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Estabelecimento in vitro e aclimatizacao de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

LUZ, J.M.Q'; SANTOS, V.A.'; RODRIGUES, T.M."; ARRIGONI BLANK, M.F.z;; ASMAR, S.A."

'Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Instituto de Ciéncias Agrarias, Campus Umuarama, Av. Amazonas
s/n, CEP 38400-902, Uberlandia — MG, Brasil. *siasmar@yahoo.com.br

2Universidade Federal de Sergipe — UFS, Departamento de Engenharia Agronémica, Av. Marechal Rondon s/n,
CEP 49100-000, Séo Cristovao, SE.

RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo estabelecer in vitro a espécie Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown e promover a aclimatizagao de mudas dessa espécie. Para isso, foi testada a
influéncia de diferentes concentragdes e tempos de imersao em hipoclorito de sédio na assepsia
dos explantes. Segmentos nodais foram imersos em hipoclorito de sddio nas concentragdes
0,4;0,6; 0,8 e 1,0 % e nos tempos 8, 12 e 16 minutos. Apds 30 dias avaliou-se a contaminagao
bacteriana (%), numero de brotos, numero de folhas, e a taxa de sobrevivéncia (%). A
concentragao de 1% de hipoclorito de sédio foi a mais eficiente no controle da contaminacgao.
Apices caulinares de L. alba foram estabelecidos in vitro em meio MS suplementado com
diferentes doses de BAP (0; 0,5; 1,0; 1,5 mg L-"). Apds 140 dias avaliou-se a contaminagao (%),
a taxa de sobrevivéncia (%), a oxidagao (%) e o numero de brotos. Os melhores resultados
foram obtidos para a dose 1,5 mg L' deste regulador. Para a aclimatizagéao foram testados quatro
tipos de substratos: p6é de coco + calcario (1 g L"), Plantmax® + calcario (1 g L"), vermiculita +
calcario (1 g L") e pé de coco + Plantmaxe® + vermiculita (1:1:1) + calcario (1 g L"). Avaliou-se a
taxa de sobrevivéncia (%), comprimento da parte aérea (cm), comprimento da raiz (cm), massa
fresca da parte aérea e da raiz (g), e a massa seca da parte aérea e da raiz (g). Os melhores
resultados foram obtidos quando com o substrato comercial Plantmaxe.

Palavras-chave: micropropagacao, hipoclorito de sédio, substratos

ABSTRACT: In vitro establishment and acclimatization of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
The present study aimed to establish the species Lippia alba (Mill.) N. E. Brown in vitro and
promote the acclimatization of the seedlings of this species. Therefore, we tested the effect
of different concentrations and immersiog times in sodium hypochloritetfor the disinfection of
explants. Nodal segments were immersed in sodium hypochlorite at the different concentrations
of ,.4;,.6;,.8 and ,.0% during the different times of 8, 12 and 16 minutes. After 30 days, bacterial
contamination (%), number of shoots, number of leaves and survival rate (%) were evaluated.
The 1% concentration of sodium hypochlorite was more effective in controlling contamination.
Shoot apices of L. alba were established in vitro on MS medium supplemented with different
concentrations of BAP (;, ,.5; ,.0; ,.5 mg L. After 140 days, we evaluated the contamination
(%), survival rate (%), oxidation (%) and number of shoots. The best results were obtained
when we used the dose of ,.5 mg L of this regulator. For acclimatization, we tested four types
of substrates: coconut powder + lime (1 g L), Plantmax® + lime (1 g L), vermiculite + lime (1
g L) and coconut powder + Plantmax®+ vermiculite (1:1:1) + lime (1 g L-). We evaluated the
survival rate (%), shoot length (cm), root length (cm), fresh weight of shoot and root (g) and dry
weight of shoot and root (g). The best results were obtained when using the substrate Plantmaxe.

Keywords: micropropagation, sodium hypochlorite, substrates

INTRODUGAO _ o

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) popularmente conhecida como erva cidreira, erva
é uma planta medicinal nativa da América do Sul cidreira brasileira, erva cidreira do campo, alecrim,
amplamente distribuida em todo o territdrio brasileiro, alecrim do mato, alecrim do campo, dentre outras
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denominagdes. E uma planta bastante utilizada
na medicina popular no tratamento de diversos
males, como cdlicas, indigestdo, dores, nauseas
e espasmos, combate insbnia e asma, possuindo
ainda agao anticonvulsivante e antifungica (Rao et
al., 2000).

