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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o conteddo de fendis e flavondides totais em
camomila cultivada in vitro, e em plantas cultivadas no campo. Sementes de
camomila foram cultivadas no campo e, por micropropagacao em meio nutritivo MS.
As plantulas obtidas da cultura in vitro foram subcultivadas em meio similar
acrescido dos reguladores vegetais BAP e/ou ANA. Os teores de fendis totais e
flavonoides foram obtidos da parte aérea, raiz e calos. Os resultados mostraram que
as plantas cultivadas in vitro na presenca de BAP tém maior taxa de multiplicacao.
De modo geral, as plantas micropropagadas apresentaram maior conteddo de fendis,
enquanto que as de campo apresentaram maior conteddo de flavondides. Conclui-se
gue a producdao das plantas micropropagadas é viavel e fornece concentracdao de
fendis e flavondides proximas aquelas cultivadas no campo.

Palavras Chave: flavondides, compostos fendlicos, micropropagacao, Matricaria
recutita.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the phenolic and flavonoid contents in
chamomile cultivated in vitro, and plants cultivated in the field. Seeds of chamomile
were cultivated in the field and in vitro on MS medium. Seedling from the in vitro
culture, were grown in similar medium with growth regulators BAP and/or NAA. The
phenolic and flavonoid total contents were extracted from the aerial part, roots and
calluses. The results showed that the plants cultivated in vitro in the presence of BAP
have greater multiplication rate. In general, the micropropagated plants showed
higher phenolics content. The field plants presented high content of flavonoids. The
production of the micropropagated plants is viable and their phenolics and flavonoids
contents were similar to values found in cultivated plants.
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INTRODUCAO

O cultivo no campo, de plantas medicinais e aromaticas, torna-as sujeitas a
acdo de diversos fatores que afetam a diversidade quimica e bioldgica, tais como,
area de cultivo, condicdes climaticas, fase vegetativa, modificacdes genéticas entre
outras (Miliauskas et al., 2004). Por outro lado, no processo de cultivo in vitro, as
condicoes de cultivo, os fatores nutricionais e os reguladores vegetais podem ser
facilmente controlados e assim, espera-se que os teores de metabdlitos secundarios
sintetizados por plantas micropropagadas, sejam mantidos em equilibrio (Thiem,
2003) e

A camomila geralmente é propagada geralmente via sementes e no Brasil, foi
introduzida pelos imigrantes europeus ha mais de 100 anos (Ramos et al., 2004).
Atualmente, é a planta medicinal com a maior area de cultivo e com o maior
envolvimento de pequenos produtores rurais. Apesar disso, € considerada cultura
secundaria, na qual utilizam-se técnicas inadequadas de producao e de
beneficiamento, que resultam em produtos de baixa qualidade (Corréa Junior e
Taniguchi, 1992). As técnicas da cultura de tecidos podem ser aplicadas em varias
espécies de acordo com diferentes objetivos. Alguns estudos sobre a
micropropagacao de gemas de camomila (Matricaria recutita L.) podem ser
destacados. Hirata et al. (1996) cultivaram camomila em meio nutritivo liquido
Murashige & Skoog (MS) (1962) acrescido dos reguladores vegetais BAP (6-
benzilaminopurina) e ANA (acido a-naftalenoacético), nas concentragbes de 2,0 mg
L' de BAP e 2,0 mg L' de ANA. Concentracdes menores foram usadas por Izumi et
al. (1996), que promoveram a micropropagacao utilizando como explantes gemas de
camomila em meio liquido MS acrescido de 0,02 mg L'* de ANA e 0,2 mg L de BAP.
Estes trabalhos mostram a variagcdo na concentracdo de reguladores vegetais que
podem ser utilizados na micropropagacgao da espécie.

Diversas espécies de plantas aromaticas, condimentares, medicinais entre
outras, como a camomila, contém compostos quimicos que exibem propriedades
antioxidante, como os fendlicos (Zheng e Wang, 2001; Hurrell et al. 1999), que sao
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e sdo fundamentais para o
metabolismo vegetal (Strack, 1997). A camomila, usada na forma de cha de suas
flores em diversos paises, contém grande nimero de compostos fendlicos (Hurrell et
al., 1999), entre eles os flavonodides.

