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RESUMO

Melissa (Melissa officinalis L.), também conhecida como balsamo lim&o ou erva cidreira é
uma planta herbacea perene, aromatica, ramificada desde a base, nativa da Europa e
Asia. E muito conhecida por sua atividade calmante, antiespasmddica, analgésica e
antiviral, além de ser utilizada externamente como repelente de insetos. Esta planta
contém em sua composicdo quimica varios tipos de Oleos essenciais, além de acidos
triterpenoides, flavonoides, mucilagens, resinas e substadncias amargas, bem como
glicosideos. Em razdo da gama de possibilidades que esta espécie oferece, estudos com a
mesma se fazem necessarios, porém a variagao nas condigdes ambientais a que ela esta
exposta durante seu crescimento, provoca flutuagdes fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares. Desta forma, estratégias biotecnolégicas, como o cultivo in vitro, podem
auxiliar no cultivo destas plantas, com a finalidade de diminuir estas flutuagdes externas e
com isso tentar uma padronizagédo na produgéo dos seus compostos bioativos. O objetivo
deste trabalho foi otimizar um protocolo de estabelecimento in vitro e micropropagacéao de
M. officinalis, visando a producdo de mudas uniformes e de boa qualidade fitossanitaria.
Para a realizagcao do estabelecimento in vitro foram utilizadas sementes de M. officinalis
desinfestadas com hipoclorito de sddio em trés diferentes concentragdes (1,0; 1,5; 2,0%)
acrescidas de duas gotas de detergente, em trés periodos de exposigao (10, 20 e 30
minutos) e mantidas em meio MS (50%) por 45 dias. Para a multiplicagao in vitro foram
utilizados segmentos nodais de plantulas cultivadas in vitro e inoculadas em meio MS
(100%), acrescido de 0; 1,0 e 2,0 mgL™" de BAP (benzilaminopurina) e 0; 0,25 e 0,50 mgL"™
de ANA (acido naftalenoacético). A aclimatizacdo das plantas oriundas da fase de
multiplicagéo foi realizada em garrafas de 2L tipo PET, utilizando como substrato casca de
arroz carbonizada e solo. Aos 30 dias de cultivo, houve maior desenvolvimento dos brotos
e gemas axilares, quando tratadas com 2,0 mg L™ de BAP, sob a auséncia de ANA. O
numero de raizes formadas e a altura obtida nao apresentaram diferengas significativas
nas combinagdes utilizadas. Durante a aclimatizagdo observou-se um aumento no numero
de brotagcbes e de gemas axilares desenvolvidos em plantas advindas das concentragdes
de 2,0 mg L' de BAP e 0,25 mg L de ANA. Os diferentes tempos de exposi¢éo e
concentracdes de hipoclorito de sddio nao diferiram significativamente na percentagem de
contaminagao dos explantes no estabelecimento in vitro. A presengca de BAP em alta
concentracdo e a auséncia de ANA proporcionou maior formagao de brotos e gemas
axilares nos explantes durante a fase de multiplicagdo, contudo a auséncia de ambos
resulta em um aumento no numero médio de raizes e de comprimento das plantas. As
diferentes combinacdes de BAP e ANA utilizadas durante a etapa de multiplicagao in vitro
nao influenciaram na altura média das plantas aclimatizadas. Plantas de M. officinalis



foram estabelecidas, multiplicadas in vitro e aclimatizadas com sucesso em larga escala,
curto periodo e espaco reduzido.
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Establishment in vitro, propagation and acclimatization melissa
(Melissa officinalis L.)

