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RESUMO

O tomilho (Thymus vulgaris) é uma espécie aromatica de grande importancia culinaria e
medicinal, cujas propriedades terapéuticas incluem acdo antioxidante, anti-inflamatoria e
expectorante. Considerando a necessidade de protocolos eficientes para a propagacao in
vitro dessa espécie, este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de
plantulas de tomilho sob diferentes concentragdes do meio de cultura MS. O experimento
foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de
Uberlandia, utilizando sementes como explantes e delineamento inteiramente casualizado
com trés tratamentos: T1 (50% MS), T2 (75% MS) e T3 (100% MS). Os meios foram
suplementados com sacarose, agar, ajustados para pH 5,7 e posteriormente submetidos a
autoclavagem. As sementes de tomilho foram cultivadas em condi¢des controladas de
temperatura, fotoperiodo e luminosidade, sendo avaliados, aos 30 dias, parametros como
numero de folhas, indice SPAD, massa fresca e seca, além do comprimento da parte aérea
e radicular das plantulas. Os resultados indicaram que a concentra¢do de 75% de sais MS
proporcionou maior producdo de folhas e matéria seca, configurando-se como a mais
adequada para a micropropagacdo da espécie. Observou-se ainda que concentragdes
reduzidas (75%) favoreceram maior comprimento de parte aérea em relagdo ao meio
padrao (100%), sugerindo potencial economia de sais. Conclui-se que a utilizacao de 75%
do meio MS representa uma alternativa viavel para o cultivo in vitro de tomilho,
conciliando eficiéncia no crescimento e sustentabilidade em programas de producdo

comercial visando 6leo essencial dessa espécie.

Palavras-Chave: Meio de cultura; Micropropagacao; Planta medicinal; Planta aromatica.



ABSTRACT

Thyme (Thymus vulgaris) is an aromatic species of great culinary and medicinal
importance, whose therapeutic properties include antioxidant, anti-inflammatory, and
expectorant actions. Considering the need for efficient protocols for the in vitro
propagation of this species, this study aimed to evaluate the development of thyme
seedlings under different concentrations of MS culture medium. The experiment was
conducted at the Tissue Culture Laboratory of the Federal University of Uberlandia,
using seeds as explants and a completely randomized design with three treatments: T1
(50% MS), T2 (75% MS), and T3 (100% MS). The media were supplemented with
sucrose and agar, adjusted to pH 5.7, and autoclaved. The seeds of tomilho were
cultivated under controlled conditions of temperature, photoperiod, and light intensity,
and parameters such as leaf number, SPAD index, fresh and dry mass, as well as shoot
and root length of seedlings were evaluated after 30 days. The results indicated that the
concentration of 75% MS salts provided greater leaf production and dry matter
accumulation, proving to be the most suitable for micropropagation of the species. It
was also observed that reduced concentrations (75%) promoted greater shoot length
compared to the standard medium (100%), suggesting potential salt savings. It is
concluded that the use of 75% MS medium represents a viable alternative for in vitro
cultivation of thyme, combining growth efficiency and sustainability in commercial

production programs aimed at essential oil production.

Keywords: Culture medium; Micropropagation; Medicinal plant; Aromatic plant.
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1. INTRODUCAO

A demanda crescente por matéria-prima de qualidade e padronizada tem
impulsionado o desenvolvimento de técnicas de propagacdao mais eficientes, sendo a
micropropagacdo uma alternativa promissora para atender ao mercado de plantas
medicinais. Nesse contexto, o cultivo in vitro permite a obtencdo de mudas uniformes,
livres de patdégenos e em menor tempo, superando limitagdes da propagacao
convencional (RUBIN et al., 2007).

A composicdo do meio de cultura, especialmente a concentragdo de sais
minerais, ¢ um fator determinante para o sucesso da micropropagacdo de espécies
vegetais, uma vez que os nutrientes fornecidos influenciam diretamente os processos
fisiologicos de crescimento e desenvolvimento das plantulas. O meio MS (Murashige e
Skoog) ¢ amplamente utilizado como base nutricional em protocolos de cultura de
tecidos, porém sua concentragdo padrdo nem sempre representa a condi¢do 6tima para
todas as espécies, sendo necessaria a otimizagdo conforme as exigéncias nutricionais
especificas de cada planta (ANDRADE, 2002). A avaliag@o de diferentes concentragdes
de sais permite identificar o equilibrio ideal entre disponibilidade de nutrientes e pressao
osmotica do meio, maximizando a eficiéncia da micropropagagdo (TORRES et al.,
2000; GROLL et al.,2002, FADEL et al., 2010, REZALI et al., 2017).

