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Efeito do BAP no cultivo in vitro de Ocimum selloi Benth.

MONFORT, L.E.F.*; PINTO, J.E.B.P.; BERTOLUCCI, S.K.V.; ROSSI, Z.T.T.; SANTOS, F.M.

Universidade Federal de Lavras, Caixa Postal 3037, CEP: 37200-000, Lavras-Brasil

RESUMO: Visando promover a proliferagdo de brotagdes em segmentos apicais e nodais de
Ocimum selloi em diferentes concentragcdes de BAP, plantas jovens de 60 dias serviram de
doadoras de segmentos apicais e nodais. Os segmentos foram inoculados em meio MS preparado
com a metade da concentragdo dos sais, e acrescido de 1,5% de sacarose e diferentes
concentragdes de BAP. O experimento foi conduzido no delineamento fatorial, 3 x 4, sendo 3 as
posicdes dos segmentos de O. selloi (segmento apical, primeiro e segundo segmentos nodais)
e 4 concentragdes de BAP (0 - controle; 2; 4 e 6 mg L"). Aos 30 dias, foram avaliados o niumero,
comprimento e biomassa fresca e seca de brotos e raizes. Os primeiros e segundos segmentos
apresentaram melhores resultados na indugao de brotos de O. selloi, 7 e 8 brotos/explante, nas
diferentes concentragbes de BAP; porém, ndo houve formagao de raizes na presenca da citocinina.
Nas condicbes testadas, recomenda-se o uso do primeiro e segundo segmento nodal
suplementando o meio de cultivo com BAP para a proliferagao in vitro de brotagdes de O. selloi.

Palavras-chave: atroveran, planta medicinal, micropropagacao, benzilaminopurina

ABSTRACT: Effect of BAP on in vitro culture of Ocimum selloi Benth. The present study
was undertaken to develop the proliferation of sprouts in apical and nodal segments of Ocimum
selloi with different BAP levels. Young plants aged 60 days were used as donors of nodal and
apical segments. The segments were inoculated in MS medium at half the concentration of salts
supplemented with 1.5% of sucrose and different BAP levels. The experiment was in 3 x 4 factorial
arrangement, 3 positions of O. selloi segments (apical segment; first and second nodal segment)
and 3 BAP levels (0 - control; 2; 4 and 6 mg L-"). After 30 days, the number, the length, and the
fresh and dry biomass of sprouts and roots were evaluated. The first and the second segments
showed better results in inducing O. selloi sprouts, 7 and 8 sprouts/explant, at the different BAP
levels, but there was not root formation in the presence of the cytokinin. Under the tested conditions,
use of the first and the second nodal segments is recommended in addition to supplementing the
culture medium with BAP for in vitro proliferation of O. selloi sprouts.
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INTRODUGAO

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) é
popularmente conhecido como atroveran, alfavaca,
elixir-paregérico, anis-do-campo, erva-doce-silvestre,
alfavaca-do-mato, hortela-brava. Estudos de Franca
etal. (2008) demonstraram atividade antiespasmadica
e antidiarréica dose-dependente do 6leo essencial de
O. selloi em ratos Swiis machos. Os usos populares
alegados a esta planta s&o para o tratamento de ma
digestdo, gastrite, vomitos, tosse e bronquite.
Topicamente, o O. selloi € empregado para aliviar
dores nas pernas. Além do uso medicinal, algumas
espécies do género Ocimum sé&o utilizadas também
como tempero no Brasil (Lorenzi & Matos, 2002).

A micropropagacdo é um dos mais
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promissores métodos para assegurar 0 uso
sustentavel de recursos vegetais. Muitas plantas
medicinais ja sdo multiplicadas in vitro, tais como
Melissa officinalis (Reis et al., 2009), Ananas
erectifolius (Pereira et al., 2008), Eremanthus
erythropappus (Rosal et al., 2007), Lychnophora
pinaster (Souza et al., 2007) e Jatropha elliptica
(Campos et al., 2007). Em se tratando de plantas
medicinais, onde a qualidade do material genético e
a homogeneidade das plantas s&o fatores
determinantes a qualidade, a micropropagacéo tem
demonstrado excelentes resultados.

