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RESUMO:

A Lavanda (Lavandula angustifolia) é uma planta pertencente a familia das Lamiaceae na qual apresenta grande valor
econdmico devido a extracdo de 6leos essenciais das plantas pertencentes a esta familia, sendo estes 6leos empregados na
inddstria alimentar, cosmética e também na aromaterapia com regulamentacéo internacional. Este trabalho teve o objetivo de
estabelecer a introducg&o in vitro a partir de sementes de lavanda. O experimento foi realizado mediante assepsia em solucédo de
alcool 70% durante 3 minutos, em seguida tratamento em solucdo de hipoclorito de s6dio nas concentracdes (0%, 1%, 2%, 4%
e 6%) durante 20 minutos e apds, triplo enxague em agua destilada esterilizada. As sementes foram inoculadas em meio MS em
placas de petri e levadas para cdmara de germinacdo do tipo BOD por um periodo de 28 dias. As varidveis analisadas foram
germinacdo e contaminacao e as medias obtidas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey. De acordo com 0s
resultados obtidos para a variavel germinagdo os tratamentos que representaram os melhores resultados foram os contendo 1%,
2% e 4% com medias de 16, 16 e 20% NaClO representaram os melhores tratamentos néo diferindo estatisticamente entre si, ja
para a variavel contaminacao os tratamentos 2% e 6% de NaClO foram os que representaram melhores resultados onde nao
foram observadas contaminacfes bacterianas. Conclui-se que a eficiéncia dos tratamentos contendo hipoclorito de sodio

representam uma metodologia eficiente para a introducgdo in vitro de plantas de Lavandula angustifolia.
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Abstract

Lavender (Lavandula angustifolia) belongs to the Lamiaceae family which it has great economic value due to extraction of
essential oils that can it used to food and cosmetic industries and also in aromatherapy regulated by international legislation. This
work aimed to establish in vitro plants introduction from lavender seeds. The experiment was carried out by seeds asepsis in a
70% alcohol solution for 3 minutes, followed by an treatment in a sodium hypochlorite solution at concentrations of 0%, 1%,
2%, 4% and 6% during 20 minutes followed by a triple rinsing in sterilized distilled water. The seeds were inoculated on MS
medium (Murashige and Skoog, 1962) in petri dishes and cultured into a BOD germination chamber for a period of 28 days.
After that the variables analyzed were germination and contamination rates. The averages obtained between the treatments were
compared using the Tukey 5% test. According to the results obtained for the variable germination, the best results were founded
when used 1%, 2% and 4% of sodium hypochlorite solution with averages of 16, 16 and 20% but not statistically different where
detected from each other. For the contamination variable, the treatments 2% and 6% of NaCIlO represented the best results and
no bacterial/fungical contaminations were observed. It is concluded the efficiency of treatments containing sodium hypochlorite

for the in vitro plants introduction of Lavandula angustifolia.

Resumen

La lavanda (Lavandula angustifolia) es una planta perteneciente a la familia Lamiaceae la cual tiene un gran valor econémico
debido a la extraccion de aceites esenciales de plantas pertenecientes a esta familia, siendo utilizados estos aceites en la industria
alimentaria y cosmética y también en aromaterapia con regulaciones internacionales. Este trabajo tuvo como objetivo establecer
la introduccion in vitro de plantas a partir de semillas de lavanda. EI experimento se realizd mediante asepsia en una solucion de
alcohol al 70% durante 3 minutos, seguido de un tratamiento en una solucion de hipoclorito de sodio a concentraciones (0%,
1%, 2%, 4% y 6%) durante 20 minutos seguido de un triple enjuague. en agua destilada esterilizada. Las semillas fueron
inoculadas en medio MS en cajas de petri y llevadas a una cdmara de germinacién DBO por un periodo de 28 dias. Las variables
analizadas fueron germinacion y contaminacion y los promedios obtenidos entre tratamientos se compararon mediante la prueba
de Tukey 5. De acuerdo a los resultados obtenidos para la variable germinacion, los tratamientos que representaron mejores
resultados fueron los que contenian 1%, 2% y 4% con los promedios de 16, 16 y 20% NaCIlO representaron los mejores
tratamientos, no siendo estadisticamente diferentes entre si, en cuanto a la variable contaminacion, los tratamientos 2% y 6%
NaClO fueron los que representaron mejores resultados donde no se observaron contaminaciones bacterianas. Se concluye que
la eficiencia de los tratamientos que contienen hipoclorito de sodio representan una metodologia eficiente para la introduccion

in vitro de plantas de Lavanda angustifolia.



