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RESUMO GERAL

REIS, Erika Soares. Micropropagacio e Teor de Oleo Essencial in vitro de
Melissa officinalis L. 2007. 58 p. Dissertacio (Mestrado em Fitotecnia) & —
Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG."

Com o objetivo de estabelecer o protocolo de micropropagacio e estudar o teor
de 6leo essencial in vitro de Melissa officinalis, realizou-se cinco experimentos:
1) efeito do meio de cultura e sacarose na germinagdo de sementes in vitro; 2)
meios de cultivo na multiplicacdo in vitro; 3) volumes de meio de cultura na
micropropagacdo de melissa, 4) tipo de explante no cultivo in vitro e 5)
influéncia do meio de cultura na produgdo e composi¢do quimica do 6leo
essencial de Melissa officinalis. Constatou-se que o meio MS/4 proporcionou
maior indice de velocidade de germinacio e maior porcentagem de germinagdo.
Para o comprimento da parte aérea, foi observado que o meio MS produziu
melhores resultados. No experimento de taxa de multiplicacdo, observou-se que
plantulas de M. officinalis subcultivadas em meio MS contendo 4,44 uM de
BAP apresentaram um maior nimero de brotos, mas, com um pequeno nimero
de nés e comprimento de broto. Nao houve formacao de raizes. Maior taxa de
multiplicacdo foi obtida em plantulas cultivadas em meio MS. O volume de
meio influenciou significativamente o nimero de nés e o comprimento da maior
brotacdo. Com relagdo ao tipo de explante, observou-se que os segmentos nodais
obtidos das posicdes mediana e basal produziram um maior ndmero de brotos e
o segmento apical produziu brotos com maior nimero de nds e maior
comprimento. No experimento com 6leo essencial, as plantulas cultivadas em
meio MS e MS/4 apresentaram um maior teor de O6leo essencial, sendo
identificados os componentes majoritdrios: geranial (25,23% e 16,21%,
respectivamente) e o neral (24,5% e 20,53%, respectivamente). J4 o componente
majoritario presente no 6leo de plantulas de Melissa officinalis cultivadas em
meio MS/2 foi o acetato de nerila (18,69%).

! Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA



GENERAL ABSTRACT

REIS, Erika Soares. Micropropagation and Essential Oil Content in vitro of
Melissa officinalis L. 2007. 58 p. Dissertation (Master in Agronomy/Crop
Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil'.

With the objective of studying the Micropropagation and Essential Oil Content
in vitro of Melissa officinalis five experiments were carried out: 1) effect of the
culture medium and sucrose in seeds germination in vitro; 2) culture medium in
the multiplication in vitro; 3) volumes of culture medium of Melissa officinalis
micropropagation; 4) explante type in the culture in vitro and 5) influence of the
culture medium in the production and chemical composition of the essential oil
of Melissa officinalis. It was verified that MS/4 medium provided larger index of
germination speed and larger germination percentage, and for the length of the
aerial part it was observed that MS medium produced better results. In the
experiment of multiplication rate it was observed that plantlets of M. officinalis
cultivate in MS medium containing 4,44 uM of BAP presented a larger number
of shoot, but with small number of nodes and shoot length. Having no roots
formation. Larger multiplication rate was obtained in cultivated plants in MS
medium. Medium volume influenced significantly the number of nodes and the
length of the largest shoot. With relationship to the explante type was observed
that the nodal segments obtained from medium and basal positions produced a
larger number of shoots and apical segment produced shoots with larger number
of nodes and larger length. In the experiment of essential oil, the plantlets grown
in the MS and MS/4 medium presented a larger tenor of essential oil, being
identified the majority components: geranial (25,23% and 16,21%, respectively)
and neral (24,5% and 20,53%, respectively), out the major component present in
the oil of M. officinalis plants cultivated in MS/2 medium was nerila acetate
(18,69%).

! Guidance: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA
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CAPITULO I

Meios de cultura na germinacao de sementes no desenvolvimento de
plantulas in vitro e taxa de multiplicacio de Melissa officinalis L.

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a germinacdo in vitro de sementes de Melissa
officinalis e sua taxa de multiplicacdo, foi implantado o presente trabalho.
Diferentes concentragdes de sacarose (3% e 1,5%) e dos sais do meio MS (MS,
MS/2 e MS/4) foram testadas para a germinacdo das sementes. A taxa de
multiplicacdo foi avaliada em plantulas presentes em meio MS e MS acrescido
de 4,44 uM de BAP. Os experimentos foram implantados em delineamento
inteiramente casualizado, sendo o primeiro com 6 repeticdes, onde cada
repeti¢do foi composta por 5 tubos contendo 6 sementes por tubo. O segundo
com 11 repeticdes e cada parcela composta por 4 tubos de ensaio. No primeiro
experimento, avaliaram-se o IVG, a porcentagem de germinacdo e o
comprimento do maior broto e, no segundo experimento, o nimero de brotos, o
nimero de nds, 0 comprimento do maior broto e o ndmero de raizes principais.
O meio MS/4 proporcionou maior indice de velocidade de germinacdo e maior
porcentagem de germinacdo; ja para o comprimento da parte aérea, observou-se
que, no meio MS, as plantulas apresentaram um maior comprimento. No
segundo experimento, observou-se que plantulas de M. officinalis subcultivadas
em meio MS contendo 4,44 uM de BAP apresentaram um maior nimero de
brotos, mas com um pequeno nimero de nds e comprimento de broto, ndo
havendo também formacdo de raizes. A maior taxa de multiplicacio foi obtida
em meio MS.

Palavras-chave: Melissa officinalis, planta medicinal, cultura de tecidos.



ABSTRACT

Culture medium in the seed germination in development of plantlets in vitro
and multiplication rate of Melissa officinalis L.

With the objective to evaluate the seed germination in vitro of Melissa officinalis
and multiplication rate, the present work was carried out. Different sucrose (3%
and 1,5%) and salt concentration of MS medium (MS, MS/2 and MS/4) were
tested for seed germination. The multiplication rate was evaluated in MS
medium and in MS supplemented with 4,44 uM of BAP. The experiments were
in completely randomized design, being the first with 6 replications and the
second with 11 replications with for 4 tubes. In the first experiment it was
evaluated GVI (germination velocity index), the seed germination percentage
and the shoot length, and in the second experiment were evaluated shoot
number, nodal number, shoot length and root number. The MS/4 medium
provided larger germination velocity index and larger germination percentage,
however for the shoot length it was observed in the MS medium. In the second
experiment it was observed that shoots of M. officinalis cultivate in MS medium
containing 4,44 uM of BAP presented a larger shoot number, but with a small
number of nodes and shoot length, also having no roots formation. The larger
multiplication rate was obtained in MS medium.

Key words: Melissa officinalis L., medicinal plant, tissue culture.



INTRODUCAO

A utilizag¢do de plantas medicinais pela populacio mundial nos tdltimos
tempos. De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) cerca
de 80% da populagdo mundial faz uso de algum tipo de erva na busca de alivio
de alguma sintomatologia dolorosa ou desagraddvel. Desse total, pelo menos
30% se da por indicagdo médica (Martins et al., 1998).

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, é
uma planta aromdtica, herbdcea, perene, com caule quadrangular e folhas
opostas. Possui aplicagcdes na medicina, culindria (condimento) e perfumaria
(constituintes aromaticos). A infusdo das folhas é usada como sedativo e tem
propriedades antiespasmodicas, antinevralgica e carminativa. (Morelli, 1977).

Devido a grande busca da populacdo pelo uso de produtos naturais, o
mercado de plantas medicinais estd em constante ascensdo, para dar um maior
impulso neste crescimento estd havendo um incentivo do uso da fitoterapia pelo
SUS, sendo que ja foi aprovado pelo Conselho Nacional de Satide em 15 de
dezembro de 2005 a inser¢do das Plantas Medicinais e da Fitoterapia no SUS.

