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Resumo:  Callendula officinalis é uma planta herbacea pertencente a familia Asteraceae, a qual é capaz de apresentar
atividades antioxidante e antibacteriana contra variados microrganismos. A técnica de micropropagacdo in vitro
da espécie ¢ alternativa para obter-se plantas com melhor qualidade e uniformidade, com producdo de plantas
sadias e com crescimento rapido. Com base nisso, este estudo busca avaliar o potencial de desenvolvimento in
vitro, de sementes de Calendula officinalis, avaliando fatores como germinagao, estabelecimento e crescimento. As
sementes utilizadas foram colhidas de plantas matrizes cultivadas em propriedade privada na cidade de lomeré-
SC/Brasil em marg¢o/2019, sendo transportadas até o laboratério da UNOESC. Ap6s o preparo do meio de cultivo
MS, as sementes foram lavadas, desinfestadas e posicionadas no meio de cultivo em tubos. Dez tubos continham
corante artificial alimenticio rosa e outros 10 ndo possuiam adi¢do do corante, foram mantidas no escuro por 7 dias
a 25°C, decorrido tempo, transferidas para fotoperiodo de 16 horas. Apés 36 dias, realizou-se a multiplicacdo in
vitro em vidros com meio MS sem adi¢do de corante e mantido nas mesmas condigdes. As sementes de caléndula
apresentaram baixo desenvolvimento in vitro, sendo que as que desenvolveram sdo oriundas do meio de cultivo
MS com adi¢do do corante artificial alimenticio rosa, atingido em 43 dias de cultivo uma média de 4 cm de
comprimento. Apesar do corante artificial ter apresentado resultado positivo no desenvolvimento dos explantes,
demais estudos sdo necessdrios para aprimorar técnicas mecanicas e quimicas que auxiliem na germinagdo in
vitro de sementes de caléndula.
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Abstract:  Calendula officinalis is a herbaceous plant belonging to the family Asteraceae, which is capable to present
antioxidant and antibacterial activities against several microrganisms. The in vitro micropropagation technique
of the species is na alternative to obtain a better quality, plant uniformity, as well as the production of healthy
plants and rapid growth. Based on this, this study seeks to evaluate the potencial of in vitro development of
Calendula officinalis seed’s, evaluating factors such as germination, establishment and growth. The seeds used,
were reaped from parent plants cultivated in a private property in the city of lomeré-SC/Brasil in march/2019, and
than transported to UNOESC laboratory. After the preparation of the culture media MS, the seeds were whased,
disinfested and positioned in the culture media in tubes, where 10 tubes contained artificial food coloring and
another 10 without addition of artificial food coloring, and kept ind the dark for 7 days at 25°C, elapsed time,
transferred for photoperiod of 16 hours. After 36 days, realized the in vitro multiplication in glasses with culture
media MS without artificial food coloring and kept in the same conditions of photoperiod. The calendula seed’s
presented low in vitro development, being that, those that developed are from the culture media MS with addition
of the artificial food color pink, reaching in 43 days of cultivation an average of 4 cm in length. Although artificial
coloring presented a positive result in the development of explants, other studies are needed to improve the
mechanical and chemical techniques that assist the in vitro germination of calendula seed’s.

Keywords: Calendula. Micropropagation. Food coloring. Germination.

desta espécie, garantindo maior qualidade e

1 INTRODUCAO

uniformidade, com produg¢do de plantas sadias

A espécie Calendula officinalis L., a uma velocidade maior do que em métodos

popularmente conhecida como caléndula é uma
planta herbacea anual da familia Asteraceae,
origindria do mediterraneo e cultivada em varias

partes do mundo.!

A planta pode atingir até 60 cm de
comprimento, com folhas alternas e inflorescéncia
em capitulos longos e solitdrios, as flores sdo
pequenas, amarelas e alaranjadas.> Devido suas
propriedades, o vegetal é utilizado para fins
medicinais, ornamentais e em grande escala na

culindria e na cosmetologia.3

Estudos constam que C. officinalis possui
em sua composi¢do diversos compostos quimicos,
vindo a apresentar atividade antioxidante e
antibacteriana contra diversos microrganismos.*
Isso se deve segundo,* pelo alto teor de dleos
essenciais, carotenoides, flavonoides, saponinas,
mucilagens, 4cidos organicos, resinas e também

minerais que a espécie apresenta.

A micropropagacdo in vitro de caléndula

é uma técnica alternativa para a propagacao

convencionais.> Além disso, a técnica possibilita
a producdo de mudas em larga escala, idénticas
a planta matriz, o que auxilia na conservacdo da
identidade genética, garantindo material genético

de alto valor agregado.®

Destaforma,amicropropagagdoserefereao
processo no qual tecidos, 6rgdos ou células podem
ser cultivadas assepticamente em meio de cultura,
sob condig¢bes controladas.” O meio de cultivo
mais utilizado para este fim é o meio MS, o qual
possui em sua composi¢do sais minerais (macro
e micronutrientes), carboidratos e vitaminas
fundamentais para o desenvolvimento vegetal.®
Além disso, o meio pode ser suplementado com
fitormonios, o que garante maior desenvolvimento

vegetal.