Os flavondides presentes na camomila podem contribuir para diversos efeitos
terapéuticos, entre eles antiespasmaddico, sedativo, antiulcerogenico, antimicrobiano,
entre outros (Oheler et al., 2009). Estudos dos teores de fendis e flavondides em
diversas plantas medicinais e aromaticas, entre elas flores de M. recutita, mostram
valores de 7,5 + 0,1 mg g de fendis totais e 7,1 = 0,4 mg g de flavondides totais
(Miliauskas et al., 2004).

Os fitoquimicos podem variar, tanto em qualidade, como em quantidade, em
plantas cultivadas in vivo e in vitro, como relatado por Lucchesini et al. (2009).
Assim, baseado na hipotese de que plantas cultivadas no campo ou micropropagadas
podem apresentar variacdes nos teores de compostos do metabolismo secundario,
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como os compostos fenolicos, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
conteudo de fendis e flavondides em camomila cultivada in vivo e in vitro.

MATERIAL E METODOS

Sementes certificadas de camomila (M. recutita), doadas pela EMATER,
Parana, com 95 % de taxa de germinacdo (testes prévios) foram cultivadas in vivo
e in vitro. Para a propagagao em campo, apds a germinacdo em bandejas de
plastico sem alvéolos, nas condicdes ambientes de viveiro de plantas, sob sombrite.
O substrato para a producao das mudas foi 50% de plantimax, 25 % de solo e 25%
de vermiculita. As mudas foram transplantadas ao local definitivo quando as
plantulas atingiram cerca de 0,10 m de altura. O controle de plantas daninhas foi
feito com auxilio de enxada e as irrigagdes, pelo sistema de aspersao, sempre que
necessarias. Nao foi utilizado nenhum agrotdoxico diretamente na cultura para
controle de pragas ou doencgas. As coletas foram realizadas em num periodo
programado, de modo que as épocas de coleta fossem préximas com as das plantas
micropropagadas.

A cultura in vitro foi iniciada através da inoculacao de sementes de camomila
em meio basico de sais MS (Murashigue e Skoog 1962) acrescido de fonte de
carbono (sacarose 30g L) e mio-inositol (50mL L), pH ajustado para 5,8 e para
sua solidificacdo agar (7g L'!). Antes da inoculacdo das sementes, o meio nutritivo
(20ml por tubo) foi autoclavado a 120°C durante quinze minutos.

Para a desinfestacdo, as sementes foram lavadas em ambiente asséptico,
com solucao de alcool etilico 70% por 2 minutos, seqguido de enxagliie em agua
destilada e esterilizada. Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito
de sddio 50% (produto comercial contendo 2,5% de cloro ativo) sob agitacao
manual e constante durante 15 minutos, seguida de varios enxagies com agua
destilada e esterilizada. As plantulas com 30 dias foram subcultivadas em meio
nutritivo MS acrescido dos reguladores vegetais benzilaminopurina (BAP) e acido
naftaleno acético (ANA), estabelecendo os seguintes tratamentos: MSO0: controle;
MS1: 1mg L! de BAP; MS2: 1mg L BAP e 0,5mg L' ANA; MS3: 0,5mg L'! ANA;
MS4: 2mg L BAP e 2mg L'? ANA. Aos 60 dias, foi realizado novo subcultivo, para
evitar oxidagao e promover a troca de meio de cultivo, contendo os nutrientes
essenciais para o crescimento da planta. Foram inoculados 3 explantes por frasco.

A determinacao da multiplicacao foi realizada durante os subcultivos, aos 30 e
60 dias apds a semeadura, quando entao foram transferidas para meio de cultivo
para as analises bioguimicas. O comprimento foi realizado aos 65, 85 e 105 dias
apos a inoculagao in vitro.

Para as analises bioquimicas (folhas), foram realizadas 4 coletas, sendo a
primeira feita no dia da transferéncia das plantulas (45 dias apds semeadura) para
os tratamentos propostos, denominada estabelecimento e as demais realizadas aos
65, 85 e 105 dias apds a semeadura, respectivamente. Nas plantas cultivadas no
campo foram realizadas 3 coletas, aos 45, 90 e 135 dias apds a semeadura. Em cada
coleta e nos tratamentos, cinco plantas foram removidas aleatoriamente, sendo seus
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tecidos utilizados para avaliagdo da taxa de multiplicagao (plantas cultivadas in
vitro), teor de fendis totais e de flavondides totais (plantas cultivadas no campo e in
vitro).