Além dos beneficios técnicos e biologicos, a otimizagdo da concentracdo de sais
no meio de cultura apresenta relevancia econdmica significativa para laboratorios de
cultura de tecidos e empresas produtoras de mudas. A reducdo da quantidade de
reagentes utilizados sem comprometer a qualidade das plantulas produzidas representa
uma estratégia sustentdvel e economicamente vidvel, contribuindo para a reducdo de
custos nos programas comerciais de micropropagacao. A crescente demanda por 6leo
essencial de tomilho na industria alimenticia, especialmente para aplicagdo como
antimicrobiano natural em substitui¢do a conservantes sintéticos como nitratos e
nitritos, refor¢a a importdncia da producdo eficiente de mudas de alta qualidade
(SOUZA, 2024).

Além da contribuicdo econOmica direta, os resultados favorecem a
sustentabilidade ambiental ao reduzir o consumo de reagentes quimicos e a geracao de

residuos laboratoriais, minimizando o impacto ecolégico da atividade de
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micropropagacdo e alinhando-se aos principios da quimica verde e producdo mais
limpa. A reducao de custos facilita significativamente a transferéncia tecnologica para
pequenos ¢ médios produtores, cooperativas agricolas e viveiros, democratizando o
acesso a biotecnologia vegetal e tornando a técnica economicamente viavel para
empreendimentos de menor escala que anteriormente enfrentavam barreiras financeiras
para implementagao.

Os parametros otimizados estabelecidos neste estudo podem servir de referéncia
metodoldgica para pesquisas futuras com outras espécies vegetais de interesse
agrondmico e medicinal, contribuindo para o avanco do conhecimento em cultura de
tecidos vegetais. Adicionalmente, a pesquisa demonstra a importancia da andlise critica
e otimizagdo de protocolos convencionais, estimulando uma abordagem mais
econdmica e eficiente nos laboratorios de biotecnologia, onde frequentemente os
protocolos sdo replicados sem questionamento quanto & possibilidade de redugdo de
insumos sem perda de eficiéncia produtiva.

Portanto, justifica-se a necessidade de estudos que avaliem diferentes
concentragdes do meio MS para o cultivo in vitro de tomilho, visando estabelecer
protocolos eficientes que conciliem produtividade, qualidade do material vegetal e

sustentabilidade econOmica.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés diferentes concentragdes do
meio de cultura MS (Murashige e Skoog) — 50%, 75% e 100% — sobre o
desenvolvimento morfoldgico e o crescimento in vitro de plantulas de tomilho (Thymus
vulgaris), visando determinar a concentracdao O0tima de sais e nutrientes que proporciona

melhor biometria e eficiéncia na micropropagacao da espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O tomilho (Thymus vulgaris L.) representa uma espécie condimentar, aromatica
e com aplicagdes medicinais, cuja folhagem e hastes novas sdo extensivamente
utilizadas na gastronomia como tempero (SOUZA., 2024). Esta espécie também ¢
utilizadana fabricacdo de fragrancias, pesticidas e como flavorizante natural em bebidas
destiladas. O timol, substancia presente em seu 0leo essencial, constitui um componente
relevante em produtos de higiene bucal. Adicionalmente, ¢ tradicionalmente empregado
na medicina tradicional por suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes,
expectorantes, adstringentes, expectorantes, auxiliares da digestdo, antiespasmodicas,
antitussigenas, antissépticas e antifungicas (DINIZ et al., 2023; MUSSALAMA et al.,
2023).

Estudos tém demonstrado o potencial do 6leo essencial de tomilho como
conservante natural na industria de alimentos, apresentando eficacia antimicrobiana
contra patdgenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.,
especialmente quando encapsulado em sistemas de liberagdo controlada (SOUZA.,
2024; DINIZ et al., 2023).

Em razdo da ampla aceitagio das plantas medicinais, aromadticas e
condimentares nos setores culinario, farmacéutico, quimico agricola e da medicina
natural, tem havido um crescente investimento em estudos cientificos visando expandir
o conhecimento acerca dos compostos fitoterapicos existentes nas espécies de maior
relevancia (MUSSALAMA et al., 2023).

