionadas a fatores epranimero de subcultivaqyue favorece
na ocorréncia da maturidade, assim a planta usade @ fonte explante parece ser
fundamental para o florescimeritovitro florescer (VASCONCELO, 2003); fmtoperiodo e
a intensidadede luzsdo fatores determinantes de muitas respostasofigias (CAVINS,
2001); c) a natureza dante carbondmono ou dissacarideos) e@centracao de nitrogénio
no meio tém demonstrado influéncia na formacéao @ées reprodutivos (SIVANESAN,
2007).

A presenca de antocianina foi identificada em weéatensdo dos brotos adventicios.

E os que apresentaram antocianina, foram os oddteraem meio MS contendo as
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concentracdes de 1,5; 2,5 e 5,0 migde BAP e na auséncia de AIA (Figura 11). A forneaca
in vitro de antocianina tem ocorrido em culturas cujas éspé@turalmente apresentam ou
nao cianidrinas. Alves (2001) relata a ocorrénei@utocianina em calos &e camaldulensis

e E. tereticornisantes do aparecimento dos primordios de gemasn) Eagus sylvaticae

Facus orientaishos locais de diferenciacdo de gemas.

Figura 11 - Antocianina em plantulas de camapu.d&talhe da base da plantula, B - detalhe da pérea
da plantula.
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4.2 Efeito da sacarose e do nitrogénio inorganicamlsre a multiplicacdo de brotos a
partir de segmentos nodais de camapu

Os resultados obtidos mostraram que todas as edsticas estudadas foram
afetadas significativamente, ao nivel de 1% deabibidade, nas diferentes concentracdes de

sacarose e nitrogénio inorganico e pela interagéie aitrogénio e sacarose (Tabela 4).

QM

Fonte de GL Comprimento  NUmero Namero  Comprimento  Namero
variagao médio do médio de médio de médio da médio de

broto (cm) folhas segmento raiz bot&o floral
Sacarose (S) 4 75,97** 13,40** 18,32** 24,34** 1235
Nitrogénio (N) 4 42,42** 12,42** 8,57** 6,89** 4,15
SxN 16 3,65** 1,40** 1,98** 3,18** 1,11%*
Residuo 475 015 2,98 0,08 0,18 0,13
C.V. (%) 15,50 13,24 18,46 26,3 28,36

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia do efeitoiveis de Sacarose e Nitrogénio na proliferalgérotos
de camapURhysalis angulatd.) UFAM, Manaus, 2008.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Os brotos adventicios apresentaram maior compron@édio no meio de cultura,
contendo as concentracdes de 15 e 30dglsacarose combinados com a concentracdo MS e
%.MS, com as meédias de 14,00 e 13,35 cm de componespectivamente, sem diferencas
estatisticas significativas entre as duas concgiggade sacarose.

Os tratamentos contendo as concentracbes de 7% ¢gdlL4de sacarose, quando
também combinadas com as diferentes concentragde$rdgénio inorganico, nao diferiram
estatisticamente entre si, porém alcaram os medlresaltados na concentracdo normal e 50
% de nitrogénio inorganico (Figura 12).

Os resultados também evidenciaram que, apesarwie badesenvolvimento de
broto, nas condi¢cdes de auséncia de nitrogénioprmpimento dos brotos permaneceu

limitado, independentemente da concentracdo decsaca
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Y ows = 1,297 +0,105x 0,003 R?=0,67

Y 1ams = 1,705 + 0,907x0,018)> R?=0,95
Y 1ome = 1,121 + 1,136x0,022)2 R?=0,98
Y e = 2,658 +0,990x6,019) R?=0,81
Y ous = 1,995+ 0,873 - 0,018 R?=0,83

Comprimento médio do broto (cm

Sacarose (g.[%)

s O ME m Y4 MS A Y2 MS ® 1 MS X 2ME

Figura 12 - Comprimento médio de brotos emitidosepglantes de camapBHysalis angulatd..), aos 40 dias
de cultivoin vitro, em meio MS com diferentes combinac¢des de sacarngegénio

A auséncia de nitrogénio inorganico nos meios dkureu proporcionou um
decréscimo linear no numero de segmentos nodaigad@gapu, com o0 aumento das
concentragdes de sacarose.

