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INTRODUCAO

As espécies de lavandas pertencem a familia Lamiaceae (Labiatae) e o género
Lavandula contém mais de 30 espécies e, tem seu habitat natural na Europa, na Africa e na
Asia. Entre as cultivares de maior importancia mundial é a Lavandin (Lavandula x intermedia
Emeric ex Loiseleur), hibrido estéril entre L. angustifolia Mill. e L. latifolia Medic, que esta
sendo amplamente cultivada na regido do Mediterraneo para a producdo e 6leo essencial
(Dronne et al., 1999). A floracdo da Lavandin é vigorosa e seu 6leo essencial diferencia-se
daquele da L. angustifolia tendo notas menos doces. A producdo do 6leo essencial das
lavandas € obtida a partir de flores e das hastes florais que, de acordo com a origem,
apresenta caracteristicas distintas. O 6leo essencial tem alto valor, sendo empregado na
industria farmacéutica e de cosméticos e demonstra propriedades antimicrobianas e
antifingicas (Vokou et al., 2002; Cott, 2005).

No Brasil, 0 mercado de lavanda é ainda incipiente e baseia-se em consumidores
domésticos de mudas e flores frescas e é encontrado em feiras livres e nas floriculturas. Seu
emprego tem sido associado ao uso como medicamento fitoterdpico, condimentos e
aromaterapia.

A propagacdo convencional das lavandas é feita a partir de estacas herbaceas,
porém, apresenta baixa eficiéncia e quando produzem sementes estas apresentam
dorméncia. Uma alternativa frente estas limitacdes é a utilizacdo de técnicas de cultura de
tecidos vegetais o que permite a propagacédo clonal massal de gendtipos elites por meio da
captura e fixacdo do ganho genético.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e aperfeicoar o protocolo para a
micropropagacdo da lavanda cultivar Lavandin em meios de cultura constituidos por
diferentes formulacdes salinas e concentracdes de BAP.

MATERIAL E METODOS

Gemas axilares excisadas de plantas matrizes, mantidas em Fitotron foram
submetidas a um processo de desinfestacdo com alcool (70%), hipoclorito de sdédio (40%) e
trés enxaglies em agua autoclavada. Para a inducdo de brotos, os segmentos nodais foram
inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 cm), contendo 15 ml do meio de cultura MS
liquido, sobre ponte de papel, suplementado com BAP (0,5 uM), vitaminas de Morel (Morel &
Wetmore, 1951) e com o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Apés a indugéo os
brotos foram repicados para 0 mesmo meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) +
BAP (0,5 uM) e geleificado.

ENsal0O 1. Para a inducdo a proliferacdo de brotos foram testadas quatro
concentracdes de BAP (0; 0,5; 0,75 e 1,0 uM) suplementados ao meio de cultura MS
geleificado com agar-agar (7g L™). Foram utilizados brotos com um segmento de né e duas
gemas axilares, provenientes do terceiro subcultivo no meio de cultura de inducgé&o. Utilizou-
se um delineamento completamente casualisado - DCC e, cada unidade experimental foi
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constituida de cinco tubos de ensaios com dois segmentos de né por tubo, repetidos quatro
vezes. Apds quatro semanas em cultivo foi avaliado o nimero de brotos por explante.

ENsAIO 2. Brotos da cultivar Lavandin, originados do ensaio 1, foram empregados
como explantes para testar o efeito de diferentes formulacdes salinas na taxa regenerativa.
O delineamento do experimento foi um fatorial com oito tratamentos: quatro diferentes
formulagdes salinas MS; LPm (Von Arnold & Eriksson, 1981); QL (Quoirin et al., 1977), e
DSD1 (Silva & Doazan, 1995) combinado com dois niveis de BAP (0 e 1 uM). Cada unidade
experimental foi constituida de cinco tubos de ensaios com dois segmentos de nd, contendo
gquatro gemas, por tubo em forma de BCC repetidas quatro vezes. ApOs quatro semanas de
cultivo foi avaliado o nimero de nés e de brotos por explante.

Brotos com altura superior a 3 cm foram transferidos para fitotron com temperatura
de 25 +2 °C, intensidade luminosa de 300 pmol m? s™* com lampadas de vapor de sédio de
modelo tubular de 400w, 15 dias antes da aclimatizacdo. Apés o isolamento dos brotos-
microestacas foram acondicionados em bandejas de isopor de 128 células com substratos
numa mistura na proporgao de 1:2:1 (v/v/v) de: Plantmax HT ®; Casca de arroz carbonizada
e areia média, e mantidos em ambiente de fitotron por mais 15 dias. Em seguida foram
transferidas para tdanel com irrigacdo intermitente. Apos 60 dias as mudas foram
acondicionadas em recipientes plasticos, com a mesma mistura de substrato, e mantidas
nas condicbes de campo.

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) e ao teste Student-Newman-Keuls (SNK-5%) de separacdo de médias, quando
necessario os dados originais foram transformados em log (x+1) ou (x+0,5)° |, segundo as
recomendacdes de Steel & Torrie (1980) e Compton (1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exciséo de brotagfes jovens de plantas matrizes mantidas em fitotron permitiu com
sucesso a desinfestacdo dos explantes. A inducdo a proliferacdo de brotos de lavanda in
vitro ocorreu em duas semanas apoés o isolamento das gemas (Figura 1a).

