Revista Ciéncia Agronomica, v. 42, n. 1, p. 175-184, jan-mar, 2011 . o,
Centro de Ciéncias Agrarias - Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, CE Artigo Cientifico

www.ccarevista.ufc.br ISSN 1806-6690

Micropropagacio, aclimatizacao, teor e composicio quimica do oleo
essencial de gendtipos de hortela japonesa!

Micropropagation, acclimatization, essential oil content and chemical composition of
japanese mint genotypes

Maria de Fatima Arrigoni-Blank’*, Andréa Santos Costa’, Valéria Oliveira Fonseca’, Pericles Barreto Alves* e
Arie Fitzgerald Blank3

Resumo - A horteld japonesa (Mentha arvensis) ¢ uma espécie aromatica, originaria do sul da China, o seu dleo essencial
¢ rico em mentol, o qual ¢ empregado nas industrias farmacé€uticas, de alimentos e de cosméticos. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver um protocolo para a micropropagacao e aclimatizac¢do de genotipos de horteld japonesa, além de analisar
a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de plantas micropropagadas e ndo micropropagadas. Segmentos nodais sdo 0s mais
indicados para a micropropagacdo dos genoétipos de M. arvensis. A concentracdo de 4,4 pM de AIA promoveu um maior
numero de brotos e folhas por explante do genotipo MA701-02, em relagdo aos demais gendtipos. A utilizagdo de 4,4 uM
AlA ¢ 9,3 uM CIN + 8,9 uM BAP + 2,2 uM AIA proporcionou maior acumulo de massa seca no genoétipo MA701-02, e
no MA701-04 foi a concentragdo de 8,9 uM BAP + 5,4 uM ANA. O substrato p6 de coco + 1 g L' de calcario + 12 g L"!
de Biosafra® (3-12-6) pode ser indicado para a aclimatizacdo de mudas micropropagadas dos genotipos de horteld japonesa
avaliados. A micropropagag¢@o ndo alterou o teor de 6leo essencial e foram identificados 17 constituintes quimicos, perfazendo
um total de 92 a 99%.

Palavras-chave - Mentha arvensis. Substrato. Planta medicinal e aromatica. Cultura de tecidos. Mentol.

Abstract - Japanese mint (Mentha arvensis L.) is an aromatic species originated from South China and its essential oil is
rich in menthol, which is used in the pharmaceutical, food and cosmetic industries. The aim of this work was to develop
a protocol for micropropagation and acclimatization of japanese mint genotypes and analyze the chemical composition
of the essential oils from micropropagated and not micropropagated plants. Nodal segments are the most indicated for
micropropagation of the M. arvensis genotypes. The concentration of 4.4 uM of IAA promoved higher number of shoots
and leaves per explant of the MA701-02 genotype when compared with the others. The use of 4,4 uM of IAA and 9,3 uM of
KIN + 8,9 uM of BAP + 2,2 uM of IAA resulted in major dry mass accumulation at genotype MA701-02. Major dry mass
accumulation of genotype MA701-04 was promoted when 8,9 uM BAP + 5,4 uM NAA was used. The substrate coconut
dust + 1 g L' of limestone + 12 g L' of Biosafra® (3-12-6) can be indicated to acclimatization of micropropagated plantlets
of the tested japanese mint genotypes. Micropropagation did not change essential oil content and 17 chemical constituents
were indentified, totalizing 92 to 99%.
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Introducao

A hortela-japonesa (Mentha arvensis L.) é uma
plantaaromatica, pertence a familia Lamiaceae, conhecida
também como horteld pimenta, menta japonesa, hortela,
hortela-doce, pimenta japonesa e vick. O seu oOleo
essencial se distingue de outras mentas pela auséncia
de 1,8 cineol e por elevado teor de mentol, empregado
como flavorizante e aromatizante de alimentos, bebidas,
perfumes, produtos de higiene bucal e preparacdes
farmacéuticas, no tratamento de problemas respiratorios
e gastrintestinais (KUMAR et al., 2002).

A micropropagacdo € uma técnica efetiva para
multiplicagdo rapida de espécies nas quais € necessario
obter alta uniformidade de progénie. Entdo, ha um grande
interesse de utilizagdo destas técnicas para ampliar a
propagacdo de plantas medicinais e aromaticas. Na
propagagdo in vitro a composi¢do ¢ a concentragdo
dos reguladores de crescimento no meio de cultura sdo
fatores determinantes para o crescimento e padrio de
desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultivo in
vitro (COSTA, 20006).