ABSTRACT

Melissa (Melissa officinalis L.), also known as balsam lim&o or erva cidreira is a perennial,
aromatic herbaceous plant, branched from the base, native to Europe and Asia. It is well
known for its soothing, antispasmodic, analgesic and antiviral activity, and is used externally
as insect repellent. This plant contains various types of essential oils, triterpenoid acids,
flavonoids, mucilage, resins, bitter substances and glycosides in its chemical composition.
Because of the range of possibilities it offers, various studies are needed, however, the
variation in the environmental conditions to which it is exposed during growth causes
physiological, biochemical and molecular fluctuations. Thus, biotechnological strategies,
such as in vitro culture can assist in the cultivation of these plants in order to reduce these
external fluctuations and also try to standardize the production of the bioactive compounds.
The objective of this study was to optimize an in vitro establishment protocol and
micropropagation of M. officinalis, aimed at producing uniform seedlings and good quality
plant. To carry out the in vitro establishment we used M. officinalis seed disinfected with
sodium hypochlorite at three different concentrations (1.0, 1.5, 2.0%) plus two drops of
detergent in three periods of exposure ( 10, 20 and 30 minutes) and maintained on MS
medium (50%) for 45 days. For in vitro multiplication nodal segments we used seedlings
grown in vitro on MS medium and inoculated (100%), plus 0; 1.0 and 2.0 mg L BAP
(benzilamonipurine) and 0; 0.25 and 0.50 mg L of NAA (naphthaleneacetic acid). The
acclimatization of plants from the multiplication phase was held in 2L PET type bottles,
using as substrate carbonized rice husk and soil. After 30 days of cultivation, further
development of buds and axillary buds when treated with 2.0 mg L' BAP was found, in the
absence of ANA. The number of roots formed and the height obtained showed no
significant differences in the combinations used. During the acclimatization we observed an
increased number of shoots and axillary buds developed in plants resulting in
concentrations of 2.0 mg L BAP and 0.25 mg L™ NAA, but the height showed no residual
effect of growth regulators which were used in the multiplication phase. The different
exposure times and sodium hypochlorite concentrations did not differ significantly in the
proportion of contamination of the explants in vitro establishment. The presence of BAP in
high concentration and the absence of NAA provided increased formation of explant’s buds
and axillary buds during the multiplication stage, yet the absence of both results in an
increase in the average number of roots and plant length. The different combinations of
BAP and NAA used during in vitro multiplication stage was not influenced by higher average
of acclimatization. M. officinalis plants were established, multiplied in vitro and acclimatized
in a large scale, short time and reduced space.

KEYWORDS: micropropagation, medicinal plants, balsamo limao



INTRODUGAO
Melissa officinalis L., conhecida popularmente como, melissa, balsamo de limao ou erva

cidreira € uma planta herbacea perene, aromatica, ramificada desde a base, nativa da
Europa e Asia (AWADet al., 2009). E muito conhecida por sua atividade calmante, anti-
espasmodica, analgésica e anti-viral (WINIARCZYK et al., 2016), além de ser utilizada
externamente como repelente de insetos (SILVA et al., 2001).

Esta planta contém em sua composi¢ao quimica 6leo essencial rico em citral, citronelal,
citronelol, limonemo, linalol, geraniol além de acidos triterpenoides, flavonoides,
mucilagens, resinas e substancias amargas, bem como glicosideos (MACHERINIet al.,
2007). Seu Oleo essencial apresenta também acdo farmacolégica bacteriostatica
(LORENZI; MATOS, 2002).

A multiplicacdo de Melissa officinalis L. é realizada através de estacas e sementes, e
sua produgdo € possivel apenas nas regides sul do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002). A
propagacao tradicional por sementes é ineficiente para o estabelecimento de uma
populacdo clonal de boa qualidade e a propagagao vegetativa por estaquia também é
limitada devido ao baixo numero de individuos que podem ser obtidos simultaneamente de
uma unica planta.

A cultura de tecidos de plantas € uma ferramenta importante para o melhoramento
genético associado a producao de metabdlitos secundarios, padronizando os explantes
quanto a sua composi¢ao quimica, uma vez que fornece plantas geneticamente uniformes
e em grande numero (JAIN et al., 2008).

A obtencdo de uma metodologia de estabelecimento e multiplicagao in vitro ajustada ao
gendtipo é a primeira etapa para a producao de plantas (FRANCA, 2002). Embora a
contaminacgao de tecidos vegetais por microrganismos como fungos e bactérias representa
uma grande barreira na etapa de estabelecimento in vifro de muitas espécies, este
problema ocorre especialmente quando os explantes sdo obtidos de plantas matrizes
coletadas no campo (SHARRY, 2001). Os microrganismos contaminantes competem com
os explantes pelos nutrientes do meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela
colonizacdo de seus tecidos, podendo eliminar no meio, metabdlitos téxicos as plantas
(MONTARROYOS, 2000).

