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RESUMO

ABSTRACT

Influence of culture medium on  in vitro seed germination and multiplication rate
of melissa officinalis L.

The present work was carried out aiming to evaluate in vitro germination of Melissa officinalis seeds and
multiplication rate. Different sucrose (3% and 1.5%) and MS medium salt concentration (MS, MS/2 and MS/4) were
tested for seed germination. For evaluation of multiplication rate, M. officinalis plants were cultured in MS medium
(whole concentration) supplemented or not with 4.44 µmol/L BAP. The experiments were carried out in completely
randomized design, being the first (germination) with 6 repetitions with 5 tubes and the second (multiplication rate)
with 11 repetitions and each one with 4 tubes. In the first experiment, GVI (germination velocity index), seed germination
percentage and shoot length were evaluated, whereas in the second experiment shoot number, nodal number, shoot
length and root number were evaluated. MS/4 medium led to higher germination velocity index and germination
percentage, but greater shoot length was obtained in MS medium. In the second experiment, shoots of M. officinalis
cultivated in MS medium containing 4.44 µmol/L of BAP presented larger shoot number, but with a small number of
nodes and shoot length, as well as without root formation. Higher multiplication rates were achieved in MS medium.
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Influência do meio de cultura na germinação de sementes in vitro e taxa
de multiplicação de Melissa officinalis L.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a germinação in vitro de sementes de Melissa officinalis e sua taxa
de multiplicação. Diferentes concentrações de sacarose (3 e 1,5%) e dos sais do meio MS (MS, MS/2 e MS/4) foram
testadas para a germinação das sementes. Na avaliação da taxa de multiplicação, plantas de M. officinalis foram
cultivadas em meio MS, com ou sem a suplementação de 4,44 µmol/L de BAP. Os experimentos foram implantados em
delineamento inteiramente casualizado, sendo o primeiro (experimento de germinação) com seis repetições e cinco
tubos por parcela e o segundo (experimento de taxa de multiplicação) com 11 repetições e cada parcela composta por
quatro tubos de ensaio. No primeiro experimento avaliaram-se o índice de velocidade de germinação (IVG), a percenta-
gem de germinação e o comprimento do maior broto. No segundo, foram avaliados o número de brotos, número de nós,
comprimento do maior broto e número de raízes principais. Observou-se que o meio MS/4 proporcionou maior IVG e
maior percentagem de germinação, enquanto para o comprimento da parte aérea verificou-se que no meio MS as
plântulas apresentaram maior comprimento. No segundo experimento constatou-se que plântulas de M. officinalis
subcultivadas em meio MS contendo 4,44 µmol/L de BAP apresentaram maior número de brotos, mas com pequeno
número de nós e comprimento de broto, não havendo também formação de raízes. A maior taxa de multiplicação foi
obtida em meio MS sem a adição de regulador de crescimento.

Palavras-chave: Melissa officinalis, planta medicinal, cultura de tecidos.
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INTRODUÇÃO
Melissa officinalis, conhecida popularmente como erva-

cidreira ou melissa, é uma planta arbustiva de origem
mediterrânica e asiática, da família Lamiaceae, podendo atin-
gir de 20 a 80 cm de altura. As folhas são de cor verde-
intenso, na parte superior, e verde-claro, na parte inferior. As
flores, quando surgem, são brancas ou amareladas, poden-
do se tornar rosadas com o passar do tempo (Morelli, 1977).

É uma planta aromática com aplicações na medicina,
culinária (condimento) e perfumaria (constituintes aromá-
ticos). A infusão das folhas é usada como sedativa e pro-
priedades antiespasmódicas (Morelli, 1977).

Houve expressivo aumento na utilização de plantas
medicinais pela população mundial nos últimos tempos.
De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde
(OMS), cerca de 80% da população mundial faz uso de
algum tipo de erva na busca de alívio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradável. Desse total,
pelo menos 30% se dá por indicação médica (Martins et
al., 1998).

Devido à grande busca da população pelo uso de pro-
dutos naturais, o mercado de plantas medicinais está em
constante ascensão, e dentro desse mercado encontra-se
a espécie Melissa officinalis.

