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Concentragcoes de BAP sobre a proliferacao in vitro de brotos de Lippia alba
[(Mill.)N.E.Brown]
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RESUMO: Lippia alba é uma planta de origem brasileira, pertencente & familia Verbenaceae. E
conhecida por combater a insbnia e a asma, além de possuir agao anticonvulsivante e antifungica.
A micropropagacao tem sido utilizada para multiplicacao de varias espécies com propriedades
medicinais, e o BAP ¢ a citocinina sintética mais utilizada para a multiplicagéo in vitro. O objetivo
deste trabalho foi estabelecer a concentragao adequada de BAP na multiplicagao in vitro de L.
alba. Explantes constituidos de segmentos nodais provenientes de plantulas ja estabelecidas in
vitro com aproximadamente 0,5 cm foram inoculados em meio MS, suplementado com 0,0; 0,5;
1,0 e 1,5 mg L-"de BAP em adicdo de 30 g L' de sacarose. A utilizagéo de 1,5 mg L' de BAP
promove a multiplicagao in vitro de L. alba. A auséncia deste regulador propicia maior nimero de
folhas e o uso na concentracao de 0,5 mg L' aumentou as massas fresca e seca de parte aérea
nesta espécie.
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ABSTRACT: BAP concentrations on in vitro proliferation of Lippia alba [(Mill.) N.E.Brown]
shoots. Lippia alba is a Brazilian plant, belonging to the Verbenaceae family. It is known to
combat insomnia and asthma, also has antifungal and anticonvulsant actions. Micropropagation
has been used for propagation of various species with medicinal properties, and BAP is the most
widely used synthetic cytokinin for in vitro multiplication. The aim of this study was to determine
the appropriate concentration of BAP on in vitro multiplication of L. alba. Explants consisting of
nodal segments from seedlings already established in vitro with approximately 0.5 cm were
inoculated on MS medium supplemented with 0; 0.5; 1.0 and 1.5 mg L' of BAP and 30 g L' of
sucrose. The use of 1.5 mg L' of BAP promotes the in vitro multiplication of L. alba. The absence
of this regulator provides a greater number of leaves and its use at the concentration of 0.5 mg L

increased shoots’ fresh and dry weights in this specie.
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INTRODUGAO

A espécie Lippia alba [(Mill.) N.E. Brown] é
uma planta de origem brasileira distribuida em regides
de clima tropical, sub-tropical e temperado. Pertence
afamilia Verbenaceae, vegeta em solos arenosos e
nas margens de rios, agudes, lagos e lagoas.
Conhecida popularmente como alecrim, alecrim do
mato, alecrim do campo, camara, capitdo do mato,
cidrao, cidreira, cidreira brava, capim cidreira, cidreira
crespa, cidreira falsa, cidreira melissa, erva cidreira,
erva cidreira do campo, erva cidreira brasileira, falsa
melissa, salva do Brasil, salva limdo e outras
denominagbdes (Ming, 1992).

E uma plantaindicada como antiespasmaédico,
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estomaquico, carminativo e calmante. Combate ainda
a insdnia e a asma (Martins et al., 2000). Possui
acao anticonvulsivante e antifungica (Rao et al., 2000).

Embora as plantas do género Lippia sejam
fontes de importantes compostos biologicamente
ativos, as informagdes cientificas sobre seus métodos
de propagagao crescem em ritmo pouco intenso.
Portanto, torna-se imprescindivel a realizagéo de
estudos mais aprofundados de ambito farmacolégico,
terapéutico e agrondmico, para o cultivo em larga
escala e a conservagao desta espécie.

Estudos de germinagdo de sementes em
espécies de Lippia sao escassos na literatura
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(Pimenta et al., 2007; Blank et al., 2008) e trabalhos
relacionados a propagacao vegetativa convencional
apontam baixos percentuais de enraizamento e de
sobrevivéncia de mudas produzidas a partir de estacas
(Capote et al., 1999; Juliani Junior et al., 1999). Visto
isto, a propagacao in vitro apresenta grande potencial
para multiplicacdo em massa e perpetuagao de
plantas de L. alba.