Na fase de multiplicagao in vitro o balango entre a concentragao auxina/citocinina, a fim
de produzir partes aéreas e radiculares deve ser otimizado (TAIZ; ZEIGER, 2004), pois
estas devem ser suficientemente alongadas para permitir a passagem do vegetal para a

aclimatizagdo. A aclimatizagdo também representa uma etapa critica da micropropagacéao,



por causa da dificuldade de transferir, com sucesso, plantas da condicdo in vitro para
acasa de vegetacao e, posteriormente, para o campo (MONFORT et al., 2015).

O presente trabalho teve por objetivo otimizar um protocolo de estabelecimento in vitro
e micropropagacao de melissa (Melissa officinalis L.), visando a produgdo de mudas com

melhor qualidade fitossanitaria

MATERIAL E METODOS
Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, do

Departamento de Boténica, no Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas.

Estabelecimento de protocolo de desinfestagao

Foram utilizadas sementes de melissa, colhidas de plantas obtidas por estaquia,
cultivadas a campo, em pleno florescimento e frutificagdo. Em laboratério as sementes
foram colocadas em frasco e previamente lavadas em agua destilada, sob agitagéo,
durante 15 minutos. Posteriormente as sementes foram imersas em etanol 70% por 10
segundos, e triplice lavagem com agua estéril. Apds, foram imersas em solugbes de
hipoclorito de sédio compostas de trés diferentes concentragdes (1,0; 1,5 e 2,0% de cloro
ativo) acrescidas de duas gotas de detergente, em trés periodos de exposicao (10, 20 e 30
minutos), totalizando nove tratamentos. Na sequéncia, as sementes foram lavadas trés
vezes em agua estéril e secas em papel filtro, e semeadas em frasco contendo meio MS.

O meio de cultura basico foi constituido da concentracéo de sais e vitaminas do MS
(MURASHIGE; SKOOG. 1962), reduzido em 50% dos macronutrientes no meio inteiro,
adicionado de 100 mg L' de mio-inositol, 30 g L' de sacarose, sem suplementagédo
hormonal. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adigdo de 7 g L™ de agar. Foram
utilizados frascos tampados com papel aluminio, contendo 25 mL de meio, os quais foram
autoclavados a 121°C a 1,5 atm por 20 minutos. Em condi¢gdes assépticas, em camara de
fluxo laminar, foram inoculadas cinco sementes por frasco.

Os frascos contendo as sementes foram mantidos no escuro com temperatura de 25
1 2°C, por um periodo de sete dias e posteriormente transferidos para sala de crescimento
com 16 horas de fotoperiodo, densidade de fluxo luminoso de 48 pmoles ms™, providas
por lampadas fluorescentes branca-fria e com temperatura de 25 + 2°C.

A resposta das sementes aos diferentes tratamentos foi avaliada através da
percentagem de contaminagdo aos sete dias e a percentagem de germinagéao, realizada
em seis avaliagbes, com intervalos semanais. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, sendo trés concentragcdes de

hipoclorito de sédio (1,0; 1,5 e 2,0%) e trés diferentes tempos de exposicdo ao agente



desinfestante (10, 20 e 30 minutos). Cada tratamento foi constituido de cinco repetigdes,

sendo a unidade experimental constituida por um frasco com cinco sementes (Tabela 1).

TABELA 1 - Identificagdo dos tratamentos utilizados no experimento de desinfestacdo de sementes para o
estabelecimento in vitro de Melissa officinallis

Identificacdo do tratamento Concentracéo de hipoclorito de sadio Periodo de exposi¢cdo em min
T1 1.0 10
T2 1.5 10
T3 2.0 10
T4 1.0 20
T5 1.5 20
T6 20 20
T7 1.0 30
T8 1.5 30
T9 2.0 30

Multiplicagao in vitro

As plantulas obtidas do ensaio anterior foram utilizadas como material inicial na
etapa de multiplicagao in vitro.