A taxa de multiplicacdo foi realizada pela contagem do niumero de brotos
formados e o comprimento das plantas cultivadas in vitro foi obtido através da
medida, com régua, em cm, do colo até o apice da planta.

A analise do teor de fendis totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico usando o reativo de Folin-Ciocalteau (Singleton e Rossi, 1965),
em material seco em estufa de circulacdo forcada de ar até peso constante. A
andlise de flavondides totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico adaptado de Santos e Blatt (1998) e Awad et al. (2000) em
material fresco.

A presenca de flores foi notada apenas nas plantas cultivadas no campo a
partir dos 90 dias apdés a semeadura, quando entdo, foram analisados fendis totais
e flavonoides totais.

Os resultados das anadlises bioquimicas e das andlises biométricas
(multiplicacdo e comprimento dos explantes), foram submetidos a andlise de
variancia utilizando o teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises biométricas

A taxa de multiplicacdo da camomila cultivada in vitro foi alterada na
presenca de reguladores vegetais usados (Tabela 1). A presenca de BAP foi essencial
para obtencdo de maior nimero de brotacdes, confirmando o efeito benéfico da
citocinina na multiplicacao (Abrie e Van Staden, 2001).

Tabela 1. Numero de brotacdes de camomila cultivada in vitro nos diferentes
estagios de multiplicacdo em meio MS suplementado com BAP e ANA.

BAP ANA Estagios de multiplicacéo
(mgL?) (mgL?)
Estabelecimento Primeiro Segundo
(inoculagdao em subcultivo subcultivo
meio com (30 dias) (60 dias)
reguladores)
0,0 0,0 (MS0) 1,50 a 4,25 c 2,75 ab
1,0 0,0 (MS1) 1,75a 8,00b 5,00 a
1,0 0,5 (MS2) 1,75 a 10,00 b 1,50b
0,0 0,5 (MS3) 2,00 a 1,75 c 2,75 ab
2,0 2,0 (MS4) 2,00 a 13,00 a 1,00 b

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo apresentam diferencas significativas (p < 0,05).

A combinacdao de BAP e ANA também foi eficiente para aumento do nimero de
brotos, como também relatado por Hirata et al. (1996) em camomila, usando as
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mesmas concentragdes, em meio liquido. Outros trabalhos também relataram esse
efeito benéfico da combinagao de citocinina e auxina, como em Pueraria lobata, onde
a combinagdo de cinetina e acido indolacético foi eficaz na indugdo de brotos (Thiem,
2003). Observa-se que no segundo subcultivo obteve-se menor nimero de brotos, o
que poderia indicar que para a multiplicacao in vitro de camomila, necessitaria de
promover aumento da concentracao de reguladores vegetais no meio para obtencao
de maior nimero de plantas.

As diferentes concentracdes e combinagdes de reguladores vegetais levaram
a alteragdes morfoldgicas nos explantes. Observou-se inducdo de calos e formagao
de raizes nos diferentes tratamentos, em relagao ao controle e em fungao do tempo.

A presenca de calos foi notada 30 dias apds o subcultivo nos diversos meios
de cultura e aos 60 dias, todos os explantes apresentaram calos. Nas plantas
cultivadas em meio contendo 0,5 mg.L! de ANA (MS3) e no controle (MS0) ndo se
observou a formacgao de calos durante os 60 dias de experimento, nestas plantas foi
notada apenas rizogénese.

O enraizamento comegou a ser observado aos 65 dias, exceto nos
tratamentos MS1 e MS2, sendo que o tratamento contendo maior concentracdo de
BAP (MS4) induziu menor nimero de explantes enraizados quando comparado com
os demais. Aos 85 dias, os tratamentos MS1 e MS4 nao apresentaram formacao de
raizes, enquanto os tratamentos MS0 e MS3 apresentaram taxa maxima de
enraizamento. Aos 105 dias, todos os explantes dos diversos tratamentos mostraram
emissao de raizes, sendo que os tratamentos MS1 e MS4 mostraram menor ndmero
de explantes enraizados.