O sucesso na multiplicagdo in vitro do género
Mentha tem sido estudado por diversos autores, os quais
tém observado diferencas entre genoétipos, explantes e
reguladores de crescimento na micropropagacdo desta
espécie. Explantes internodais de M. arvensis cultivares
Himalaia e Kalka, quando inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), contendo de 0,18 a
0,37 uM de acido naftaleno acético (ANA) e 1,12 a
2,25 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), induziram
a formagdo de calos, primordios foliares e raizes
(SHASANY et al., 1998). A utilizagdo de segmentos
nodais, em meio MS, suplementado com 0,09 uM de
ANA ¢ 0,22 uM de BAP, obtiveram 35 brotagdes por
explante (ALI et al., 2004).

Um fator importante envolvido na aclimatizagao
¢ o substrato utilizado na preparagdo das mudas,
pois ele pode facilitar ou impedir o crescimento
e desenvolvimento das plantas micropropagadas,
conforme  suas  propriedades  fisico-quimicas,
influenciando diretamente no sucesso da aclimatiza¢do
(COUTO et al., 2003, SHREBSKY et al., 2006).

O pd de coco representa uma das alternativas
no preparo de substratos para a formagdo de mudas.
Atualmente, o p6 de coco tem sido indicado como
substrato agricola, principalmente, por apresentar
uma estrutura fisica vantajosa, proporcionando alta
porosidade, alto potencial de retengdo de umidade e por
ser biodegradavel. E um meio de cultivo 100% natural
e indicado para germinacdo de sementes e propagacao
de plantas (ROSA et al., 2001).

O pd de coco é um subproduto considerado
substrato praticamente inerte, que ndo reage com Os
nutrientes da adubacdo e possui longa durabilidade, sem
alterac@o de suas caracteristicas fisicas. Como ndo possui
os nutrientes essenciais para as plantas, deve ser utilizado
em combinag@o com adubos (CARRIJO et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver
um protocolo para a micropropagagdo e aclimatizagdo
de genotipos de horteld japonesa, além de analisar a
composicdo quimica dos oOleos essenciais de plantas
micropropagadas e ndo micropropagadas.

Material e métodos

Micropropagacdo

O ensaio foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais e Melhoramento Vegetal do
Departamento de Engenharia Agronomica da Universidade
Federal de Sergipe.

Como fontes de explantes foram utilizados
segmento nodal, foliar e internodal proveniente de quatro
genoétipos de M. arvensis (UFC, MA701-01, MA701-02
e MA701-04) estabelecidos in vitro. O genotipo UFC foi
doado pela Universidade Federal de Ceard e os demais
genotipos foram doados pelo Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC). O meio de cultivo utilizado foi o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 30 g L
de sacarose e 7 g L' de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,7 £ 0,1 e, posteriormente, autoclavado (121 °C e
1,05 atm) por 20 minutos. Apds a inoculagdo, os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo
de 12 horas de luz, temperatura de 25 + 2 °C e intensidade
luminosa de 60 pmol m2s'. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos:
meio MS (controle); MS suplementado com cinetina
(9,3 uM), BAP (8,9 uM) e acido indolil acético (AIA)
(2,2 uM); MS suplementado de BAP (8,9 uM) e ANA
(5,4 uM) e MS suplementado de AIA (4,4 uM), sendo
cada tratamento composto por seis repetigdes com quatro
frascos, contendo dois explantes em cada frasco.

Aos 35 dias apds implantagdo dos ensaios foram
avaliadas as variaveis numero de brotos, nimero de folhas
e massa seca de parte area (MSPA). Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F e,
quando significativas, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Aclimatizagio

O trabalho foi conduzido em estufa agricola
localizada no Departamento de Engenharia Agrondmica
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na Universidade Federal de Sergipe. Foram utilizadas
mudas micropropagadas dos genotipos UFC, MA701-
01, MA701-02, MA701-04 de M. arvensis. Apos
a lavagem em 4gua corrente para eliminagdo do
meio de cultura aderido as raizes, as mudas foram
transplantadas para bandejas de poliestireno expandido
com 72 células, contendo os diferentes substratos e
mantidas sob irrigacdo e nebulizacdo intermitentes e
sombreamento de 50%.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x4, sendo quatro
substratos: PCB - pd de coco + 1 g L' de calcario +
12 g L' de Biosafra® (3-12-6), PVCB (1:1 v/v) - p6
de coco + vermiculita + 1 g L' de calcario + 12 g L!
de Biosafra® (3-12-6), PVCB (2:1 v/v) - p6 de coco +
vermiculita + 1 g L' de calcério + 12 g L' de Biosafra®
(3-12-6) e VMS - vermiculita + sais do MS e quatro
gendétipos (UFC, MA701-01, MA701-02, MA701-04)
com cinco repeti¢des. Cada unidade experimental foi
constituida por quatro mudas.