Assim, € necessdrio o estudo de métodos para se otimizar a producdo de
plantas medicinais e isso € obtido através da pesquisa com essas plantas,
estudando o seu desenvolvimento e em quais condi¢cdes de terminada planta se
desenvolve melhor.

A cultura de tecidos vem sendo uma técnica amplamente utilizada como
ferramenta biotecnoldgica para o estudo do metabolismo, fisiologia,

desenvolvimento e reprodugdo de plantas com propriedades medicinais, tais



como resisténcia a pragas e actimulo de substincias ativas de interesse
comercial.

Mercier & Nievola (2003) consideram que a germinagao de sementes in
vitro é uma Otima opgao para se conseguir plantas assépticas e a partir delas se
iniciar a cultura de explantes, como folhas, segmentos nodais entre outras.

Virios protocolos de micropropagacdo 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,
concentracdes de sacarose e as condi¢des de incubagio, dentre outros.

Estudando a germinagdo in vitro de cubiu (Solanum sesseliflorum),
Jurack et al. (2003) observaram, para a variedade Santa Luzia, maior
porcentagem de germinac¢do em meio MS/2. Ja para a variedade Thafs maior
porcentagem de germinacdo ocorreu em meio MS completo.

Segundo Grattapaglia & Machado (1990), as plantas cultivadas in vitro
requerem fonte de energia exdgena, pois ndo dispdem de condicdes adequadas
para a realizacdo da fotossintese. Diante disso, a sacarose tem sido a fonte de
carbono mais utilizada, estando presente em meios de cultura em concentragdes
que variam de 20 a 40 gL' (Ferreira et al., 2002). Portanto, variacdes na
concentracdo deste carboidrato no meio de cultivo afetam as condigdes
osmoéticas e o metabolismo da planta in vitro, influenciando no crescimento e no
metabolismo das culturas (Kumar et al., 1984; Ozaias-Akins & Vasil, 1982).

Em pesquisas de Pereira (2006), para a espécie Astrocaryum uelei,
concentracdes de sacarose acima de 1,5 % inibiram a germinacdo de embrides
desta espécie.

Grataplaglia & Machado (1998) afirmam que o tipo e a concentragdo
utilizados de citocinina sdo os fatores que mais influenciam o sucesso da
multiplicacdo in vitro, sendo a faixa mais empregada entre 2,22 e 22,2 uM. O

excesso pode ser toxico e comprometer o desenvolvimento das culturas.



Em pesquisas de Oliveira e Silva (1997) relativas a micropropagacdo de
banana (Musa sp.), o meio ideal foi o MS suplementado com 17,76 uM de BAP,
no que foram obtidas taxas de multiplicagdo de 2,1 para a cultivar Nanicdo e 2,4
para a cultivar Grande Naine.

Deschamps (1993) observou em brotacdes de sarandi (Sebastiana
schottiana) um maior desenvolvimento em meio WPM sem reguladores de
crescimento e que a adicdo de BAP foi responsavel pela reducdo do nimero de
folhas por explante e também pela redu¢do do comprimento das brotacdes.
Embora o BAP seja utilizado na maioria dos sistemas experimentais in vitro,
verifica-se diferentes sensibilidades das culturas a essa citocinina, dependendo
do meio de cultura utilizado e da fase de cultivo.

Como o objetivo do trabalho € maximizar a producdo in vitro de Melissa
officinalis, estudou-se o efeito do meio de cultura e sacarose no desenvolvimento
inicial de plantulas, bem como se avaliou meios de cultivo na multiplicacdo de

Melissa officinalis L. in vitro.



MATERIAL E METODOS

Experimento I: Germinacio e desenvolvimento inicial de plantulas de

Melissa officinalis L.

A) Local de conducio do ensaio e assepsia das sementes

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas sementes de Melissa
officinalis coletadas em 2005. Inicialmente, estas sementes foram imersas em
solug@o de hipoclorito de sédio 0,8%, por 20 minutos e posteriormente foram
levadas para a camara de fluxo laminar e lavadas 3 vezes em dgua destilada e

autoclavada.

B) Inoculacao das sementes

Apés a realizacdo do processo de assepsia, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 12 ml de meio de
cultura, sendo inoculadas seis sementes por tubo.

O meio de cultura utilizado constituiu do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com diferentes concentragdes de sacarose de acordo
com os seguintes tratamentos: T1) 100% dos sais do MS + 3% de sacarose; T2)
50% dos sais do MS + 3% de sacarose; T3) 25% dos sais do MS + 3% de
sacarose; T4) 100% dos sais do MS + 1,5% de sacarose; T5) 50% dos sais do
MS + 1,5% de sacarose e T6) 25% dos sais do MS + 1,5% de sacarose.

Os meios de cultura foram solidificados com 0,6% de agar, tendo o pH
foi ajustado para 5,7 £ 0,1 e, em seguida, autoclavado, a 120°C e 1 atm, por 20

minutos.



Os tubos inoculados com as sementes foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro sob intensidade luminosa

de 25 umol.m’z.s'l, a temperatura de 26 + 1°C.

C) Avaliacoes

As avaliagdes foram iniciadas no primeiro dia em que as sementes
comecaram a germinar (protrusdo da radicula) sendo esta ocorréncia observada
aos 3 dias apds a inoculagdo. As protrusdes foram contadas por sete dias
seguidos para o cilculo do Indice de Velocidade de Germinacio (IVG)
(Maguire, 1962) e a porcentagem de germinacio depois dos sete dias, calculada
com base no nimero de plantulas normais (Brasil, 1992). Apés 30 dias foi

avaliado o comprimento da parte aérea das plantulas germinadas.

D) Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (3x2), com trés concentracdes do meio MS e duas
concentracdes de sacarose, com 6 repeticoes. Cada parcela experimental foi
composta por 5 tubos e 6 sementes por tubo.

A andlise de varidncia foi realizada utilizando-se o software Sisvar

(Ferreira, 2000) e as médias comparadas por meio do Teste de Skott & Knott.

Experimento II: Multiplicacio in vitro e aclimatizacao de Melissa officinalis
L.

A) Fonte de explantes e multiplicacao in vitro



Plantulas germinadas 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, T1) MS sem BAP e T2) MS suplementado
com 4,44 uM de BAP.

Os meios de cultura utilizados foram solidificados com 0,6% de agar,
suplementado com 3% de sacarose e pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, sendo utilizados tubos de ensaio de 75 x 25 mm, contendo 12 mL
de meio por tubo. Em seguida, os meios foram autoclavados, 4 120° C e 1 atm
de pressdo, por 20 minutos.

A inoculagdo 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 fotoperfodo 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
repeticoes e cada parcela experimental composta por 4 tubos de ensaio.

O estudo da taxa de multiplicag@o in vitro de M. officinalis foi feito
realizando-se 3 subcultivos das plantulas 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 niimero
de repeti¢des (11) e plantulas por parcela (4). As avaliagdes foram feitas no final
de cada subcultivo (30 dias), quando foram analisados nimero de brotos,
nimero de nds, comprimento do maior broto e nimero de raizes principais.

Das plantulas obtidas no primeiro subcultivo (Tratamento 1), apds
avaliadas, foram retirados explantes (segmentos nodais) para o segundo
subcultivo. Apds a avaliacdo deste, as plantulas obtidas serviram como fonte de

explante para o terceiro subcultivo.



Com a formacdo de muiltiplos brotos no meio MS com 4,44 uM BAP
(Tratamento 2), as multiplas brotacdes 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 avaliagdes de crescimento dos Tratamentos 1 e 2, foi
estimado, por inferéncia, o nimero de plantulas obtidas a partir de um dnico

explante ao final dos seis subcultivos.

