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Resumo

Com o objectivo de desenvolver metodologias de micropropagacdo de Lavandula luisieri,
foram realizados um conjunto de ensaios tendo como material vegetal explantes provenientes de
germinagdo de sementes in vitro. Os ensaios de multiplicacdo estabelecidos com explantes
secundarios provenientes das plantas in vitro da populacdo stock mostraram que a 6-
benzilaminopurina se mostrou mais eficaz, comparativamente com a cinetina, na promogao e
desenvolvimento dos rebentos tendo na concentragao de 0.44 uM sido obtidos uma média de 2.2
rebentos com taxa de multiplicacdo de 3 e comprimentos de 20.9 mm. Contudo a utilizagdo de
concentracdes mais elevadas de 6-benzilaminopurina sdo susceptiveis de promoverem elevadas
taxa de vitrificacdo (35%) com consequente perda das culturas. Durante esta fase de multiplicacdo
registou-se a formagao de raizes nos rebentos tendo as percentagens de enraizamento sido maiores
nos meios com cinetina, 57.5% com 0.46 pM, e no controlo. A aclimatizagdo destas plantas foi
feita com 100% de sobrevivéncia o que indicia o bom estado fisiologico das plantas regeneradas
in vitro.

Resumen

Con el fin de desarrollar metodologias para la micropropagacion de Lavandula luisieri se ha
realizado una serie de pruebas con el material vegetal a partir de los explantes de la germinacion
in vitro de la semilla. La prueba de la multiplicacion con explantes secundarios de plantas in vitro
de la poblacion mostrd que 6-benzilaminopurina fue mas eficaz comparativamente com la
cinetina, en la la promocion y el desarrollo de brotes, tiendo la concentracion de 0.44 uM tenido
un promedio de 2.2 brotes con tasa de multiplicacion de 3 y la longitud de 20.9 mm. Sin embargo,
el uso de mayores concentraciones de 6-benzilaminopurina son susceptibles de promover la
vitrificacion de alto nivel (35%) con la consiguiente pérdida de cosechas. Durante esta fase de
multiplicacion ha sido registada la formacion de raices siendo el porcentaje de enraizamiento
mayor en los medios con cinetina, el 57.5%, con 0.46 pM, y en el control. La aclimatacion de
estas plantas se hizo con el 100% de supervivencia que sugiere el buen estado fisioldgico de las
plantas regeneradas in vitro.

INTRODUCAO

O género Lavandula pertence a familia das Lamiaceae (Labiatae) com designagéo vulgar
de Labiadas. Recebem este nome porque possuem flores tubulares cuja “boca” termina em dois
labios, superior e inferior, ou, mais raramente, num s6 (Franco, 1984). Este género ¢ nativo das
Ilhas Canarias, Africa, sul da Europa e Mediterraneo, Arabia e India. Dentro da secc¢do Stoechas,
que se distingue pelas trés longas bracteas violetas ou brancas no topo da espiga, a L. pedunculata
separa-se da L. luisieri pelo longo pedunculo da inflorescéncia e a L. viridis distingue-se pela
tonalidade verde-amarelado ou branco da espiga e pela intensa concentracdo de pélos glandulares.
As espécies L. luisieri e L. pedunculata abundam no nordeste, centro e sul de Portugal, enquanto
que a L. viridis, bastante menos facil de encontrar, ocorre apenas e esporadicamente no sudoeste e
sudeste alentejanos e no barlavento algarvio.

A importancia e utilidade das plantas aromaticas ¢ medicinais tem, desde ha alguns anos a
esta parte, vindo a ganhar consisténcia numa altura em que tem sido importante a valorizacao
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destas espécies em regides onde a desertificagdo comega a ser marcante (Regato et al., 1996) e
onde a Lavandula luisieri pode vir a ter papel de destaque (Delgado et al., 2007).

Grande parte das plantas medicinais e aromaticas propaga-se exclusiva ou
predominantemente por via seminal. Contudo, algumas destas plantas, possuem baixas faculdades
germinativas e longos periodos de germinagdo, (Rodrigues e Almeida, 1996), pelo que as técnicas
de micropropagagdo sao uma alternativa a ter em consideracdo quando pretendemos plantas em
larga escala.

