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Micropropagacao de Calendula officinalis L.

BERTONI, B.W.2, DAMIAO FILHO, C.F.1; MORO, J.R.}; FRANCA, S.C.2 PEREIRA, A.M.S.?2
1Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuatria. Universidade Estadual Paulista. Jaboticabal. Sdo Paulo.
CEP 14870-000. 2Unidade de Biotecnologia Vegetal. Universidade de Ribeirdo Preto. Ribeirdo Preto. S4o Paulo.

CEP 14096-380.(bbertoni@unaerp.br)

RESUMO: Calendula officinalis é geralmente propagada por sementes e apresenta grande
diversidade no tamanho e cor da flor o que acarreta variabilidade quimica quantitativa e qualitativa.
O protocolo de micropropagacéo foi desenvolvido com objetivo de propagar essa espécie de
forma clonal o que permite a obtencéo de biomassa homogénea mais adequada a producao de
fitoterapico. Os explantes selecionados a partir de capitulos foram os mais adequados ao processo
de micropropagacao e o meio mais indicado para multiplicacéo foi MS suplementado com 1,0
mgL* de BAP com adicdo de 6,0 gL' de Phytagela e para desenvolvimento em altura foi MS
suplementado com 0,5 mgL-* de cinetina com adi¢ao de 6,0 gL de Phytagela. Oitenta por cento
das plantulas enraizaram em MS/2 suplementado com 1,0 mgL* de AIB

Palavras-chave: Micropropagacéo, vitrificacdo, caléndula, plantas medicinais.

ABSTRACT: Micropropagation of Calendula officinalis L. Micropropagation of Calendula
officinalis L. is usually propagated through seeds and therefore shows high diversity in flower size
and colour, what causes quantitative and qualitative chemical variability. A micropropagation protocol
was established for clonal propagation of this species to achieve homogeneous biomass, more
appropriate for the production of phytotherapics. Explants harvested from capitula were the most
appropriate for the micropropagation process. MS culture medium supplemented with 1.0 mgL+*
BAP and 6.0 gL* Phytagel™ enhanced shoot proliferation, while MS medium supplemented with
0.5 mgL* Kinetin and 6.0 gL-* Phytagel™, increased shoot elongation. Plantlets (80%) cultured in

MS/2 medium supplemented with 1.0 mgL* de IBA rooted.
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INTRODUCAO

A caléndula (Calendula officinalis L.) € uma
planta de origem européia, pertencente a familia
Asteraceae. Encontra-se difundida no mundo e esta
bem aclimatada no Brasil, sendo comercializada em
farmacias onde é empregada em diversos preparados
fitoterapicos e cosméticos.

Segundo a Escop-elropean (1992), o extrato
das flores de caléndula € indicado no tratamento de
inflamacgbes da pele, de mucosas, na cicatrizacio
de feridas e queimaduras leves. Varios trabalhos com
caléndula tém correlacionado sua atividade biol6gica
com sua estrutura quimica: saponinas triterpenoidicas
tem atividade anti-tumoral (Boucaud-Maitre et al.,
1988), triterpendides tem atividade antiinflamatéria
topica (Della Loggia et al., 1994; Herold et al., 2003),
flavondides, apresentam atividade antiinflamatoria
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(Bezakova et al., 1996) e éster triterpenodiol,
atividade anti-edema (Zitterl — Eglseer et al., 1997).
As plantas de C. officinalis encontradas no
Brasil produzem flores de tamanho variado (3 a9 cm)
e cores heterogéneas. Esse tipo de variabilidade se
estende ao perfil fitoquimico e dificulta o controle de
qualidade de matéria prima de fitoterapicos a base
de caléndula. Trabalho realizado por Neukirch et al.,
(2004) com dez variedades de caléndula mostrou
grande diversidade quimica nas plantas analisadas.
A micropropagacéo via organogénese direta
€ a técnica de maior aplicabilidade da cultura de
tecidos e é usada rotineiramente para multiplicar
grandes quantidades de plantas uniformes com
gendtipos selecionados mantendo a fidelidade
genética ( Kitto, 1997). Além disso, também tem sido
utilizada em programas de conservacdo com
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introducao de acessos em bancos de germoplasma.
O estoque de plantas in vitro permite um fluxo
continuo de producdo em todas as épocas do ano, e
possibilita a producéo de plantulas a partir de 6rgaos
ja desenvolvidos o que, em geral, ndo é conseguido
em condicdes naturais de campo.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um
protocolo de micropropagacao de Calendula officinalis
visando a producéo de clones elites.