Para a multiplicacdo foram utilizados segmentos nodais e os sais minerais e
constituintes organicos do meio de cultura MS, acrescidos de 100 mg L™ de mio-inositol, 30
g L de sacarose, trés concentragdes de BAP (0, 1 e 2 mg L") e trés concentragdes de
ANA (0; 0,25 e 0,5 mg L™), totalizando nove tratamentos (Tabela 2). Os meios tiveram o pH
ajustado para 5,8 e, posteriormente o agar foi adicionado na concentracdode 7 g L.

Os explantes permaneceram em sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo,
densidade de fluxo luminoso de 48umoles m?s™, fornecida por lampadas fluorescentes
branca-fria e com temperatura de 25 + 2°C.

Apos 30 dias de cultivo foram avaliados numero de brotos, numero de gemas
axilares, numero de raizes e altura obtidas em cada planta. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repetigcdes por tratamento, sendo cada
repeticao constituida de um frasco com quatro explantes. O esquema fatorial utilizado foi
3x3, sendo as concentragbes de BAP (0,0; 1,0e 2,0 mg L") e de ANA (0,0; 0,25 e 0,5 mg L

"), os fatores analisados.

TABELA 2 — Composicao dos meios de cultura empregados na multiplicacdo in vitro de Melissa officinalis

Identificacdo do meio Composicéo basica
M1 MS
M2 MS + 0 mg L"'de BAP + 0,25 mg L"'de ANA
M3 MS + 0 mg L"'de BAP + 0,5 mg L"'de ANA
M4 MS + 1,0mg L'de BAP + 0,0 mg L"'de ANA
M5 MS + 1,0mg L'"de BAP + 0,25 mg L""de ANA
M6 MS + 1,0mg L'de BAP + 0,5 mg L"de ANA
M7 MS + 2,0mg L'de BAP + 0,0 mg L"'de ANA
M8 MS + 2,0mg L'de BAP + 0,25 mg L'de ANA

M9 MS +2,0mg L"'de BAP + 0,5 mg L"'de ANA




Aclimatizagao

As plantas originadas do ensaio anterior foram retiradas dos frascos, lavadas em
agua corrente, visando a retirada do excesso de meio de cultura de suas raizes e
transferidas para garrafas plasticas de 2L, tipo PET, adaptadas com perfuragbes, de
maneira que o0 excesso de agua nao permanecesse no fundo. Estes continham como
substrato uma mistura de solo e casca de arroz carbonizada na proporgéo 1:1.

O material permaneceu sob 24 horas de fotoperiodo, densidade de fluxo luminoso
de 48 pmoles m?s”, disponibilizadas por lampadas fluorescentes branca-fria e com
temperatura de 18 £ 5°C, sendo realizadas regas periddicas a cada quatro dias. Apés 30
dias de transplantio foram avaliadas as seguintes variaveis: numero de brotos, nimero de
gemas axilares e altura obtida em cada planta.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3, sendo trés concentragdes de BAP (0,0; 1,0 e 2,0 mg L™) e trés concentragdes
de ANA (0,0; 0,25 e 0,5 mg L™). Cada tratamento foi constituido de trés repeti¢cdes, onde

cada repeticao foi composta de trés plantas em cada recipiente.

Analises dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, com
auxilio do software WINSTAT (MACHADO; CONCEICAOQ, 2002). Os resultados da etapa
de estabelecimento in vitro, expressos em percentagem de sementes contaminadas e
germinadas por frasco foram transformados para arco seno da raiz quadrada de x/100,
onde x é o percentual obtido. Para os dados obtidos nos experimentos de multiplicagao in
vitro e aclimatizagéo, as variaveis numero de gemas axilares e a altura média das plantas
(em mm) foram transformados em raiz quadrada de x + 1, onde x € o numero médio obtido,
e para a variavel numero médio de brotosos dados foram transformados em raiz quadrada

de x + 0,5, onde x foi o nUmero médio obtido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variavel percentagem de contaminagao de sementes, avaliada sete dias
apos o inicio do experimento, a analise de variancia indicou que a interagao das diferentes
concentracdes de hipoclorito de sddio com os diferentes periodos de exposicdo néo teve
efeito significativo.

A percentagem de contaminagdo maxima foi de 73,23% em hipoclorito de sédio a
1% pelo periodo de 10 minutos, e a minima (23,28%) em hipoclorito de sédio a 1,5%

durante 30 minutos.