Com o incremento de diferentes concentra¢cdes degaitio inorganico no meio de cultura,
verificou-se um aumento significativo no nimeroségmentos nodais por broto adventicios,
atingindo seus valores maximos de 4,69 e 4,67 sdgs@or plantula, no intervalo de ¥4 MS
a ¥2 MS. A partir destas concentracbes, comecouoarescum decréscimo no numero de
segmentos (Figura 13D numero de folhas também teve comportamento samtellao do
namero de segmentos nodais, pois na ausénciardgémio houve decréscimo no nimero de
folhas a medida que se aumentava a concentracgacdeose. E, com a adi¢cao do nitrogénio
no meio de cultura, os brotos adventicios emitimais folhas, atingindo a média de 12,09
folhas por broto adventicio na combinacéo 45 g/lsalsarose na concentracdo 1MS (Figura

14).
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Figura 13 - Nimero médio de segmento nodais emsifido explantes de camagthfsalis angulata..), aos 40
dias de cultivan vitro, em meio MS com diferentes combina¢ces de sacarngmgénio.

Y ows = 5,471 + 0,115x 9,0039;° R’*=0,71
Y 14 ms = 6,558 + 0,388 - 0,00%5 R?=0,73

Y 1ome = 6,558 + 0,388x0,007>2 R?=0,73
Y s = 4,933 + 0,469x 0,008 R?=0,97
Y ous = 5,878 + 0,415x 0,007, R?’=0,76

NuUmero médio de Folh:

7,5 15 30 45
Sacarose (g.[%)

* O ME m Y4 MS A Y2 MS ® 1 MS X 2 ME

Figura 14 - Niumero médio de folha emitidos por erp#s de camapPliysalis angulatd..), aos 40 dias de
cultivo in vitro, em meio MS com diferentes combinacdes de sacarogsgénio
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Na auséncia de nitrogénio inorganico, as folhas lotos adventicios de camapu
apresentaram-se aclorofiladas. Portanto, para ocamamha necessidade de adicdo de
nitrogénio no meio de cultura para o seu desenvianto.

O nitrogénio é um constituinte de aminoacidos, entéitleos e coenzimas, portanto
existe alguma relacao entre o teor de nitrogéni@mscimento das plantas, considerando que
um dos principais sintomas da deficiéncia do nérog € o amarelecimento ou clorose das
fotossintese e consequentemente, na sintese dedandios essenciais (DONATO, 1999).

Com relacédo ao numero médio de botdes floraisatgmentos, contendo nitrogénio
no meio de cultura, mostraram-se superiores aososele nitrogénio. O tratamento com 45
mg.L* de sacarose, quando combinados com todas as t@wdes de nitrogénio, obteve as

melhores médias em numero de segmento por brotentdws, conforme se observa na

figura 15.
Y ous= 0,242 + 0,128x 0,003, R%*=0,84
Y 1ams= 0,292 + 0,155x 0,002 R?=0,94
Y 12 ms= 0,0142 + 0,089x0,0009:” R?=0,9
Y ;us = 0,395 + 0,080x =R0,9!
Y ous= 0,166+ 0,172x 6,0023:° R%=0,97
5 -

NuUmero médio de Botao flora

7,5 15 30 45
Sacaroseg.L™?)

+ OMS m Y4 ME A 2 MS ® 1 MS X 2 ME

Figura 15 - Naomero médio de bot8es florais emitidos explantes de camapBhysalis angulatd..), aos 40
dias de cultivan vitro, em meio MS com diferentes combinac¢des de sacarngmgénio
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A presenca de antocianina na parte aérea dosskadt@nticios ndo demonstrou efeito
sobre a producédo de botdes florais de camapu, moafse observa na figura 16. Os brotos
adventicios que apresentaram antocianina foramuesigeram tratamentos, cultivados em
meio de cultura, contento 45 & Ilde sacarose, combinados com as diferentes coacéesr
de nitrogénio inorganico.