C) Aclimatizaciao

Plantulas 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 vegetacdo para o processo de aclimatizacdo, sendo este processo feito
reduzindo-se gradativamente a irrigacdo e aumentando-se a luminosidade.

As plantulas subcultivadas em meio MS apresentavam-se antes do
transplantio com rafzes e parte aérea, com altura média aproximada de 5 cm.
Porém, as plantulas subcultivadas em meio MS com BAP apresentaram-se
pequenas (cerca de 1 cm, em média) e sem raizes, sendo consideradas como
microestacas.

Foram feitas observagdes diariamente, analisando-se a percentagem de
sobrevivéncia das plantulas.

Apés 10 dias de aclimatizacdo em bandejas, as mudas foram

transplantadas para vasos de 3 litros contendo o mesmo substrato Plantmax®.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Germinacio in vitro de Melissa officinalis L.

A concentragdo dos sais do meio MS e a porcentagem de sacarose
influenciaram significativamente na germinacio de sementes e comprimento da
parte aérea de M. officinalis (p < 0,05). Nao houve efeito de interacdo entre os
tipos de meio e concentra¢des de sacarose para todas as varidveis estudadas.

Para o indice de velocidade de germinacdo, observou-se que o meio
MS/4 proporcionou melhor resposta, seguido do meio MS/2, tendo o meio MS

sido o que apresentou menor indice de velocidade de germinagdo (Figura 1).
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FIGURA 1: Indice de velocidade de germinacdo de Melissa officinalis L., em
fungdo de tipos de meio de cultura. UFLA, Lavras, MG, 2007.

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

As barras indicam o erro padréo de cada tratamento.
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Resultado semelhante foi observado para a varidvel porcentagem de
germinacdo, em que um maior nimero de sementes germinadas (64,75 %)
ocorreu no meio MS/4 (Figura 2) e a menor porcentagem de germinacdo no

meio MS (37%), sendo estes tratamentos diferentes entre si estatisticamente.
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FIGURA 2: Porcentagem de germinagdo de sementes de Melissa officinalis L.,
em funcdo de tipos de meio de cultura. UFLA, Lavras-MG, 2007.

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

As barras indicam o erro padrdo de cada tratamento.

Para o comprimento da parte aérea, observou-se que, no meio MS, as
plantulas apresentaram melhor resposta (8,86 cm), seguido do meio MS/2 (4,5
cm). No meio MS/4, as plantulas apresentaram com menor comprimento de

parte aérea (2,5 cm) (Figura 3).
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FIGURA 3: Comprimento de parte aérea de plantulas germinadas de sementes de
Melissa officinalis L., em funcdo de tipos de meio de cultura. UFLA, Lavras-MG,
2007.

*As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

As barras indicam o erro padrdo de cada tratamento

A presenca de uma maior concentracao de sais, possivelmente, interferiu
no potencial hidrico do meio de cultura e, reduziu a disponibilidade de dgua para
o processo de embebicdo da semente na germinagdo.

Com relagdo ao efeito da sacarose, independente do tipo de meio, pode-
se observar que a concentracdo de 1,5% proporcionou melhores resultados para

as trés variaveis analisadas (Tabela 1).
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TABELA 1: Indice de velocidade de germinagio (IVG), porcentagem de
germinacdo (%) e comprimento da parte aérea de Melissa officinalis, em funcio
de concentragdes de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Valores médios

Concentragdes de % de germinacdo  Comprimento da

IVG
sacarose (%) parte aérea (cm)
1,5 13,30 a* 57,78 a 6,38 a
3,0 9,87 b 45,84 b 4,16 b

* As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste
de F, a 5 % de probabilidade.

Tais constatacdes, provavelmente, se devem ao fato de que a semente ja
possua, em sua reserva nutritiva, teor de sacarose que lhe permita a emissdo da
plimula e da radicula. Adicionalmente, o excesso de sacarose colocado no meio
extracelular pode ter provocado maior dificuldade de absorcdo de dgua, devido a
pressdo osmotica exercida sobre a semente.

Segundo George (1996) a diminui¢do da porcentagem de germinagdo
com o aumento da concentracdo de sacarose € decorrente da regulacdo osmdtica
do meio de cultura, visto que concentragdes elevadas de sacarose fazem com que
o meio de cultura nio tenha dgua disponivel para a embebicdo das sementes,
impossibilitando o inicio do processo de germinacdo. Esse fato explica os
menores valores de IVG e porcentagem de germina¢ido no meio contendo maior
concentracio de agucar.

O mesmo pdde ser observado para a concentragdo de sais do meio, em
que 0 meio com menores concentracdes proporcionou maiores taxas de
germinacdo. Por outro lado, concentracdes superiores de nutriente no meio,

embora possam reduzir a germinacdo, produzem plantulas maiores, mais
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vigorosas, aumentando a reserva dos tecidos, o que € importante para as etapas
iniciais de aclimatizacgao.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram encontrados por
Souza et al. (2003) que, estudando a germinacgdo in vitro de embrides de
Lychnophora pinaster, observou que o meio MS, por conter elevadas
concentracdes de nutrientes, inibiu a germinacdo de embrides desta espécie, ao
passo que os meios com menores concentracdes salinas (WPM e MS/4)
proporcionaram maiores taxas de germinagao.

Ja Naves (2001), estudando a propagacdo in vitro de bromélia imperial e
avaliando a germinacdo de sementes utilizando meio MS em diferentes
concentracdes (0%, 25%, 50%, 75%, 100% e 125%), observou uma maior
velocidade de germinacdo e porcentagem de germinagdo nas sementes presentes
nos meios com concentragdes superiores a 75% do MS, tendo o mesmo sido
observado para a altura final das plantulas.

Assim, é importante conhecer os fatores que afetam a germinacgdo de
sementes de cada espécie, para se obter sucesso no processo de estabelecimento

de plantulas in vitro.

Experimento II: Multiplicacio ir vitro e aclimatizacao de Melissa officinalis
L

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

Para a varidvel nimero de brotos, no primeiro subcultivo, ndo houve
diferenca no nimero médio de brotos para as plantulas presentes no meio MS e
no meio MS + 4,44 uM de BAP. Ja no segundo e terceiro subcultivos, as

plantulas presentes no meio com BAP apresentaram um niimero médio de brotos
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significativamente maior que as plantulas presentes no meio MS sem a presenca

de BAP (Tabela 2).

TABELA 2: Nimero médio de brotos de Melissa officinalis, em funcdo do meio
de cultura nos trés subcultivos. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Tratamentos 1° subcultivo 2° subcultivo 3° subcultivo
MS 191 a 1,59 b 2b
MS + BAP 1,98 a 3,25a 3,7a

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

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

Pesquisas de Erig et al. (2002), ao estudarem a acdo de 6-
benzilaminopurina e 4cido naftaleno acético na multiplicacdo in vitro da
amoreira-preta, mostraram que as concentra¢des de 2 e 4 uM de BAP foram
responsdveis pelo maior niimero de brotagdes.

Com relacio ao numero de nds, observou-se que, para os trés
subcultivos, as plantulas presentes no meio MS sem a presenca de BAP
apresentaram um nimero de nés maior (média de 3,8 nds) que as plantulas
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 3.
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TABELA 3: Nimero médio de nés de Melissa officinalis, em fun¢io do meio
de cultura nos trés subcultivos. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Tratamentos 1° subcultivo 2° subcultivo 3° subcultivo
MS 3,54 a 3,42 a 4.6 a
MS + BAP 1,06 b 2,73 b 3,6b

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

A partir desses resultados de nimero de brotos e nimero de nds, pode-se
calcular a taxa de multiplicacdo das plantulas presentes no meio sem e com
BAP. As plantulas presentes no meio MS sem BAP foram multiplicadas em
segmentos nodais a partir do nimero de ndés e nas plantulas presentes no meio
MS com a presenca de BAP realizou-se a individualizacio de brotos.