Varios tém sido os trabalhos de micropropagagdo no género Lavandula (Jordan et al.,
1998, Calvo e Segura, 1989, Panizza e Tognoni, 1992, Nobre, 1996, Andrade et al., 1999,
Echeverrigaray et al., 2005, Dias et al., 2002 e Dronne et al., 1999), sendo contudo inexistentes os
estudos de micropropagagdo em L. luisieri. Assim, o objectivo deste trabalho, foi o de iniciar
procedimentos de estabelecimento e de micropropagacao nesta espécie no sentido de promover a
sua valoriza¢do econdémica e ambiental.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

No presente trabalho foram utilizadas plantas obtidas por germinagdo de sementes in
vitro. As sementes utilizadas foram recolhidas em Julho de 2005 na regido da Mata, Castelo
Branco, regido centro interior de Portugal. A germinagdo das sementes foi feita em meio de
cultura de Murashige e Skoog (1962) (MS), suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP) na
concentragio de 0.89 pM e 30 gl de sacarose. O pH foi ajustado entre 5.7 ¢ 5.8 com HCI 1IN ou
NaOH IN. Por ltimo, adicionou-se o agar, numa concentragio de 7 gl ™.

Estabelecimento in vitro

As plantas germinadas in vitro, foram sendo transferidas individualmente para tubos de
ensaio, cada um com 15 ml de meio de cultura de MS (1962) com reducao de nitratos a metade
(MS1/2NO3) e com concentragdes de BAP entre 0.44 ¢ 4.44 uM. As repicagens seguintes, para
obtencdo de populacdo stock, efectuadas cada quatro semanas, foram feitas em frascos (85x@65
mm) com 50 ml de meio de cultura MS1/2NO; e suplementados com BAP na concentragdo de
0.44 uM contendo sete explantes por frasco. O explante secundario utilizado tinha entre 8 ¢ 10
mm de comprimento.

Fases de multiplicacéo, enraizamento e aclimatizacgéo

O ensaio de multiplicag@o foi estabelecido com explantes com dimensdes entre os 8 e 10
mm ¢ que ndo apresentassem vitrificagdo, com diferentes concentragdoes de BAP (0.22, 0.44, 0.89
e 2.22 pM) e de cinetina (Ki) (0.23, 0.46, 0.93 e 2.32 uM). O meio de cultura utilizado foi o meio
MS1/2NOs, suplementado com sacarose 30 gl™', agar, 7 gl e o pH ajustado entre 5.7 ¢ 5.8 com
HCI1 IN ou NaOH 1N antes de adicionar o agar. Foram utilizados tubos de ensaio (150x@25 mm)
com um explante por tubo. Todas as culturas foram mantidas na sala de cultura, com fotoperiodo
de 16h e uma temperatura 25/23°C, dia/noite. A iluminagao foi feita por lampadas fluorescentes,
tipo “cool white” com intensidade luminosa de 45+5 pmol m™s™.

As plantas que desenvolveram raizes durante o processo de multiplicagdo, foram
colocadas em substrato de turfa:perlite (1:2, v:v) humedecido com solugdo nutritiva de
1/2MS1/4NO3, em caixa de esferovite (80 x 40 x 17 cm) com tampa acrilica para serem
aclimatizadas. As plantas foram colocadas na sala de cultura nas condigdes de cultura ja descritas,
durante uma semana, ap6s o que foram transferidas para o estufim de aclimatizagdo onde
permaneceram durante 4 semanas sob intensidade luminosa de 250+10 pmol m™ s™ e fotoperiodo
de 16 horas com reducdo gradual da humidade relativa de 95% até 50%.

Delineamento e tratamento estatistico
No ensaio de multiplicacdo foram utilizadas 40 replicagdes e os registos feitos 5 semanas
apos o seu inicio. Os parametros quantificados foram o numero de rebentos diferenciados por



explante (Nreb), o numero de segmentos (Nseg) que se traduz no numero de explantes
secundarios possiveis de utilizar no subcultivo seguinte, o comprimento do maior rebento
(Cmaior), o comprimento do menor rebento (Cmenor). Registou-se ainda o numero de rebentos
que sofreram vitrificagdo (em percentagem) o nimero de explantes enraizados (em percentagem),
o numero de raizes formadas por explante enraizado (Nraizes).