Com relagéo ao nimero de flores, os tratamentos4®mL" de sacarose e 2MS,
emitiram em torno de 1 a 3 flores por broto adwémticom o percentual de 57,14 % de
brotos com flores. Os demais tratamentos apresentapenas uma flor por plantulas com o

percentual de 14, 29% para o tratamento conter&lg.(4 de sacarose e 1MS), e 7,14% para

0s demais tratamentos.

Figura 16 - Brotos em estadio produtivo de camapitio A. detalhe da emissédo de botbes floraisidalhe
da disposigédo de flor em brotos adventicios.

O comprimento da maior raiz foi marcadamente imitiedo pela concentracéo de
nitrogénio fornecido ao meio de cultura. Nos traatos com auséncia de nitrogénio, apesar
das plantas terem desenvolvido raiz, estas apegaemtos menores comprimentos, e
decresceram a medida que se aumentaram as cogdestd® sacarose.

Os dados indicam que a adicdo do nitrogénio no mheioultura, proporcionou um
aumento significativo no comprimento da raiz simm#amente com a concentracdo de

sacarose.
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Mas, os tratamentos que proporcionaram melhoresltades foram os que
continham no meio de cultura % de MS combinados 30m.L* de sacarose, alcancando em
meédia 5,79 cm de comprimento de raiz (Figura 17)aAir dessa concentracdo de nitrogénio
inorganico, observou-se uma tendéncia a queda nwromento da parte aérea obtida.
Schmildt (2007) sugere que exista uma o6tima coragdd de reserva de carbono na qual

acima ou abaixo a formacao de raizes adventigasnseida.

Y ous = 1,303 +0,093x 0,003)? R?= 0,52
Y 14me = 0,608 + 0,110x 220,94
Y 1zme = 0,415 + 0,307x0,004) 2 R?=0,93
Y s = 0,124 + 0,224x0,002 > R®=0,99
Yoms =0,022 +0,083x 2-0.89

y = 0,0826x 0,022
R?=0,892:

Comprimento médio da raiz (cm

Sacarose (g.[%)

+ O ME m Y4 MS A Y2 MS ® 1 MS X 2 ME

Figura 17 - Numero médio de raizes emitidas potaetps de camap(®Pliysalis angulatd..), aos 40 dias de
cultivo in vitro, em meio MS com diferentes combinac¢des de sacarngegénio

O numero de raizes por explante e a qualidade desizes, que resultam em um
sistema radicular bem desenvolvido, sdo caradter$stque certamente irdo facilitar o
desenvolvimento das plantas durante o processo ctimatizacdo. De forma geral,
evidenciou-se que a adicdo do nitrogénio inorgamicda sacarose no meio de cultura é

extremamente importante no desenvolvimento de ®¢acamapu (Figura 18).
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RN

Figura 18 - Aspecto visual dfeito das diferentes combinag@essacarose e nitrogénio desenvolvimento de
explantes deamapu Physalis angulata..), aos 40 dias de cultivia vitro. S = sacarose, MSmeio Murashige
& Skoog.
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4.3 Substratos para aclimatizacdo de plantas micreppagadas de camapu

As plantulas de camapu, antes de serem aclimatagassentavam comprimento
meédio de 13,31 cm, 13,49 folhas, 2,47 botbes floees com 6,41 cm de comprimento e peso
da matéria fresca de 1,53 g.Em geral, a composigdneio e 0 ambienta vitro alteram o
desenvolvimento anatémico e fisiologico das plariasando a uma alta taxa de transpiracéo
apos o plantio. Estudos conduzidos por LarcherpfBflatam que o crescimento vigoroso,
apos o plantio, depende do desenvolvimento de roltzess mais adaptadas as condigdes
vitro. De fato, o processo de adaptacdo do canf@ipiintensificado a medida que novas
brotacdes foram se desenvolvendo a partir da sagerdana apos o transplantio.