MATERIAL E METODO

Experimentos realizados in vitro

Plantas de caléndula com trés meses de
idade mantidas em canteiros na colecao de plantas
medicinais do Departamento de Biotecnologia Vegetal
da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), foram
doadoras de diferentes tipos de explantes: capitulo
floral, segmento nodal (retirados de plantulas sob
condicdo ex-vitro e de plantulas axénicas) e sementes.

Os explantes tipo capitulos e segmentos
nodais foram coletados no campo de cultivo de
plantas medicinais da UNAERP e permaneceram por
doze horas sob 4gua corrente; em seguida foram
desinfestados superficialmente com solucao de
benomil a 0,5% (p/v) por trinta minutos, depois lavados
com solucgéo etanol/agua a 70% (v/v), por dois minutos.
Posteriormente, foram transferidos para solucéo de
hipoclorito de calcio a 1,5% (p/v), por vinte minutos,
sob agitacdo. Os capitulos apds assepsia foram
divididos em quatro partes iguais, e inoculados no
meio de cultura.

Sementes foram desinfestadas com solucao
de benomil 1% (p/v), superficialmente, por uma hora
sob agitacdo e posteriormente transferidas para
solucdo de hipoclorito de calcio 0,5% (p/v), por 15
minutos, sob agitacdo e em seguida foram lavadas
com agua autoclavada.

Segmentos nodais retirados de plantulas
axénicas com trés pares de folhas foram inoculados
nos seguintes meios: a) MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com benziladenina (BA), zeatina
(ZEA) e cinetina (KIN) nas concentracdes de 0,0; 0,1;
0,5;1,0; 3,0 mgL?; b) MS, B, (Gamborg, 1984) e W
(White, 1951), suplementado com KIN na
concentracao de 0,1 mgL?, gelificado com 3,0 mgL-
tde Phytagel§; ¢c) MS suplementado com KIN, ZEA
e BA nas concentra¢cbes de 0,1; 0,5; 1,0 e 3,0 mgL,
acrescido de 30 gL* de sacarose e 6,0 gL' de
Phytagela .

Capitulos de 0,5 cm de diametro, apds
assepsia, foram divididos em quatro partes iguais e
inoculados nos seguintes meios: a) MS suplementado
com BA, ZEA e KIN nas concentra¢ées de 0,1; 0,5;
1,0 e 3,0 mgL* acrescidos de 30 gL* de sacarose e
3,0 mgL* de Phytagela; b) MS, suplementado com
1,0 mgL* de BA acrescido de 3,0 gL* de Phytagela e

15, 30,60 e 90 gL' de sacarose; c) MS suplementado
com 1,0 mgL* de BA acrescido de 30 gL* de sacarose
e 3,0 mgL* de Phytagela. Os explantes foram
expostos a diferentes condi¢cBes de fotoperiodo (luz
continua, dez dias no escuro e vinte dias em
fotoperiodo de 16 horas dia e fotoperiodo de 16 horas
dia); d) MS suplementado com 1,0 mgL* de BA
acrescido de 30 gL* de sacarose e 3,0; 6,0 € 9,0
mgL* de Phytagela. O ultimo experimento foi realizado
com capitulos imaturos desde o0 seu surgimento na
planta com 0,5 cm de didmetro até a véspera da
abertura da flor com 1,2 cm de didmetro (0,5; 0,7; 0,9
e 1,2 cm de didmetro) e foi feita a inoculacdo em MS
suplemento com BA na concentracéo de 1,0 mgL™*
com 30 gL* de sacarose e gelificado com 6,0 gL de
Phytagela.

Enraizamento

Em condi¢bes in vitro: plantulas com trés
pares de folhas e 3,0 cm de altura advindas do meio
MS suplementado com 0,5 mgL-* de KIN acrescido
de 30 gL' de sacarose e 6,0 gL* de Phytagela foram
transferidas para os meios listados a seguir, e
gelificados com 6,0 gL* de Phytagela: a)MS + 30
gL* de sacarose; b)MS + 30 gL* de sacarose +0,1
mgL* de AIB; c) MS + 30 gL' de sacarose + 1,0
mgL* de AIB; d) MS + 30 gL' de sacarose + 0,1
mgL?* de ANA; e) MS + 30 gL de sacarose + 1,0
mgL* de ANA; f) MS/2 + 15 gL* sacarose +1,0 mgL*
de AIB; g) MS/2 + 15 gL* de sacarose + 0,10 mgL-* de
AIB; h) MS/2 + 15gL* de sacarose +0,01 mgL*de AlB;
i) MS/2 + 15 gL* de sacarose.