A familia Lamiaceae, a qual o tomilho pertence, apresenta distribuicdo mundial
e ¢ reconhecida por sua grande relevancia tanto medicinal quanto condimentar,
especialmente devido a presenca de Oleos essenciais aromaticos. Estes 0leos encontram
aplicagdes na gastronomia, na industria de fragrancias e também como aromatizantes de
bebidas alcoodlicas.

O tomilho, cientificamente denominado Thymus vulgaris L, ¢ uma planta cujo
oleo essencial contém diversos compostos ativos, incluindo timol, carvacrol, cimol,
borneol, linalol, cimeno e pineno, além de apresentar taninos em sua composi¢do. O
tomilho ¢ uma erva aromatica nativa da regido do Mediterraneo, abrangendo o sul da

Europa, o norte da Africa e partes do oeste da Asia, sendo bem adaptado e cultivado no
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Brasil. (DINIZ et al., 2023).

Ha séculos, diversas comunidades ao redor do mundo utilizam espécies vegetais
com caracteristicas medicinais ¢ aromaticas como o tomilho visando aprimorar o bem-
estar coletivo. A técnica de cultivo de tecidos vegetais ¢ aplicada tanto para a
conservagdo do material genético quanto para a multiplicagdo em escala comercial de
espécies medicinais (RUBIN et al., 2007).

A técnica de micropropagagao visa também produzir mudas com caracteristicas
agronoOmicas favoraveis, homogéneas, certificadas, isentas de microrganismos
patogénicos e com elevada qualidade genética para a sintese de compostos secundarios
e/ou geracdo de dleos essenciais destinados a aplicagdo no setor farmacéutico (TORRES
et al., 2000).

Estudos tém demonstrado a eficiéncia da micropropagacdo em espécies da
familia Lamiaceae, como o manjericao, evidenciando o potencial dessa técnica para
outras plantas aromaticas e medicinais da mesma familia, incluindo o tomilho
(OLIVEIRA, 2020). A composi¢do do meio de cultura, ¢ um fator determinante para o
sucesso da micropropagacdo, sendo necessario avaliar diferentes formulagdes para
otimizar o desenvolvimento das plantulas, fornecendo os nutrientes essenciais

especificos para cada espécie vegetal e evitando desperdicios (TORRES et al., 2000).

3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratdrio de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia utilizando sementes de tomilho
(Thymus vulgaris), procedentes da marca Topseed. As sementes foram desinfetadas em
alcool 70% por 1 minuto e, em seguida, em solug¢ao de hipoclorito de sédio a 30% por
20 minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavadas

em camara de fluxo laminar (Figura 1A).
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Figura 1: Assepsia e inoculagdo dos explantes em tubo de ensaios contendo meio de

cultura (A). Avaliagdo final e coletada dos dados do experimento (B).

O meio de cultura foi composto por sais de MS (MURASHIGE., SKOOG,

1962) (Quadro 1), referentes ao meio de cultura de Murashige e Skoog, uma solugao de

cultura de tecido vegetal amplamente utilizada em laboratorios de biotecnologia onde

mostra os teores desses sais e 30g de sacarose como fonte de carbono mais 7 g L' de

agar como agente geleificante e sais em trés concentragdes.

T1: 50% da concentracdo de sais MS

T2: 75% da concentracdo de sais MS

T3: 100% da concentragdo de sais MS (controle)

Quadro 1-Composi¢ao meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,1962)

Solugao Compostos Concentragao da Volume da Concentragao
estoque Solugdo estoque | solugdo estoque | final (mg.L™)
(mg.L7) adicionada ao
meio (mg.L")
A NH4NO3 82500 20 1650
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B KNO3 95000 20 1900
C H3BO3 1240 5 6,2
KH2PO4 34000 170
KL 166 0,83
NaMo0O4.2H20 50 0,25
CoCI2.2H20 5 0,025
D(MS) CaCl2.2H20 17600 25 440
E MgS04.7H20 74000 5 370
MnS04.4H20 3378,20 22,3
ZnS0O4.7H20 1720 8,6
CuS04.5H20 5 0,025
F(MS) Na2EDTA.2H20 7450 5,0 37,25
FeSO4.7H20 5570 27,85
Vitaminas Tiamina (HCI) 10 10 0,5
Ac. Nicotinico 50 0,5
Piridoxina(HCI) 50 0,5
Hexitol Mio-inositol 2000 50,0 100
Aminoacido Glicina 80 25,0 2,0
Acgucar Sacarose 30g — 30.000
Agar(0,7%) Agar 7g 7.000
pH=5,7 --- --- --- ---