Os tratamentos MS1, MS2 e MS4 apresentaram além da formacdo de raizes, a
formacao de calos, porém as raizes eram pequenas e em baixo numero, nao
permitindo uma andlise visual mais detalhada, assim como andlises bioquimicas
destas partes, devido a pequena quantidade de massa.

Os resultados mostraram que a presenca de citocinina inibiu a inducdao de
raizes. Resultados semelhantes foram descritos por Lu (2005) em Vitis thunbergii, as
quais apresentaram baixa taxa de enraizamento na presenca de BA (Benziladenina).

A concentracdo de 0,5 mg L'* de ANA (MS3) induziu maior comprimento em
todos os periodos de observacao (Tabela 2). A auxina geralmente é necessaria para
promover o crescimento inicial do meristema e a extremidade do broto de diferentes
explantes. Baixa concentracao de auxina é freqlientemente usada em combinagao
com altos niveis de citocinina quando a multiplicacdo das brotagdes é requerida.
Concentragoes altas de auxinas promovem o crescimento, sem induzir a formagao de
calos. Para a inducao de calos é necessario ajuste nos niveis de auxinas e citocininas
(Bhojwani e Razdan, 1983).

Durante o experimento nao foi observada oxidacao dos explantes nos meios
de cultura em nenhum dos tratamentos propostos, o que pode ser atribuido aos
subcultivos. A taxa de contaminacdao e mortalidade foi baixa, ficando restrita ao
tratamento MS3 que apresentou taxa de 6,66% de contaminacao e 4,44% de
mortalidade, evidenciando que certamente, a assepsia utilizada foi eficiente tanto no
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controle da infeccdo de patdégenos, ndo causando danos oxidativos no material
vegetal.

Tabela 2. Comprimento (cm) dos explantes de camomila micropropagada nos
diferentes tratamentos em fungao do tempo.

65 dias 85 dias 105 dias Médias
MSO 1.88 b* 2,50b 3,06 b 2.48 b
MS1 2.83 ab 2,63b 3,37 ab 2.94b
MS2 2.43 ab 3,32 ab 3,31b 3.02 b
MS3 3.16 a 3,87 a 4,45 a 3.80 a
MS4 1.83 b 3,28 ab 3,31b 2.80b
Médias 2.42 B 3.12 A 3.50A

*Médias seqguidas da mesma letra na vertical ndo apresentam diferencas significativas (p < 0,05).

Compostos fenolicos

Os fendis totais na parte aérea (Tabela 3) de plantas de camomila cultivadas
in vitro e no campo mostraram variacdes significativas entre os tratamentos e no
tempo. Os maiores teores, da parte aérea, ocorreram aos 65 dias em plantas
micropropagadas.

Os teores de fenodis nas raizes foram maiores nas plantas cultivadas in vitro se
comparados com os teores encontrados nas plantas do campo (Tabela 3). Nos calos
a concentracao foi alta em todos os tratamentos aos 65 dias, enquanto que aos 85
dias, somente o MS2 mostrou os menores teores. Resultados semelhantes foram
verificados aos 105 dias. Esses resultados demonstram que os calos sdao boa fonte
de compostos fendlicos e indicamos estudos mais aprofundados nestes 6rgdos. A
adicdo de ambos reguladores (BAP e ANA) nas maiores concentragdes foi favoravel a
producao de fendis em calos de camomila. Geralmente, calos tém sido utilizados
como modelo para estudos de desenvolvimento de plantas e facilitam a andlise de
mudangas metabdlicas, tais como atividade de enzimas, acao de reguladores e
morfogénese (Arnaldos et al., 2001).