A micropropagacao € um método alternativo
de propagagéo vegetativa amplamente estudado
nas mais diversas espécies vegetais, sendo a
técnica dentro da cultura de tecidos que mais
tem difundido e encontrado aplicagdes praticas
comprovadas. Entre as vantagens de sua utilizagao,
estdo: a possibilidade de obtervarias plantas a
partir de um explante inicial, independentemente
da estagdo do ano; a reducido do tempo e da
area necessaria a propagacao da espécie; as
melhores condi¢gbes sanitarias; a reproducao do
genodtipo da planta-mae, com fidelidade durante
a multiplicagédo e; a propagagédo vegetativa de
espécies dificeis de serem propagadas por outros
métodos (Erig & Schuch, 2005). Dentre as fases
da micropropagacgao, o estabelecimento e a
aclimatizacao séao considerados os mais criticos e,
por essa razao, exigem certos cuidados.

O presente trabalho teve por objetivo
estabelecer in vitro a L. alba (Mill.) N. E. Brown e
promover a aclimatizagao de mudas dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Tratamento das matrizes e pré-assepsia

do material

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia.

As matrizes doadoras dos explantes foram
cultivadas em casa de vegetacdo e pulverizadas
com 2 g L de fungicida Cerconil® durante 15 dias.
Ramos jovens foram coletados e lavados em agua
corrente por 30 minutos, retirando-se o excesso de
[&minas foliares. Em seguida, foram colocados em
um recipiente com 10 gotas de detergente neutro
em 1 L de agua destilada durante 10 minutos, em
agitacéo e, posteriormente, lavados trés vezes
com agua destilada e autoclavada para remocgao
do detergente.

Concentragdes e tempos de imersdao em
hipoclorito de sédio no estabelecimento in vitro
de L. alba

Em camara de fluxo laminar, segmentos
nodais de aproximadamente 1,5 cm foram
individualizados e imersos em hipoclorito de sédio
(NaOCl) em diferentes concentragées (0,4; 0,6; 0,8 e
1,0%) e tempos de imersao (8, 12 € 16 minutos). Em
seguida, os explantes foram inoculados em tubos de
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ensaio contendo 20 mL de meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), contendo 7g L' de agar e pH ajustado
para 5,7+0,1 antes da autoclavagem (121°C e 1,2
atm por 20 minutos). Apds a inoculagao, os tubos
foram vedados com parafiime e mantidos em
sala de crescimento com temperatura de 25+1°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade
luminosa de 36 pmol m2s-, fornecida por lAmpadas
brancas fluorescentes.

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
4x3, sendo quatro concentragdes de hipoclorito
de sédio e trés tempos de imersdo no mesmo,
totalizando 12 tratamentos com quatro repetigoes.
Cada repeticao foi composta por cinco tubos de
ensaio, contendo um explante. Os dados foram
submetidos a analise de variancia utilizando-
se o programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira,
2000), utilizando-se o teste de regresséo a 5% de
significancia.

Decorridos 30 dias, avaliou-se a
contaminagéao (%), o numero de brotos, 0 nimero
de folhas, e a taxa de sobrevivéncia (%).

Cultura de apices caulinares

Em camara de fluxo laminar, os ramos foram
imersos em alcool 70% durante 30 segundos. Em
seguida, os apices caulinares foram assepticamente
extraidos, sob lupa estereoscopica binocular, com
aumento de 300 vezes e com o auxilio de pequenas
pingas, bisturis e estiletes. Apds sua retirada, os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio MS suplementado com diferentes
concentragdes do regulador de crescimento
6-benzilaminopurina (BAP) (0; 0,5; 1,0; 1,5 mg L ).
Apods a inoculagéo, os tubos foram vedados com
parafilme e mantidos em sala de crescimento, com
temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas
de luz e intensidade luminosa de 36 umol m=2s-,
fornecida por lampadas brancas fluorescentes.