Assim, pode-se estimar, a partir dos valores médios de ndmeros de nés
para plantulas presentes no meio MS e a partir do nimero de brotos para
plantulas presentes no meio MS + BAP, o nimero de plantulas obtidas no final
de seis meses de cultivo.

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

plantulas (Figuras 4 e 5).
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Por esses resultados pode-se observar que a taxa de multiplicacio de M.
officinalis é cerca de 2,1 vezes maior para plantulas subcultivadas em meio MS
do que para plantulas subcultivadas em meio MS na presenca de BAP.

Este resultado € muito interessante visto que embora a presenca de
BAP no meio de cultura proporcione a formagao de miiltiplos brotos, a taxa de
multiplicacdo de melissa € maior na auséncia de BAP, sendo um fator muito
importante na diminuicao de custos na produc¢do comercial de mudas.

Gratapaglia & Machado (1998) afirmam que, embora o principal
objetivo a ser alcancado na fase de multiplicagdo € produzir o maior niimero de
plantas possivel, no menor espaco de tempo, alguns aspectos qualitativos
importantes devem ser considerados. Ndo basta conseguir altas taxas de
multiplicacdo em alguns explantes, o importante é obter uma taxa média
satisfatéria com o minimo de variacdo de explante para explante.

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

foi de 1,3 cm (Tabela 4).

TABELA 4: Comprimento médio do maior broto de Melissa officinalis, em
funcdo do meio de cultura, nos trés subcultivos. UFLA, Lavras-MG, 2007.

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

* As médias seguidas de mesma letra na coluna niao 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

producdo de partes aéreas, mas o seu excesso € tOxico e caracteriza-se,
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principalmente, pelo demasiado entufamento e falta de alongamento das
culturas, reducdo no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo generalizada, o que leva 4
sérios problemas na fase de enraizamento, fato este que pode ter ocorrido com a
melissa.

Giacobbo et al. (2003), estudando a multiplicagdo in vitro de porta-
enxerto de macieira com diferentes niveis de benzilaminopurina e 4cido
naftaleno acético (NAA), observaram que dosagens superiores a 0,49 uM de
BAP proporcionaram um decréscimo no crescimento das brotacdes de macieira.

Pasqual & Barros (1992), trabalhando com  barbatimio
(Stryphnodendron adstringens), avaliaram o efeito de combinag¢des de BAP (0,0;
0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L'l) e NAA (0,0; 0,1 e 1,0 mg L'l) adicionadas a meio MS
sobre a proliferacdo de brotos em segmentos de plantas oriundas de germinagdo
de sementes e mantidas in vitro e verificaram que o maior niimero de brotos
maiores que 1 cm (1,21) foi observado na auséncia de reguladores de
crescimento.

Com relacdo ao numero de raizes, observou-se que as plantulas
presentes no meio MS sem BAP formaram em média 2,2 raizes por plantula. J4
para as plantulas presentes no meio contendo BAP, ndo houve a formacdo de

raizes em nenhum dos subcultivos (Tabela 5).

TABELA 5: Nimero médio de raizes de Melissa officinalis, em fung¢do do meio
de cultura nos trés subcultivos. UFLA, Lavras-MG, 2007.

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

* 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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Na Figura 6, sdo mostradas plantulas de melissa apés o primeiro
subcultivo em meio MS sem e com BAP, destacando-se as caracteristicas

analisadas.

FIGURA 6: Plantulas de Melissa officinalis cultivadas in vitro com 30 dias. A)
Plantula cultivada em meio MS sem BAP. B) Plantula cultivada em meio MS
com 4,44 uM de BAP (multiplos brotos). UFLA, Lavras-MG, 2007.

Por esses resultados é possivel explicar o que foi observado na etapa de
aclimatizagdo. Houve 70% de sobrevivéncia das plantulas que estavam presentes
no meio MS sem a presengca de BAP e 0% de sobrevivéncia das plantulas
provenientes de subcultivos em meio MS com 4,44 uM de BAP (Figura 7). Esse
resultado se deve a presenca de raizes nas plantulas vindas do cultivo em meio
MS e a auséncia nas plantulas cultivadas em meio com BAP. Além disso, as

plantulas cultivadas em meio MS eram maiores e mais vigorosas.
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FIGURA 7: Plantas aclimatizadas de Melissa officinalis, subcultivadas em meio
MS. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Na Figura 8 sao mostradas as plantas provenientes de subcultivos em
meio MS e aclimatizadas, sendo cultivadas em vasos de 3 litros contendo
substrato comercial Plantmax®, observa-se um perfeito desenvolvimento dessas

plantas.

FIGURA 8: Plantas de Melissa officinalis com 20 dias de cultivo em vasos.
UFLA, Lavras-MG, 2007.
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Juliani et al. (1999) estudaram um método de micropropagacdo do
arbusto perene com propriedades medicinais, Lippia junelliana (Verbenécea),
utilizando brotos apicais e segmentos nodais, inoculando-se os explantes em
meio MS completo suplementado com 4,4 uM de BAP ou 0,04 uM de IBA +
4,4 uM de BAP. Estes autores constataram que o enraizamento dos brotos foi
maior (100%) em meio MS completo sem regulador de crescimento. Como
ocorrido para a espécie em estudo.

Estudando a propagacdo in vitro de Notacactus magnificus, Medeiros et
al. (2006), utilizando o meio MS suplementado com oito diferentes
concentracdes de BAP e NAA, observaram que o maior nimero de brotos
ocorreu quando foi suplementado com 22,2 uM de BAP. Costataram também
que o enraizamento dos brotos ocorreu na presenca de meio MS sem a adigdo de
reguladores e que somente as plantulas enraizadas in vitro apresentaram um
desenvolvimento normal no cultivo em casa de vegetacdo.

Assim, é necessdrio que se faca um estudo do desenvolvimento in vitro
de cada espécie, partindo da sua germinagdo, avaliando sua taxa de

multiplicacdo, até sua aclimatizacao e posterior transplantio para o campo.
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CONCLUSAO

A menor concentragdo de sais do meio MS e de sacarose proporciona
melhores respostas para a germinagdo in vitro de sementes de Melissa
officinalis.

Maior comprimento de parte aérea € obtido por plantulas inoculadas em
meio MS com concentracdo completa dos sais.

A taxa de multiplica¢do das plantulas subcultivadas meio MS sem BAP
¢ 2,1 vezes maior do que em plantulas subcultivadas em meio MS com a

presenca de BAP.
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CAPITULO I

Micropropagacao de Melissa officinalis L., em funcio de volumes de meio
de cultura e posicao do explante

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os volumes de meio e o tipo de
explante na micropropagaciao de Melissa officinalis. Quatro volumes de meio
MS: 10, 20, 30 e 40 mL e trés tipos de explantes: segmento apical, segmento
nodal de origem mediana e segmento nodal de origem basal foram avaliados. Os
experimentos foram implantados no delineamento inteiramente casualizado,
sendo o primeiro composto por 5 repeticdes com 5 frascos por repeticdo e o
segundo com 7 repeti¢des e 4 tubos por repeti¢do. Apos 30 dias foram realizadas
as avaliacdes: no primeiro experimento o nimero de brotos, o nimero de nds, o
comprimento do maior broto, o nimero de raizes principais e a taxa de
sobrevivéncia e, no segundo experimento avaliou-se o ndmero de brotos, o
nimero de nés e o comprimento do maior broto. Constatou-se que o volume de
meio influenciou significativamente o nimero de nés e o comprimento da maior
brotacdo. Com relacdo ao tipo de explante observou-se que os segmentos nodais
obtidos das posi¢des mediana e basal produziram um maior nimero de brotos e
o segmento apical produziu brotos com maior nimero de ndés e maior
comprimento.