Para os parametros de multiplicacdo e niumero de raizes os resultados foram submetidos a
uma ANOVA unifactorial e para valores de F significativos (P<0,05) foi aplicado o teste de
comparagdo de médias de Duncan. O tratamento foi feito com o programa SPSS V.16 para
Windows. Para os pardmetros vitrificacdo e percentagem de explantes enraizados foi utilizado o
programa estatistico Minitab 15, versao para Windows, por comparacdo de duas proporgdes
através do calculo do p-Value a 95% do intervalo de confianga (CI) para a diferenca dessas
proporgoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fase de multiplicacao

Na Tabela 1 estdo representados os resultados obtidos para os diferentes pardmetros de
regeneragcdo. Quanto ao parametro de nimero de rebentos por explante, verificou-se que o
tratamento com 0.89 uM de BAP permitiu a obtengdo do maior nimero de rebentos, com 2.2
rebentos ndo diferindo significativamente do niimero de rebentos obtidos com a concentracdo de
0.44 uM de BAP (1.7 rebentos) (Fig. 3). As restantes combinagdes de Ki ¢ de BAP deram valores
inferiores e ndo diferentes significativamente entre si. Este efeito positivo da BAP na
multiplicagdo de rebentos em Lavandula foi referido por varios autores tais como Jordan et al.
(1998), Calvo e Segura (1989), Panizza e Tognoni (1992), Nobre (1996) e Andrade et al. (1999).
Contudo, o valor do nimero médio de rebentos obtido, 2.2 rebentos, é francamente inferior ao
registado por outros autores, noutras espécies do género Lavandula, como por exemplo em
L. dentata, onde o maior nimero de rebentos por explante ¢ de 12.8, para uma concentragdo de
2.2 uM de BAP (Echeverrigaray et al., 2005), em L. viridis, Dias et al. (2002), referem um
nimero médio de rebentos de 11.6 utilizando meio de MS com macronutrientes a metade e
suplementado com 0.67 uM de BAP, com a utilizagdo da formulacdo de MS suplementada com
0.88 uM de BAP o ntimero de rebentos obtidos foi de 6.7.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes de BAP e de Ki na regeneragdo in vitro de
rebentos de L. luisieri, apos 4 semanas de cultura.

Tratamentos Parametros

RCV uM Nreb Cmaior Cmenor Nseg

BAP 0.22 1.4 bc 20.1¢ 10.7 be 2.3 bc
0.44 1.7 ab 15.1de 102 ¢ 2.0bc
0.89 22a 20.9 be 10.1c¢ 30a
2.22 1.5bc 13.8¢ 99c¢ l1.6¢

Ki 0.23 1.2¢ 21.9 abc 13.3 ab 2.1bc
0.46 1.1c 25.0 ab 12.2 abc 2.2bc
0.98 1.2¢ 18.5 cd 104 ¢ 1.7¢
2.46 1.1c 18.7 c¢d 10.0 ¢ 1.7¢

Controlo 0 1.3 bc 255a 13.8a 2.5ab

(Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Duncan (P<0,05).

Dronne et al. (1999), num estudo na espécie lavandin (Lavandula x intermedia Emeric ex
Loiseleur), onde foram usadas folhas como explante, o melhor resultado foi obtido numa das
cinco cultivares, apresentando um nimero médio de 7 rebentos por explante.

Estas diferencas de valores podem ter alguma explicagdo no facto do ensaio ter sido
estabelecido com explantes que estavam apenas no seu terceiro subcultivo apés o inicio da fase de
multiplicagcdo, havendo autores que confirmaram o aumento do nimero de rebentos apoés



subcultivos sucessivos de multiplicagdo in vitro (Lall et al., 2006), para além das diferengas na
formula¢do nutritiva utilizada.