A indugéo de brotagdes in vitro ocorre pelo
desequilibrio hormonal induzido por concentragao
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adequada e balanceada de reguladores vegetais
adicionadas ao meio, como a citocinina, a qual € muito
favoravel na fase de multiplicacao in vitro. As
citocininas estimulam a maior produgao de partes
aéreas das brotagdes até determinada
concentragao, a partir da qual, ocorre diminuicao
da altura em virtude de possivel efeito fitotdxico da
citocinina (Reis et al., 2008).

Amaral et al. (2007) estudando o efeito de
concentracoes de ANA e BAP e da posicdo dos
explantes na indugao de organogénese in vitro em
segmentos caulinares internodais de O. selloi,
verificaram que o primeiro, segundo e terceiro
segmentos caulinares internodais apresentaram, em
meio de cultivo suplementado com 1,00 mg L' de
ANAe 0,25 mg L' de BAP, frequéncia de calogénese
de 60, 50 e 60%, respectivamente. O primeiro,
segundo, e terceiro segmento caulinar internodal
apresentaram, respectivamente, frequéncia de
organogénese de 93,33%, 73,33% e 73,33%, média
de 6rgéos produzidos de 2,80, 1,80 e 1,80, e eficiéncia
de organogénese de 2,60, 1,32 e 1,32 em meio de
cultivo suplementado com 0,10 mg L' de ANAe 1,00
mg L' de BAP.

Tendo em vista o desenvolvimento de um
protocolo de micropropagagéo, objetivou-se avaliar a
inducéo de brotagdes em segmentos apicais e nodais
de O. selloi sob diferentes concentragdes de BAP.

MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado no Laboratério
de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras-UFLA. Plantas jovens
de O. selloi com 60 dias, cultivadas em casa de
vegetacdo, serviram de doadoras de segmentos
apicais e nodais, sendo os nodais obtidos do primeiro
e do segundo segmento abaixo do apical.

A exsicata da espécie esta depositada no
herbario ESAL, no Departamento de Biologia da
UFLA, sob o registro ne 7474.

Os segmentos foram cortados com o auxilio
de l&mina e lavados abundantemente com agua
corrente e sabdo neutro. Em seguida foram imersos
em solugao de hipoclorito de sédio comercial a 50%
e mantidos em agitagdo constante por 15 minutos.
Na sequéncia, os segmentos foram lavados cinco
vezes em agua destilada sob capela de fluxo laminar
e autoclavada.

Apds a assepsia, segmentos com tamanhos
de cerca de 1 cm foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), na concentragao de 50%
dos sais, suplementado com 1,5% de sacarose e 4
concentracdes de BAP (0 - controle; 2; 4 e 6 mg L).
O meio de cultura foi solidificado com 0,6% de agar,
ajustado para pH 5,7+0,1, e autoclavado por 20
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minutos a 120°C, sob 1 atm. Apés a inoculagao os
tubos foram fechados com tampas plasticas e
vedados com parafilme. Os tubos foram mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas luz/
8 horas escuro, sob intensidade luminosa de 25 umol
m -2 s, a temperatura de 26+0,1°C.

O experimento foi conduzido de forma fatorial
3 x 4, sendo 3 as posigdes dos segmentos (apical;
12 e 2° segmentos) e 4 concentragdes de BAP (0; 2;
4 e 6 mg L"), totalizando 12 tratamentos. Foi utilizado
o delineamento inteiramente casualizado com 4
repeticdes, sendo 5 tubos por repeticao e 1 explante
por tubo.

Aos 30 dias foram avaliados o numero, a
altura (cm), e as biomassas fresca e seca dos brotos
(mg), bem como o numero, comprimento (cm) e
biomassas fresca e seca das raizes (mg).

A altura dos brotos e o comprimento das
raizes foram determinados com o auxilio de régua.
Para a altura, a medicao foi feita desde a base da
brotacdo até a gema apical. Para a determinagéo da
biomassa seca, os brotos e as raizes foram
colocados em sacos de papel kraft e acondicionados
em estufa de circulagao forcada de ar, a 60°C, por 5
dias. Apds esse periodo, o material vegetal foi
mensurado em balanga de precisao.

A andlise estatistica dos dados foi realizada
pelo software Sisvar®, verséo 5.0 (Ferreira, 2007). Os
dados obtidos foram submetidos a ANOVA, pelo teste
F (p<0,05). Para comparagcado dos segmentos foi
utilizado o teste de Scott-Knott (p<0,05). A
comparacao das concentragdes de BAP foi realizada
por meio da analise de regressao polinomial.