A micropropagacao € um método alternativo
de propagacao vegetativa amplamente estudado nas
mais diversas espécies vegetais, sendo a técnica
dentro da cultura de tecidos que mais tem difundido
e encontrado aplicagbes praticas comprovadas. Entre
as vantagens da utilizagao, estao a possibilidade de
obterem-se varias plantas a partir de um explante
inicial, independentemente da estagdo do ano; a
redugao do tempo e da area necessaria a propagacao
da espécie; as melhores condigbes sanitarias; a
reproducao do gendtipo da planta-mae, com fidelidade
durante a multiplicagao e a propagacao vegetativa de
espécies dificeis de serem propagadas por outros
métodos (Erig & Schuch, 2005).

Desta forma, a micropropagacgao tem sido
utilizada para multiplicagao de varias espécies com
propriedades medicinais, para que destas, também
possam ser extraidos 6leos essenciais, uma vez que
estas mudas apresentam elevada qualidade genética
e fitossanitaria. Com relagdo ao cultivo in vitro do
género Lippia, alguns trabalhos ja foram realizados
com resultados satisfatérios (Capote et al., 1999;
Gupta et al., 2001; Peixoto et al., 2006; Costa et al.,
2007).

Um dos principais fatores que interferem na
propagacao in vitro é a suplementacao do meio de
cultivo com reguladores de crescimento vegetal. As
citocininas sdo uma classe de reguladores com
capacidade marcante de induzir a divisdo celular em
tecidos vegetais. Portanto, sdo importantes para
formacao de érgaos, principalmente aéreos. A
benzilaminopurina (BAP) é uma citocinina sintética
utilizada para a multiplicacdo in vitro de diversas
espécies (Lucas et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a
concentragado adequada de BAP na multiplicagao in
vitro de Lippia alba.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia.
Segmentos nodais provenientes de plantulas ja
estabelecidas in vitro com aproximadamente 0,5 cm
foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 30 g L' de sacarose e BAP
nas concentracgoes de 0,0; 0,5;1,0e 1,5mg L.

O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8 e em seguida autoclavado a 121°C e 1,2 atm
durante 20 minutos. Posteriormente em camara de
fluxo laminar, os explantes foram inoculados em
frascos de 200 mL, contendo 30 mL do meio de cultura
MS. Os frascos foram vedados com tampas de
polipropileno e mantidos em sala de crescimento
convencional, com fotoperiodo de 16 horas de luz,
temperatura de 25+2°C, com intensidade de 52,5 W
m2 s, fornecida por lampadas brancas fluorescentes.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
consistindo de 10 frascos cada um, sendo que cada
frasco continha quatro explantes. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia utilizando-
se o0 programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000),
utilizando-se o teste de regressao a 5% de
significancia.

Apos 60 dias foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: indice de sobrevivéncia (nUmero de
explantes desenvolvidos por niumero de explantes
inoculados), numero de folhas, nimero, comprimento,
massa fresca e seca das brotagdes desenvolvidas.

RESULTADO E DISCUSSAO

Nao houve diferenca significativa para a
variavel indice de sobrevivéncia (Tabela 1). Em todos
os tratamentos as plantulas apresentaram taxa de
sobrevivéncia superior a 80%. Nargis et al. (2010),
por outro lado, verificaram que a regeneragao de
explantes de Lippia javanica [(Burm.f.) Spreng.],
inoculados em meio MS, foi maxima (100%) apenas
nos tratamentos com a presenga do BAP,
independentemente de sua concentragéo.

Houve diferenca significativa sobre todas as
demais caracteristicas discutidas, conforme mostrado

TABELA 1. Analise de variancia para as caracteristicas avaliadas em plantulas de L. alba cultivadas em diferentes

concentragdes de BAP (mg L).