Aos 30 dias, foram avaliadas as variaveis
porcentagem de sobrevivéncia (%), nimero de brotos,
comprimento de raiz (cm), comprimento da parte aérea
(cm), massa fresca (mg) da parte aérea (MFPA) e
raiz (MFR), massa seca (mg) da parte aérea (MSPA)
e raiz (MSR). As variaveis MFPA, MFR, MSR foram
transformadas em raiz de (x + 0,5) ¢ a porcentagem de
sobrevivéncia em arco seno da raiz quadrada de (X/100).
Os dados foram submetidos & analise de varidncia
pelo teste F e, quando significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Extracdo, teor e andlise quimica do oleo essencial

Plantas propagadas pelos métodos convencionais
de estaquia e micropropagadas cultivadas em campo
foram coletadas para extrag@o do 6leo essencial.

Os oleos essenciais de folhas frescas foram obtidos
por hidrodestilagdo, através de aparelho do tipo clevenger
(GUENTHER, 1972), por aproximadamente 2 horas. Os
teores foram estimados com base no peso da matéria seca
(mL 100 g') e obtidos utilizando-se quatro amostras de
200 g (ASTA, 1968).

Amostras dos 6leos essenciais foram analisadas por
meio de cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu
QP5050A, interfaceada com espectroscopia de massa (CG/
EM), dotada de coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 pm) nas seguintes condi¢des: géas de arraste hélio
(fluxo 1,0 mL min'); tipo de injec¢do split a 250 °C (1/20);
detector a 280 °C, programacao da coluna 80 °C durante
1,5 minuto, com aumento de 4 °C por minuto para 180 °C,
seguido de 10 °C por minuto até 300 °C, finalizando com 10
minutos de isoterma a 300 °C. Os espectros de massas foram

obtidos por impacto eletronico a 70 eV. A identificagdo
dos constituintes foi determinada com base na comparagéo
do indice de retencdo (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963)
relativo a uma série de n-alcanos homoélogos, obtido pela
co-injecdo de amostras do 6leo com uma mistura linear
de hidrocarbonetos, bem como com o banco de dados
NIST21 ¢ NIST107 da biblioteca do CG/EM e publicagéo
de espectro de massas (ADAMS, 2007).

Resultados e discussao

Micropropagacgio

Os diferentes explantes utilizados apresentaram
diferengas significativas para todas as variaveis analisadas,
sendo o segmento nodal 0 tinico que proporcionou regeneracao
de plantas. Resultados diferentes foram obtidos por Shasany
et al. (1998), onde os segmentos internodais foram eficientes
na regeneracdo de M. arvensis cultivares Himalaia e Kalka.
Isto sugere que, mesmo dentro de uma mesma espécie,
podem ocorrer respostas diferentes, dependendo do explante
utilizado, do local de cultivo, cultivares entre outros. Para o
numero de brotos, o segmento nodal dos genoétipos MA701-
02 e UFC ndo apresentaram diferengas significativas, exceto
pela combinagdo de 8,9 uM BAP + 5,4 uM ANA do gendtipo
MA701-01,queficouabaixodamédia(0,5 brotos porexplante),
apresentada pelo genétipo UFC (1,87 brotos por explante). O
maior nimero de brotagdes foi observado no tratamento com
4,4 uM AlIA, tanto para o genotipo MA701-02 como para o
MA701-04 (TAB. 1). Chishti et al. (2006) obtiveram uma
melhor multiplicagdo de brotos de M. arvensis, utilizando
0 meio MS suplementado de 8,9 uM de BAP ¢ 4,4 uM de
AIA. Em Mentha viridis, o maior numero de brotos foi
obtido com segmento nodal com a concentragdo de 0,67
uM de BAP (RAJA; AROCKIASAMY, 2008).