Palavras-chave: Melissa officinalis, planta medicinal, cultura de tecidos.
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ABSTRACT

Micropropagation of Melissa officinalis L. in function of culture
medium volume of and explant types

The present work had as objective to evaluate the volume and the explant types
in the Melissa officinalis micropropagation. Four volume of MS medium: 10,
20, 30 and 40 mL and three explant types were evaluated: apical segment, nodal
segment of medium origin and nodal segment of basal origin. The experiments
were carried out completlely randomized design, being the first composed by 5
replication with 5 flasks per replication and the second with 7 repetitions and 4
tubes per replication. After 30 days the evaluations were accomplished, was
evaluated for the first experiment the number of shoots, number of nodes, length
of the largest shoot, number of main roots and survival rate and for the second
experiment were appraised the number of shoots, number of nodes and length of
the largest shoot. It was verified that the volume of medium influenced
significantly the number of nodes and the length of the largest shoot. The type of
explant was observed that the nodal and basal types produced a larger number of
shoots and the apical segment produced shoots with larger number of nodes and
larger length.

Key words: Melissa officinalis, medicinal plant, tissue culture.
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INTRODUCAO

Acredita-se que a utilizacdo de plantas medicinais, como terapia curativa
e preventiva, seja tdo antiga quanto o homem (Martins et al., 1998). O homem
primitivo, na busca de vegetais para a sua alimentacdo, ji selecionava algumas
plantas para o tratamento de suas enfermidades.

No Brasil, o crescimento do mercado de medicamentos fitoterdpicos é
da ordem de 15% ao ano, enquanto o crescimento anual do mercado de
medicamentos sintéticos gira em torno de 3% a 4% (ABIFITO, 2001).

Melissa officinalis, conhecida popularmente como erva cidreira ou
melissa, € uma planta arbustiva de origem mediterranica e asiitica, da familia
Lamiaceae, podendo atingir de 20 a 80 cm de altura. As folhas sdo de cor verde-
intenso, na parte superior e verde-claro, na parte inferior. As flores, quando
surgem, sdo brancas ou amareladas, podendo se tornar rosadas com o passar do
tempo.

Acredita-se que a melissa apresenta indmeras propriedades medicinais
como diminui¢cdo de gases e célicas, estimulante da transpiracdo, calmante,
sedativa, digestiva, age contra a insOnia, enxaqueca, tensao nervosa, ansiedade e
ajuda nos casos de traumatismo emocional.

Na micropropagacio de uma espécie, o primeiro passo € o
estabelecimento in vitro de plantas, o que se inicia com a selecdo dos explantes
mais adequados. Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a
propagacdo in vitro de uma planta. Na selecdo desses, devem ser considerados
aspectos, como o nivel de diferenciacdo do tecido utilizado e a finalidade da
micropropagacdo (Grattapaglia & Machado, 1998).

Verificando a regeneragdo in vitro de maracuja-amarelo (Passiflora

edulis) Crespo et al. (2003) estudaram trés tipos de explantes (basal, mediano e
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apical) e observaram que o explante apical produziu maior nimero de brotos, de
noés, nimero de folhas, maior altura de brotos e maior nimero de raizes.

Murashige (1977) afirmou que quanto menor o explante, menor a
quantidade de meio a ser utilizado. Para dpices caulinares de batata-doce e
batata, 4 mL de meio liquido sdo suficientes para a diferenciacio e o
crescimento inicial. Entretanto, em culturas estabelecidas, a taxa de crescimento
¢ diretamente proporcional a quantidade de meio.

Carvalho et al. (1995), estudando a influéncia de fatores fisicos no
desenvolvimento e crescimento in vitro de batata-doce (Ipomoea batatas),
verificaram que 10 mL de meio de cultura por frasco com quatro explantes,
proporcionaram maior formacgdo de gemas em relagdo aos volumes de 20 e 30
mL.

A quantidade de meio utilizada é uma varidvel que tem recebido pouca
atencdo. Ela afeta diretamente a 4rea superficial da interface meio-atmosfera, o
volume de ar sobre o meio e a profundidade do meio. (Grattapaglia & Machado,
1998).

Assim, o objetivo no presente trabalho foi verificar a influéncia do
volume de meio e do tipo de explante na micropropagacdo de Melissa officinalis

L.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de

Tecidos e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras.

Experimento I: Diferentes volumes de meio na micropropagacao de Melissa
officinalis L.

Segmentos nodais foram utilizados como fonte de explantes obtidos de
plantulas de melissa pré-estabelecidas in vitro. Foram inoculados cinco
explantes por frasco de 12 cm de altura e volume interno de 300mL, contendo os
diferentes volumes de meio MS (Murashige & Skoog, 1962), que foram de 10,
20, 30 e 40mL.

Os frascos contendo os explantes foram mantidos em sala de
crescimento, a temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas luz, sob
intensidade luminosa de 25 ymol m”s™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC),
sendo cada tratamento composto por 5 repeticdes e 5 frascos por repeti¢do.

A avaliacdo foi realizada 30 dias apds a inoculacdo dos explantes e
incluiu ndmero de brotos, nimero de nés, comprimento do maior broto, niimero
de raizes principais e taxa de sobrevivéncia.

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o software Sisvar
(Ferreira, 2000), tendo sido realizada a andlise de varidncia, com aplica¢do do

teste F, a 5% de probabilidade e as médias analisadas por regressao polinomial.
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Experimento II: Tipos de explante na propagacao in vitro de Melissa
officinalis L.

O experimento foi constituido de trés tratamentos: segmento apical,
segmento nodal proveniente de regido mediana e segmento nodal proveniente de
regido basal. Os segmentos utilizados foram obtidos de plantulas
preestabelecidas in vitro, sendo estes inoculados em tubos de ensaio de 25 x 150
mm contendo 12 ml de meio MS.

Os tubos contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas luz, sob intensidade
luminosa de 25 umol m™s™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC),
sendo cada tratamento composto por 7 repeticdes e 4 tubos por repeticao,
totalizando 28 tubos por parcela.

A avaliagdo foi realizada 30 dias apds a inoculacdo dos explantes,
compreendendo nimero de brotos, nimero de nés e comprimento do maior
broto.

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o software Sisvar
(Ferreira, 2000), tendo sido realizada a andlise de variancia, com aplicacdo do

teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Diferentes volumes de meio na micropropagacio de Melissa

officinalis L.

O volume de meio influenciou significativamente as varidveis nimero

de n6s e comprimento do maior broto, sendo o efeito linear mais adequado para

explicar os resultados (p < 0,05). J& para as varidveis nimero de brotos, nimero

de raizes principais e taxa de sobrevivéncia, os diferentes volumes de meio nio

tiveram influéncia significativa.

Para as varidveis ndmero de nés e comprimento do maior broto,

observou-se que, a medida que aumenta o volume do meio de cultura hd uma

tendéncia de aumento das duas varidveis (Figura 1 e 2).
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FIGURA 1: Nimero médio de nds por planta de Melissa officinalis L. cultivada
em diferentes volumes de meio MS, apds 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras-MG,

2007.

*Significativo, a 5%, pelo Teste de F.
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Para o comprimento médio do maior broto observou-se que até o
volume de 40 mL foi observado brotos com maior comprimento (7,57 cm) € no
volume de 10 mL observou-se plantulas com 2,54 cm, sendo o menor

comprimento por broto obtido (Figura 2).
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FIGURA 2: Comprimento do maior broto de Melissa officinalis L. cultivada em
diferentes volumes de meio MS, apds 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras-MG,
2007.

* Significativo, a 5%, pelo Teste de F.