Apos 60 dias de aclimatizacdo, observaram-se difagesignificativas quanto a porcentagem
de sobrevivéncia, peso médio da matéria frescapgoranto da planta, numero de folha,

comprimento da raiz e numero de botdes floraisidastpor planta (Tabela 5)

QM
For)teN de GL % de Matéria. Comprimento Numero Comprimento N. médio
variagao oYC  fresca médioda  médio de médio daraiz de botdo
sobrevivéncia

(mg) planta (cm) folha (cm) floral
Substrato 5 0,618* 2,247* 6,40%* 9,367** 8,805 o
Residuo 84 0,033 0,129 1,900 2,412 2,575 0,511
C.V. (%) 18,00 23,28 31,30 36,10 44,10 44,53

Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia do efegesubstratos na proliferacdo de brotos de caffipsalis
angulatal.) UFAM, Manaus, 2008.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Durante a aclimatizacdo, o substrato contendo mraigsermiculita + terrico de mata
apresentou o percentual de 100% de sobrevivéncjdatéas micropropagadas de camapu.
Enquanto que os substratos plantimag®terrico de matgroporcionaram 0S menores

percentuais de sobrevivéncia de mudas, 13,33 &&%ié3pectivamente (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito do substrato sobre a sobrevigéde plantas de camapu, aos 60 dias de aclimatgzatédias
seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo difemamsi pelo teste de Tukey (P< 0,05)

Hoffmann (2001) relata a ocorréncia de uma quedatida na sobrevivéncia das
plantas em torno de duas semanas apos o inicidideatizacdo, mencionando que este fato €
causado em virtude do estresse sofrido na tramsfaréas plantas do laboratério para a casa
de vegetacéo e pela baixa eficiéncia na troca dabuksmo heterotréfico para o autotrofico.

No inicio da aclimatizacdo das plantulas de camapiificou-se a ocorréncia de
gueda foliar durante a primeira semana de culindependentemente dos substratos testados.
A abscisdo foliar, durante a aclimatizacdo de pkrdultivadasn vitro, parece ser um
fenbmeno comum em resposta as mudancas fisiologicasfoldgicas devidas a alteragdo do
ambiente.

O comprimento da parte aérea das plantas aclimataotave melhores resultados
quando cultivado no substrato, contendo a mistwavermiculita + terrico de mata
apresentando em média 31 cm. Seguido dos tratasneono terrico de mata e vermiculita +

plantimaxX’,0s quais ndo diferiram estatisticamente entreosiforme se observa na figura 20.
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Figura 20 - Efeito do substrato sobre as médiaaimhanho das plantas de camapu, aos 60 dias dextiztigéo.
Médias seguidas pela mesma letra, nas colunaslifefiem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05)

O substrato que apresentou o maior niumero de fédhasmistura de vermiculita +
terrico de mata, tendo em média 33,27 folhas piiddszor planta. A vermiculita e terrico de
mata quando aplicados isoladamente também aprem®ni@a segundo e terceiro melhor
resultado, sem distincdo estatistica entre si (gigll). A presenca de botbes florais foi
constatada a partir do 52° dia de aclimatizacdémpamao se verificou durante o periodo de
aclimatacao a presenca de flores, sugerindo qptaatas na fase de aclimatizagéo precisem
de um maior periodo para iniciar a floracdo. Vasetlas (2003) cita que plantas de camapd,
quando cultivados em condi¢des de campo, comedhragdo apos quatro meses.

Os melhores resultados quanto ao numero médio thedéorais por planta foram
obtidos com o uso do substrato, contendo a mistemaiculita + terrico de mata, durante a
fase de aclimatizagdo, atingindo a média de 6,t6eloflorais por planta (figura 22). O
substrato plantimax@®&presentou a menor média de emissdo de botbets fimaplanta, e o

substrato terrico de mata ndo se constatou a mesdm botdes florais, estes resultados
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indicam a estrutura fisica do substrato, principgite no que se refere a manutencdo da

umidade do solo que, é o fator limitante na produis botdes florais.
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Hartmann (2002) menciona que os principais efaiims substratos manifestam-se
sobre as raizes, podendo acarretar algumas infiggsobre o crescimento da parte aérea.
Neste experimento verifica-se uma significativaeiica no comprimento da maior raiz em
funcao do substrato utilizado.