No primeiro ensaio o BAP (1,0 um) suplementado ao meio MS resultou em valores
significativamente superiores (p=0,05) para o niumero médio de brotos por explantes (6,5
brotos) da cultivar Lavandin, ap6s 30 dias de cultivo (Figura 2). Alta taxa de proliferacdo de
brotos de Lavandula viridis também foi obtida com o cultivo em meio MS suplementado com
0,67 uM de BA, ap0s quatro semanas em cultivo (Dias et al., 2002).

A evolucédo do nimero de brotos em resposta aos niveis de BAP testados (Figura 2)
seguiu um modelo quadratico da analise de regresséo. A confiabilidade destas trajetérias foi
expressa pelos altos valores do coeficiente de determinacao (r’= 0,99) e T-valor significativo
(p<0.05). Em sistemas bioldgicos, consideram-se altos aqueles valores de r? que ocorrem
entre 0,5 e 0,9 (Compton, 1994).

O aumento do nivel de BAP também induziu um maior ndmero de brotos
hiperhidricos enquanto que a auséncia de BAP no meio de cultura resultou em maior
alongamento de brotos, procedimento este que pode ser indicado para o cultivo de brotos
que serdo destinados para a aclimatizacdo. O cultivo de L. vera em meio de cultura MS
suplementado com altos teores dos fitorreguladores TDZ (4,5 pM) e BAP (4,4 a 8,8 uM)
também resultou na formagédo de brotos hiperhidricos (Andrade et al., 1999). Em estudos
semelhantes com a espécie Lavanda angustifolia também se verificou a presenca de brotos
hiperhidricos em meio de cultura suplementado com BAP (Caprestano et al., 2005).

No segundo ensaio o BAP (1 pM) também resultou em valores significativamente
superiores (p<0,01) para o numero médio de brotos e de nos por explante
comparativamente aos meios isentos deste fitorregulador. A suplementacédo de BAP (1 uM)
a formulagéo salina QL resultou no mais alto nUmero médio de nés (4,7 nos) e brotos por
explante (2,3 brotos). No entanto, estes valores ndo se diferenciaram para o teste SNK (5%)
em relacdo aos resultados obtidos com o meio MS + 1 uM de BAP (4,6 nés e 2,4 brotos)
apos 30 dias de cultivo (Figura 3). Contudo, brotos regenerados em meio contendo a
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formulacdo salina QL mostraram-se mais vigorosos e com menor incidéncia de
hiperhidricidade (Figura 1b) e com necrose das folhas e dos apices caulinares (Figura 1c).

Figura 1. Micropropagacdo de lavanda cultivar Lavandin. a) Isolamento e Inducdo de
gemas; b) Proliferagdo de brotos em meio de cultura basico QL + BAP (1 pM); c)
Necrose do apice em meio de cultura MS + BAP (1 uM); d) Mudas aclimatizadas
apos 45 dias em condigfes ex vitro e; e) Transferéncia para vasos ap6s 90 dias.
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Figura 2. Numero médio de brotos/explante de Lavandin em resposta ao BAP (0, 0,5, 0,75 e
1 pM) suplementado ao meio de cultura MS, ap6s quatro semanas de cultivo.
*Média de trés repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas,
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indicam valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 10,6. Dados
transformados em log (x+1).
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Figura 3. Namero médio de brotos e nés por explante de Lavandin em resposta a diferentes
formulagbes salinas, (MS-Murashige & Skoog, 62; LPm - email: Von Arnold &
Eriksson, 1981; QL-Quoirin et al., 1977, e DSD1-Silva & Doazan, 1995), isenta ou
suplementada com 1 uM de BAP (B1) apds quatro semanas em cultivo. *Média de
trés repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas dentro de cada
parametro, indicam valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 17,4;
dados transformados em (x + 0,5)%°.

Estes fatores foram identificados no primeiro ensaio e durante as repicagens que
antecederam para obtencdo da fonte de explante para os experimentos. Estes eventos
provavelmente influenciaram na reducdo da taxa média de multiplicagcdo no ensaio 2, em
relacdo ao ensaio 1. Por outro lado, a auséncia de BAP no meio de cultura em todas as
formulagdes salinas testadas, resultou em brotos mais alongados, auséncia de brotos
hiperhidricos e de coloracdo verde menos intenso.

Brotos mais vigorosos com ou sem raizes e ndo hiperhidricos foram aclimatizados
com sucesso em substratos e quando mantidos em ambiente controlado resultaram em
mais de 80% de sobrevivéncia das mudas que mostraram um bom desenvolvimento apés
45 dias (Figura 1d). Mudas transplantadas para recipientes plasticos com substratos
baseados numa mistura na proporcao de 1:2:1 (v/v/v) de: Plantmax HT ®; Casca de arroz
carbonizada e areia média, tiveram excelente desenvolvimento em vaso a campo, apds 90
em condicfes ex vitro (Figura le).

CONCLUSAO

A micropropagacdo da cultivar Lavandin é favorecida com a suplementacédo de 1,0
UM de BAP ao meio de cultura basico MS. Quando se emprega a formulacao salina QL
suplementada com 1,0 uM de BAP observa-se um melhor desenvolvimento dos brotos, com
menor freqliiéncia de brotos vitrificados e com necrose foliar e apical. Brotos com altura
superior a 3,0 cm com ou sem raiz quando transferidos para substratos, acondicionados em
bandejas de isopor sdo aclimatizados com sucesso.
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