1 Introducéo

A lavanda (Lavandula angustifolia) € uma planta arbustiva pertencente a familia Lamiaceae e que pode ser encontrada
em todo o mediterraneo e vem sendo cultivada em varias regides de clima temperado (Machado, 2011). A familia das Lamiaceae
apresenta grande importancia econémica devido as plantas produzirem 6leos essenciais, se tratando do género Lavandula este
fornece 6leos essenciais que sdo empregados na indUstria alimentar, cosmética e também vem sendo utilizado em aromaterapia
além disto também apresenta propriedades medicinais e uso ornamental (MOON et al., 2006); (Vianna, 2009); (Zuzarte et al.,
2011b).

Segundo (Bunn, 2012) a Bulgaria é a maior produtora de lavanda seguida por Franca, Gra-Bretanha, Australia e RUssia
sendo que em 2011 a producdo foi de 60 toneladas em 2014 alcancou 120 toneladas (Global News, 2014).

Os 0leos essenciais deste género sdo estritamente regulados por normas internacionais da I1SO (Organizacdo
Internacional de Normalizagdo) (ISO TC 54 - ISO/CD 8902, 2007; ISO TC 54 N-1SO/WD4719, 2009). Devido ao seu uso em
diversas areas a exploracéo econémica e comercializacdo vem aumentando cada vez mais (Brud, 2010; Franz & Novak, 2010).
No Brasil, a maior producdo de lavanda concentra-se no Estado do Rio Grande do Sul, totalizando 12 hectares de area cultivada
e cerca de 84 toneladas de plantas a cada ciclo da cultura (Deral, 2023).

No Estado do Parand, a producéo concentra-se nas cidades de Carambei e Palmeira, Toledo, Londrina e Umuarama e
mais recentemente em Guarapuava (Agéncia Estadual de Noticias, 2023). A producdo no Estado reinventou e promoveu uma
rota turistica rural nos cenarios de producao de lavanda, gerando expressivo aumento de empregos e renda aos produtores locais
(Agéncia Estadual de Noticias, 2023).

As espécies de lavanda apresentam duas formas de propagacéo sendo estas sexuada e assexuada, sendo no Brasil a
forma assexuada mais comum de ocorrer através da propagacdo vegetativa através da estaquia por apresentar bons resultados e
baixo custo (Machado, 2011).

Segundo (Nogueira & Romano, 2002; Echeverrigaray et al., 2005) (Andrade et al., 1999) as espécies do género
Lavandula utilizam-se das técnicas de micropropagacdo, técnica esta que permite a producdo de plantas idénticas a planta matriz
em larga escala, sendo possivel selecionar os melhores gen6tipos Alguns trabalhos relacionados ao cultivo in vitro de lavanda
foram publicados nos ultimos anos e notavelmente a utilizacdo de segmentos apicais de plantas desenvolvidas a campo, foram
preferenciais para a escolha dos explantes iniciais dos cultivos in vitro (Machado et al. 2013; Delgado et al, 2006) e raramente,
a escolha de sementes germinadas in vitro e posterior micropropagacdo sdo empregadas, porém Oliveira et al (2016)
desenvolveram um protocolo utilizando esta estratégia.

Para um bom protocolo de micropropagacao € necessario materiais livres de contaminagéo, sendo assim necessaria uma
metodologia de assepsia eficiente e de facil realizagdo. Para a assepsia um dos agentes quimicos mais utilizados é o hipoclorito
de sodio (NaClO) variando a concentragdo e o tempo para a desinfeccéo superficial dos materiais e o controle de organismos
patogénicos (PINHEIRO, et al., 2016; COUTINHO, et al.,2000).

O presente trabalho objetivou o estabelecimento in vitro de plantas de Lavanda (Lavandula angustifolia) a partir de
sementes visto que através da pratica de micropropagacgdo € possivel obtermos plantas geneticamente idénticas e em grande
quantidade. Através da pratica de micropropagacdo é possivel estabelecer um banco de germoplasma in vitro, desenvolver
pesquisas referentes aos protocolos de clonagem de plantas e também possibilitar uma estratégia para utilizacéo dos resultados

aqui presentes em futuros projetos de melhoramento e biotecnologia para a espécie.

2 Materiais e métodos

2.1 LOCAL E REALIZACAO DO EXPERIMENTO
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O estudo foi desenvolvido nos laboratérios da Universidade Federal da Fronteira Sul, localizado no campus Laranjeiras
do Sul-PR. As sementes de lavanda verdadeira Lavandula angustifolia utilizadas no experimento foram da empresa Isla Multi®,
lotes: 157953-014 safra 20/20.