A adequada disponibilidade de nutrientes para as plantulas ocorreu nos
frascos que continham maior volume de meio, devido a maior disponibilidade de
nutrientes. Aliada ao menor volume de meio houve também a competicdo por
nutrientes entre plantulas dentro do frasco, visto que foram utilizadas cinco
explantes por frasco. Dessa forma, menor volume de meio e cinco plantulas por

frasco levaram a maior competicio por nutrientes e, conseqiientemente, a
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reducdo do crescimento in vitro. Em contrapartida, quando os explantes foram
micropropagados em volume maior de meio, houve tendéncia de menor
competicdo entre as plantulas e, conseqiientemente, maior crescimento, devido
ao melhor aproveitamento dos nutrientes. Isso explica o fato das plantulas terem
alcangado maior comprimento e nimero de nds, além de maior vigor, verdes e
com alta taxa de sobrevivéncia (88%), apesar de ndo significativa para esta

varidvel (Figura 3).

10mL 20mL 30mL 40mL

FIGURA 3: Volumes de meio no crescimento in vitro de segmentos nodais de
Melissa officinalis L., ap6s 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras-MG, 2007.

Resultados semelhantes foram observados por Reis et al. (2004). Esses
autores estudaram os tamanhos e posi¢des de explantes e volumes de meio de
cultivo na multiplicag@o de ipeca (Psychotria ipecacuanha), testando os volumes
de 10, 20, 30 e 40 mL de meio. Os melhores resultados foram obtidos com os
volumes de 30 e 40 mL.

Pereira (2006), estudando a proliferagdo in vitro de brotos de curaua

utilizando diferentes volumes de meio (10, 15, 20, 25 e 30 mL), observou que a
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medida que aumenta o volume de meio, aumenta também o ndmero de brotos de
curaud. J4 Rodrigues et al. (2005) verificaram maior proliferagdo de brotos de
Cattleya persivaliana em frascos contendo 50 mL de meio, quando comparados
com aqueles de 25, 75, e 100 mL.

Assim, infere-se que o rendimento esperado do cultivo in vitro, em se
tratando do volume de meio de cultura, serd em fung¢do do programa de

desenvolvimento de cada espécie vegetal.

Experimento II: Tipos de explante na propagacio in vitro de Melissa

officinalis L.

Os diferentes tipos de explante influenciaram significativamente nas
varidveis analisadas (p < 0,05).

Para a varidvel nimero de brotos os segmentos nodais provenientes das
regides mediana e basal produziram maior nimero de brotos (1,85 e 1,89 brotos
respectivamente) e o segmento apical produziu o menor nimero de brotos (1,07

brotos), conforme Figura 4.
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FIGURA 4: Nimero de brotos de Melissa officinalis, em fungdo do tipo de
explante retirado na plantula ap6s 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras-MG, 2007.
* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

As barras indicam o erro padrao de cada tratamento.

O menor nimero de brotos foi produzido pelo segmento apical devido
ao balanco hormonal que induz a forte dominancia apical, em que houve a
formagdo, em média, de um broto por planta. J4 no segmento nodal, tanto da
regido mediana quanto basal da plantula, havia a presenca de duas gemas
laterais, conseqiientemente produzindo, em média, dois novos brotos por planta.

Com relagdo ao nimero de nds, o segmento apical produziu plantulas
com um maior nimero (4,62 nds por plantula). J4 para os segmentos nodais
provenientes das regides mediana e basal, o nimero de nés foi menor (3,14 e

2,74 nos por plantula, respectivamente) como se pode observar na Figura 5.
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FIGURA 5: Numero de nés de Melissa officinalis, em fung¢do da posi¢cdo do
explante retirado na plantula. UFLA, Lavras-MG, 2007.

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.
As barras indicam o erro padrdo de cada tratamento.

Taiz & Zeiger (2004) afirmam que o segmento apical possui um balango
hormonal que induz forte dominéncia apical na formacao da planta. Isso explica
o fato deste explante apresentar maior nimero médio de segmentos nodais por
brotacdo, demonstrando a compensacdo na distribui¢cdo da biomassa produzida,
em conseqiiéncia das plantas originadas desse segmento nodal apresentarem
menor nimero de brotagdes.

Resultados semelhantes foram observados para a varidvel comprimento
do maior broto, em que um maior comprimento foi obtido de segmentos apicais,
produzindo plantulas que apresentaram, em média, 9,1 cm. J4 para os segmentos
nodais obtidos da regido mediana e basal, os comprimentos foram menores, ou

seja, em média, 4,46 e 3,22 cm, respectivamente (Figura 6).
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FIGURA 6: Comprimento do maior broto de Melissa officinalis, em funcio
da posi¢do do explante retirado na plantula. UFLA, Lavras-MG, 2007.

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

As barras indicam o erro padrio de cada tratamento.

Segundo Torres et al. (1998), gemas apicais, normalmente, apresentam
maior capacidade de crescimento do que gemas axilares, devido ao efeito da
dominéncia apical. Entretanto, é freqiiente a op¢do pelo uso de gemas axilares,
em funcdo de ocorrerem em maior nimero por planta matriz.

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram observados por
Nicoloso & Erig (2002), estudando o efeito do tipo de segmento nodal e
tamanho do recipiente no crescimento de plantas de Pfaffia glomerata (ginseng
brasileiro) in vitro, observaram que segmentos apicais produziram menor
nimero de brotos, mas com um maior nimero de nés e que segmentos basais

proporcionaram maior nimero de brotos e plantulas com maior comprimento.
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Pereira & Fortes (2001), ao estudarem a multiplicagdo e a aclimatagcdo
da macieira, influenciadas pelo tipo de explante e pelo tempo de permanéncia
em meio de cultura de enraizamento observaram que os explantes de origem
basal proporcionaram a formacdo de um maior nimero de brotacdes (12,04
brotos) e com maior comprimento (2,04 cm). Ja os explantes de origem apical
produziram, em média, 7,37 brotos com 1,68 cm de altura.

Ja Sousa & Miranda (2002), estudando o efeito do tipo de explante e da
relacio IBA/BAP na micropropagacdo de Catharanthus roseus, obtiveram
resultados diferentes aos resultados encontrados para melissa para a varidvel
nimero de brotos, onde o segmento apical produzido um maior nimero de
brotos em relagdo ao segmento nodal.

De acordo com Pierik (1990) e Grattapaglia & Machado (1990), sdo
comuns os efeitos da posicdo dos explantes sobre a multiplicagdo in vitro. O uso
de segmentos de origem basal e apical pode causar uma fonte de variacdo na
resposta final e, dessa forma, provocar erros na estimativa da multiplicacdo. Isso
confirma os resultados deste experimento e salienta a importancia de se trabalhar
com material vegetal homogéneo, para maior precisdo na estimativa da

multiplicacdo.
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CONCLUSAO

O volume de meio de cultura influencia no crescimento in vitro de
melissa, sendo que a medida que aumenta o volume de meio ha tendéncia de
aumento do nimero de nés e comprimento do maior broto.

A posicdo do segmento caulinar influencia na micropropagacdo de

melissa.
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CAPITULO III

Teor e composi¢iao quimica do dleo essencial de Melissa officinalis L. in
vitro, sob a influéncia do meio de cultura

RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito do meio de cultura na produ¢do e composi¢ao
quimica do ¢6leo essencial de Melissa officinalis, foi realizado o presente
trabalho, avaliando trés concentracdes do meio de cultura MS. O experimento
foi implantado em delineamento inteiramente casualizado, com 7 repeti¢cdes, em
que cada repeti¢cdo foi representada por uma amostra de 20 g de plantulas
frescas. A extracdo do 6leo foi realizada em aparelho de Clevenger Modificado,
com duracdo de 1 hora e 30 minutos e a andlise quimica foi realizada por
cromatografia gasosa. Observou-se que o teor e a composicdo quimica do 6leo
essencial de M. officinalis, foram influenciados pela concentragdo de sais do
meio MS. As plantulas que se desenvolveram nos meios MS e MS/4
apresentaram um maior teor de O6leo essencial, tendo os componentes
majoritarios sido o geranial (25,23% e 16,21%, respectivamente) e o neral
(24,5% e 20,53%, respectivamente). J4 o componente majoritirio presente no
6leo de plantulas de melissa cultivadas em meio MS/2 foi o acetato de nerila
(18,69%).