As plantulas enraizadas foram transferidas
para bandejas de isopor contendo plantmaxa e
mantidas em casa de vegetacdo a temperatura de
28°C e 80% de umidade durante sessenta dias.

Plantas micropropagadas e advindas de
sementes foram avaliadas no campo quanto a altura
da planta, producéo de diasporos em peso por planta
e homogeneidade de tamanho e cor da flor.

Em condicdes ex vitro: Plantulas com trés
pares de folhas e 3,0 cm de altura, oriundas de meio
MS suplementado com KIN 0,5 mgL* com 30 gL
de sacarose foram colocadas sob algoddo umedecido
com solucdo de 1,0 mgL* de AIB por 24 horas.
Posteriormente foram transferidas para casa de
vegetacdo em bandejas de isopor contendo
plantmaxa; terra x areia (1:1) e terra x plantmaxa
(1:1).

Os meios de cultura utilizados em todos os
experimento foram solidificado com phytagel, pH
ajustado a 6.0 e autoclavados a 121°C a 1 atm, por
15 min. Os frascos utilizados nesses experimentos
foram tubos de vidro com 2,2 cm de didmetro e 8,5
cm de altura, tampados com tampa pléastica
transparente autoclavavel . Os explantes e plantulas
foram mantidos por 16 horas dia de fotoperiodo, sob
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1600 Lux (1,6 x 10 2 cal. cm-2 min 1) de intensidade
luminosa, proveniente de 2 lampadas tipo fluorescente
(GE, 85W), a temperatura de 25+2°C

O delineamento experimental adotado nos
ensaios foi o inteiramente casualizado. Cada
tratamento teve trés repeticdes, sendo dez explantes
por repeticdo e, para a comparacao das médias dos
tratamentos, utilizou-se o teste de Tukey em nivel de
5%.

Dosagem de clorofila

Folhas de caléndula (50mg/peso fresco)
vitrificadas ou ndo, foram coletadas separadamente
e colocadas em um frasco de vidro com capacidade
para 5 mL contendo 3 mL de metanol. Os frascos
foram hermeticamente fechados com tampa plastica
e incubados por 2 horas a temperatura de 23°C no
escuro. A absorbancia da amostra foi medida em
espectrofotdmetro (Spectronic 21 da Bausch & Lomb)
a 650 e 665 nm (Curtis & Shetty, 1996).

Dosagem de fendis totais

Folhas de caléndula (50mg/pesofresco)
vitrificadas ou n&o, coletadas separadamente, foram
imersas em 2,5 mL de etanol a 0°C por 48 horas e
em seguida trituradas e centrifugadas a 15,000xg por
15 min. Aliquotas do sobrenadante (1mL) foi
adicionado a uma solucéo contendo 1 mL de etanol,
5 mL de agua destilada e deionizada e 5 mL de
reagente Folin-Cicateau 50%. Ap@s quinze minutos
adicionou-se 1 mL de uma solugéo de Na,CO, a 5%.
As amostras foram agitadas em vortex ( MARCONI
MA 162) e em seguida permaneceram 60 minutos
em repouso. Apés este periodo foram novamente
agitadas e a leitura em espectrofotdmetro foi
realizada a 725 nm. A curva padrao foi obtida com
acido galico (Curtis & Shetty, 1996) e ambas as
extracdes foram realizadas em triplicata.

RESULTADO E DISCUSSAO

A desinfestacdo, segundo Debergh & Read
(1993), € o primeiro estagio da micropropagacao. A
porcentagem de explantes contaminados nesta etapa
reflete a dificuldade na obtencdo de material axénico,
guando estes sao retirados diretamente do campo
de cultivo. O procedimento utilizado nos capitulos de
caléndula proporcionou desinfestacdo de 99% dos
explantes, enquanto que este indice em relacéo as
sementes foi de 64%. Por outro lado, segmentos
nodais advindos de plantas do campo apresentaram
100% de contaminac¢&o. Em decorréncia desse fato,
0s experimentos foram conduzidos apenas com
explantes advindos de capitulo e segmento nodal
proveniente de plantulas obtidas in vitro. De acordo
com Queralt et al. (1993), o uso de capitulos como
fonte de explante € uma opcao interessante porque a
contaminacao é menos fregliente, podendo-se retirar

muitos explantes sem danificar a matriz e a producao
de plantulas “true-to-type” ¢ alta.