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro doses
de BAP e cinco repetigbes, sendo cada repeticéo
constituida de cinco apices caulinares. Os dados
foram submetidos a analise de variancia utilizando-
se o programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira,
2000), utilizando-se o teste de regresséo a 5% de
significancia.

Aos 140 dias, foram avaliadas as
caracteristicas de contaminacgao (%), oxidagao (%),
taxa de sobrevivéncia (%) e o numero de brotos.

Aclimatiza¢ao de mudas de L. alba
Para o processo de aclimatizagéo, foram
utilizadas mudas cultivadas in vitro e com 40
DAI (dias apds inoculagdo), ja enraizadas e com
aproximadamente 6 cm de altura. A aclimatizagao
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constou de trés etapas sucessivas. Na 12 etapa, os
tubos de ensaio foram abertos e as plantulas ficaram
expostas ao ambiente de cadmara climatizada
durante 15 dias. Para a 2?2 etapa, as plantulas
foram retiradas dos tubos de ensaio e lavadas para
remover os residuos de meio de cultura aderidos as
raizes, sendo, posteriormente feito o transplantio
para bandejas de poliestireno expandido, com 72
alvéolos contendo os diferentes substratos. As
mudas permaneceram em ambiente de camara
climatizada durante 20 dias. Nesse periodo, foram
regadas com solugéo de sais do meio MS. Na 32
etapa, foi feita a transferéncia da bandeja para casa
de vegetacdo, no qual as mudas permaneceram
durante 40 dias.

O delineamento foi o inteiramente
casualizado (DIC), constando de quatro misturas
de substratos, sendo eles: p6 de coco + calcario
(1 g L), Plantmax® + calcario (1 g L), vermiculita
+ calcario (1 g L") e pé de coco + Plantmax® +
vermiculita (1:1:1) + calcario (1 g L*). Foram
utilizadas cinco repetigdes, sendo cada repeti¢cao
constituida de cinco plantulas. Os dados de
porcentagem foram transformados em arco seno
da raiz quadrada (x/100) e submetidos a analise
de variancia, pelo teste F e, quando significativos,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05), utilizando-se o programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2000).

Apo6s o término das trés etapas (75
dias), foram avaliadas as caracteristicas taxa de
sobrevivéncia (%), comprimento da parte aérea
(cm), comprimento da raiz (cm), numero de folhas
e massa fresca e seca da parte aérea e da raiz (g).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentragdes e tempos de imersdao em
hipoclorito de sédio no estabelecimento in vitro
de L. alba.

A interacao entre as concentragdes de
hipoclorito de sodio e os tempos de imersdo nao
foi significativa. No entanto, observou-se que para
todas as variaveis analisadas, a concentragao de 1%
de hipoclorito de sédio foi a mais eficiente.

O numero de brotos pode ser representado
por uma equagcao linear positiva, sendo o aumento
de acordo com o aumento das concentragdes de
hipoclorito de sédio, com valores de 0,41; 1; 0,83
e 1,91 brotos, para as concentragdes de 0,4; 0,6;
0,8 e 1% de hipoclorito de sédio, respectivamente
(Figura 1A).

Quanto maior a concentragéo de hipoclorito
de sodio utilizada, menor foi a ocorréncia de
contaminagao (Figura 1B). Quando se utilizou
a concentragdo de 0,4%, a contaminagao foi de

66,67%. Para as concentragdes de 0,6 € 0,8%, a
contaminagéo foi de 48,33% e, na concentragao 1%,
a contaminacgéo foi de 23,33%.

Na desinfestacao de segmentos nodais de
Eucalyptus dunni com diferentes concentragdes de
hipoclorito de sddio, Aimeida et al. (2008) também
obtiveram menor indice de contaminagao bacteriana
utilizando 1% de hipoclorito de sédio.

Para a caracteristica numero de folhas,
foram observadas diferengas significativas entre
as concentragdes testadas, seguindo o mesmo
comportamento do nimero de brotos, com valores de
1,66; 6; 4,58 e 10,83 folhas, para as concentragdes
de 0,4; 0,6; 0,8 e 1% de hipoclorito de sddio,
respectivamente (Figura 1C).