2.2 CONDIGOES GERAIS DE CULTURA in vitro

Todas as culturas in vitro respectivas a cada experimento foram mantidas em cdmara de germinacéo do tipo BOD
(demanda bioquimica de oxigénio), sob luz fluorescente branca fria com densidade de fluxo fotossintético de 40 pmol/m/s,
fotoperiodo de 16h e temperatura de 25 + 2°C. As sementes foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
acrescido de 20g/l de sacarose, 100 mg/l de mio-inositol a 8 g/l e 8g/l de &gar. Foram utilizadas placas de Petri de 6,5 cm de
diametro e 1,5 cm de altura, contendo 15 ml de meio de cultura e vedadas com filme PVC para a realizacdo da etapa de introducéo
in vitro. Todos os meios de cultura tiveram o pH ajustado em 5,8 e foram autoclavados durante 20 min a 120°C. Os meios foram
vertidos nas placas e colocados sob temperatura ambiente durante uma semana, para garantir que ndo desenvolveriam
contaminagoes.

Para a desinfestagcdo das sementes comerciais Isla Multi®, primeiramente foram separadas em 5 grupos, onde a
testemunha foi imersa em agua destilada, e nos demais tratamentos foi realizado um pré-tratamento em alcool 70% durante 3
minutos e em seguida um tratamento com hipoclorito de sédio durante 20 minutos e triplo enxague com agua destilada

esterilizada em autoclave. Toda a manipulacdo do experimento foi realizada em camara de fluxo laminar horizontal.

Os tratamentos de desinfestacdo comparados foram os seguintes:

T1. Controle- Agua destilada (sem alcool 70% e hipoclorito de sodio);
T2. 1 % de hipoclorito de sédio;
T3. 2 % de hipoclorito de sédio;
T4. 4 % de hipoclorito de sédio;
T5. 6 % de hipoclorito de sédio;

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 5 tratamentos de 5 repeticbes 6 sementes por
unidade experimental. Apos 45 dias de cultivo foram realizadas as avaliagBes de acordo com as seguintes variaveis: porcentagem
de germinacédo e contaminac@es flngicas e bacterianas. A avaliacdo foi realizada de maneira visual e feita a contagem.

Para as analises estatisticas foi utilizado o software SISVAR® desenvolvido por Ferreira (2006). Os dados foram

submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Com relacéo aos resultados do experimento referente a germinacao e contaminagdo, a analise de variancia (ANOVA)
demonstrou que houve diferenca entre os tratamentos comparados (tabela 1).

Para a varidvel germinagdo, os tratamentos contendo 1, 2 e 4% de hipoclorito de sodio nao diferiram estatisticamente
entre si e representaram os melhores valores médios para esta variavel com medias de 16,16 e 20% respectivamente. J& para a
variavel contaminacéo os melhores resultados foram observados nos tratamentos 2 e 6% de hipoclorito de sédio onde néo foram

observadas contaminagdes fungicas ou bacterianas.
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Tabela 1: Efeito de diferentes concentragdes hipoclorito de sédio na germinacéo e assepsia de semente de Lavandula
angustifolia

TRATAMENTO GERMINACAO (%) CONTAMINACAO (%)
0 - Controle 0¢ 100 ¢

1-1% 164 20°¢

2-2% 162 02

4—-4% 202 4°b

6 6% 4b 0@

CV(%) 58,55 22,38

As medias seguida pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de tukey 0,05%

Fonte: Elaborada pelos proprios autores

De acordo com Oliveira (2016), ao trabalhar com um protocolo de desinfeccdo de sementes de Lavandula angustifolia
contendo alcool (70%) durante 1 minuto seguido de hipoclorito de sédio (30%) por 20 minutos resultou em um controle de 100%
das contaminacdes bacterianas e fungicas durante o processo de introducéo e estabelecimento plantas de Lavandula angustifolia
in vitro. Os resultados obtidos por estes autores estdo de acordo com os resultados aqui presentes e confirmam a eficacia dos
tratamentos contendo &lcool 70% e hipoclorito de sddio na desinfestacdo de sementes da espécie.

As baixas porcentagens de germinacdo encontradas no presente trabalho podem estar relacionadas ao pressuposto de
gue o género Lavandula faz parte de um grupo de plantas as quais apresentam dorméncia fisiologica (Delgado et al. 2006). Esta
condigdo acaba sendo um problema na germinacéo das sementes deste género. A dorméncia é uma caracteristica evolutiva de
algumas espécies afim de se adaptarem ao ambiente, porém se torna um problema quando pretendemos produzir mudas
rapidamente e uniformes. Por isto é importante buscar estratégias de superacdo dorméncia para se obter uma melhor germinagéo
(Nunes, E. 2007)

Fatores ambientais ou mesmo inerentes a propria, somente podem fazer com que ndo ocorra a germinacao ou uma baixa
germinacdo da semente, dentre os fatores ambientais podemos citar a &gua, luz, temperatura como exemplos, j& os fatores
inerentes normalmente estdo relacionados ao controle hormonal da germinagdo. A aplicacdo de acido giberélico (GA3) auxiliar
0 processo de germinagdo de sementes de lavanda (Nunes, E. 2007)

Aoyama et al. (1996) utilizou &cido giberélico (GA3) para superagdo da dorméncia e os resultados encontrados foram
de 89,33% de sementes germinadas quando tratadas na concentragdo de 100 mg/L e de 89,99% quando tratadas na concentracao
de 200 mg/L, sementes pré-embebidas durante 18 horas nas solucfes de GA3 diluidas em &dgua destilada. Nunes (2007) também
obteve resultados positivos para germinagdo com as mesmas concentragfes durante um periodo de embebicdo de 24 horas.

