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INTRODUCAO

As Lamiaceae compreendem uma familia pertencente a Ordem Tubiflorae
(Lamiales), abrangendo cerca de 200 géneros e, aproximadamente, 3.200 espécies,
distribuidas em todo o mundo. Pertencente a esta familia, Melissa officinalis, conhecida
popularmente como melissa ou erva cidreira, € uma planta aromatica, herbacea, perene,
com caule quadrangular e folhas opostas. Possui aplicagdes na medicina, culinaria
(condimento) e perfumaria (constituintes aromaticos). A infusdo das folhas é usada como
sedativo e tem propriedades antiespasmadicas, antinevralgica e carminativa. (Morelli, 1977).

A cultura de tecidos vem sendo uma técnica amplamente utilizada como ferramenta
biotecnoldgica para o estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducéo de
plantas com propriedades medicinais, tais como resisténcia a pragas e acumulo de
substancias ativas de interesse comercial.

Vérios protocolos de micropropagacao tém sido estudados para diversas espécies.
No entanto, o sucesso deste processo depende de alguns fatores, como o genétipo, o
regulador de crescimento e sua dosagem, o meio de cultivo, concentragdes de sacarose e
as condi¢des de incubagao, dentre outros.

Grataplaglia & Machado (1998) afirmam que o tipo e a concentragao utilizados de
citocinina sao os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicacao in vitro, sendo a
faixa mais empregada entre 2,22 e 22,2 yM. O excesso pode ser toxico e comprometer o
desenvolvimento das culturas.

Assim o objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito dos meios de cultivo na
multiplicagao in vitro e aclimatizagéo de plantas Melissa officinalis L..

METODOLOGIA

Plantas provenientes de germinagao in vitro foram doadoras de segmentos nodais,
utilizados com explantes para o presente experimento. Os tratamentos consistiram do meio
MS com presenca ou auséncia de regulador de crescimento (BAP-benzilaminopurina), ou
seja, Tratamento1: MS sem BAP e Tratamento 2: MS suplementado com 4,44 uM de BAP.

A inoculagao dos explantes foi realizada em camara de fluxo laminar, colocando-se 1
segmento nodal por tubo.

Em seguida, os tubos contendo os explantes foram levados para sala de crescimento
e mantidos sob fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25
umol.m?.s™, & temperatura de 26 + 1 °C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 11 repeticbes e
cada parcela experimental composta por 4 tubos de ensaio.

O estudo da taxa de multiplicagéo in vitro de M. officinalis foi feito realizando-se 3
subcultivos das plantas com intervalos de 30 dias entre cada subcultivo para os tratamentos
1 e 2 separadamente. Para cada subcultivo, foi utilizado o mesmo delineamento
experimental (DIC) contendo o mesmo numero de repeticdes (11) e explantes por parcela
(4). As avaliagbes foram feitas no final de cada subcultivo (30 dias), quando foram
analisados numero de brotos, numero de nds, comprimento do maior broto e numero de
raizes principais.
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Das brotagdes obtidas no primeiro subcultivo (Tratamento 1), apos avaliadas, foram
retirados explantes (segmentos nodais) para o segundo subcultivo. Apds a avaliagao deste,
as brotacdes obtidas serviram como fonte de explante para o terceiro subcultivo.

Com a formag&o de multiplos brotos no meio MS com 4,44 yM BAP (Tratamento 2),
as multiplas brotagdes foram individualizadas e utilizadas como explantes para os
subcultivos seguintes, tendo o meio MS com 4,44 uM de BAP sido usado em todas as 3
multiplicagdes.

De posse das avaliagbes de crescimento dos Tratamentos 1 e 2, foi estimado, por
inferéncia, o numero de brotagdes obtidas a partir de um Unico explante ao final dos seis
subcultivos.

Apos isso 50 plantas micropropagadas e microestacas oriundas de subcultivos em
meio MS sem BAP (Tratamento 1) e meio MS com BAP (Tratamento 2), respectivamente,
foram transplantadas para bandejas de isopor de 128 células contendo substrato comercial
Plantmax ®. As bandejas foram colocadas em casa de vegetagdo para o processo de
aclimatizacdo, sendo este processo feito reduzindo-se gradativamente a irrigacdo e
aumentando-se a luminosidade.

Foram feitas observagbes diariamente, analisando-se a percentagem de
sobrevivéncia das plantas.

Apods 10 dias de aclimatizagdo em bandejas, as mudas foram transplantadas para
vasos de 3 litros contendo o mesmo substrato Plantmax®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura influenciou significativamente (p < 0,05) na taxa de multiplicagao
de Melissa officinalis, para todas as variaveis analisadas.

Para a variavel numero de brotos, no primeiro subcultivo, ndo houve diferenga no
numero médio de brotos para as plantas presentes no meio MS e no meio MS + 4,44 uM de
BAP. Ja no segundo e terceiro subcultivos, as plantas presentes no meio com BAP
apresentaram um numero médio de brotos significativamente maior que as plantas
presentes no meio MS sem a presenca de BAP (Tabela 1).

TABELA 1: Numero médio de brotos de Melissa officinalis, em fun¢cdo do meio de cultura
nos trés subcultivos.

