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INTRODUGAO

Solanaceae é uma familia de plantas que conta com um grupo vasto de espécies
com potencial alimenticio, dentre elas a Physalis ixocarpa Brot. ex Hornem, também
conhecida como Tomatillo, uma cultura vegetal estudada num centro de diversidade no
México (Delgado-Alvarado et al., 2018). Esta espécie também possui potencial medicinal
como agente hipoglicemiante, antioxidante (Romero-Guerrero et al., 2021),
antibacteriano e antifangico (Khan, Bakht & Shafi, 2016).

Para visar a obtencdo deste material vegetal em larga escala, em tempo reduzido,
com uniforme genética e qualidade fitossanitaria, faz-se necessario a utilizacdo de
técnicas biotecnoldgicas, neste caso, a micropropagacdo pode ser uma alternativa (Silva
et al., 2020).

A embriogénese somatica destaca-se entre as técnicas de micropropagacao por
possibilitar a producdo em larga escala de embrides somaticos e a conservacdo de
genotipos superiores por meio da propagacdo clonal (Carvalho et al., 2013).

Na obtencdo dos processos morfogénicos in vitro, sdo utilizados reguladores de
crescimento vegetal, sendo considerados os principais fatores responsaveis pelo
desencadeamento da resposta morfogenética induzida in vitro (Gaj et al., 2006). A auxina
é considerada o principal regulador com principais efeitos fisioldgicos no crescimento
celular vegetal e o enraizamento (Mercier, 2008). A auxina, em presenc¢a continua no
meio de cultura, induz a sintese das proteinas necessarias para iniciar o desenvolvimento
do embrido, desde o estagio somatico até o estagio globular (Carvalho et al., 2013; Silva
et al., 2020).

Nesse contexto objetiva-se estudar o efeito da auxina 2,4-D (&cido
diclorofenoxiacético) na inducdo de calos em Physalis ixocarpa e caracterizar seu
potencial embriogénico por meio de andlises histologicas.

METODOLOGIA

Sementes de Physalis ixocarpa foram germinadas e mantidas in vitro. Plantulas
com 21 dias ap0os germinacdo foram usadas como fonte de explantes: cotilédones (+0,4
cm?, com incisdes longitudinais), segmentos foliares e segmentos internodais. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio
Msmurashige; Skoog (1962), suplementado com 87,64 mM de sacarose e solidificado
com 7 g-L' de agar; o pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.
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Testaram-se trés concentracdes de 2,4-D: 0,0; 10,0 e 50,0 uM, totalizando nove
tratamentos (T1-T9: combinacGes explante x concentracdo). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (3 tipos de explantes x 3
concentragdes), com cinco repeticdes por tratamento; cada repeti¢cdo correspondeu a um
tubo contendo cinco explantes (total = 9 tratamentos x 5 repeti¢es x 5 explantes = 225
explantes). As culturas foram mantidas em camara B.O.D. a 25 = 3 °C, na escuridao, e
avaliadas aos 56 dias para: porcentagem de explantes com formacéo de calo (%EFC),
porcentagem de calos friaveis (%CFB) e porcentagem de calos com formacdes globulares
(%CFG).

Para a analise histoldgica, calos selecionados foram fixados em solucdo de
formaldeido 4% (v/v), desidratados em séries crescentes de etanol e
infiltrados/incorporados em HistoResin® conforme Silveira et al. (2013). Foram
confeccionados trés blocos por tratamento; cada bloco foi seccionado em microtomo a 10
pm e montado em cinco laminas com aproximadamente oito cortes por lamina; as se¢0es
foram coradas com azul de toluidina 1% (10 s) (O’brien et al., 1964) e analisadas em
microscopio digital Leica ICC50 W.

Os dados percentuais foram transformados por arco-seno e submetidos a analise
de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
1% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia revelou um efeito significativo do regulador 2,4-D para a
porcentagem de explantes que formaram calos (%EFC), percentual de calos fridveis
(%CFB) e porcentagem de calos com formac6es globulares (%CFG). Em relacdo a
friabilidade dos calos, a concentracdo de 2,4-D e o tipo de explante foram fatores
determinantes (Tabela 1). Os explantes de folha demonstraram a melhor resposta,
alcancando 100% de calos fridveis nas concentracfes de 10,0 e 50,0 uM. Para os
segmentos internodais, a concentracdo de 10,0 uM foi mais eficiente do que 50,0 uM,
enquanto para os cotilédones, a concentragdo de 50,0 uM resultou em uma friabilidade
significativamente maior do que 10,0 uM.