TABELA 3 — Percentagem de germinacdo de sementes de Melissaofficinalis, em meioMS (50%), apds 45
dias da inoculagao, sob os diferentes tratamentos de desinfestacao
Germinacdo de sementes (%)

Semanas
Tratamentos 1@ 28 32 43 5@ 62 Total
T1 - - 4 4 - 4 12
T2 - - 8 4 - - 12
T3 - - - 8 - - 8
T4 - - - 8 - 4 12
T5 - - 1 1 - - 2
T6 - - - - - 4 4
T7 - - - - - - -
T8 - - - 12 - 12 24
T9 - - 8 8 8 12 36

Embora nédo tenha apresentado diferengas significativas, o aumento das
concentracdes e tempos de exposicao dos explantes ao agente desinfestante favoreceu a
descontaminagédo do material até atingir a concentragédo de 1,5% durante a imersao por 30
minutos. O aumento da concentracdo de hipoclorito de sddio para 2%, ndo melhorou a
eficiéncia de desinfestacéo, confirmando a hipotese que com o aumento da concentragao
de cloro ativo ocorre um aumento no pH da solugao desinfestante dificultando a agao do
produto, uma vez que ha a formagao de ions hipocloritos (OCI’) nas solug¢des alcalinas
fortes, o qual constitui a forma menos ativa (HIRATA; MANCINI, 2002).

A germinagdo das sementes de melissa (Figura 1A) foi diferenciada durante o
periodo de avaliagao (Tabela 3), apresentando a taxa maxima (36%) em hipoclorito a 2%
de cloro ativo em 30 minutos de exposicéo (T9) e, nula sob a mesma concentragdo em 10
minutos de exposig¢do (T7), indicando que as mesmas nao sado suscetiveis a diferentes
concentragdes de hipoclorito de sédio e aos diferentes tempos de exposicao.

Em sementes de Ruta graveolens L. obtidas em comércio local e desinfestadas com
hipoclorito comercial em diferentes concentragdes (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%) de cloro
ativo, aumentou sua taxa de germinagao quando foram utilizadas as concentragbes de 0,5
e 2,0% tanto na primeira quanto na segunda avaliagéo realizada (BASSAN, 2004).

Em experimentos de estabelecimento com trés cultivares de Prunus, Chaves (2003)
afirmou que as altas taxas de sobrevivéncia dos explantes foram resultantes ndo somente
do uso de hipoclorito de sdédio como agente desinfestante, mas também do estado
fisiolégico de plantas matrizes, que estavam em pleno crescimento vegetativo. No presente
experimento, as plantas-matrizes de melissa encontravam-se em estadio reprodutivo, fase
em que suas flores desenvolveram-se em tempos diferenciados, ndo havendo
uniformidade na maturagdao das sementes, ocorrendo, portanto a coleta das mesmas em
varios estadios de desenvolvimento, o que provavelmente influenciou o ritmo de

germinagao destas.



Para a variavel, numero médio de brotagdes, ndo houve interagao significativa entre
os fatores, porém os mesmos foram significativos isoladamente (Tabela 4 e 5). .

O maior numero médio de brotacdes foi atingido quando se utilizou a concentragao
de 2,0 mg L' de BAP, observando-se a formagdo maxima de 3,99 brotos por explante,
entretanto, observagdes visuais permitiram verificar que ap6s 30 dias de cultivo, algumas
plantas crescidas sob esta mesma concentragcado apresentavam-se vitrificadas (Figura 1B).

Em um estudo com Cussonia paniculata, Tetiana; Van Staden (2001) obtiveram
maior numero de brotos quando cultivaram segmentos nodais provenientes de plantulas
germinadas in vitro em meio MS contendo 2,5 mg L™ de BAP, enquanto que para Anthemis
nobilisos maiores numeros médios de brotacbes foram observados quando utilizados
menores concentragbes de BAP(0,1 mg L") no meio de cultura, formando
aproximadamente 1,53 brotos/explante (SOUZA, 2004), esta variacdo de respostas frente
a concentragdo de horménio utilizada confirma que ndo existe uma concentragdo de
hormdnio ideal para a ocorréncia de maiores médias de brotagdes, pois as respostas

morfofisiolégicas sao intimamente ligadas a espécie.