As citocininas utilizadas, néo influenciaram
significativamente o nimero de brotos obtidos a partir
das gemas dos segmentos nodais. Entretanto, os
tratamentos com 0,1 mgL* de KIN e 1,0 mgL* de
ZEA foram os que promoveram maior elongacao dos
brotos 1,96 e 2,40 cm respectivamente (Tabela 1).
Todos os fitorreguladores utilizados promoveram
vitrificacdo nas plantulas advindas de segmento nodal,
0 BA induziu 99% de vitrificacdo e o menor indice
(44%) foi obtido com 1,0 mgL-* de KIN (Tabela 2). O
desenvolvimento completo do protocolo néo foi
possivel nos respectivos meios em decorréncia da
vitrificacao.

Os efeitos dos meios basais MS, B5 e W
foram avaliados quanto a capacidade de reduzir a
vitrificacao de plantulas advindas de segmento nodal.
A porcentagem de brotos proliferados nos meios B5
e W foram inferiores a porcentagem de brotos em
meio MS e a utilizacdo desses diferentes tipos de
meios basais nao diminuiu a ocorréncia de vitrificacao.

De acordo com Ziv (1993), a vitrificacéo afeta
a anatomia, a morfologia e a fisiologia das plantas
impossibilitando sua aclimatagéo. A vitrificacdo em
plantulas in vitro é relativamente freqliente e representa
um sério problema para o desenvolvimento do
protocolo. Numerosas hip6teses tém sido lancadas
para explicar esta disfuncéo: a) excesso de nutrientes
minerais, b) elevadas concentracdes de citocininas,
¢) tipo e concentracdo do agente gelificante, d) alta
umidade relativa, e) tipo de frasco e f) presséo
osmética (Quoirin & Lepoivre, 1997; Vieitez et al.,
1985; Ziv, 1993). Em geral, plantas vitrificadas
apresentam-se com reduzido teor de proteina, baixo
nivel de clorofila, elevado teor de agua e de ions
potassio (Bottcher & Goring, 1988).

O meio mais indicado para proliferacdo de
brotos nos explantes advindos de capitulo foi o MS
suplementado com 1,0 mgL* de BA (Tabela 4).
Quarenta por cento das plantulas advindas desses
explantes vitrificaram.

A concentragdo de sacarose tem marcante
efeito sobre a multiplicacdo e crescimento de
explantes cultivados in vitro por ser a principal fonte
de carboidrato e varios trabalhos tem mostrado que
niveis elevados de sacarose podem conter a
vitrificac&o. Ziv (1993) ao trabalhar com cravo obteve
reducédo do indice de vitrificacdo quando elevou acima
de 3% a concentracdo de sacarose no meio de
cultura. Experimento semelhante foi realizado com
C. officinais no intuito de reduzir a vitrificacao,
entretanto 0 aumento na concentragao de sacarose
provocou um aumento da porcentagem de plantas
vitrificadas (Tabela 5).

Experimento com fotoperiodo foi realizado no
sentido de reduzir a vitrificagdo, uma vez que este
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TABELA 1. Efeito de deferentes concentracdes e tipos de citocininas no nimero e altura de brotacdes de segmento
nodal de C. officinalis
Trat Ba& KEIN IEA
mg 91 Mumera de M Rura das Mumera de Allura das MWumera de Altura das
brotagbes brotacdes brotagdes Brotaches brofacdes Brofaghes

C i T8 A i | FFA -1

i} 4015 il s} R )

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas nao diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 2. Efeito de diferentes concentragdes e tipos
de citocininas na porcentagem de vitrificacdo em
plantulas de C. officinalis.