O substrato contendo a mistura vermiculita + terde mata apresentou o maior
desenvolvimento de raiz, obtendo em média 20,18ercomprimento. A vermiculita quando
combinada com o plantim@ou em aplicacdo isolada também apresentou boukacss,
sem diferirem estatisticamente entre si, conforenebserva na figura 23.

Os resultados também evidenciaram que, apesar \d& badesenvolvimento de
broto, nas condi¢cdes de auséncia de nitrogéniopmpemento dos brotos permaneceu

limitado, independentemente da concentracdo decsaca
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O valor do peso da matéria fresca expressa conidide o desenvolvimento de

plantas de camapu aclimatizadas. Assim a maior angdiia 0 peso da matéria fresca da
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planta, constatou-se no substrato que contém amaide vermiculita + terrico, atingindo a
média de 4,83g por planta. Este resultado devesstata de que mistura de substratos
proporcionam uma melhora nas caracteristicas $isigaimicas e bioldgicas, superando,
assim, os resultados quando comparados com agéihzde substratos isolados (Figura 24).
Bossa (2003) relata que a qualidade do substrat@actimatizacdo passa pela
existéncia de caracteristicas fisicas importandeso¢ por exemplo, a densidade, porosidade
total, espaco de aeracéo e retencdo de agua, @ssionde caracteristicas quimicas como o
pH e o teor de sais soluveis. Hoffmann (2001) desigue o bom desempenho de um
substrato se da, em geral, pela boa agregaca@sdearticulas, disponibilidade de nutriente e

a adequada drenagem.
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O plantimax®apesar de apresentar vantagem pela sua uniformétlademposicao
quimica e fisicando se diferiu estatisticamente dos substratosoinham terrico de mata

e vermiculita sobre o peso médio da matéria frdssaplantas. Neto (1999) menciona que o
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substrato comercial plantimaxesar de possuir boas caracteristicas fisicasssiex da
complementacao de nutrientes por meio da aplicdeasolugéo nutritiva, para se obterem
mudas de melhor qualidade.

Apesar disso, a vermiculita foi o substrato maisieite, provavelmente devido a
sua caracteristica fisica, que segundo Ugarte j20@bn 6timo condicionador do solo por
promover a areac¢do do solo, enquanto retém umidasitimula a absor¢cdo de nutrientes,
através das raizes das plantas.

Neste contexto, as plantas de camapu obtiveram ethomdesenvolvimento em
todas as caracteristicas avaliadas nos substrambsnco vermiculita aplicado isoladamente
ou em forma de mistura com outros substratos. &)am combinada com o terrico de mata,
proporcionou um melhor desenvolvimento em comprimela parte aérea e raiz, nimero de
folhas e botdes florais e incremento significatimopeso da matéria fresca.

Neste trabalho, o substrato mais adequado a prodiaggmudas, foi & composicao
da mistura de vermiculita + terrico de mata, afmdwm a grande adaptacdo do camapu a

substratos com baixa e/ou nenhuma adubagédo quimica.
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5 CONCLUSAO

Nas condicbes em que foi desenvolvido o presented@s conclui-se que a
micropropagacdo de camapu pode ser feita da segamba.

A inoculacdo dos reguladores de crescimento AIAA® Bio meio de cultura MS,
proporcionou o desenvolvimento de plantulas coraataristicas anormais.

Recomenda-se utilizar a concentracdo ¥» MS combinada 15g.[' de sacarose,
pois promoveu os melhores resultados quanto astedsticas avaliadas para obtencdo de
mudas de camapd.

Na fase de aclimatizacdo de camapu, o substraterama mistura de vermiculita +
terrico de mata (1:1 v/v) promoveu o0 maior indice d&obrevivéncia e melhor
desenvolvimento no peso médio da matéria fresecapdmento da planta, nimero de folha,
comprimento da raiz e numero de botdes floraisidastpor planta.

Assim, sugerimos que experimentos nesta area deveid sé continuar, mas serem
aprofundados com o objetivo de aumentar a efiédo processo de micropropagacao e
aclimatacdo de camapu, visando testar diferenteaufacdes de meio de cultura e de
substratos, que permitam produzir o maior matemiainero de mudas a baixo custo, o que é

desejavel em laboratérios de micropropagacao.
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