RESULTADO E DISCUSSAO

Ainteracgéo foi significativa para as variaveis:
numero, altura e biomassa fresca das brotacoes, e
também para o numero e comprimento de raizes. Para
biomassa seca de brotagdes os efeitos da posigcao
do segmento e da concentragdo de BAP foram
significativos apenas quando analisados
separadamente; 0 mesmo ocorreu para a biomassa
fresca e seca de raizes.

Os resultados da capacidade de regeneragéo
avaliada pelo niumero de brotagdes na interacao
“posicao do segmento e concentragdo de BAP” estédo
apresentados na Figura 1.

O segmento apical ndo induziu diferenga
estatistica para o numero de brotos nas concentragdes
de BAP. Esse resultado pode ser observado pelo
comportamento linear constante para o segmento
apical na Figura 1. No entanto, os primeiros e os
segundos segmentos induziram efeitos quadraticos.
A taxa de proliferagao de brotos/explante foi similar
para os primeiros e 0s segundos segmentos nodais
aumentando até o ponto maximo, e havendo
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FIGURA 1. Numero de brotos por explante de Ocimum selloi submetidas a diferentes concentragdes de BAP, aos

30 dias de cultivo in vitro em meio MS.

decréscimo na regeneragdo apos esse ponto. O
primeiro segmento produziu um ndmero maximo
estimado de 7 brotos/explante na concentragao de
4,57 mg L' de BAP e, o segundo segmento, foi de 8
brotos/explante na concentragdo de 4,62 mg L' de
BAP. Para ambos os segmentos, a auséncia do
regulador de crescimento ndo induziu a proliferagao
de brotos. Esse resultado indica que ha diferengas
no desenvolvimento dos segmentos de O. selloi, de
acordo com a posi¢éo na planta, pois responderam
diferentemente ao processo morfogenético in vitro. A
posicao da excisao do explante na planta matriz tem
mostrado diferencas na capacidade de regeneragao
em Mentha spicata, M. gracilis e M. piperita (Poovaiah
etal., 2006a, b; Wang et al., 2009). Este ultimo autor
demonstrou que o segundo segmento internodal
produziu 0 maior numero de brotos/explante em M.
piperita.

O balango, a interagdo, e a concentragao
enddgena de fito hormonios do explante determinam
0 processo morfogenético in vitro. Embora auxinas e
citocininas sejam normalmente requeridas para o
crescimento ou morfogénese, as auxinas podem inibir
0 acumulo de citocininas, enquanto as citocininas
podem inibir pelo menos alguma agao das auxinas.
Os segmentos apicais sao fontes de fitohormonios
do grupo das auxinas, relacionados com a dominancia
apical. Portanto, mesmo o suplemento da citocinina
nao foi suficiente para alterar o balango hormonal e
induzir maior proliferagcao de brotagdes. Entretanto,
quando da retirada do primeiro e do segundo
segmentos nodais, houve a quebra da dominancia
apical que, somada a suplementagéao da citocinina,
promoveu maior proliferagdo das brotagdes,
provavelmente devido a desbalango hormonal em favor

do grupo das citocininas.

Na propagacao in vitro de Ocimum basilicum
L., Dode et al. (2003) observaram que a maior
eficiéncia na formacao de brotos foi obtida utilizando
5mgL"BAP e 0,2 mgL"ANA. Vicente et al. (2009),
trabalhando com Vernonia condensata, constataram
que a concentragao de 1,0 mg L' de BAP foi a que
proporcionou a melhor resposta com relagdo ao
numero de brotos por explantes. Brum et al. (2002)
demonstraram que o efeito benéfico do BAP na
multiplicagédo das brota¢des pode estar relacionado
com a influéncia desse regulador na divisao celular e
na quebra de dorméncia das gemas axilares, até
entdo inibidas pela dominancia apical.

Ja para o crescimento dos brotos, a maior
altura ocorreu na auséncia de BAP em todos os
segmentos avaliados, embora as brotagdes obtidas
do segmento apical tenham altura significativamente
menor em relagdo aos primeiros e segundos
segmentos (Figura 2).