O pH foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121°C e 1,2 atm por 20
minutos. Em seguida, as sementes foram inoculadas em tubos de vidro transparente
contendo 10 mL de meio de cultura, com tampas sem trocas gasosas ¢ colocados em
sala de crescimento para desenvolvimento de mudas por 35 dias. A sala de crescimento
(figura 2B) foi mantida sob fotoperiodo de 16 horas por dia a uma temperatura de

254+2°C, com intensidade luminosa de 25 pmol m2s™".

Figura 2: A- Plantula in vitro de tomilho B- Vista geral do experimento.
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, composto
por 3 tratamentos e 33 repeti¢des. Cada parcela experimental foi composta por 1 tubo de
ensaio contendo 2 explantes (Figura 2A). Decorridos 35 dias apds a inoculagdo, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: nimero de folhas, indice SPAD, comprimento da

parte aérea e radicular (cm), massa fresca e seca (g)(Figura 3).

Figura 3: Amostra representativa com bom desempenho morfologico.

2.2 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com
o objetivo de verificar se existiam diferencas significativas entre os tratamentos, ou seja,
entre as diferentes concentragdes de sais do meio MS (50%, 75% e 100%). Quando foi
identificada significancia estatistica pelo teste F a 5% de probabilidade, aplicou-se o
teste de Tukey para a comparacdo das médias.

O teste de Tukey foi escolhido por sua eficiéncia em detectar diferencas
estatisticas entre pares de médias, permitindo identificar qual concentragdo de sais
proporcionou melhor desempenho no desenvolvimento das plantulas. A adog¢do do nivel
de significancia de 5% (p < 0,05) seguiu o padrio recomendado para trabalhos
cientificos da area, conferindo rigor estatistico as conclusdes do estudo. Esse
procedimento permitiu avaliar com seguranca a influéncia das diferentes concentragdes

de nutrientes do meio de cultura no crescimento vegetativo, acimulo de biomassa e
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desenvolvimento radicular do tomilho cultivado in vitro, validando a identificagdo do

tratamento mais adequado para a micropropagacao da espécie ( FERREIRA., 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do resumo da andlise de varidncia (Tabela 1), observa-se que houve
diferenca significativa nas variaveis numeros de folhas (FOL), comprimento de parte aérea
(AER) e massa seca das plantulas (MSE). Ja para as caracteristicas indice SPAD,
comprimento de parte radicular (RAD) e massa fresca das plantulas (MFR) ndo houve

diferenca significativa entre as médias.

Tabela 1: Resumo da andlise de variancia das caracteristicas nimero de folhas (FOL),
indice SPAD, comprimento da parte aérea (AER) e radicular (RAD), massa fresca
(MFR) e seca (MSE) das plantulas desenvolvidas de Thymus vulgaris in vitro em
diferentes concentragdes de meio MS. Uberlandia-MG, 2025.

FV GL FOL SPAD AER RAD MFR MSE
[ MS ] 2 0,0013* 0,1790  0.0365* 0.2769 0.7692  0,0006*
Meédia geral 12,75 8,81 1,6289 0,8053  0,0831 0,0054

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.

A andlise comparativa dos valores obtidos entre os diferentes tratamentos
revelou variacdes significativas no desenvolvimento das plantulas de tomilho em fungao
das concentracdes de sais do meio MS. O tratamento com 75% de sais MS apresentou
superioridade em relagdo aos demais, particularmente no numero de folhas (9,7 folhas)
e massa seca (0,012 g), enquanto o tratamento com 50% de sais MS demonstrou os
menores valores para a maioria das varidveis avaliadas, evidenciando deficiéncia
nutricional. O distanciamento entre os valores do tratamento intermediario (75%) e o
controle (100%) foi relativamente pequeno em algumas varidveis, como comprimento
radicular (2,2 cm e 2,6 cm, respectivamente), sugerindo que a redug¢do de 25% na
concentracdo de sais ndo compromete significativamente o desenvolvimento das

plantulas (Figura 4).
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Figura 4: Numero de folhas e indice SPAD das plantulas de tomilho in vitro.

Letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Observou-se que o comprimento da parte aérea apresentou comportamento
inverso ao esperado, com o tratamento de 75% de sais MS (2,1 cm) superando o
controle de 100% (0,7 cm), evidenciando um distanciamento expressivo de
aproximadamente 200% entre esses valores. Este resultado indica que concentracdes
elevadas de sais podem exercer efeito inibitorio sobre o alongamento celular,
possivelmente devido ao estresse osmotico provocado pelo excesso de solutos no meio
de cultura. Por outro lado, a concentracao de 50% resultou em comprimento da parte
aérea de apenas 1,2 cm, valor intermediario que refor¢a a hipdtese de que tanto a
deficiéncia quanto o excesso de nutrientes sdo prejudiciais ao desenvolvimento

vegetativo ideal do tomilho (Figura 5).
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Figura 5: Comprimento da parte aérea e comprimento de raiz das plantulas de

tomilho in vitro. Letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

A magnitude das diferencas observadas entre os tratamentos, especialmente
quando comparados os extremos (50% e 100%), demonstra a importancia da otimizagao
da concentracdo de sais para a micropropagacao eficiente de tomilho. O distanciamento
de valores para massa fresca variou de 0,06 g no tratamento de 50% para 0,09 g no
tratamento de 100%, representando um incremento de 50%, enquanto para massa seca a
diferenca foi ainda mais pronunciada, com redu¢do de 67% quando se compara o
tratamento de 50% (0,004 g) com o de 75% (0,012 g). Estes dados quantitativos
evidenciam que o tratamento com 75% de sais MS alcanca o equilibrio adequado entre
disponibilidade nutricional e pressdo osmotica, maximizando o crescimento e
desenvolvimento das plantulas sem os efeitos adversos observados nos tratamentos

extremos (figura 6).
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Figura 6: Massa fresca e e massa seca das plantulas de tomilho in vitro. Letras

distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

A concentracdo de 75% de sais MS proporcionou a maior producao de folhas e
plantulas com maior massa seca. Além disso, as plantulas em meio MS a 75%
apresentaram maior comprimento de parte aérea que as produzidas em 100%,
representando uma possibilidade de economia de sais de cultivo da espécie.

A superioridade do tratamento com 75% de sais MS pode estar relacionada ao
equilibrio adequado entre a disponibilidade de nutrientes e concentrag¢do 16nica do meio
(ANDRADE, 2002). Enquanto o meio com concentracdo reduzida de sais (50%) pode
ter limitado o crescimento devido a deficiéncia nutricional, a concentragdo maxima
(100%) pode ter causado estresse osmotico nas plantulas.

Os resultados demonstraram que a reducao da concentracao de sais para 75%
ndo compromete o desenvolvimento das plantulas, permitindo uma economia
significativa de reagentes sem perdas na qualidade do material vegetal produzido. Esta
otimiza¢do ¢ importante tanto do ponto de vista econdmico quanto técnico para

laboratorios de cultura de tecidos.
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A andlise dos parametros morfoldgicos confirmou que o meio com 75% de sais
MS proporciona condi¢des adequadas para o desenvolvimento vegetativo do tomilho in
vitro, apresentando plantulas com maior vigor e qualidade em comparacao aos demais
tratamentos avaliados. Estes resultados corroboram com estudos anteriores que
demonstram a importancia da otimizacdo de meios de cultura para plantas aromaticas
(RUBIN et al., 2007).

Além disso, (Bandeira et al., 2007), trabalhando com micropropagacao de
tomilho em diferentes meios de cultura, também observaram variagdes significativas no
desenvolvimento das plantulas em funcdo da composi¢do nutricional do meio,
reforcando a importancia da adequacdo das concentracdes de sais as necessidades

especificas da espécie.
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5. CONCLUSAO

A concentracdo de 75% de sais MS mostou se recomendada para a
micropropagacao eficiente de tomilho in vitro, proporcionando economia de reagentes e
mantendo a qualidade das plantulas produzidas. Este protocolo otimizado pode ser
aplicado em programas comerciais de produ¢do de mudas de tomilho, contribuindo para
a disponibiliza¢dao de material vegetal de qualidade superior para o setor produtivo.

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade técnica e econdmica da redugao
da concentra¢do de sais no meio de cultura, mantendo a eficiéncia do protocolo de
micropropagacdo. Esta otimizagdo representa uma contribuicdo significativa para o

aprimoramento dos protocolos de cultivo in vitro de plantas aromaticas.
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