TABELA 4 —-Numero médio de brotagdes formadas por explante em Melissa officinaliscultivadas por 30 dias

BAP (mg L-") N° de brotos
0 1,90 ¢*
1 2,78b
2 3,99¢

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

De acordo com Fracaro; Echeverrigaray (2001) para a proliferagcédo de brotos de
Cunila galioides ndo é necessario a presenga de auxina, pois quando utilizado apenas o
regulador de crescimento BAP observou-se as maiores médias. Estes resultados
corroboram nosso estudo, onde a auséncia de ANA no meio de cultura propiciou os
melhores resultados para esta variavel (3,64 brotos/explantes), e as demais concentra¢des
utilizadas 0,25 e 0,5 mg L' apresentaram efeito prejudicial, produzindo 2,70 e 2,23

brotos/explante, respectivamente.

TABELA 5 — Numero médio de brotagdes formadas por explante em Melissa officinalis cultivadas por 30 dias

ANA (mg L-") N° de brotos
0 3,64 a*
0,25 2,70 b
0,5 2,23b

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

As diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento no meio de cultivo

tiveram efeito significativo isolado sobre o desenvolvimento dos explantes, demonstrando



maiores resultados na concentragdo de 2,0 mg L de BAP, na qual houve a produgio
média de 10,53 gemas axilares por planta (Tabela 6).

Segundo Chaves (2003), BAP tem sido muito eficaz para promover a multiplicagao
das partes aéreas e indugcdo de gemas, além de possuir um menor custo quando

comparado com os outros reguladores de crescimento.

TABELA 6 — Numero médio de gemas axilares formadas por explante em Melissa officinalis cultivadas por 30
dias

BAP (mg L-) N° de gemas axilares
0 5,84 c*
1 7,93 b
2 10,53 a

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

Para o desenvolvimento das gemas axilares a auséncia de ANA promoveu a melhor
resposta para esta variavel (10,62 gemas), demonstrando nao ser indicado o uso de

auxina para o desenvolvimento das mesmas.

TABELA 7 —Numero médio de gemas axilares formadas por explante em Melissa officinalis cultivadas por 30
dias

ANA (mg L-") N° médio de gemas axilares
0 10,62 a*
0,25 7,37 b
0,50 6,28b

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

Souza (2004) observou que para a micropropagacao de Anthemis nobilis a adigao
de ANA ao meio de cultura ndo € necessaria, pois a presenca deste fitorregulador
demonstrou efeitos benéficos apenas para a variavel numero médio de folhas formadas e

sua auséncia inclusive causa um incremento nas outras variaveis analisadas.

TABELA 8 — Numero médio de raizes formadas por explante em Melissa officinalis cultivadas por 30dias

BAP (mg L-") N° de raizes
0 3.88 a*
1 1.34b
2 0.61b

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

As combinacdes das diferentes concentragcdes de ANA e de BAP nao teve influéncia
significativa sobre a formagao de raizes, porém BAP demonstrou atuar negativamente
(Tabela 8), reduzindo o numero médio de raizes formadas(3,88 raizes/plantas). Em
Matricaria chamomilla, Souza (2004) também verificou que n&o houve diferenca

significativa para esta variavel, quando se utilizou BAP e ANA no meio de cultura.



A altura média das plantas n&o foi influenciada pela presenca do BAP no meio de
cultura, porém em relagao ao ANA observou-se efeito negativo, a medida que aumentou a
concentragdo, observando-se o comprimento médio maximo de 27,8 mm na auséncia
deste fitorregulador (Tabela 9).

Em um trabalho com Prunus cerasifera visando a propagacéao in vitro observou-se
desempenho semelhante para esta variavel, pois as maiores médias de comprimento da
parte aérea foram verificadas nas plantas crescidas em meio MS na auséncia de
fitorreguladores (SCZEPANSKI, 2001).

TABELA 9 —Altura média (mm) obtida por explante em Melissaofficinalis cultivadas por 30 dias

ANA (mg L-") Altura (mm)
0 27.8 a*
0.25 211b
0.5 21.7b

*Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%

Figura 1: Sementes e plantas de M. officinalis cultivadas in vitro e ex vitro.(A) Fase de germinagéo; (B) Fase
de multiplicagéoin vitro(T7:2,0 mg L' de BAP)e (C) Recipientes adaptados utilizados para a fase de
aclimatizagéao.