Tratamentos 1° subcultivo 2° subcultivo 3% subcultivo
MS 1,91 a 1,59 b 2b
MS + BAP 1,98 a 3,25 a 3,7a

* As médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de F ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Hu & Wang (1983) afirmam que as citocininas sao utilizadas para quebrar a
dominéncia apical dos brotos e aumentar a taxa de multiplicagdo. Desse modo, ocorre um
grande numero de brotacbes por meio do crescimento de meristemas laterais. Esse relato
corrobora com os resultados obtidos para a espécie em estudo.

Com relacdo ao numero de nds, observou-se que, para os trés subcultivos, as
plantas presentes no meio MS sem a presenca de BAP apresentaram um numero de nos
maior (média de 3,8 nds) que as plantas presentes no meio com a presenca de 4,44 uM de
BAP (média de 2,5 nds) para os trés subcultivos, conforme mostrado na Tabela 2.

TABELA 2: Numero médio de nds de Melissa officinalis, em funcdo do meio de cultura nos
trés subcultivos.

Tratamentos 1° subcultivo 2° subcultivo 3% subcultivo
MS 3,54 a 3,42 a 46 a
MS + BAP 1,06 b 2,73Db 36b

* As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de F ao nivel de 5 %
de probabilidade.
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A partir desses resultados de numero de brotos e nimero de nés, pbde-se calcular a
taxa de multiplicagdo das plantas presentes no meio sem e com BAP. As brotacdes
presentes no meio MS sem BAP foram multiplicadas em segmentos nodais a partir do
numero de nds e nas brotacbes presentes no meio MS com a presencga de BAP realizou-se
a individualizagao de brotos.

Assim, pdde-se estimar, a partir dos valores médios de numeros de nos para as
plantas presentes no meio MS e a partir do nimero de brotos para as plantas presentes no
meio MS + BAP, o numero de brotos obtidos no final de seis meses de cultivo.

Dessa forma, considerando uma média de quatro nds por brotagéo, para as plantas
presentes no meio MS sem BAP, pode-se obter no final de seis meses de subcultivos, um
total de 1.024 brotagdes. Ja para as plantas presentes no meio MS com 4,44 uM de BAP,
considerando uma média de trés brotos por planta no final de seis subcultivos (seis meses),
obtem-se um total de 486 brotos.

Por esses resultados pode-se observar que a taxa de multiplicagdo de M. officinalis é
cerca de 2,1 vezes maior para plantas subcultivadas em meio MS do que para plantas
subcultivadas em meio MS na presenca de BAP.

Para a variavel comprimento do maior broto, observou-se também que, para os trés
subcultivo, nas plantas presentes no meio MS sem BAP o comprimento de broto foi maior
(média de 4,2 cm para os trés subcultivos) do que nas plantas presentes no meio MS com
BAP, onde o comprimento médio foi de 1,3 cm (Tabela 3).

TABELA 3: Comprimento médio do maior broto de Melissa officinalis, em fungdo do meio de
cultura, nos trés subcultivos.

Tratamentos 1° subcultivo 2° subcultivo 3% subcultivo
MS 3,79 a 4,30 a 4.4 a
MS + BAP 0,81b 1,33 b 1,8Db

* As médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de F ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Leshem et al. (1988) afirmam que o uso de citocinina estimula maior producao de
partes aéreas, mas o seu excesso é toxico e caracteriza-se, principalmente, pelo demasiado
entufamento e falta de alongamento das culturas, redugdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e Vvitrificagdo
generalizada, o que leva a sérios problemas na fase de enraizamento.

Giacobbo et al. (2003), estudando a multiplicagdo in vitro de porta-enxerto de
macieira com diferentes niveis de benzilaminopurina (BAP) e acido naftaleno acético (ANA),
observaram que dosagens superiores a 0,49 uM de BAP proporcionaram um decréscimo no
crescimento das brotacdes de macieira.

Com relagdo ao numero de raizes, observou-se que as plantas presentes no meio
MS sem BAP formaram em média 2,2 raizes. Ja para as plantas presentes no meio
contendo BAP, nao houve a formagao de raizes em nenhum dos subcultivos (Tabela 4).

TABELA 4: Numero médio de raizes de Melissa officinalis, em fungdo do meio de cultura
nos trés subcultivos.

Tratamentos 1° subcultivo 2% subcultivo 3% subcultivo
MS 1,97 a 2,86 a 1,7 a
MS + BAP 0,0b 0,0b 0,0b

* As médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de F ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Por esses resultados é possivel explicar o que foi observado na etapa de
aclimatizacéo. Houve 70% de sobrevivéncia das plantas que estavam presentes no meio
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MS sem a presenca de BAP e 0% de sobrevivéncia das plantas provenientes de subcultivos
em meio MS com 4,44 uyM de BAP. Esse resultado se deve a presenca de raizes nas
plantas vindas do cultivo em meio MS e a auséncia nas plantas cultivadas em meio com
BAP. Além disso, as plantas cultivadas em meio MS eram maiores e mais vigorosas.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que a taxa de multiplicacao das plantas subcultivadas meio MS sem
BAP é 2,1 vezes maior do que em plantas subcultivadas em meio MS com a presenca de
BAP e que a porcentagem de sobrevivéncia na fase de aclimatizacdo das plantas
subcultivadas em meio na presenca de BAP é zero.
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