Faz-se necessário otimizar o processo de cultivo de
plantas medicinais in vitro mediante pesquisas que vi-
sam estabelecer condições ideais de crescimento e multi-
plicação dessas plantas.

A cultura de tecidos vem sendo uma técnica amplamen-
te utilizada como ferramenta biotecnológica para o estudo
de metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reprodução
de plantas com propriedades medicinais, promovendo as-
sim maior número de plantas em menor tempo.

Mercier e Nievola (2003) consideram que a germina-
ção de sementes in vitro é  ótima opção para se conseguir
plantas assépticas, e a partir delas iniciar-se a cultura de
explantes, como folhas, segmentos nodais, entre outras.

Na germinação in vitro de cubiu (Solanum sesseliflorum)
observou-se que a variedade Santa Luzia apresentou maior
percentagem de germinação em meio MS/2, enquanto o
meio MS completo resultou em uma maior percentagem
de germinação para a variedade Thaís (Jurack et al., 2003).

Pesquisas de Pereira et al. (2006) ao estudar a germi-
nação in vitro de embriões zigóticos de murmuru
(Astrocaryum ulei) mostraram que concentrações de
sacarose acima e 1,5 % inibiram a germinação de embriões
dessa espécie.

Segundo Grattapaglia e Machado (1990), as plantas
cultivadas in vitro requerem uma fonte de energia
exógena, pois não dispõem de condições adequadas para
a realização da fotossíntese. Diante disso, a sacarose
tem sido a fonte de carbono mais utilizada, estando pre-

sente em meios de cultura em concentrações que variam
de 20 a 40 g.L-1 (Ferreira et al., 2002).

Variações na concentração desse carboidrato no meio
de cultivo afetam as condições osmóticas e o metabolis-
mo da planta in vitro, influenciando no crescimento e no
metabolismo das culturas (Kumar et al., 1984; Ozaias-Akins
& Vasil, 1982).

Vários protocolos de micropropagação têm sido estu-
dados para diversas espécies. No entanto, o sucesso des-
se processo depende de alguns fatores, como o genótipo,
o regulador de crescimento e sua dose, o meio de cultivo,
as condições de cultivo in vitro, dentre outros fatores
(Deschamps, 1993).

Grattaplaglia e Machado (1998) afirmam que o tipo e a
concentração de citocinina no meio de cultura são os fa-
tores que mais influem no sucesso da multiplicação in
vitro, e o excesso pode ser tóxico e comprometer o desen-
volvimento das culturas.

Pesquisas de Oliveira & Silva (1997) mostraram que na
micropropagação de banana (Musa sp.) o meio ideal foi o
MS suplementado com 17,76 µmol/L de BAP, em que fo-
ram obtidas taxas de multiplicação de 2,1 brotações de
banana cultivar “Nanicão” e 2,4 a cultivar “Grande Naine”.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito
do meio de cultura e sacarose na germinação de semen-
tes, bem como avaliar a presença ou ausência de regula-
dor de crescimento na multiplicação de Melissa officinalis
L. in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS
Os experimentos foram conduzidos em delineamento

inteiramente casualizado, e a análise de variância foi reali-
zada utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000).

Experimento I: Germinação in vitro de
Melissa officinalis L.

A) Assepsia das sementes
Para a realização deste trabalho foram utilizadas se-

mentes de M. officinalis coletadas em 2005. Inicialmente,
elas foram imersas em solução de hipoclorito de sódio
40% por 20 minutos; em seguida, levadas para a câmara
de fluxo laminar e lavadas três vezes em água destilada e
autoclavada.

B) Condução do ensaio

Após a desinfestação e lavagem, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo
12 mL do meio de cultura, sendo inoculadas seis semen-
tes por tubo.

O meio de cultura utilizado constituiu-se do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com diferentes
concentrações de sacarose, de acordo com os seguintes



162 Érika Soares Reis et al.