Para o numero médio de brotagbes formadas na etapa de aclimatizagao (Tabela 10),
os resultados demonstraram que houve influéncia significativa dos diferentes tratamentos
aplicados durante a fase de multiplicacdo, os quais manifestaram efeito residual no
processo de aclimatizagdo. A maior produgado de brotos (3,00) foi atingida quando se
utilizou a concentragao de 2,00 mg L de BAP e 0,25 mg L' de ANA (Figura 1C).



TABELA 10 — Numero médio de brotagdes formadas em plantas de Melissa officinalis, durante a fase de
aclimatizagao, apds serem submetidas as diferentes concentragdes de BAP e ANA na multiplicagéo in vitro

ANA (mg L")
BAP(mg L") 0 0.25 0.5
0 1.60 aA* 1.00 bA 1.00 bA
1 1.48 aA 1.57 bA 2.21 aA
2 1.00 aB 3.00 aA 1.70 abB

*Médias seguidas pelas mesmas letras, maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Duncan.

Silva et al. (2003) relatam que plantas de gloxinia (Sinningia speciosalLood. Hiern.)
apresentaram maior numero de brotos no processo de aclimatizagcado, quando provenientes
de cultivo in vitro com 1 mg L™ de BAP, obtendo 1,45 brotos/planta.

O numero médio de gemas axilares formados nas plantas aclimatizadas teve
influéncia significativa dos reguladores de crescimentousadosna multiplicagao in vitro.
Neste estudo foi possivel observar (Tabela 11) que as combinagdes de 2,0mg L™ de BAP e
0,25 mg L' de ANA(12,0 gemas axilares/planta), e de 1,0 mg L' de BAP e 0,5 mg L' de

ANA (9,01gemas axilares/planta)propiciaram os maiores numeros médios desta variavel.

TABELA 11 — Numero médio de gemas axilares formados em plantas de Melissaofficinalis, durante a fase de
aclimatizagéo, apds serem submetidas as diferentes concentragdes de BAP e ANA na multiplicagéo in vitro

ANA (mg L-")
BAP(mg L-") 0 0.25 0.5
0 8.33 aA* 3.79 bAB 2.32bB
1 7.16 aA 7.29 abA 9.01 aA
2 2.96 bB 12.0 aA 5.37 abAB

*Médias seguidas pelas mesmas letras, mailscula na linha e mindscula na coluna, n&do diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Duncan.

Pela analise de variancia observou-se que a interacdo entre as diferentes
concentragbes de BAP e ANA, bem como os fatores isolados ndo foram significativas para
a altura das plantas, ndo havendo, portanto efeito residual destes fitorreguladores sobre
esta variavel neste experimento, porém foi possivel observar que a concentragcdo de 1,0
mg L de BAP e 0,5 mg L™ de ANA favoreceu um aumento no comprimento das plantas,
atingindo o valor maximo de 131,2 mm de altura (dados ndo demonstrados).

A utilizagéo de altas concentragdes de BAP (2,0 mg L") durante a multiplicagdo in
vitro demonstrou efeitos negativos, pois promoveu o menor crescimento na altura das

plantas (18,2 mm).

CONCLUSOES

Os diferentes tempos de exposigcédo e concentracdes de hipoclorito de sédio ndo tem
influéncia significativa na reducdo da percentagem de contaminagdo dos explantes no
estabelecimento in vitro, podendo ser utilizados menores tempos de exposicdo e

concentragbes deste agente desinfestante.



A presenca de BAP em alta concentracdo e a auséncia de ANA proporciona maior
formagdo de brotos e gemas axilares por explantes durante a fase de multiplicagao,
contudo a auséncia de ambos resulta em um aumento no numero medio de raizes e de
comprimento das plantas.

As diferentes combinag¢des de BAP e ANA utilizadas na etapa de multiplicagédo in
vitro nao influenciaram na altura média das plantas aclimatizadas.

Plantas de M. officinalis foram estabelecidas, multiplicadas in vitro e aclimatizadas

com sucesso em larga escala, curto periodo e espacgo reduzido.
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