Nas flores das plantas cultivadas no campo os teores de fendis totais foram
aos 90 e 135 dias de 5,12 e 4,74 ng de fendis mg! de matéria seca,
respectivamente. Santos-Gomes et al. (2003) estudando fendis em Salvia officinalis
cultivada in vitro, observaram que o maior teor de compostos fendlicos foi
encontrado em calos cultivados em meio contendo 2,4-D (acido 2,4
diclorofendxiacético) e cinetina e interpretaram como uma conseqliéncia da menor
demanda de carbono e energia, favorecendo um fluxo metabdlico para producao
desses compostos. Resultados semelhantes sdao encontrados neste trabalho, onde o
teor de fendis foi semelhante nos calos em relacdo as demais partes analisadas
(mesmo que ndo analisadas estatisticamente). A sugestdo dos pesquisadores pode
ser ampliada para as plantas de camomila micropropagadas, pois como sdo

cultivadas em ambiente controlado e com pouca troca gasosa (in Vvitro),
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provavelmente, estaria sendo favorecida a formagdao de compostos fendlicos em
relacdao aos compostos do metabolismo primario.

Tabela 3. Teor de fendis totais (ug mg?) nas plantas cultivadas in vitro (parte
aérea, raiz e nos calos) e no campo (parte aérea e raiz) em funcdo do tempo.

Coletas

0** 1 2 3
Parte aérea
MSO0 5,07 BCa* 8,31 Abc 6,63 ABab 4,63 Cbc
MS1 5,07 Ba 9,50 Aab 5,59 Bbc 6,28 Bab
MS2 5,07 Ba 10,42 Aa 5,77 Bbc 6,14 Bab
MS3 5,07 Bca 9,89 Aab 4,42 Ccd 6,68 Ba
MS4 5,07 Ca 6,67 ABc 7,89 Aa 4,99 Cabc
Planta do campo 2,98 Ad 3,02 Ad 4,13 Ac
Raiz
MSO0 2,51 Da 12,32 Aa 10,29 Ba 7,47 Cb
MS3 2,51 Da 9,63 Ab 5,05 Cb 8,44 Ba
Planta do campo 1,36 Bc 3,17 Ac 2,99 Ac
Calos
MS1 7,05 Ab 6,54 Aa 4,68 Ba
MS2 7,94 Aab 4,80 Bb 0,73 Cb
MS4 8,27 Aa 5,43 Bab 3,83 Ca

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e maildscula na horizontal nao
apresentam diferengas significativas (p < 0,05).

** 0, 1, 2 e 3 - coletas plantas cultivadas in vitro, aos 45, 65, 85 e 105 dias apds a semeadura,
respectivamente. Nas plantas cultivadas no campo, os nimeros 1, 2 e 3 referem-se as épocas de
coletas realizadas aos 45, 90 e 135 dias apds a semeadura.

Outro fator que deve ser levado em conta para a alta producao de compostos
fendlicos em algumas plantas € o meio contendo citocinina, como encontrado
naquelas cultivadas sob efeito de BAP (MS1, MS2 e MS4) na parte aérea e nos calos.
Santos-Gomes et al. (2003) também relatam aumento de compostos fendlicos em
cultivadas em meio contendo citocinina, porém outros autores afirmaram que essa
producao depende do tipo de citocinina utilizada (Kintzios et al., 1999). Neste
trabalho, a presenca de BAP foi eficiente para induzir sintese de fendlicos em
camomila cultivada in vitro.

Ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos aos 65, 85 e 105 dias de
cultivo em relagdo ao teor de flavondides totais (Tabela 4) obtidos nas plantas de
camomila cultivadas in vitro e nas plantas do campo (matriz).

Neste trabalho, o uso de auxinas (MS3) induziu maior teor de flavondides na
parte aérea, enquanto que em calos, estes resultados ocorreram no tratamento
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contendo a mistura de citocinas e auxinas (MS4) na maior concentracao. Cimanga et
al. (2004) também notaram que a presenga da mistura de auxinas e citocininas foi
favoravel a producao de calos e flavondides em Phyllanthus niruri. Varios trabalhos
na literatura mostraram a producdo de metabdlitos secundarios, tais como os
flavonoides, em plantas cultivadas in vitro (Pasqual et al., 2003; Dias et al., 1998) e
indicaram que partes de plantas cultivadas em meio de cultura podem apresentar
teores maiores que os encontrados em plantas cultivadas no campo, podendo ser
utilizada como modelo para estudos fitoquimicos.

Os teores de flavonoides encontrados nas flores aos 90 e 135 dias foram de
0,581 e 0,278 ng de flavondides totais g!, respectivamente e foram maiores dos
observados nos demais tratamentos.