A sobrevivéncia dos explantes foi de
33,33% quando se utilizou 0,4% de hipoclorito de
sodio. Estes valores foram maiores a medida que
se aumentou a concentragado de NaOCI, podendo
essa variavel ser representada por uma equagao
linear. O valor maximo de sobrevivéncia (76,66%) foi
obtido quando utilizado 1% de NaOCI (Figura 1D).

Em relagédo aos tempos de imersao, o tempo
de 16 minutos proporcionou maior porcentagem de
sobrevivéncia (56,25%) (Tabela 1), demonstrando
que este pode ser utilizado na desinfestagdo de
explantes de L. alba. Costa et al. (2007) utilizaram
hipoclorito de sddio a 0,8% durante 16 minutos
para desinfestagdo de Lippia sidoides, tempo que
corrobora com o encontrado neste trabalho.

Nao houve diferenga significativa quando
se utilizou diferentes tempos de imersdo para as
caracteristicas contaminagédo e numero de brotos
(Tabela 1).

Conclui-se assim, que a concentragéo de
1% de hipoclorito de sddio e o tempo de imersao por
16 minutos promovem desinfestacao satisfatoria e
maior taxa de sobrevivéncia no estabelecimento in
vitro de explantes de L. alba.

Cultura de apices caulinares
Verificou-se que o regulador de crescimento
BAP foi eficiente na regeneragédo dos apices
caulinares. Para a caracteristica contaminagéo, nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Para o numero de brotos, os resultados
foram eficazes quando se utilizou 1,5 mg L - desta
citocinina (Figura 2), observando-se que quanto
maior sua dosagem, maior o numero de brotagdes.
A taxa de sobrevivéncia seguiu a mesma
tendéncia do numero de brotos, sendo esta maior,
quando se utilizou 1,5 mg L “de BAP (Figura
3). Asmar et al. (2012), testando diferentes
concentragdes de BAP sobre a proliferagao in vitro
de brotos de L. alba, obtiveram maiores brota¢des
quando utilizaram 1,5 mg L deste regulador.
A eficiéncia desta citocinina na multibrotagao
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FIGURA 1. A - nimero de brotos, B - contaminagéo (%), C - nimero de folhas, D — taxa de sobrevivéncia (%)
de segmentos nodais de L. alba, em fungao de diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio.

TABELA 1. Contaminagéao (%), niumero de brotos, numero de folhas e taxa de sobrevivéncia (%) de segmentos
nodais de L. alba, em funcao de diferentes tempos de imersao em hipoclorito de sddio.

Tempos de Imersao Taxa de Sobrevivéncia Contaminagao Nidmero de Brotos Nimero de
(minutos) (%) (%) Folhas
8 43,75 ab 1,25a 7,62 a 56 ab
12 40,00 b 1,18 a 6,56 a 60 a
16 56,25 a 0,68 a 3,12 a 43 b
CV (%) 39,88 79,02 97,15 34,09

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

de plantas da familia Verbenaceae também foi
reportada por Balaraju et al. (2008).

Um protocolo de regeneragao de meristemas
apicais de Melia azedarach L. foi desenvolvido
utilizando-se meio MS suplementado com 0,5 mg
L -* de BAP o qual promoveu maior proliferagao
de gemas (Vila et al., 2002). Trabalhando com
diferentes associagdes de citocininas no cultivo
in vitro de hortela-pimenta (Mentha x Piperita L.),
Asmar et al. (2011) concluiram que o BAP também
foi eficiente na multiplicacdo desta espécie.

Quanto a oxidagao, esta foi inversamente
proporcional a taxa de sobrevivéncia. No tratamento
com 1,5 mg L-*de BAP ocorreu 7,65% de oxidagao,

sendo essa a menor dentre as demais dosagens
utilizadas; a maior oxidagao ocorreu no tratamento
sem adi¢ao de BAP (15,94%) (Figura 3).

Desta forma, pode-se concluir que para o
estabelecimento in vitro de apices caulinares de L.
alba. é necessario utilizar o meio MS suplementado
com 1,5 mg L -"de BAP.

