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RESUMO

O hortela-pimenta ¢ um hibrido triplo, Mentha Piperita, utilizado de forma medicinal.
Na micropropagagdo, o BAP (6-benzilaminopurina) e KIN (cinetina) tém sido as fontes de ci-
tocininas mais empregadas.o principal meio de propagagao da cultura € via vegetativa, porém
maior eficiéncia poderia ser constatado por meio da utilizagdo de micropropagacao, na qual o
BAP e o KIN configuram os reguladores de crescimento mais utilizados. O objetivo deste tra-
balho foi avaliar o efeito de reguladores vegetais na multiplicagdo in vitro de hortela-pimenta.
Explantes constituidos de segmentos nodais provenientes de plantulas ja estabelecidas in vitro
com aproximadamente 0,5 cm foram inoculados em meio MS, suplementado com diferentes
associagdes de BAP e KIN, em adi¢do de 30 g L™ de sacarose. A utilizagdo de 2,0 mg L™ de
BAP promove a multiplicacdo in vitro de hortela-pimenta, porém, diminui o indice de sobre-
vivéncia. O uso de citocininas aumenta a massa fresca e seca dos explantes e a auséncia destes

reguladores propicia o alongamento nesta espécie.

Palavras chave: Mentha piperita,cultura de tecidos e regulador de crescimento.
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1 Introducao

A Mentha piperita L. ¢ uma planta conhecida como horteld-pimenta, menta ou hortela-
apimentada, pertencente a familia Labiatac. Seu uso medicinal ¢ recomendado para o
tratamento de nduseas, coélicas gastrointestinais, flatuléncias, calculos biliares, ictericia,
ansiedade, expectoragcdo e expulsdo de vermes intestinais. As propriedades medicinais desta
planta estdo relacionadas com o 6leo essencial extraido de suas folhas frescas (LORENZI &
MATOS, 2002; CORREA et al., 2003).

Sua propagac¢do pode ser sexuada ou vegetativa. No entanto, a multiplicacdo via
sementes ¢ laboriosa. De acordo com Veronese et al. (2001), 18000 botdes florais de hortela-
pimenta contendo mais de 2,75 milhdes de 6vulos desenvolveram apenas 6 sementes vidveis.
Ainda, a variabilidade genética decorrente da multiplicagdo via sementes pode comprometer o
uso desta espécie para propoésitos farmacéuticos, devido a variagdes na composi¢ao quimica
do ¢6leo extraido. Por outro lado, a propagacao assexuada do hortela-pimenta pode permitir o
acimulo de fungos sistémicos, bactérias e infecgdes virais que prejudicam a produgdo desta
espécie.

Neste contexto, a cultura de células e de tecidos pode resolver ou minimizar pontos
criticos na multiplicagdo sistematizada de plantas com propriedades medicinais € ou
produtoras de 6leos essenciais pelo processo de micropropagacao.

Um dos principais fatores que interferem na propagacao in vitro ¢ a suplementacao do
meio de cultivo com reguladores de crescimento. Na micropropagagdo, o BAP (6-
benzilaminopurina) e KIN (cinetina) tém sido as fontes de citocininas mais utilizadas
(NAGORI & PUROHIT, 2004), pois sdo reguladores de crescimento associados ao
crescimento e desenvolvimento das plantas, participando no controle da divisdo celular. As
citocininas estimulam o crescimento pela expansdo mais que pelo alongamento (STOYNOVA
et al., 2004) e, em plantas aromaticas, também vém sendo utilizadas para maximizar a
biomassa e a producao de oleos essenciais (STOEVA & ILIEV, 1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de reguladores vegetais na multiplicagao

in vitro de hortela-pimenta, utilizando-se diferentes concentragcdes de BAP e KIN.



2. Revisao de Literatura

O género Mentha pertence a familia da Lamiaceae e compreende um nimero muito
grande de espécies, dentre elas a Mentha piperita L., planta aromatica e medicinal,
conhecida como horteld e menta. Essas plantas s3o originarias da Europa, suportam
temperaturas muito baixas, mas sdo bem adaptadas ao clima tropical (Souza et al., 2007).

A micropropagagdo ¢ um método de propagacdo vegetativa amplamente estudado em
diversas espécies vegetais, sendo a modalidade dentro da cultura de tecidos que mais se tem
difundido e encontrado aplicagdes praticas comprovadas. Entre as vantagens de sua utilizagao,
estdo as possibilidades de se obter varias plantas a partir de um unico explante inicial,
independentemente de condi¢des climaticas; reducdo do tempo e da &4rea necessaria a
propagagdo da espécie; melhores condi¢des sanitarias por meio do cultivo de meristemas
previamente tratados por termoterapia, para eliminacdo de doengas; reproducao do genotipo
da planta-mae, geralmente com fidelidade durante a multiplicagdo e a propagagdo vegetativa
de espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (Schuch, 2005).