Qualquer orgio ou tecido vegetal pode
ser utilizado na técnica de micropropagag¢do, com
destaque para a utilizacdo de sementes, dpices
caulinares, segmentos nodais, gemas adventicias e
cultura de raizes.® Assim, este sistema de cultivo

depende do controle de inumeras variaveis, como

Disponivel em: https://portalperiodicos.unoesc.edu.br/evidencia




Avaliacdo do potencial de desenvolvimento...

a densidade do fluxo de fétons, o fotoperiodo,
a temperatura e fatores nutricionais como sais

minerais, carboidratos e vitaminas.”

Varias etapas sd3o necessarias para
se obter éxito na micropropagacdo, além do
estabelecimento sdo necessarios subcultivos,
devido ao esgotamento dos constituintes do meio
de cultura e ao acimulo de compostos toxicos.® De
outra forma, a presenca de agentes contaminantes
e a perda por oxidacdo, sdo fatores limitantes para

a técnica.”

Tendo em vista a ampla gama de
aplicagbes da espécie, e de sua importdncia
econdOmica, este estudo propde uma avaliacdo
do potencial de desenvolvimento in vitro, de
sementes de Calendula officinalis, avaliando
fatores como germinagdo, estabelecimento e o

crescimento in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no
laboratorio de Biotecnologia I e Biologia Vegetal
no Nucleo Biotecnoldgico da Universidade do
Oeste de Santa Catarina (UNOESC) em Videira,
durante o componente curricular Cultivo de

Células e Tecidos.

2.1 SELECAO DA PLANTA MATRIZ

Assementesutilizadasnodesenvolvimento
do trabalho foram coletadas de plantas matrizes de
Calendula officinalis, as quais foram cultivadas no
municipio de lomeré-SC/Brasil, em propriedade
privada com latitude 272 00’ 15”S, longitude 51° 14’
32”W e altitude 847 metros. As plantas possuiam
idade aproximada de 98 dias, com média de 40cm

de altura e 4-5 botdes florais em antese.
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A colheita das sementes foi realizada em
mar¢o/2019, de maneira manual aproximadamente
30 dias apds a antese, quando as sementes exibiam
coloragdo creme, marrom claro e variados
tamanhos. As sementes foram armazenadas em
recipiente seco e ao abrigo da luz, e apds foram

transportadas até a UNOESC.

2.2 PREPARACAO DO MEIO DE CULTIVO

Para o cultivo das sementes, formulou-
se 0 meio MS de Murashige e Skoog,? utilizando:
NHNO; KNO; MgSO,7H,0; MnSO H0;
ZnSO47HZO; CuSO45HZO; CaCl;; H3B03; KHZPO4;
KI;  NaMoO_2H O; CoCL,6HO; NaEDTA;
FeSO47HZO; Ac. Nicotinico; Piridoxina; Tiamina;
Glicina; Mio-inositol; Sacarose; Agar; Corante
artificial alimenticio rosa; alterando o pH para 5,8.

2.3 LAVAGEM E ESTABELECIMENTO DAS
SEMENTES NO MEIO DE CULTIVO

A lavagem das sementes de caléndula foi
realizada utilizando detergente neutro e agua
corrente. Em cadmara de fluxo laminar, as sementes
foram imersas em Alcool 70% sob agitacio
constante por 1 minuto para serem desinfestadas.
Apds, as sementes foram transferidas para
hipocloritodesodio 2,5% com 2 gotas de detergente
e deixadas sob agitagdo continua por 10 minutos.
Ao final, realizou-se a triplice lavagem com agua
destilada estéril, a fim de eliminar qualquer

resquicio das solu¢des anteriores.

Em ambiente asséptico, realizou-se a
inoculacdo e estabelecimento das sementes em
20 tubos de ensaio, 10 tubos continham meio de
cultura acrescidos de corante artificial alimenticio
rosa, e outros 10 tubos ndo possuiam adi¢do
do corante. Com o auxilio de pinga estéril, as

sementes foram posicionadas no meio de cultura,
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e posteriormente foram mantidas no escuro por 7
dias a temperatura ambiente de 25°C. Decorrido
tempo, as mesmas foram transferidas para sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas para

iniciar sua adaptac¢do.”
2.4 MULTIPLICACAO IN VITRO

Apos periodo de 36 dias mantidas em
fotoperiodo, as plantas foram multiplicadas a fim
de se obter novas cultivares. Em cdmara de fluxo
laminar, utilizando bisturi e pin¢a estéril, retirou-
se a planta do tubo de ensaio, posicionando-a
horizontalmente em placa de Petri de vidro estéril
para realizacdo dos cortes. O corte foi realizado
em maneira diagonal préoximo as gemas laterais
as quais iniciavam sua brotagdo e eliminando a
raiz. O procedimento foi o mesmo para ambos
os tubos, transferindo os explantes para vidros
com meio MS sem adigdo de corante. Logo, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento

nas mesmas condi¢Ges anteriores.