Nas raizes, os teores encontrados foram menores dos verificados na parte
aérea e foram analisados apenas nos tratamentos que induziram a rizogénese, isto
é, no controle (MS0), no MS3 e nas plantas cultivadas no campo, as quais
mostraram maiores teores de flavondides.

Tabela 4. Teor de flavondides (ug g'') nas plantas cultivadas in vitro (parte aérea,
raiz e nos calos) e no campo (parte aérea e raiz) em funcdo do tempo.

Coletas

0 1 2 3
Parte aérea
MSO 0,24 Ba* 0,23 BCb 0,17 Cbc 0,36 Aa
MS1 0,24 Aa 0,17 Ab 0,08 Bd 0,24 Ab
MS?2 0,24 Aa 0,21 Ab 0,20 Aabc 0,09 Bd
MS3 0,24 Ba 0,36 Aa 0,25 Bab 0,14 Ccd
MS4 0,24 Aa 0,18 ABb 0,13 Bcd 0,22 Abc
Planta matriz 0,18 Cb 0,26 Ba 0,33 Aa
Raiz
MSO 0,12 Aa 0,10 Aa 0,03 Bb 0,04 Bb
MS3 0,12 Aa 0,05 Bb 0,03 BCb 0,03 Cb
Planta matriz 0,11 Aa 0,09 BCa 0,09 Ca
Calos
MS1 0,06 Ac 0,07 Aa 0,07 Aa
MS?2 0,10 Ab 0,05 Ca 0,07 Ba
MS4 0,12 Aa 0,05 Ba 0,07 Ba

*Médias seguidas da mesma letra minlscula na vertical e maildscula na horizontal nao
apresentam diferengas significativas (p < 0,05).

** 0, 1, 2 e 3 - coletas plantas cultivadas in vitro, aos 45, 65, 85 e 105 dias apds a semeadura,
respectivamente. Nas plantas cultivadas no campo, os nimeros 1, 2 e 3 referem-se as épocas de
coletas realizadas aos 45, 90 e 135 dias apds a semeadura.
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Nos calos, os resultados mostraram valores baixos de flavondides. O cultivo in
vitro pode favorecer a producdo de metabdlitos secundarios, por outro lado, algumas
substancias podem ser inibidas. Em condigdes naturais, os flavondides tém um
importante papel na defesa de plantas. E possivel que o meio de cultura utilizado
que induziu a formacdo de calos, ndo tenha favorecido a formacdo de flavondides,
que apareceram em baixas concentragdes, como também observado por Dias et al.
(1998) em Hypericum perforatum, ja que em meio de cultura, a planta ndo
necessitaria de produzir grande quantidade de fitoalexinas.

Nota-se a partir da analise dos resultados obtidos para fendis e flavondides
que a melhor época de obtencdo desses compostos em plantas de camomila
micropropagadas foi aos 65 dias, principalmente em calos. Resultados semelhantes
sao descritos por Arnaldos et al. (2001) quando estudaram essas substancias em
cultura de calos de Fragaria x ananassa cv. Chandler. De acordo com esses autores,
essa resposta positiva pode ser devida aos fendis terem agido como promotores ou
modulares de crescimento. Outros exemplos desta acao podem ser encontrados nos
trabalhos de Feucht et al. (1998) e de Teutonico et al. (1991).

CONCLUSAO

Conclui-se que BAP induziu multiplicacdo no primeiro subcultivo (30 dias). As
diferentes combinacdes de BAP e ANA testadas, além da concentracdo de 1 mg L
de BAP no meio de cultura, levaram a formacao de calos. As plantas cultivadas in
vitro, de modo geral, apresentaram maior conteiddo de fendis em comparacdao com
as plantas cultivadas no campo. Meio contendo BAP foi o melhor indutor de
compostos fendlicos. As flores das plantas cultivadas no campo apresentaram maior
conteldo de flavonodides. As plantas de camomila cultivadas in vitro podem ser
utilizadas como fonte de compostos fendlicos, incluindo os flavonoides e a produgao
das plantas de camomila micropropagadas é vidvel, fornecendo concentracdes de
fenodis e flavonoides similares aquelas cultivadas no campo.
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