TABELA 3. Efeito do meio basal em segmento nodal
de C. officinalis

Meio basal  Altura das Numero Numero de  Porcentage

mg Lt BA KIN ZEA brotagdes  de folhas  brotagdes m de
(cm) brotacGes
0,1 99,32 A 67,23 A 73,75 A MS 2,70 A 3,94 A 2 ,00A 100 A
0.5 99,21 A 73.22 A 86,90 A WHITE 0,93 B 3,16 A 1,53 A 36B
B5 2,23A 3,46 A 1,93A 0
1,0 99,78 A 44,78 A 70,76 A - - —
Os meios basais foram suplementados com 0,1 mgL- de cinetina.
3,0 76,90 B 66,68 A 92,11 A Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre
si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

tem um papel importante na morfogénese, regulando
o tamanho das folhas, caules, formacéo de pigmentos
e também especificamente na vitrificacéo (Gratapaglia
& Machado, 1990). A exposicdo de plantulas a luz
continua, fotoperiodo e permanéncia no escuro nao
alteraram o perfil de vitrificacdo de Calendula officinalis
(Tabela 6).

Um outro fator que pode auxiliar na contencao
do processo de vitrificacdo é a concentracdo do
agente gelificante no meio de cultura porque influencia
no potencial osmético, alterando a disponibilidade de
agua, nutriente e fitorreguladores (Ziv, 1993).
Diferencas significativas foram observadas em nossos
experimentos entre os tratamentos com diferentes
concentracfes de Phytagela. O aumento da
concentracao do agente gelificante no meio reduziu
o indice de vitrificacdo das plantulas de C. officinalis.
A concentracdo de 6,0 gL* de Phytagela demonstrou
ser a mais eficiente para o desenvolvimento do
protocolo de micropropagacao, apesar de 23% das
plantulas ainda se apresentarem vitrificadas ( Tabela
7). A concentracao de 9,0 gL* também reduziu a
vitrificacdo, mas reduziu também o indice de
multiplicacdo. Segundo Ziv (1993), a diminui¢éo do
indice de multiplicacao é provocada pelo aumento da
concentracdo do agente gelificante, afetando a
viabilidade de véarios componentes do meio, em
particular as citocininas.

Depois de minimizar a vitrificacdo das
plantulas, os experimentos foram repetidos usando
diferentes tipos e concentragdes de citocininas, no
intuito de verificar a melhor concentracao de citocinina
para a micropropagacao de C. officinalis em meio de
cultura contendo 6,0 gL* de Phytagela

estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

Os resultados mostrados na Tabela 8 revelam
gue com o0 aumento da concentragdo do agente
gelificante, houve diminuicdo na porcentagem de
vitrificacdo das plantulas advindas de seguimento
nodal, independente do tipo e concentracdo de
citocinina avaliadas.

Os diferentes tipos de citocininas usadas em
meio suplementados com 6 gL' de phytagela
continuaram nao influenciando significativamente o
namero de brotos (Tabela 9), entretanto comparando
os dados da Tabela 1 e 9 verificamos que no primeiro
experimento as concentracdes de 0,1 mgL* de KIN
e 1,0 mgL* de ZEA foram os que promoveram maior
elongacdo dos brotos e quando o dobro da
concentracdo do agente gelificante foi utilizada, os
tratamentos com 0,5 e 1,0 mgL* de KIN foram os
que promoveram a maior elongacéo dos brotos.

A analise de plantulas de caléndula mostrou
que o teor de clorofila total em plantulas vitrificadas
foi de 170,34 pg g* no tecido fresco enquanto que
em plantulas normais o teor foi de 676,6 pg g* (Tabela
10). Em plantulas normais o teor de fendis totais foi
trés vezes superior ao teor em plantas vitrificadas
(Tabela 11). Plantulas vitrificadas apresentaram 0,03%
de fendis totais enquanto plantulas nao vitrificadas
apresentaram 0,09%. As caracteristicas morfologicas
entre tecido de C. oficcinalis vitrificado e néo vitrificado
mostrou-se exatamente como descritas por Curtis &
Shetty (1996).

Segundo Ziv (1991), a vitrificacdo € um evento
comum na cultura de tecidos, afetando os dois
principais processos: fotossintese e trocas gasosas
(CO,, H,0 e vapor). O fato das plantulas de caléndula
apresentarem reduzido teor de clorofila mostra que
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TABELA 4. Efeito de diferentes concentracdes e tipos
de citocininas na porcentagem de brotacdes de
capitulo de C. officinalis.

mgL™ BA KIN ZEA
0,1 66,71 B 20,12 AB 13,12 B
0,5 73,67B 13,34 B 16,67 B
1,0 100 A 16,45 AB 30,98 A
3,0 80,77 AB 36,67 A 23,03 AB

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 6. Efeito da luminosidade na % de plantulas
vitrificadas de C. officinalis