Aclimatizagao de mudas de L. alba
Para a caracteristica comprimento de
raiz, ndo houve diferenca significativa entre os
substratos utilizados. A maior taxa de sobrevivéncia
foi obtida quando se utilizou o substrato comercial
Plantmaxe + calcario (80%), e a menor foi obtida
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FIGURA 2. Numero de brotos em apices caulinares de L. alba inoculados em meio MS suplementado com

diferentes doses de BAP.

quando se utilizou o substrato p6 de coco + calcario
(40%) (Tabela 2). Almeida (2009) trabalhando com
geranio (Pelargonium graveolens L.) obteve maiores
porcentagens de sobrevivéncia utilizando os
substratos p6 de coco + Biosafra® + calcario e p6 de
coco + Biosafra® + calcario + vermiculita (1:1). Silva
et al. (2007) relataram maior taxa de sobrevivéncia
de Aloe vera L. ao final do periodo de aclimatizacao
(60 dias), nos substratos areia, Plantmax® e casca
de arroz carbonizada + Plantmax® (1:1), os quais
apresentaram respectivamente, 80, 95 e 75% de
sobrevivéncia.

Com relagdo ao comprimento da parte
aérea, os maiores valores foram obtidos quando
se utilizaram: o substrato comercial Plantmax® +
calcario; a mistura de todos os substratos (p6 de
coco + vermiculita + Plantmax® + calcario ); e a
vermiculita + calcario (Tabela 2).

Para o numero de folhas, o menor valor foi
obtido quando se utilizou o pé de coco + calcario
como substrato, diferindo dos demais tratamentos
(Tabela 2).

Quanto a massa fresca da parte aérea,
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os resultados mais satisfatérios foram obtidos
quando se utilizou o substrato comercial Plantmax®
+ calcario, vermiculita + calcario e a mistura de
todos os substratos + calcario (Tabela 3). Segundo
Hoffmann et al. (2001), o Plantmax® apresenta boas
caracteristicas (porosidade, textura, drenagem,
baixa compactagcao, presenga de nutrientes e pH
adequados ao desenvolvimento) favorecendo o
crescimento das mudas apds emissao das raizes
adventicias. Por essas razdes, é o substrato
recomendado para a fase de aclimatizacdo de
plantas micropropagadas.

Para a massa fresca da raiz, massa seca
da parte aérea e massa seca da raiz, ndo houve
diferenca significativa entre os diferentes substratos
(Tabela 3).

Conclui-se que para realizar a aclimatizacao
das mudas de L. alba, o uso do substrato
comercial Plantmax® permitiu com que as plantas
desenvolvessem caracteristicas desejaveis para
esta fase, tais como: a taxa de sobrevivéncia, o
comprimento da parte aérea, o numero de folhas,
e a massa fresca da parte aérea.

. y =485 + 15,33
20 R?=0,8272

00 05 1.0 1.5

BAP (mg L)

FIGURA 3. Sobrevivéncia (%) e oxidagédo (%) de apices caulinares de L. alba inoculados em meio MS

suplementado com diferentes doses de BAP.
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TABELA 2. Sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, comprimento da raiz e numero de folhas de mudas de

L. alba aclimatizadas em diferentes substratos.

Substrato Taxa de Sobrevivéncia (%) Comprimento parte aérea (cm) Comprimento raiz (cm) Numero de folhas
Pé de coco 40b 532b 2,68 a 1,8b
Plantmax® 80 a 15,43 a 5,40 a 7,56 a
Vermiculita 60 ab 11,48 ab 3,87 a 6,68 a
Mistura 64 ab 12,32 a 4,00 a 6,32 a
CV (%) 26,94 32,71 40,68 32,75

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

TABELA 3. Massa fresca da parte aérea e da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz de mudas de L. alba

aclimatizadas com diferentes substratos.

Substrato Massa fresca parte aérea (g) Massa frescaraiz (g) Massa seca parte aérea (g) Massa seca raiz (g)
P6 de coco 0,72b 0,30 a 0,41 a 0,24 a

Plantmax® 3,54 a 0,65 a 0,94 a 0,47 a

Vermiculita 2,75 a 0,69 a 0,71 a 0,36 a

Mistura 3,46 a 0,38 a 0,67 a 0,20 a

CV (%) 40,50 45,41 53,32 47,81

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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