As concentracdes de 10,0 e 50,0 uM do 2,4-D foram as mais eficazes para a
formacédo de calos e formacdes globulares, resultando em 100% de resposta para ambos
os parametros, sem diferenca estatistica entre elas (Tabela 2 e 3). A auséncia do regulador
(0,0 uM) néo resultou na formacéo de calos.

Tabela 1: Médias para porcentagem de calos que apresentaram friabilidade (%CFB) a
partir de explantes de Physalis ixocarpa Brot. submetidos a diferentes concentracdes de
2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) aos 56 dias de cultivo. Feira de Santana, BA. 2024.

2,4-D uM
Explantes 0,0 10,0 50,0
C 0,0cB 88,00bB 100,00aA
F 0,0bB 100,00aA 100,00aA
SIN 0,0cB 96,00aAB 40,00bB

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na mesma linha e maiuscula na coluna em relagéo a cada
concentragdo de 2,4-D, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Tabela 2: Medias para porcentagem de calos que apresentaram formacéo globular
(%CFG) submetidos a diferentes concentracGes de 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) aos
56 dias de cultivo in vitro de Physalis ixocarpa Brot. Feira de Santana, BA. 2024.

2,4-D uM




0,0 10,0 50,0
%CFG 0,0b 100,00a 100,00a

Meédias seguidas pela mesma letra em relagdo a cada concentragdo de 2,4-D, ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 3: Médias para porcentagem de formacdo de calos (%CFC) submetidos a
diferentes concentragdes de 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) aos 56 dias de cultivo de
cultivo in vitro de Physalis ixocarpa Brot. Feira de Santana, BA. 2024.

2,4-D uM
0,0 10,0 50,0
%CFC 0,0b 100,00a 100,00a

Meédias seguidas pela mesma letra em relagéo a cada concentracdo de 2,4-D, ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A observacdo de que o tipo de explante e a concentragdo do regulador de
crescimento sdo importantes para a inducdo de calos em Physalis ixocarpa pode ser
encontrada em outros estudos. Alvarado et al. (2021) também verificaram variacoes
significativas na morfogénese in vitro de P. ixocarpa em funcdo do explante e da
combinacdo hormonal. O 2,4-D como indutor de calogénese também foi relatado em
Physalis angulata (Dwitara et al., 2023). No entanto, enquanto em P. angulata foram
observados calos compactos, neste estudo com P. ixocarpa, notou-se a presenca de calos
friaveis e estruturas globulares, indicando particularidades morfologicas entre espécies
préximas da mesma familia.

A analise histoldgica confirmou que os calos com estruturas globulares, conforme
visualizado na figura 01, apresentavam células com caracteristicas associadas ao
potencial embriogénico, como células isodiamétricas com nucleo evidente, citoplasma
denso e divisBes celulares simétricas. Por outro lado, a regido periférica dessas estruturas
continha células sem ndcleo e com grandes vacuolos, um aspecto comum de tecidos
calogénicos indiferenciados. Esse padrdo celular é semelhante ao descrito para calos
embriogénicos em outras espécies, como Phoenix dactylifera L. (Zein El Din et al., 2021).
A presenca de formacdes globulares em calos cultivados com 2,4-D reforga o potencial
regenerativo de P. ixocarpa, uma vez que essas estruturas sdo reconhecidas como
indicativas de competéncia embriogénica.

amarelas) a partir de calos de Physalis ixocarpa que apresentaram formacdes globulares aos 56 dias de
cultivo in vitro em meio de cultura contendo 50,0 uM de 2,4-D. Observado na lente objetiva 10x.



Portanto, os resultados obtidos neste trabalho confirmam que o 2,4-D é um
regulador de crescimento bastante eficaz na indugéo de calos em Physalis ixocarpa,
promovendo altas taxas de resposta. A formacao de calos friaveis e estruturas globulares,
especialmente em explantes foliares, mostra o potencial da espécie para aplicagdo em
protocolos de embriogénese somatica e regeneracao in vitro. A analise histologica validou
a observacdo morfoldgica, revelando que as formagGes globulares sdo compativeis com
tecidos embriogénicos.

CONSIDERACOES FINAIS

As concentracdes de 10 e 50 pM de 2,4-D foram mais eficientes na indugéo de
calos em Physalis ixocarpa, especialmente em folhas e cotilédones, que apresentaram
estruturas globulares indicativas de embriogénese. A analise histoldgica confirmou
caracteristicas celulares compativeis com tecidos embriogénicos.
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