Dentre as possibilidades para a superacéo da dorméncia temos também a utilizacdo acetona, &cido sulflrico e peroxido
de hidrogénio os quais apresentaram respectivamente taxas de 71,75%, 83% e 83,25% germinagdo (DELGADO, 2010).

Segundo estudos realizados por Palma e Kermode (2003) o peréxido de hidrogénio exdgeno pode servir na mobilizacéo

de reservas de energia para sintese das hidrolises. Schopfer et al., (2002) mencionam que o peroxido de hidrogénio (H20-)
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promove o afrouxamento da parede celular favorecendo a extensdo celular. Em sementes de cevadas tratadas com H,0, foi
possivel observar o favorecimento da germinacéo (Cavusoglu e Kabar, 2010).

Oliveira (2016) obteve resultados de 73,34% de germinacéo ao associar o peroxido de hidrogénio + doses de giberelina,
sendo o melhor resultado a concentracdo de 3,5 mg/L de GA3 tratadas com 2,5% de H.0- .

Em trabalhos de estabelecimento e propagacgdo in vitro realizados com manjericdo (Ocimum basilicum L.) também
pertencente a familia Lamiaceae pode-se observar resultados quanto ao protocolo de assepsia e germinacgao in vitro.

Birck (2017) estabeleceu um protocolo de introducdo in vitro de manjericdo para assepsia e germinagdo, sendo o0 a
assepsia realizada em alcool 70% por 2 minutos e ap6s em hipoclorito de sédio nas concentrac6es de 0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%
por 20 minutos. O tratamento com concentracdo de 2,5% de hipoclorito de sédio apresentou melhor resultado com 25% de
plantas germinadas e sem contaminagdo, sendo o pior resultado observado no tratamento controle (0% de hipoclorito de sodio).
Arruda (2012,) ndo encontrou diferengcas na germinagdo com os tratamentos com hipoclorito de sddio para assepsia
(concentraces de 1% a 10 minutos), obtendo apenas 12% de germinagdo, resultado este muito baixo para a variavel germinacao.
Ao compararmos com o trabalho realizado podemos notar que ambos possuem uma baixa porcentagem de germinacao visto que
no presente trabalho a maior porcentagem foi 20% quando tratadas com 4% de solugdo hipoclorito de sédio.

Em orégano (Origanum vulgare L.), também pertencente a familia Lamiaceae, o resultado para germinagéo foi 16%
guando introduzidos in vitro através do protocolo de assepsia seguido de imersdo em etanol 70% por 30 segundos em seguida
imersdo em hipoclorito de sodio 2% (LATTUADA et al. 2019). Em alecrim, foi encontrada uma taxa de germinacéo de 0,67%
sendo isto uma baixa taxa de germinag&o in vitro para espécies da familia Lamiaceae (Costa & Droste, 2010).

Sementes de espécies da familia das Lamiaceae sdo classificadas como ortodoxas as quais poder sofrer reducdo no teor
de umidade para serem armazenadas (MOROZESK et al. 2014). O cuidado no armazenamento é essencial para conservacao das
caracteristicas fisioldgicas e morfolégicas das sementes. De acordo com Silva et al. 2011, embalagens herméticas aluminizadas,
as quais as sementes de Lavandula angustifolia deste trabalho estavam armazenadas, podem dificultar as trocas gasosas entre a
embalagem e o meio, fazendo com que quando expostas a uma temperatura mais elevada favoreca o aumento da respiracéo da
semente e consequentemente a deterioracdo das mesmas devido a maior liberagdo de 4gua e aumento da umidade relativa do ar

no interior da embalagem.

Consideracdes finais

O protocolo utilizado neste estudo impediu a contaminagdo, no entanto ndo foi capaz de induzir a germinacdo das
sementes, novos experimentos deverdo ser realizados afim de comparar diferentes alternativas que possam servir para a
superacdo da dorméncia das sementes para aumentar a porcentagem de plantulas germinadas.

Futuros estudos deverdo ser realizados para identificar os meios de cultura mais adequado para a micropropagacéo da

espécie.
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