A utilizagdo da micropropagacdo em ambito comercial ja ¢ realidade em diversos
paises do mundo, com destaque para os da Europa Ocidental e os Estados Unidos (Carvalho,
2005). A primeira aplicacdo comercial da micropropagagao foi feita por Morel (1960), ao
multiplicar orquideas, mediante cultura de apices caulinares e regeneragdo de protocormos,
diminutas estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides. A sucessiva divisdo
desses protocormos acelera a propagacao de orquideas (Machado, 1998).

A micropropagagdo ¢ utilizada principalmente nas plantas de dificil propagacao,
permitindo a obten¢do de grande niimero de plantas sadias e geneticamente uniformes, em
curto periodo de tempo. A citocinina 6-bencilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para
promover multiplicacdo em diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia para
multiplicacdo de partes aéreas e indugao de gemas adventicias. Ja a cinetina afeta o
crescimento e a diferenciagdo das raizes, quebra a dominancia apical em gemas laterais,
estimula a divisdo e o crescimento celulares, estimula a germinagdo e a floragdo, retarda o
envelhecimento.

A propagacao vegetativa tem sido utilizada para a producdo de mudas de diversas
espécies. Entre as técnicas utilizadas destacam-se a estaquia, a miniestaquia e a
micropropaga¢do. A principal vantagem da micropropaga¢do em relacdo as demais técnicas
se encontra na possibilidade de rapida multiplicagdo de plantas em qualquer época do ano,

além da eliminagdo de virus (GALLO; CROCOMO, 1995).



Neste contexto, a cultura de células e de tecidos pode resolver ou minimizar pontos
criticos na multiplicagdo sistematizada de plantas com propriedades medicinais € ou

produtoras de 6leos essenciais pelo processo de micropropagacao.



10

3. Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia.Explantes constituidos de segmentos nodais provenientes de plantulas ja
estabelecidas in vitro com aproximadamente 0,5 cm foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com diferentes associagdes de BAP e KIN,
em adi¢do de 30 g L' de sacarose.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com nove tratamentos
consistindo de 5 frascos cada um, sendo que cada frasco continha 4 explantes, um fatorial
3x3.0s dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa
estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA,2000), utilizando-se o teste de regressdo, a 5% de
probabilidade. As concentragdes de citocininas utilizadas foram 0,0; 1,0 ¢ 2,0 mg L™ de BAP
€ 0,0; 0,5 ¢ 1,0 mg L' de KIN.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e em seguida autoclavado a 121°C e 1,2
atm durante 20 minutos. Posteriormente em cadmara de fluxo laminar, os explantes foram
inoculados em frascos de 200 mL, contendo 30 mL do meio de cultivo MS. Os frascos foram
vedados com tampas de polipropileno e mantidos em sala de crescimento convencional, com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C, com intensidade de 52,5W m™ s™', fornecida
por lampadas brancas fluorescentes.

Apds 30 dias foram avaliadas as seguintes caracteristicas: indice de sobrevivéncia
(numero de explantes desenvolvidos por numero de explantes inoculados), numero,

comprimento, massa fresca e seca das brotacdes desenvolvidas.
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4. Resultados e Discussao

O indice de sobrevivéncia e o nimero de brotos por explante foram significativamente
influenciados apenas pelas concentragdes de BAP (Tabela 1). Porém, os tratamentos que
apresentaram auséncia desta citocinina ou sua menor dose (1,0 mg L), tiveram 100% de
sobrevivéncia. A menor taxa de sobrevivéncia (95,8%) foi verificada no tratamento com BAP
a2,0 mg L' (Figura 1).

Tabela 1. Andlise de varidncia para as caracteristicas avaliadas em plantulas de hortela-

pimenta cultivadas em diferentes concentragdes de BAP e KIN (mg L™).

FONTE DE Indice de Numero de Comprimento Massa Massa seca
VARIACAO sobrevivéncia brotos dos brotos fresca (Pr>Fc¢)
(Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc) (Pr>Fc)
BAP 0,0470* 0,0007* 0,0001* 0,0001* 0,0000*
KIN 0,4428"° 0,1795™ 0,0103* 0,0009* 0,0000*
BAP x KIN 0,5130™ 0,1362" 0,0960™ 0,5802™% 0,4871™
CV (%) 5,17 20,33 23,94 31,18 30,68

* significativo a 5% de probabilidade, ™ néo significativo

A 7

FIGURA 1. Indice de sobrevivéncia (%) em plantulas de horteli-pimenta cultivadas em
diferentes concentragcdes de BAP (mg L™). Os valores sdo médias de cinco repeti¢des.

Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

Por outro lado, o aumento da concentragao de BAP estimulou a multibrota¢ao, sendo
que maior nimero de brotos (5,75) foi encontrado na maior concentragio utilizada (2,0 mg L™
(Figura 2). Isto ocorre uma vez que esta citocinina ¢ capaz de promover a quebra da

dominéncia apical e da dorméncia das gemas laterais culminando, assim, com a formacao de
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novos brotos (GEORGE, 1993). Brotagdes multiplas no género Mentha também tém sido
reportadas a partir de calos derivados de embrides maduros e imaturos e de folhas, em meio
MS suplementado com BAP+ANA (4cido naftaleno-acético) ou somente com BAP (VAN
ECK & KITTO, 1990; 1992).

O resultado deste trabalho também corrobora com o encontrado em estudos de
micropropagacao de outras plantas medicinais, nos quais maiores taxas de multiplicacdo de
chapéu-de-couro (Echinodorus cf. scaber Rataj) (PEREIRA ET AL., 2000) e poejo do campo
(Cunila galioides Benth.) foram observadas apenas com a adicdo de BAP ao meio de cultura

(FRACARO & ECHEVERRIGARAY, 2001).

—

FIGURA 2. Numero de brotos em plantulas de hortela-pimenta cultivadas em diferentes
concentragdes de BAP (mg L™'). Os valores sio média de cinco repeti¢des. Universidade

Federal de Uberlandia, 2011.

O comprimento, a massa fresca e seca dos brotos foram estimulados pelas
concentracdes de BAP e de KIN, porém, ndo houve interacdo entre estes dois fatores para
estas variaveis (Tabela 1). Maior comprimento de brotos foi obtido na auséncia de BAP (7,05
cm) (Figura 3), como também na auséncia de KIN (6,36 cm) (Figura 4). Skala & Wysokinska
(2004) e Garlet et al. (2011) também observaram reducdo no alongamento de plantas de
Salvia nemorosa L. e de Mentha x gracilis Sole, respectivamente, durante a proliferagcdo in
vitro destas espécies com o aumento da concentragdo de BAP. Pasqual (2001) relata que
elevadas concentracdes de citocininas podem reduzir o tamanho das brotagdes. Diante disto,
pode-se inferir que concentragdes mais elevadas de citocininas, principalmente o BAP, sao
eficientes para o aumento do nimero de novos brotos, enquanto que, contrariamente,
concentracdes mais baixas ou a auséncia deste regulador promovem o alongamento do

explante.
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g

FIGURA 3. Comprimento de brotos (cm) de plantulas de hortela-pimenta cultivadas em
diferentes concentragdes de BAP (mg L'). Os valores sdo médias de cinco repetigdes.

Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

—

FIGURA 4. Comprimento de brotos (cm) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em
diferentes concentragdes de KIN (mg L™). Os valores sio médias de cinco repeti¢des.

Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

As massas fresca e seca aumentaram linearmente & medida que as concentragdes de
BAP e KIN eram adicionadas ao meio de cultivo. A melhor resposta encontrada para massa
fresca foi quando se utilizou 2,0 mg L™ de BAP (Figura 5) e 1,0 mg L™ de KIN (Figura 6),
sendo os valores 1,05 g e 0,95 g, respectivamente. Com o aumento da massa fresca no
decorrer do tempo, o potencial osmético do meio fica maior. Consequentemente, as plantas
nesse meio conseguem absorver mais dgua para os seus tecidos e adquirem maior massa

fresca (VILLA et al., 2005). Comportamento oposto, no entanto, foi encontrado por Dutra et
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al. (2004) em trabalho de multiplicagdo in vitro de oliveira (Olea europaea L.), no qual a

medida em que aumentou a concentragdo de BAP, houve reducao nessa variavel.

A

FIGURA 5. Massa fresca (g) de plantulas de hortela-pimenta cultivadas em diferentes
concentragdes de BAP (mg L™'). Os valores sdo médias de cinco repetigdes Universidade

Federal de Uberlandia, 2011.

A

FIGURA 6. Massa fresca (g) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes
concentragdes de KIN (mg L™). Os valores sdo médias de cinco repeticdes Universidade

Federal de Uberlandia, 2011.

Para massa seca, os melhores resultados encontrados também foram nas maiores
concentracdes de citocininas, € os valores obtidos foram de 0,07 g com a utilizagdo de BAP

(Figura 7) e de 0,06 g utilizando-se KIN (Figura 8).
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™\

FIGURA 7. Massa seca (g) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes
concentragdes de BAP (mg L7'). Os valores sdo médias de cinco repeti¢des Universidade

Federal de Uberlandia, 2011.

™

Figura 8. Massa seca (g) de plantulas de hortela-pimenta cultivadas em diferentes
concentragdes de KIN (mg L™). Os valores sdo médias de cinco repeticdes Universidade

Federal de Uberlandia, 2011.
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5. Conclusao

Com esse estudo, pode-se concluir que a utilizagdo da maior dose de BAP promove a
multiplicagdo in vitro de hortela-pimenta, porém, diminui o indice de sobrevivéncia. O uso de
citocininas aumenta a massa fresca e seca dos explantes, e a auséncia destes reguladores

propicia o alongamento nesta espécie.
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