Mai/Jun 2008r e v i s t a Ceres

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
ágar (Merceck®), sendo o pH ajustado para 5,7 ± 0,1 e em
seguida autoclavado a 120 ºC e 1 atm por 20 minutos.

Os tubos inoculados com as sementes foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperíodo de 16/8 horas luz/
escuro sob intensidade luminosa de 25 µmol.m-2.s-1, à tem-
peratura de 26 ± 1 ºC.

C) Avaliações

As avaliações iniciaram-se aos três dias após a
inoculação das sementes, quando da protusão das
radículas. Para cálculo do IVG (Índice de Velocidade de
Germinação), foi realizada a contagem, durante sete dias
seguidos, do número de sementes em que houve a
protusão da radícula em cada tratamento, sendo nesse
mesmo período avaliada a percentagem de germinação, e
após 30 dias avaliou-se o comprimento da parte aérea das
plântulas germinadas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3x2,
com três concentrações dos sais MS e duas de sacarose,
com seis repetições. Cada parcela experimental foi com-
posta por cinco tubos e seis sementes por tubo.

Experimento II: Multiplicação in vitro e
aclimatização de Melissa officinalis L.

A) Fonte de explantes e meios para multiplicação

Plântulas obtidas da germinação de sementes in vitro
de Melissa officinalis foram utilizadas como fonte de
explantes para o presente experimento, sendo segmentos
nodais os explantes utilizados. Os tratamentos consistiram
do meio MS (concentração completa dos sais) em ausência
ou presença de regulador de crescimento (6-BAP,
benzilaminopurina), ou seja, T1) MS sem adição de BAP;
e T2) MS suplementado com 4,44 µmol/L 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 utiliza-
dos tubos de ensaio de 75 x 25 mm, contendo 12 mL de
meio por tubo. Em seguida os meios foram autoclavados
a 120 ºC e 1 atm de pressão por 20 minutos.

B) Multiplicação in vitro

Segmentos nodais retirados de plântulas pré-
estabelecidas in vitro foram inoculados nos meios
indutores, conforme descritos no item A. A inoculação
dos explantes foi realizada em câmara de fluxo laminar,
colocando-se um segmento nodal por tubo.

O experimento constou de 11 repetições, e cada parce-
la experimental foi composta por quatro tubos de ensaio.
Em seguida, os tubos contendo os explantes foram leva-
dos para sala de crescimento e mantidos sob fotoperíodo
de 16/8 horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 25
µmol.m-2.s-1, à temperatura de 26 ± 1 ºC.

O estudo da taxa de multiplicação in vitro de M.
officinalis foi feito realizando-se três subcultivos (3 culti-
vos seguidos) das plântulas com intervalos de 30 dias
entre cada um. Para cada subcultivo foi utilizado o deline-
amento experimental (DIC) contendo o mesmo número de
repetições (11) e de plântulas por parcela (4). As avalia-
ções foram feitas ao final de cada subcultivo, analisando-
se o número de brotos e de nós, comprimento do maior
broto e número de raízes principais.

Para o tratamento 1 das plântulas obtidas no primeiro
subcultivo, após avaliadas, foram retirados explantes
(segmentos nodais) para o segundo subcultivo. Após a
avaliação deste, as plântulas obtidas serviram como fon-
te de explante para o terceiro, sendo esses explantes ino-
culados em meio MS sem a adição de regulador de cresci-
mento.

No tratamento 2 com a formação de múltiplos brotos,
esses foram individualizados e utilizados como explantes
para os subcultivos seguintes, sendo o meio MS com 4,44
µmol/L de BAP usado em todas as três multiplicações.

De posse das avaliações de crescimento dos trata-
mentos 1 e 2, foi estimado por inferência o número de
plântulas obtidas a partir de um único explante ao final
dos seis subcultivos. Esta inferência foi realizada consi-
derando que a partir do segundo subcultivo, em meio MS
sem regulador de crescimento, manteve-se a produção de
plântulas com quatro nós, sendo fonte assim de quatro
explantes para o próximo subcultivo, obtendo o estande
no final de seis meses.