Quanto ao Nseg (Tab. 1), registou-se o valor mais elevado na modalidade 0.89 uM de
BAP, com 3 segmentos, ndo diferindo significativamente do nlimero de segmentos obtidos com a
modalidade de controlo (2.5). As restantes sete modalidades apresentaram valores mais baixos e
ndo diferentes significativamente entre si, com valores entre 2.3 e 1.6 segmentos.

Quanto ao Cmaior rebento (Tab. 1), verifica-se que o valor mais elevado se obteve no
controlo, com 25.5 mm (Fig. 4), ndo diferindo significativamente dos comprimentos obtidos nas
modalidades 0.23 e 0.46 uM Ki, que apresentam valores de 21.9 e 25.0 mm, respectivamente.
Estes valores obtidos sdo semelhantes ao da espécie L. dentata, onde os rebentos de maior
comprimento registaram um valor de 24.5 mm, para uma concentragdo de 2.2 uM de BAP
(Echeverrigaray et al., 2005). Também Dias et al. (2002), referem um comprimento médio dos
rebentos de L. viridis de 23.2 mm quando utilizada a concentragdo de 0,46 uM de Ki e valores
ligeiramente superiores (44,4 mm) com 0,67 uM de BAP.

Quanto ao Cmenor rebento (Tab. 1), a modalidade que apresentou o comprimento maior
do menor rebento ¢ o controlo, com 13.8 mm, nao diferindo significativamente dos valores
obtidos nas modalidades 0.23 ¢ 0.46 uM Ki, com valores de 13.3 e 12.2 mm, respectivamente.

A presenga ou auséncia de vitrificagdo foi outro dos parametros analisados (Fig. 1). A
vitrificagdo ¢ um fendmeno que apresenta sé€rios problemas na formagéo de rebentos, aumentando
a fragilidade do material em causa (Fig. 5). Verificamos que a concentracdo de 2.32 uM de BAP ¢
a que apresenta maior percentagem de vitrificagdo com um valor igual a 35%, ndo diferindo
significativamente das modalidades 0.44 ¢ 0.89 uM de BAP, com valores de 30 e 20%,
respectivamente. As restantes modalidades deram percentagens inferiores e ndo diferentes
significativamente entre si, sendo a menor percentagem (5%) obtida nas modalidades controlo e
0.46 uM de Ki. Também Andrade et al. (1999), registaram o fenomeno de hiperhidricidade na
espécie L. vera sob altas concentragdes de TDZ (4,54 pM) e BAP (4,44 e 8,88 uM).
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Fig. 1. Percentagens de vitrificacdo registadas na fase de multiplicagdo em cada uma das modalidades
testadas. (Percentagens na coluna com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo calculo do
p-Value a 95% do intervalo de confianga (CI)).

Os sintomas de vitrificagdo ou hiperhidricidade, sdo provocados por desordens
fisiologicas, que ocorrem, frequentemente nas culturas in vitro de muitas espécies e sdo
atribuidas, principalmente, a idade do material utilizado como explantes (Ziv, 1991), o que, neste
caso, ndo se aplica, pois trata-se de material jovem e com pouco tempo de permanéncia in Vitro.
Contudo a vitrificagdo pode ser originada por outros motivos, ou porque a concentracao de agar
no meio de cultura é baixa, ou porque o tipo de agar ndo ¢ o mais adequado, ou porque a
concentracdo de sacarose no meio € baixa ou ainda porque o hidrato de carbono utilizado néo é o
mais correcto (Rumary e Thorpe, 1984).

Fases de enraizamento e aclimatizacao
A fase de enraizamento registada foi simultdnea com a multiplicagdo do material vegetal.