Fonte de indice de Numero de NuUmero de Comprimento Massa Massa
Variagao  Sobrevivéncia Folhas Brotos de Brotos Fresca Seca
(Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc)
BAP 0,1240Ns 0,0000* 0,0035* 0,0000* 0,0209* 0,0077*
CV (%) 15,40 16,65 20,76 15,35 42,89 32,12

* significativo a 5% de probabilidade, N ndo significativo.
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na Tabela 1. Maior numero de folhas (64,0) foi
observado na auséncia de BAP (Figura 1), sendo que
o0 aumento na concentragdo desta citocinina
promoveu decréscimo na quantidade de folhas
formadas. Resultado semelhante foi obtido por Villa
et al. (2005), trabalhando com amoreira-preta, que
observaram queda no numero de folhas com aumento
das concentracoes de BAP. Isso pode ser atribuido
ao fato de este regulador de crescimento estimular a
formacao de maior nimero de brotos, porém, de
tamanho reduzido, apresentando menor nimero de
segmentos nodais e folhas. Resultado diferente do
encontrado por Blank et al. (2008) com a espécie
Lippia sidoides (Cham.) que apresentou maior nUmero
de folhas na concentracao de 4 mg L' de BAP.

A proliferagao de brotacoes foi estimulada
pelo aumento da concentragao da citocinina (Figura
2), sendo o maior numero (4,0) observado utilizando-
se a maior dose deste regulador (BAP 1,5 mg L™).
Para Lippia micromera (Schau.), variedade Helleri,
melhores resultados de multiplicagdo ocorreram com
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2,0 mg L' de BAP em associacgao a auxina (0,1 mg
L' de acido naftalenoacético (ANA)) (Capote et al.,
1999). A eficiéncia desta citocinina na multibrotagéo
de plantas da familia Verbenaceae foi reportada por
Balaraju et al. (2008).

Em contrapartida, brotos maiores (18,86 cm)
foram observados na auséncia de BAP (Figura 3). O
aumento nas concentragdes desta citocinina reduziu
significativamente o comprimento dos brotos. O efeito
inibitério do BAP sobre a altura de brotos ja foi
reportada na multiplicagao in vitro de macela (Diniz
etal., 2003) e de videira (Lucas et al., 2006). Esses
resultados podem estar relacionados ao fato deste
regulador de crescimento nao ser responsavel em
promover o alongamento de brotagdes.

Maiores massa fresca de parte aérea (1,07
g) foram observadas utilizando-se 0,5 mg L-'de BAP
(Figura 4). Provavelmente isso ocorreu devido as
plantas conseguirem absorver mais agua para seus
tecidos nesta concentragao de regulador e, portanto,
incrementaram sua massa fresca. Em Lippia sidoides
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FIGURA 1. Numero de folhas em pléntulas de Lippia alba cultivadas em diferentes concentra¢des de BAP (mg L).
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FIGURA 2. Numero de brotos em plantulas de Lippia alba cultivadas em diferentes concentra¢des de BAP (mg L™").
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FIGURA 3. Comprimento de brotos (cm) de plantulas de Lippia alba cultivadas em diferentes concentrag¢des de
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FIGURA 4. Massa fresca (g) da parte aérea de plantulas de Lippia alba cultivadas em diferentes concentracoes de
BAP (mg L™").
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FIGURA 5. Massa seca (g) da parte aérea de plantulas de Lippia alba cultivadas em diferentes concentracdes de

BAP (mg L).

(Cham.), testou-se diferentes reguladores de
crescimento e concluiu-se que a concentragéo de
0,1 mg L' de BAP promoveu maior acumulo de
matéria fresca nas folhas dessa espécie
micropropagada em meio de cultura MS (Costa,
2006).

A massa seca da parte aérea, que é a
expressédo do crescimento real da parte aérea, atingiu
o valor maximo (0,11 g) com a utilizagcdo de 0,5 mg L™
de BAP (Figura 5), a semelhanca do ocorrido para a
variavel massa fresca. A partir desse ponto, o
regulador de crescimento passou a inibir o
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desenvolvimento das plantas in vitro, apresentando
decréscimo na massa seca.

Concluiu-se que a utilizagao de 1,5 mg L
de BAP promove a multiplicagao in vitro de Lippia
alba.
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