Para as plântulas subcultivadas em meio MS acresci-
do de BAP, a inferência foi realizada considerando que a
partir do segundo subcultivo manteve-se a produção de
três brotações por plântula, obtendo assim também o nú-
mero de plântulas em seis meses de subcultivo. Para tal,
considerou-se uma taxa de multiplicação de três brotações
por brotação inicial inoculada ao final de 30 dias.

C) Aclimatização

Plântulas micropropagadas e microestacas (pequenas
plântulas sem raízes) oriundas de subcultivos em meio
MS sem BAP (Tratamento 1) e meio MS com BAP (Trata-
mento 2), respectivamente, foram transplantadas para
bandejas de isopor de 128 células contendo substrato
comercial Plantmax®. As bandejas foram colocadas em casa
de vegetação para o processo de aclimatização, sendo
esse processo feito reduzindo gradativamente a irrigação
e aumentando a luminosidade.
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Foram feitas observações diariamente analisando-se
a percentagem de sobrevivência das plântulas.

Após 10 dias de aclimatização em bandejas, as mudas
foram transplantadas para vasos de três litros contendo o
mesmo substrato Plantmax®.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento I: Germinação in vitro de Melissa
officinalis L.

A concentração dos sais do meio MS e a percentagem
de sacarose influenciaram significativamente na germina-
ção de sementes e no comprimento da parte aérea de M.
officinalis (p < 0,05 – Figuras 1, 2 e 3). A interação entre os
tipos de meio e concentrações de sacarose não foi signi-
ficativa para todas as variáveis estudadas.

O IVG foi maior para o tratamento constituído do meio
MS/4, seguido do MS/2, sendo o meio MS o que apresen-
tou menor IVG (Figura 1).

Resultado semelhante foi observado para a variável
percentagem de germinação, em que maior número de se-
mentes germinadas (64,75 %) ocorreu no meio MS/4 (Fi-
gura 2) e a menor percentagem de germinação no meio MS
(37 %), sendo estes tratamentos diferentes entre si esta-
tisticamente.

George (1993) afirma que a adição de componentes ao
meio de cultura, especialmente macronutrientes e fontes de
carbono, representa decréscimo considerável no potencial
osmótico do meio. Isso explica os resultados encontrados
para o IVG e para a percentagem de germinação.

A presença de maior concentração de sais no meio de
cultura interferiu no potencial osmótico e, conseqüente-
mente, na disponibilidade de água para o processo de
embebição da semente na germinação.

Para o comprimento da parte aérea observou-se que
no meio MS (concentração completa dos sais) as
plântulas apresentaram maior comprimento (8,86 cm),
seguido do meio MS/2, tendo no meio MS/4 as plântulas
apresentado menor comprimento de parte aérea (2,5 cm)
(Figura 3).

O maior comprimento da parte aérea obtido em meio
de cultura com concentração completa dos sais, ocorreu
em conseqüência da maior disponibilidade de nutrientes
e vitaminas, proporcionando assim melhor desenvolvi-
mento das plântulas presentes naquele meio.

Com relação ao efeito da sacarose, independentemen-
te do tipo de meio, pode-se observar que a concentração
de 1,5% proporcionou melhores resultados para as três
variáveis analisadas (Tabela 1).

Tais constatações, provavelmente, devem-se ao fato
de que a semente já possua em sua reserva nutritiva um
teor de sacarose que lhe permita a emissão da plúmula e
da radícula. Adicionalmente, a maior concentração de

sacarose presente no meio extracelular pode ter provoca-
do maior perda de água devido à pressão osmótica exercida
sobre a semente.

Fato este confirmado por Neto e Otoni (2003), quando
afirmam que a contribuição osmótica da fonte de carbono
(sacarose) tem relação inversa com a concentração da
fonte de carbono.

Figura 1. Índice de velocidade de germinação de Melissa
officinalis L. em função de tipos de meio de cultura.
* As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste Scott & Knott
a 5% de probabilidade.
As barras indicam o erro-padrão de cada tratamento.

Figura 2. Percentagem de germinação de sementes de Melissa
officinalis L. em função de tipos de meio de cultura.
* As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste Scott & Knott
a 5% de probabilidade.
As barras indicam o erro-padrão de cada tratamento.