As brotagdes obtidas a partir do segmento
apical apresentaram decréscimo linear, com
diminuic&o de 0,05 cm na altura a cada aumento de
2,0 mg.L' de BAP. Os primeiros e os segundos
segmentos nodais apresentaram comportamento
quadratico, tendo como ponto de minimo 0,66 e 0,64
cm, nas concentragdes de 4,89 € 5,49 mg L' de BAP,
respectivamente. Os resultados corroboram os dados
da literatura de que a citocinina induz diviséo celular
e proliferagao de brotos, e que, dependendo da sua
concentragao, pode inibir o efeito da auxina que induz
o alongamento das células vegetais (Taiz & Zeiger,
2004). Pérez-Tornero et al. (2000) observaram que
doses crescentes de citocininas inibiram o
alongamento das brota¢gdes em Prunaceae. Conforme
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FIGURA 2. Altura dos brotos de segmento apical e nodal de Ocimum selloi submetidas a diferentes concentra¢des

de BAP, aos 30 dias de cultivo in vitro em meio MS.

Leshem et al. (1988) o uso de citocininas em niveis
elevados pode ser téxico, pois leva a formagéo de
rosetas e inibe o alongamento dos brotos. E provavel
que os segmentos caulinares acumulem concentragdes
diferentes destes reguladores de crescimento vegetal
nas diferentes posicoes, resultando em diferentes
respostas de desenvolvimento.

Verificou-se efeito quadratico das doses de
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BAP sobre a biomassa seca dos brotos obtidos a
partir de todos os tipos de segmentos testados (Figura
3). Maiores concentragdes de BAP tenderam reduzir
a biomassa fresca das brotagbes. Os segmentos
apicais, primeiro, e segundo, apresentaram as
biomassas maximas de 48,91, 89,50 e 112,02 mg
nas concentragoes de 4,19, 4,31 e 3,34 mg L' de
BAP, respectivamente.
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FIGURA 3. Biomassa fresca dos brotos de segmento apical e nodal de Ocimum selloi submetidas a diferentes
concentragdes de BAP, aos 30 dias de cultivo in vitro em meio MS.
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Nao se verificou interagdo entre o tipo de
segmento e as doses de BAP em relagdo a biomassa
seca das brotacdes. Com relagdo a posi¢ao do
segmento, o segundo segmento nodal forneceu melhor
resposta, seguido do primeiro, e este, seguido do
apical (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios da biomassa seca dos
brotos nos diferentes segmentos de Ocimum selloi.

Segmentos Biomassa seca dos brotos (mg)

Apical 42c
1e 6,4 b
20 8,7 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, p<0,05,
teste de Scott-Knott.

A analise de regressao demonstrou efeito
cubico das concentragdes de BAP sobre a biomassa
seca dos brotos (Figura 4). A derivada da equagao
mostrou biomassa seca maxima de 8,62 mg em 4,67
mg L' de BAP e biomassa seca minima de 4,45 mg
em 1,23 mg L' de BAP. A auséncia de BAP
proporcionou maior altura de brotos, possibilitando
maior producdo de biomassa. O acréscimo da
citocinina ao meio de cultura fez com que a altura
dos brotos tendesse a diminuir, porém, aumentou o
numero de brotagdes na concentragao de 4,67 mg L
de BAP, o que também possibilitou aumento da
biomassa seca.

As concentragdes de BAP mostraram ter
efeito negativo para a formagéo de raizes,
independente da posi¢ao do explante. Apenas houve
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FIGURA 4. Biomassa seca dos brotos de O. selloi submetidas a diferentes concentragdes de BAP, aos 30 dias de

cultivo in vitro em meio MS.

formacéao de raizes na auséncia do BAP, sendo este
o melhor tratamento para o numero, o comprimento
e a biomassa fresca e seca de raizes. A diminuicdo
da producao de raizes com a adigdo de BAP
normalmente ocorre porque esse regulador é inibidor
do sistema radicular, e a indugéo ou a inibicdo
dependerao do balango e da interagao entre as
substancias de crescimento enddgenas e exdgenas.

Santana et al. (2006), trabalhando com O.
basilicum, demonstraram que, para a variavel
porcentagem de raizes, os meios de cultivo sem BAP
e nas concentragdes de 2 a 4 mg L' apresentaram
0s maiores valores. Segundo a mesma autora, a
medida em que as concentragdes do regulador de
crescimento aumentaram, a porcentagem de raizes

tendeu a diminuir.

Conclui-se que nas condigdes testadas,
recomenda-se o uso do primeiro e segundo segmento
nodal suplementando o meio de cultivo com BAP para
a proliferacao in vitro de brotagdes de O. selloi.
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