3 RESULTADOS

As sementes de caléndula tiveram baixo
percentual de germinagdo in vitro, apenas 10%

(n=2) vieram a germinar.

As sementes que vieram a germinar em
média 12 dias apos o estabelecimento, sdo oriundas
do meio de cultivo MS com adi¢do do corante
artificial alimenticio rosa. Durante o processo as
sementes absorveram o corante, o que demostra
que o mesmo foi eficaz na supera¢do da dorméncia

das sementes de caléndula (Figura 1).

A presenga de agentes contaminantes,
fungos e bactérias e a oxidacdo das sementes
também foi observada.

As plantas tiveram satisfatorio
desenvolvimento in vitro, tendo atingido em 43
dias de cultivo uma média 4 cm de comprimento,
sendo 1,5 cm referente a radicula, obtendo-se uma

relacdo raiz/parte aérea de 0,6 (Figura 1).

Figura1- Desenvolvimento, in vitro, de sementes de Calendula

officinalis em meio de cultura MS com adi¢do de
corante artificial comestivel rosa
Nota: *dias de desenvolvimento.

Desta forma, a partir de dois explantes foi
possivel obter, in vitro, trés novas plantulas (Figura
2). As mesmas apresentaram desenvolvimento
satisfatorio e podem ser utilizadas posteriormente

para obtengdo de novas cultivares.

L e i

Figura 2 - Multiplicagdo de C. officinalis em meio de
cultura MS.
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4 DISCUSSAO

O resultado obtido por Belivacqua* foi
semelhante ao que se observou no presente
trabalho, os quais constaram baixo potencial
de germinac¢do (10%) de sementes de caléndula
cultivadas, in vitro, em meio de cultura MS.
Estudos afirmam que a remog¢do do tegumento
contribui para a germina¢do de sementes do
género e além disso, a imersdo em solu¢do de
hipoclorito de s6dio a 2,5% por 30 minutos auxilia

Nno processo.>

Oatrasonagerminagdoéum fatorlimitante
a producdo em larga escala, tendo em vista que
as plantas ndo responderdo adequadamente aos
estimulos do ambiente, ocorrendo atraso na
floracdo e no desenvolvimento dos frutos.> Tais
fatores sdo empecilhos para o estabelecimento
sendo

e para o desenvolvimento in vitro,

considerados aspectos limitantes para a técnica."

A contaminacdo presente durante a
realizacdo da pesquisa é um problema sério
nio sO no estabelecimento, como também na
etapa de multiplicagdo das plantas.* De maneira
semelhante, Machado® observou que 91% dos
diasporosde Gochnatiapolymorpha (less.) Cabrera,
pertencente a familia Asteraceae, possuiam
contaminagdo fungica quando mantidos por 30
dias em fotoperiodo de 16 horas. Logo, outros
autores“™ também observaram alto indice de
infestacdo de fungos ao realizar o estabelecimento
in vitro, de sementes de atroveran e mandacaru,

respectivamente.

A presenca de contaminantes durante
o estabelecimento se justifica pela presenca de
microrganismos que ocorrem de maneira natural,
superficialmente ou nos tecidos internos das

sementes.> Quando os mesmos se encontram
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internamente as etapas de desinfecgdo e lavagem

ndo sdo eficientes para eliminar tal infec¢do.”

De outra forma, Belivacqua® constou que
o comprimento médio das radiculas das plantulas
de caléndula foi de 3,48 cm, obtendo relagdo raiz/

parte aérea de 1,40.

das
esgotamento

A multiplicacdo plantulas foi

fundamental devido ao dos
nutrientes no meio de cultura.® A fim de otimizar
0 crescimento,

pequenas quantidades de

fitormonios podem ser utilizadas.?

5 CONCLUSAO

.

E visto que o percentual de germinagdo
in vitro de sementes de caléndula é baixo, além
disso, o corante artificial comestivel influencia
significativamente na germinacdo, tendo em vista
que as plantulas que vieram a germinar 10% (n=2)
eram oriundas do meio de cultivo com preseng¢a do
corante. Logo, mais estudos se fazem necessarios a
fim de desenvolver e aprimorar técnicas mecdnicas
e quimicas que auxiliem na germinagdo in vitro,
de sementes de caléndula. Além de aprofundar as
analises dos compostos presentes em determinado
corante, os quais desempenharam um positivo

papel na germinagdo das mesmas.

Muitas técnicas vém sendo aprimoradas
para a superagao de dorméncia em sementes da
Familia Asteraceae,s ressalta o uso de tratamentos
mecanicos,

pré-germinativos, quimicos e

reguladores de crescimento para esse fim.
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