Figura 3. Comprimento da parte aérea de plântulas germinadas
de sementes de Melissa officinalis L. em função de tipos de meio
de cultura.
*As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste
Scott & Knott a 5% de probabilidade.
As barras indicam o erro-padrão de cada tratamento.
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Segundo George (1993), a diminuição da percentagem
de germinação com o aumento da concentração de
sacarose é decorrente da regulação osmótica do meio de
cultura, visto que concentrações elevadas de sacarose
fazem com que o meio de cultura não possua água dispo-
nível para a embebição das sementes, impossibilitando o
início do processo de germinação. Esse fato explica os
menores valores de IVG e a percentagem de germinação
no meio contendo maior concentração de açúcar. O mes-
mo pode ser observado para a concentração de sais do
meio, em que o meio com menores concentrações propor-
ciona maiores taxas de germinação.

Por outro lado, concentrações superiores de nutriente
no meio, embora possam reduzir a germinação, produzem
plântulas maiores, mais vigorosas (resultados observa-
dos pela variável comprimento da parte aérea) e
condicionam a plântula na transferência para a casa de
vegetação, aumentando a reserva dos tecidos, o que é
importante para as etapas iniciais de aclimatização.

 Resultados semelhantes aos do presente trabalho
foram encontrados por Souza et al. (2003), os quais, estu-
dando a germinação in vitro de embriões de Lychnophora
pinaster, observaram que o meio MS, por conter elevadas
concentrações de nutrientes, inibiu a germinação de em-
briões desta espécie, ao passo que os meios com meno-
res concentrações salinas (WPM e MS/4) proporciona-
ram maiores taxas de germinação.

Já Naves (2001), na propagação in vitro de bromélia
imperial, avaliou a germinação de sementes utilizando meio
MS em diferentes concentrações (0, 25, 50, 75, 100 e 125%)
e observou uma maior velocidade e percentagem de ger-

minação nas sementes presentes nos meios com concen-
trações superiores a 75% do MS, sendo o mesmo obser-
vado para altura final das plântulas. Assim, é importante
conhecer os fatores que afetam a germinação de semen-
tes de cada espécie para se obter sucesso no processo de
estabelecimento de plântulas in vitro.

Experimento II: Multiplicação in vitro e
aclimatização de Melissa officinalis

O meio de cultura influenciou significativamente
(p < 0,05) na taxa de multiplicação de M. officinalis
para todas as variáveis analisadas.

Para a variável número de brotos no primeiro
subcultivo não houve diferença no número médio de
brotos para as plântulas presentes no meio MS e no
meio MS + 4,44 µM de BAP (1,91 e 1,98 brotos por plântula,
respectivamente). Já no segundo e terceiro subcultivos,
as plântulas presentes no meio com BAP apresentaram
número médio de brotos significativamente maior que as
plântulas presentes no meio MS sem a presença de BAP
(Tabela 2).

Hu e Wang (1983) afirmam que as citocininas são uti-
lizadas para quebrar a dominância apical dos brotos e
aumentar a taxa de multiplicação. Desse modo, ocorre gran-
de número de brotações por meio do crescimento de
meristemas laterais.

Pesquisas de Erig et al. (2002), ao estudarem a ação de
BAP e ácido naftaleno acético na multiplicação in vitro
da amoreira-preta, mostraram que as concentrações de 2 e
4 µmol/L de BAP foram responsáveis pelo maior número
de brotações.

Com relação ao número de nós, observou-se que,
para os três subcultivos, as plântulas presentes no
meio MS na ausência de BAP apresentaram maior nú-
mero de nós  (média de 3,8), comparativamente às
plântulas presentes no meio com a presença de 4,44
µmol/L de BAP (média de 2,5 nós para os três
subcultivos) (Tabela 2).