Palavras chave: Melissa officinalis, planta medicinal, 6leo essencial, cultura de
tecidos.
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ABSTRACT

Content and chemical composition of the essential oil of Melissa officinalis L.
in vitro under influence of the culture medium

With the objective to evaluate the effect of the culture medium in the content and
chemical composition of the essential oil of Melissa officinalis was carried out
the present work, evaluating three concentrations of MS culture medium. The
experiment was in the completely randomized design, with 7 replications each
replication was represented by 20 g of fresh biomass. The oil extraction was
accomplished in Clevenger Modified apparatus for 1 hour and 30 minutes and
the chemical analysis was accomplished by gaseous cromatography. It was
observed that the content and the chemical composition of the essential oil of M.
officinalis, was influenced by the concentration of MS medium. The plants
grown in MS medium and MS/4 presented a larger content of essential oil, the
majority components of these plants were the geraniol (25.23% and 16.21%
respectively) and nerol (24.5% and 20.53% respectively). The major component
present in the oil of melissa plants cultivated in MS/2 was medium neryl acetate
(18.69%).

Key words: Melissa officinalis, medicinal plant, essential oil, tissue culture.
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INTRODUCAO

Planta origindria da regido que circunda o Mediterraneo e também a
Asia, Melissa officinalis L., conhecida popularmente como erva cidreira, € uma
planta arbustiva, da familia Lamiaceae, podendo atingir de 20 a 80 cm de altura.
Os caules, ramificados a partir da base, formam touceiras. As folhas sdo de cor
verde-intenso na parte superior e verde-claro na parte inferior. As flores, quando
surgem, sdo brancas ou amareladas, podendo se tornar rosadas com o passar do
tempo (Launert, 1989). Toda a planta emana um odor semelhante ao do limao,
que se torna mais intenso depois que a planta seca.

Acredita-se que a melissa apresente inimeras propriedades medicinais
como diminuir gases e cOlicas, estimular a transpiracdo, além de ser calmante,
sedativa, digestiva, agir contra insdnia, enxaqueca, tensao nervosa, ansiedade e
ajuda nos casos de traumatismo emocional.

O 6leo essencial encontra-se em toda a planta, mas sua composicio e
teor especifico variam de acordo com a parte da planta selecionada (Silva,
1998), as condicdes climatéricas de desenvolvimento, a época de colheita, a
origem das plantas, a preparagdo das amostras e as técnicas de isolamento. Os
rendimentos em Oleo essencial de M. officinalis obtidos por hidrodestilacdo sio
habitualmente muito baixos (0,02% a 0,40%) tornando-se, assim, pertencente a
uma das classes mais preciosas de Oleo essencial, apresentando alto preco,
comparado aos pregos do 6leo essencial de rosas e de flor de laranja (Sorensen,
2000).

Estudos da composi¢do quimica do 6leo essencial obtido de folhas de
Melissa officinalis in vitro mostram a presen¢a dos componentes majoritdrios
citronelal (2%-40%) e citral (mistura de neral e geranial: 10%-30%), seguidos

pelo B-cariofileno, germancreno D, ocimeno e citronelol (Silva et al., 2005).
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O meio ambiente e os fatores nutricionais, bem como o meio de cultura
podem controlar o cultivo in vitro. Além de facilitar a propagacdo das plantas, as
técnicas in vitro podem auxiliar vantajosamente no estudo da produgao, actimulo
e metabolismo de importantes metabodlitos secunddrios (Hypolyte, 2000;
Panagiotopoulos, 2000).

Virios trabalhos tém sido realizados, com diferentes espécies medicinais
com a finalidade de determinar a producdo e a composi¢do quimica do 6leo
essencial de plantas cultivadas in vitro.

Guedes et al. (2003) estudaram a producdo de 6leo essencial de plantas
de Hypericum androsaemum L. que foram cultivadas em meio que continha os
macronutrientes de Margara N30K (1989) e os micronutrientes e constituintes
organicos do meio de Murashige & Skoog (1962), com excec¢do da tiamina, da
qual foram usados 0,8 mg L™

Estudando a produgdo de 6leo essencial de brotos in vitro de sélvia
(Salvia officinalis), Gomes & Ferreira (2003) utilizaram, como meio de cultura
basico, o MS suplementado com diferentes combinagdes de citocininas. Esses
autores observaram que o tipo e a concentracio da citocinina influenciaram no
acumulo de 6leo essencial.

De acordo com as pesquisas levantadas neste trabalho, infere-se que a
capacidade de producdo e o acumulo de 6leo essencial de brotos in vitro de M.
officinalis nao foram ainda suficientemente estudados. Sendo assim, o objetivo
neste trabalho foi estudar o teor e a composi¢do quimica do 6éleo essencial de
Melissa officinalis L., a partir de parte aérea cultivada in vitro em diferentes

concentracdes de meio MS.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicoes de cultivo

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodo de margo a
agosto de 2006.

Plantulas pré- estabelecidas in vitro a partir de sementes germinadas em
meio com 25% da concentracdo dos sais do MS, foram utilizadas como doadoras
de explantes para a condugdo do ensaio. As plantulas foram multiplicadas em
meio MS a partir de segmentos nodais e apicais, a fim de se obter o estande ideal
para a extragdo de dleo essencial. A partir da obten¢do do nimero de plantulas
ideal estas foram repicadas em segmentos nodais e apicais, que foram
inoculados nos respectivos meios de cultura: MS com a concentracdo completa
dos sais, MS com a metade da concentracdo dos sais (MS/2) e MS com um

quarto da concentracio dos sais (MS/4), que representam os tratamentos.

Extracio, teor e composi¢io quimica do 6leo essencial

Cada amostra foi composta por 20 g de plantulas frescas
(aproximadamente 180 plantulas, com cerca de 6 cm, em média, cada).

Apés pesada, a amostra foi imediatamente vertida em baldo de 1 L
contendo 300 mL de dgua destilada. Posteriormente baldo foi colocado em
aparelho de Clevenger Modificado, para a hidrodestilacdo, por 1 hora e 30
minutos de dura¢do. O hidrolato coletado foi particionado com diclorometano,
na propor¢do de Y do total obtido, dividido em trés vezes. Como dessecante, foi
adicionado sulfato de magnésio anidro, durante 24 horas, e, apds esse periodo, a

solucdo foi filtrada. Em seguida, o sal foi removido por filtragdo simples e o
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solvente evaporado a temperatura ambiente, sob capela de exaustdo de gases
sendo, posteriormente, determinada sua massa residual.

As andlises quimicas foram realizadas em um aparelho de cromatografia
gasosa acoplado a um espectrometro quadrupolar de massas (CG-EM),
Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japdao), nas seguintes condi¢cdes operacionais:
coluna capilar de silica fundida, modelo CBP-5 (30 m de comprimento X 0,25
mm de didmetro interno X 0,25 pm de espessura do filme em 5% de
fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu, Japao), com fluxo de 1 ml.min™' de hélio
como gés de arraste; aquecimento com temperatura programada (60°C com um
gradiente de 3°C.min"" até 240°C e, em seguida, com um gradiente de 10°C.min"
! até 270°C, mantendo-se uma isoterma de 7 min, com um tempo total de corrida
de 70 min). A energia de ionizacdo do detector foi de 70 eV, sendo o volume de
injecdo da amostra de 0,5 pl diluida em diclorometano (grau ultra-residuo,
Baker, EUA) e uma razao de inje¢do de 1:20. As temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente. A andlise foi
conduzida no modo varredura, a velocidade de 1,0 varredura.s™, com intervalo
de massas de 40-400 m/z. A andlise quantitativa foi obtida pela integracdo do
cromatograma total de fons (TIC). A identificacdo dos constituintes foi realizada
por comparacdo automdtica e manual, dos espectros de massas com os das
bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparagdo dos espectros de massas e
indices de reten¢do (IR) com os da literatura (Adams, 2001) e co-inje¢cdo com
padrdes auténticos. Os IR foram calculados por meio da co-injecdo, com uma
mistura de hidrocarbonetos, Cs—Cs;, (Sigma, EUA) e com aplicacdo da equacao

de Van Den Dool & Kratz (1963).
Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 3

tratamentos, compostos de variagdes da concentragdo dos sais do meio MS,
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sendo cada tratamento contendo 7 repeticoes, em que cada repeticio foi
representada por uma amostra de 20 g de plantulas frescas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se
o software Sisvar (Ferreira, 2000), sendo o Teste de Skott e Knott o utilizado

para se comparar as médias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que houve diferenga significativa no teor de 6leo essencial
(p £0,05), para as diferentes concentra¢des do meio MS.