Luminosidade % de vitrificagéo

24 h/dia 60,67 A
X 66,45 A
16 h/dia 53,14 A

X= 10 dias no escuro e 20 dias em fotoperiodo de 16 horas

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 8. Efeito de diferentes concentracdes e tipos
de citocininas na porcentagem de vitrificacdo das
brotacbes de segmento nodal de C. officinalis em
MS com 6% de phytagel.

mgL* BA KIN ZEA
0,1 23,67 A 0D ocC
0,5 30,89 A 26,62 AB 3,37B
1,0 30,12 A 30,01 A 26,61 A
3,0 26, 62 A 10,04 C 16,64 AB

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

estas ndo oferecem condicdo para serem
aclimatadas.Segundo Diaz-Pérez et al. (1995),
durante o processo de aclimatizacdo ocorre a
conversao da condicao heterotréfica para autotréfica
e um gradual retorno as caracteristicas naturais da
planta. Plantas vitrificadas n&o apresentam condi¢des
morfolégicas adequadas nem reducéo na condutancia
estomatal, e muito menos incremento no contetdo
de clorofila o que reduz a niveis minimos a eficiéncia
na carboxilacéo.

As fases ontogenéticas dos capitulos foram
investigadas com objetivo de conhecer a fase mais
adequada para a retirada do explante. A Tabela 12
permite-nos verificar que o diametro do capitulo
influenciou na porcentagem de brotag6es por capitulo,
guanto mais desenvolvido o botdo menor o nimero
de brota¢6es. N&o houve diferenca significativa entre

TABELA 5. Efeito de diferentes concentracdes de
sacarose na porcentagem de vitrificacdo em plantulas
de C. officinalis.

Concentragdo de

% de vitrificacao
sacarose (gL )

15 66,51 A
30 66,56 A
60 76,21 A
90 73,11 A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 7. Efeito do teor de phytagelad na
porcentagem de plantulas vitrificadas e numero de
brotos de C. officinalis.

Phytageld (gL™) % de vitrificag&o Ndmero de brotos

3 73,76 A 2,68 A
6 23.54B 2,06 A
9 ocC 1,16 B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

os capitulos com 0,5, 0,7 e 0,9 cm de diametro, com
relagdo a namero de brotos maiores do que 1 cm.
Meristemas florais segundo Gratapaglia & Machado
(1990) sdo muito utilizados em protocolos de
micropropagacdo pois, conforme a espécie, sdo
facilmente revertidos para o estado vegetativo sem
passar pela fase de calo.

Comparando os dois tipos de explantes
usados, capitulo e segmento nodal, o primeiro é mais
indicado para micropropagacao de caléndula. Cada
segmento de capitulo produz em média dois brotos,
0 que resulta em oito brotos por capitulo. O meio
mais indicado é o MS suplementado com 1,0 mgL*
de BA e solidificado com 6,0 gL de Phytagela.

Ap0s a obtencao de plantulas, a fase de
multiplicac&o pode ser realizada com segmento nodal
advindos de capitulo floral em meio MS suplementado
com 0,5 mgL* de cinetinacom 6,0 gL de Phytagel3,
isto porque as brotag6es a partir de segmento nodal
sdo mais elongadas e facilitam o processo de
repicagem e enraizamento.

Quanto ao enraizamento, a presenca de
auxinas no meio de cultura foi necessaria para o
desenvolvimento do sistema radicular de caléndula
in vitro, sendo que os meios de cultura MS e MS/2
suplementados com ANA ou AlB nas concentracdes
de 0,1 e 1,0 mgL* promoveram o enraizamento (Tabela
13). Amaior porcentagem de enraizamento (80%) e
maior nimero de raizes (3,2 raizes/planta) ocorreram
em meio MS/2 suplementado com 1,0 mgL-* de AIB.
Apesar da formacéo de calos na base da plantula,
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TABELA 9. Efeito de diferentes concentracdes e tipos de citocininas no nimero e altura de brotacdes de segmento

nodal de C. officinalis em MS com 6% de phytagel.