A partir dos resultados de número de brotos e número
de nós pode-se calcular a taxa de multiplicação das plântulas
presentes no meio sem e com a presença de BAP, sendo
que as plântulas presentes no meio MS sem BAP foram

Tabela 1. Índice de velocidade de germinação (IVG), percentagem
de germinação (%) e comprimento da parte aérea de Melissa
officinalis L. em função de concentrações de sacarose

1,5 22,33 a* 57,78 a 6,38 a

3,0 16,06 b 45,84 b 4,16 b

Comprimento
da parte aérea

(cm)

Valores Médios

Concentrações
de sacarose (%)

IVG
(%)

Germinação
(%)

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

Tabela 2. Valores médios do número de brotos, número de nós, comprimento do maior broto e número de raízes de Melissa officinalis
em função do meio de cultura nos três subcultivos

Tratamentos 1º sub. 2º sub. 3º sub. 1º sub. 2º sub. 3º sub. 1º sub. 2º sub. 3º sub. 1º sub. 2º sub. 3º sub.

MS 1,91 a* 1,59 b 2 b 3,54 a 3,42 a 4,6 a 3,79 a 4,30 a 4,4 a 1,97 a 2,86 a 1,7 a

MS + BAP 1,98 a 3,25 a 3,7 a 1,06 b 2,73 b 3,6 b 0,81 b 1,33 b 1,8 b 0,0 b 0,0 b 0,0 b

Número de raízesNúmero de brotos Número de nós
Comprimento de broto

(cm)

sub. = subcultivo
* As médias seguidas de mesma letra na coluna para cada variável não diferem entre si, pelo Teste de F, a 5 % de probabilidade
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multiplicadas em segmentos nodais a partir do número de
nós, e com as plântulas presentes no meio MS com a pre-
sença de BAP realizou-se a individualização de brotos em
vez da multiplicação a partir de segmentos nodais.

Assim, pode-se estimar, a partir dos valores médios de
números de nós para plântulas presentes no meio MS e
do número de brotos para plântulas presentes no meio
MS + BAP, o número de plântulas obtidas no final de seis
meses de cultivo.

Com esses resultados obteve-se a taxa de multiplica-
ção de M. officinalis subcultivada nos dois meios de cul-
tura; podendo-se dessa forma concluir a necessidade ou
não de regulador de crescimento no meio de cultura para
uma maior taxa de multiplicação da espécie estudada.

Dessa forma, considerando a média de quatro nós por
plântula para as plântulas presentes no meio MS sem a
presença de BAP, pode-se obter no final de seis meses de
subcultivos um total de 1.024 plântulas. Já para as
plântulas presentes no meio MS com a presença de 4,44
µmol/L de BAP, considerando a média de três brotos por
plântula ao final de seis subcultivos (seis meses), obtem-
se um total de 486 plântulas (Figuras 4 e 5).

Esses resultados mostram que a taxa de multiplicação
de M. officinalis é cerca de 2,1 vezes maior para plântulas
subcultivadas em meio MS que para aquelas subculti-
vadas em meio MS na presença de BAP.

Gratapaglia e Machado (1998) afirmam que, embora o
principal objetivo da fase de multiplicação seja produzir o
maior número de plantas possível, no menor espaço de
tempo, alguns aspectos qualitativos importantes devem
ser considerados.

O importante é obter uma taxa de multiplicação satisfa-
tória com o mínimo de variação entre explantes, sendo o
meio de cultura uma das variáveis que podem ser utiliza-
das para este estudo.

Para a variável comprimento do maior broto, observou-
se que plântulas presentes no meio MS sem a presença de
BAP apresentaram-se com maior comprimento do que as
presentes no meio MS na presença de BAP (Tabela 2).

Leshem et al. (1988) afirmam que o uso de citocinina
estimula maior produção de partes aéreas, mas o seu ex-
cesso é tóxico e caracteriza-se, principalmente, pelo de-
masiado entufamento (formação de múltiplos brotos) e
pela falta de alongamento das culturas, além de outras
conseqüências, o que leva a sérios problemas na fase de
enraizamento.

Giacobbo et al. (2003), estudando a multiplicação in
vitro de porta-enxerto de macieira com diferentes níveis
de BAP e ANA, observaram que doses superiores a 0,49
µmol/L de BAP proporcionaram decréscimo no crescimen-
to das brotações de macieira.