De acordo com a Figura 1, pode-se observar que os maiores teores de
6leo foram detectados nas plantulas presentes nos meios MS e MS/4, tendo no

meio MS/2, as plantulas produzido menor teor de dleo.

0,05

0,045 4
0,04 - a5 0,036 a

0,042 a*

0,035 - T
0,03 -
0,025 - 0,02b
0,02 | I

0,015
0,01 A
0,005 -

Teor de 6leo (%)

MS MS/2 MS/4

Concentracao do meio MS

FIGURA 1: Teor de 6leo essencial de Melissa officinalis L., em funcdo das
diferentes concentracdes do meio MS. UFLA. Lavras-MG, 2007.

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Scott &
Knott a 5% de probabilidade. As barras em evidéncia indicam o erro padrdo da
média.

Por este resultado pode-se observar que, possivelmente, plantulas
presentes no meio MS produziram um maior teor de 6leo essencial, devido a
presenca de uma concentragdo ideal de nutrientes para o seu metabolismo; o teor

de 6leo diminuiu no meio MS/2 devido a reducdo da concentragao de nutrientes
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no meio. J4 para o meio MS/4, provavelmente, devido a deficiéncia de
nutrientes, a plantula, para promover a sua defesa em uma situagcdo de estresse,
produziu maior teor de dleo essencial, visto que o comprimento das plantulas foi
diminuindo com a redug¢@o da concentragdo do meio MS (dados ndo publicados).

Mann (1987) afirma que as rotas dos metabdlitos secundarios das
plantas sé sdo ativadas durante alguns estdgios particulares de crescimento e
desenvolvimento ou em periodos de estresse causados por limitagdes
nutricionais.

A adaptabilidade das plantas em condi¢des de estresse € influenciada
pela duracdo e pela magnitude do estresse, além da variabilidade genética. A
concentracdo de principios ativos nas plantas depende do controle genético e
também das interacdes gendtipo e ambiente, que podem ser desencadeadas em
condicdes de estresse, ou seja, excesso ou deficiéncia de algum fator do meio
ambiente, como 4gua, luz, temperatura e nutrientes, dentre outros (Andrade &
Casali, 1999).

Andrade & Casali (1999) também afirmam que o efeito do estresse
sobre os produtos do metabolismo secunddrio das plantas medicinais parece
variar bastante com o tipo, a intensidade e a duracdo do estresse, podendo
aumentar ou diminuir o teor de 6leos essenciais.

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de M. officinalis obtido
de plantulas presentes no meio MS e MS/4 foram o geranial (25,23% e 16,21%,
respectivamente) e o neral (24,5% e 20,53%, respectivamente). J4 o componente
majoritario presente no 6leo de plantulas de melissa cultivadas em meio MS/2
foi o acetato de nerila (18,69%), mostrando que também o meio influenciou na

composi¢do quimica do dleo essencial de Melissa officinalis L. (Tabela 1).

53



TABELA 1: Composicdo quimica do dleo essencial de plantulas Melissa
officinalis cultivadas em diferentes concentracdes do meio MS. UFLA. Lavras-
MG, 2007.

Componente IR % do componente no 6leo essencial
MS MS/2 MS/4
Desconhecido 1141 2,24 0 1,45
Citronelal 1152 3,35 0,1 2,00
Angelato de prenila 1193 2,37 2,1 3,72
Neral 1240 24,5 4,3 20,53
Citral{ Geranial 1270 2523 5,44 16,21
Desconhecido 1296 0,10 0,8 0,10
Acetato de nerila 1363 6,48 18,69 2,60
Trans-6-hidroxi-a-terpineol 1374 0,10 10,19 8,77
Desconhecido 1404 2,24 2.4 3,73
Desconhecido 1426 3,45 2,2 2,90
Desconhecido 1529 11,92 3,68 11,55
Oxido de cariofileno 1585 5,04 3,61 6,59

A utilizacdo do cultivo de brotos in vitro para estudos de 6leo essencial
ndo tem sido suficientemente explorada para as espécies medicinais no geral.
Nao foram encontrados trabalhos relacionando a producio e a composi¢cdo de
6leo essencial com a concentragdo do meio MS para Melissa officinalis. Porém,
Silva et al. (2005) estudaram a composicao quimica do 6leo essencial de Melissa
officinalis L. in vitro, cultivada em meio MS, sendo a pesquisa voltada para a
influéncia dos reguladores de crescimento 4cido indol acético (AIA) e
benzilaminopurina (BAP). Os autores observaram que tratamentos com 11,42
uM L' de AIA e 8,87 uM L' de BAP resultaram em aumentos de 1,7 e 2,2

vezes na propor¢ao de neral e geranial, respectivamente.
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Gomes & Ferreira (2003), estudando a producdo de dleo essencial de
brotos in vitro de Salvia officinalis, testando o efeito de oito combinacdes de
reguladores de crescimento adicionados ao meio MS, constataram alto acimulo
de 6leo essencial no tratamento que continha a combinacdo de 2,0 mgL™" de
cinetina e 0,05 mgL" de 2,4-D. Os autores também concluiram que o tipo e a
concentracdo do regulador de crescimento ndo influenciaram a composi¢dao
quimica do 6leo essencial de brotos in vitro de sdlvia.

Sudria et al. (1999), estudando também a influéncia de reguladores de
crescimento no conteddo de 6leo essencial de plantulas de Lavandula dentada,
conclufram que o meio que continha 0,1 mgL"' de BA (benziladenina)
proporcionou maior conteido de 6leo, relacionando esse resultado com a maior
ocorréncia de tricomas glandulares nas plantulas presentes neste meio de cultura.

Pesquisas de Guedes et al. (2003), com plantas in vivo e in vitro de
Hypericum androsaemum L., mostraram que o conteido de 6leo essencial
obtido a partir de brotos cultivados in vitro foi seis vezes menor quando
comparado com plantas cultivadas in vivo. Os autores atribuiram este resultado a
imaturidade dos brotos cultivados in vitro e também as condi¢cdes de
crescimento das plantulas.

Ja Arikat et al. (2004), também comparando o rendimento de Oleo
essencial de plantas in vivo e in vitro de Salvia fruticosa, observaram que as
plantulas in vitro apresentaram maior rendimento em relacio as plantas in vivo e
que os constituintes majoritarios detectados no 6leo das plantas in vivo e in vitro
foram similares, sendo eles: a-pireno, 1,8-cineol, camphor e borneol.

Assim, ha necessidade de maior estudo sobre o rendimento de dleo
essencial de plantulas in vitro para as diferentes espécies, devendo-se, também,
fazer um estudo comparativo com o rendimento de 6leo essencial obtido de

plantas in vivo.
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CONCLUSAO

As diferentes concentragdes de sais do meio MS influenciam no teor e

composi¢do quimica do dleo essencial de Melissa officinalis.
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