No que diz respeito a formacdo de raizes (Fig. 6), registaram-se diferencas significativas
entre as modalidades onde se utilizou BAP ou Ki. As modalidades onde houve maior percentagem
de enraizamento foram no controlo e em 0.46 uM Ki (57,5%), ndo diferindo significativamente da
modalidade 0.23 uM Ki (52,5%). Para as concentragdes de 0.22, 0.44 ¢ 0.88 uM de BAP a
percentagem de enraizamento foi de 10%, ndo diferindo significativamente da utilizacdo da
modalidade 2.22 pM Ki (22,5%). Com a modalidade 2.22 uyM BAP a percentagem de
enraizamento foi nula.
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Fig. 2. Percentagens de enraizamento registadas durante a fase de multiplicagdo em cada uma das
modalidades testadas. (Percentagens na coluna com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes
pelo calculo do p-Value a 95% do intervalo de confianca (CI)).

Esta formagao de raizes durante a fase de multiplicag¢do, onde se aplicam citocininas, ndo
¢ vulgar, sendo bem conhecido o seu efeito inibidor no processo de rizogénese, sendo as auxinas
as hormonas promotoras da indugdo rizogénica (Pierik, 1987). Alids verificou-se que a presenca
de BAP inviabilizou quase por completo a formagdo de raizes, sendo o valor mais elevado obtido
na auséncia de qualquer hormona (controlo) e nas concentragdes mais baixas de Ki. Nos trabalhos
de Echeverrigaray et al. (2005), na espécie L. dentata, estes autores referem uma percentagem de
enraizamento de 100% quando os rebentos foram colocados em meio de MS durante 15 dias sem
suplemento hormonal, tal como referem Jordan et al. (1998) para L. dentata e outras espécies.
Dias et al. (2002), para a L. viridis, referem percentagens de enraizamento entre 26.7% e 86.8%
tendo o melhor valor sido obtido com 10.74 uM de ANA.

Quanto ao numero de raizes por rebento enraizado (Tab. 2), o maior nimero de raizes foi
obtido na modalidade 0.23 uM Ki, com 3.6 raizes por explante enraizado, ndo diferindo
significativamente das restantes modalidades, com excepgdo da modalidade 0.22 uM BAP.

Tabela 2. Efeito de diferentes concentragdes de BAP e de Ki no nimero
de raizes de rebentos de L. luisieri, apos 4 semanas de cultura.

Tratamentos

RCV uM N Raizes

BAP 0.22 1.3b
0.44 2.0 ab
0.89 1.8 ab
2.22 -

Ki 0.23 3.6a
0.46 3.1ab
0.98 2.2 ab
2.46 1.8 ab

Controlo 0 33a

(Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes pelo teste de Duncan (P<0,05).



Quando aplicado tratamento hormonal especifico para enraizamento, segundo
Echeverrigaray et al. (2005), na espécie L. dentata o maior numero de raizes (25.4) foi obtido na
modalidade 2.5 uM ANA.

Quanto a fase de aclimatizagdo, o material vegetal apresentou 100% de sobrevivéncia
(Fig. 7), um elevado crescimento, sendo notavel o alongamento dos rebentos, o que sera devido ao
bom estado fisiologico do material regenerado in vitro, a funcionalidade do sistema radicular, ao
tipo de substrato utilizado e as condigdes ambientais, em particular da temperatura ¢ humidade.
Contudo, devemos ter algumas reservas neste valor uma vez que o mesmo resultou apenas de um
tratamento com 56 plantas sem qualquer repeti¢do. Estes resultados sdo ligeiramente superiores
aos referidos por Echeverrigaray et al. (2005), em L. dentata, com 87% de sobrevivéncia e aos
80% de sobrevivéncia referidos por Dias et al. (2002).

Fig. 3. Efeito da concentragdo de BAP na multiplicacdo de L. luisieri. (A) Aspecto dos rebentos na
concentragio de 0,2 mgl”. (B) Aspecto dos rebentos na ccincentragéo de 0,5 mgl™.
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Fig. 4. Rebentos de L. luisieri na fase de Fig. 5. Rebentos de L. luisieri na fase de
multiplicagdo sem suplemento hormonal multiplicagdo da populagdo stock evidenciando
(controlo). fortes sintomas de vitrificagdo.

Fig. 6. Rebentos de L. luisieri enraizados durante Fig. 7. Rebentos de L. luisieri no final da fase de
a fase de multiplicagdo. A barra representa 1 cm. aclimatizacdo. A barra representa 7 cm.
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