Pasqual e Barros (1992), trabalhando com barbatimão
(Stryphnodendron adstringens), avaliaram o efeito de
combinações de BAP e ANA adicionados ao meio MS
sobre a proliferação de brotos e verificaram melhores re-
sultados na ausência de reguladores de crescimento.

Com relação ao número de raízes, nos três subculti-
vos, observou-se que as plântulas presentes no meio
MS, sem BAP, tiveram, em média, 2,2 raízes por plântula.
Já nas plântulas presentes no meio contendo BAP não
houve a formação de raízes em nenhum dos subcultivos
(Tabela 2).

Figura 4. Multiplicação in vitro de Melissa officinalis L. subcultivada seis meses em meio MS.
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Esses resultados explicam o que foi observado ao se
tentar aclimatar as plântulas presentes nos dois meios de
cultura. Observou-se que houve 70% de sobrevivência
das plântulas que estavam presentes no meio MS, sem
BAP, e 0% de sobrevivência das plântulas provenientes
de subcultivos em meio MS com 4,44 µmol/L de BAP.
Esse resultado deve-se à presença de raízes nas plântulas
vindas do cultivo em meio MS e ausência nas plântulas
cultivadas em meio com BAP. Além disso, as plântulas
cultivadas em meio MS apresentavam-se com maior com-
primento e mais vigorosas.

Juliani et al. (1999), na propagação in vitro de Lippia
junelliana (Verbenácea) utilizando brotos apicais e seg-
mentos nodais, inoculando-se os explantes em meio MS
completo suplementado com 4,4 µM de BAP ou 0,04 µM
de AIB + 4,4 µM de BAP, constataram que o enraizamento
dos brotos foi maior (100%) em meio MS completo, porém
sem regulador de crescimento.

Em Notacactus magnificus, utilizando-se o meio MS
suplementado com oito concentrações de BAP e ANA,
observou-se que o maior número de brotos ocorreu em
meio MS suplementado de 22,2 µmol/L de BAP (Medeiros
et al., 2006). Constatou-se, ainda, que o enraizamento dos
brotos ocorreu na presença de meio MS sem a adição de
reguladores e que somente as plântulas enraizadas in vitro
apresentaram desenvolvimento normal no cultivo em casa
de vegetação.

Assim, é necessário que se faça um estudo do desen-
volvimento in vitro de cada espécie, partindo da sua ger-
minação, avaliando sua taxa de multiplicação até sua
aclimatização e posterior transplantio para o campo.

CONCLUSÃO
As concentrações de sais do meio MS e de sacarose

afetaram significativamente a germinação de sementes de
M. officinalis.

O maior índice de velocidade de germinação e a maior
percentagem de germinação foram obtidos na presença
do meio MS/4.

No meio MS houve a formação de plântulas com maior
comprimento de parte aérea.

A concentração de 1,5% de sacarose proporcionou
melhores resultados para o índice de velocidade de ger-
minação, a percentagem de germinação e o comprimento
da parte aérea.

O meio de cultura influenciou significativamente a taxa
de multiplicação de Melissa officinalis.

A partir do segundo subcultivo, o número de brotos
foi maior nas plântulas cultivadas em meio MS com a pre-
sença de 4,44 µmol/L de BAP.

O meio MS sem a presença de BAP proporcionou a
formação de plântulas com maior número de nós, maior
comprimento e com presença de raízes.

A taxa de multiplicação das plântulas subcultivadas
no meio MS sem a presença de BAP foi 2,1 vezes maior do
que a das plântulas subcultivadas em meio MS com a
presença de BAP.

Na aclimatização obteve-se 70% de sobrevivência das
plântulas que estavam presentes no meio MS sem a pre-
sença de BAP e 0% de sobrevivência das provenientes
de subcultivos em meio MS com 4,44 µmol/L de BAP.

Figura 5. Multiplicação in vitro de Melissa officinalis L. subcultivada seis meses em meio MS + 4,44 µmol/L de BAP.
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