Trat BA KIN ZEA
mgg™ Numero de Altura das Numero de Altura das Numero de Altura das
brotacbes brotacdes brotacbes brotacdes brotacbes brotacdes
0,1
2,00 A 0,83 A 2,06 A 0,62 B 1,96 A 1,43 A
0,5
2,00 A 0,52 B 1,96 A 1,73 A 2,00 A 0,62C
1,0
2,00 A 0,53B 193 A 1,73 A 2,00 A 1,2 7AB
3,0
2,00 A 0,51 B 1,93 A 0,52B 1,96 A 0,71 BC

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas nao diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 10. Quantidade de clorofila em pg clorofila/
g tecido fresco de folhas que cresceram in vitrode C.
officinalis.

Tipo de clorofila Plantula vitrificada Plantula normal

Clorofila a 105,96 B 498,97 A
Clorofila b 62,76 B 183,31A
Clorofila total 170,34 B 676,63 A

Valores referentes a média de trés analises Médias seguidas
das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo
teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 12 . Efeito do diametro da gema floral na
porcentagem e nimero de brotos de C. officinalis.

Diametro (cm) Porcentagem de NUmero de

brotacéo
¢ brotos > 1 cm
0,5 96,33 A 2,06 A
0,7 66,71 AB 2,13 A
0,9 60,12 B 2,09 A
1,2 ocC 0B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 14. Efeito de diferentes substratos no
enraizamento ex vitro de plantulas de C. officinalis.

Substrato Porcentagem de enraizamento

Plantmax 56,66A
Terra/Plantmax 53,33A

Terra/Areia 23,33B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

apos 60 dias de aclimatacdo em casa de vegetacéo
66 % das plantulas sobreviveram.

O enraizamento de Calendula officinalis pode
ser realizada in vitro ou ex vitro. Apés 60 dias em
casa de vegetacao as plantulas de caléndula mantidas
sob condi¢des ex vitro apresentaram oS maiores
indices de enraizamento em Plantmaxa ou terra /
Plantmaxa 1:1 com 56 % e 53 % respectivamente
(Tabela 14). Embora as plantulas de caléndula

TABELA 11. Quantidade e porcentagem de Fendis
totais em folhas que cresceram sob condigéo in vitro
de C. officinalis

Folhas mg g™ pf %
NORMAL 0,60 A 0,09 A
VITRIFICADA 0,28 B 0,03 B

Valores referentes a média de trés analises Médias seguidas
das mesmas letras ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo
teste de Tukey em nivel de 5%.

TABELA 13. Efeito de diferentes concentracdes e
tipos de auxina no enraizamento in vitro de C.
officinalis.

Médias seguidas das mesmas letras nao diferem
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

possam ser enraizadas nos dois sistemas, o
enraizamento ex vitro é mais indicado por apresentar
menor custo e em geral promove um sistema radicular
mais completo e funcional, sem a formacao
intermediaria de calo o que pode dificultar a conexao
do sistema vascular entre caule e raiz (Gratapaglia &
Machado, 1990).

Plantas propagadas por sementes e
micropropagadas foram analisadas quanto a producédo
de didsporos e altura da planta. Constatou-se que
ndo houve diferenca significativa entre a altura da planta
advinda de semente (47,5 cm) e a planta advinda da
micropropagacao (45,5 cm). Também nao foi verificada
diferenca significativa na producao de diasporos por
planta, a média da producdo em plantas advindas de
sementes foi de 42,8 g (+ 7,8) e plantas advindas da
micropropagacdo de 42,5 g (+ 9,6). As plantulas
micropropagadas apresentaram homogeneidade de
cor e tamanho da flor com caracteristicas idénticas a
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planta matriz. Esse resultado nos permite afirmar
gue o protocolo desenvolvido nesse trabalho é eficiente
para micropropagar Calendula officinalis.

CONCLUSAO

Fitoterapicos de caléndula sdo produzidos a
partir das flores. Plantulas de caléndula advindas de
sementes ndo guardam semelhanca com a planta
matriz quanto ao tamanho e cor das flores e nem tao
pouco em relacé@o aos principios ativos.

O protocolo apresentado nesse trabalho
permitira a producdo em larga escala de clones
obtidos a partir de capitulos de plantas, cujo perfil
guimico podera ser previamente conhecido.
Plantulas produzidas in vitro a partir de capitulos tém
uma grande vantagem sobre aquelas produzidas a
partir de sementes, porque contaminam menos e sdo
“true-to-type”. O desenvolvimento do protocolo
proposto nesse trabalho permite a propagacéo, em
escala, de material clonal de C. officinalis num prazo
maximo de seis meses, representando uma
alternativa viavel de producéo de matéria prima de
gualidade para a industria de fitoterapico e cosméticos
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