Para niimero de folhas, n3o houve diferenga
significativa entre os genotipos na auséncia de regulador de
crescimento. O genodtipo MA-701-02 obteve maior média
em relagdo aos demais com a utilizagdo de 4,4 uM AIA.
Comparando os diferentes genotipos dentro dos tratamentos,
ndo houve diferenca significativa do numero de folhas para
os gendtipos UFC e MA701-04. Para o gendtipo MA701-
01, o tratamento 8,9 uM BAP + 54 uM ANA proporciou
menor numero de folhas. Para os genotipos MA701-01, UFC
e MA701-04, a concentragdo de 4,4 uM AIA induziu menor
numero de folhas (TAB. 2). Em Mentha viridis, a maior média
para esta variavel foi encontrada no meio suplementado com
0,22 uM BAP e zero de ANA, nao diferindo estatisticamente
dos meios contendo zero e 0,45 uM BAP, combinados com
0,04¢0,09 uM ANA (LIMA etal.,2007). Namicropropagagao
de amoreira preta (Rubus spp.), o maior niimero de folhas foi
encontrado com 0,11 uM BAP (VILLA et al., 2006).
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Tabela 1 - Numero de brotos formados em explantes de M. arvensis, genotipos UFC, MA701-01, MA701-02, MA701-04, cultivados
na presenga de diferentes reguladores de crescimento

Tratamento (LM) Genotipos

MA701-01 MA701-02 UFC MA701-04

Segmento foliar
Controle 0,000 aAP 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAP
9,3CIN+8,9BAP+2,2ATA 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAP
8,9BAP + 5,4ANA 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAP
4,4AT1A 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAB 0,000 aAP

Segmento nodal
Controle 1,569 aAa. 1,694 bAa 1,916 aAa 2,027 bAa
9,3CIN+8,9BAP+2,2AT1A 1,708 aAa 1,930 bAa 1,875 aAa 1,805 bAa
8,9BAP + 5,4ANA 0,500 bBa 1,916 bAa 1,875 aAa 0,666 cBa
4 4AT1A 1,500 aCa 4,408 aAo 2,000 aBCa. 2,569 aBa

Segmento internodal
Controle 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAB 0,000 aAP
9,3CIN+8,9BAP+2,2AT1A 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAP
8,9BAP + 5,4ANA 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAP
4,4A1A 0,000 aAP 0,000 aAp 0,000 aAB 0,000 aAP
CV(%) 14,73

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, maitsculas nas linhas e gregas entre segmentos, nao diferem estatisticamente entre si,

pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Tabela 2 - Numero de folhas por explante de M. arvensis, genétipos UFC, MA701-01, MA701-02 e MA701-04, cultivados na presenca

de diferentes reguladores de crescimento

Tratamento (uM) Genotipos

MA701-01 MA701-02 UFC MA701-04

Segmento Foliar
Controle 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAp
9,3CIN+8,9BAP+ ,2AIA 0,000 aAp 0,000 aApB 0,000 aAp 0,000 aAp
8,9BAP+5,4ANA 0,000 aAP 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAp
4,4A1A 0,000 aAp 0,000 aAB 0,000 aAP 0,000 aAP

Segmento Nodal
Controle 14,472 aAa. 17,028 bAa 12,833 aAa 12,930 aAa
9,3CIN+8,9BAP+2,2A1A 12,583 aABa 9,778 cABa 14,083 aAa 9,611 aBa
8,9BAP + 5,4ANA 1,833 bBa 11,638 cAa 14,291 aAa 12,500 aAa
4,4ATA 14,333 aBa 23,042 aAa 16,542 aBa 13,388 aBa

Segmento Internodal
Controle 0,000 bAB 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAp
9,3CIN+8,9BAP+2,2A1A 0,000 aBp 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAp
8,9BAP+5,4ANA 0,000 bAB 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAP
4,4A1A 0,000 bAB 0,000 aAB 0,000 aAp 0,000 aAP
CV(%) 25,72

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, maiusculas nas linhas e gregas entre segmentos, ndo diferem estatisticamente entre si,

pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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O uso de citocininas estimula maior produgdo
de parte aérea, através do aumento da massa fresca,
numero de gemas e folhas, porém o contrario ¢ obtido
com a utilizagdo de concentragdes mais elevadas, acima
da otima para a multiplicacdo da espécie em estudo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Em relagdo a MSPA, houve diferenca significativa
entre os gendtipos, sendo a utilizacdo de 4,4 uM AIA
e 9,3 uM CIN + 8,9 uM BAP + 2,2 uM AIA as que
proporcionaram o maior acimulo de massa seca no
genotipo MA701-02 . Ja para o genotipo MA701-04, o
tratamento com 9,3 uM CIN + 8,9 uM BAP + 2.2 uM
AIA proporcionou um menor acimulo de massa. Para o
gendtipo MA701-01, as concentragdes de 8,9 uM BAP +
5,4 uM ANA fizeram com que esse obtivesse uma massa
seca de parte aérea insignificante, porém ndo havendo
diferenca significativa entre os demais tratamentos
avaliados, os quais proporcionaram maior acumulo
de massa. O gendtipo UFC ndo apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos avaliados, entretanto,
quando comparado aos gendtipos, apresentou diferenga
significativa, onde este obteve os menores acumulos de
massa, com excec¢ao no tratamento 8,9 uM BAP + 5,4 uyM
ANA, que foiigualaoMA701-01 (TAB. 3). Em manjericao
(Ocimum basilicum L.), os maiores acimulos de massa

seca da parte aérea (0,047; 0,046 ¢ 0,042 g) foram obtidos
com 0,04; 0,09 ¢ 0,18 uM de ANA, respectivamente
(SOUZA et al., 2006).

Aclimatizacdo

Na implantacio do ensaio, as mudas
micropropagadas apresentavam altura média de 6,0 cm
e resultaram em altas taxas de sobrevivéncia para todos
os substratos testados, havendo diferenca significativa
entre eles (TAB. 4).

Para a variavel nimero de brotos, ndo houve
diferenca significativa dos genotipos entre os diferentes
substratos. Entretanto, para os gendtipos nos substratos,
observa-se que o UFC teve as maiores médias, ndo
diferindo estatisticamente do genodtipo MA701-01, em
todos os substratos, € do MA701-02 ,nos substratos
PVCB (1:1 v/v) e VMS.

Ja para comprimento de raiz, nota-se que nao houve
diferenca significativa entre os substratos avaliados para
os genotipos MA701-01 e MA701-04, enquanto que, para
UFC e MA701-02, houve diferenca significativa entre os
substratos testados. Comparando os genotipos, dentro do
substrato PVCB (2:1 v/v), o genotipo MA701-01 obteve
0 menor comprimento de raiz e, no substrato PCB, os

Tabela 3 - Massa seca de parte aérea de M. arvensis, gendtipos UFC, MA701-01, MA 701-02 e MA701-04, cultivados na presenga

de diferentes reguladores de crescimento

Tratamento (UM) Genotipos

MA701-01 MA701-02 UFC MA701-04

Segmento Foliar
Controle 0,000 aAP 0,000 aAP 0,000 aAa 0,000 aAp
9,3CIN+8,9BAP+2,2ATA 0,000 aAy 0,000 aAP 0,001 aAa 0,000 aAp
8,9BAP+5,4ANA 0,000 aAa. 0,000 aAp 0,000 aAa 0,000 aAp
4,4ATA 0,000 aAp 0,000 aAp 0,000 aAa 0,000 aAp

Segmento Nodal
Controle 5,447aAo0. 4,937bAc. 0,008aBa 5,217aAa
9,3CIN+8,9BAP+2,2AT1A 5,221aBa 8,307aAa 0,007aDa 3,454bCa.
8, 9BAP+5,4ANA 0,000bCa 2,989¢cBa 0,006aCa 4,321abAa
4 4ATA 6,579aBa 9,512aAa 0,007aDa. 3,814abCa

Segmento Internodal
Controle 0,000 bAB 0,000 aAP 0,000 aAa 0,000 aAp
9,3CIN+8,9BAP+2,2AT1A 0,000 aAp 0,000 aBp 0,000 aBa 0,000 aBp
8,9BAP+54ANA 0,000 bAa 0,000 aAP 0,000 aAa 0,000 aAp
4,4A1A 0,000 bAB 0,000 aAP 0,000 aAa 0,000 aAp
CV(%) 29,90

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, maitsculas nas linhas e gregas entre segmentos, ndo diferem estatisticamente entre si,

pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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maiores comprimentos de raizes foram obtidos com os
genoétipos UFC, MA701-01 e MA701-04 (TAB. 4). O po
de coco proprocionou uma maior agregagdo das raizes ao
substrato, facilitando a retirada da muda da bandeja e o
desenvolvimento da mesma. Isso pode estar relacionado
ao fato do pd de coco seco possuir caracteristicas fisicas e
quimicas adequadas para o crescimento e desenvolvimento
desses gendtipos. Para a produg@o de mudas de tomate, o
p6 de coco puro nao se revelou bom substrato, pois nele

as plantulas ndo apresentaram bom desenvolvimento
(SILVEIRA et al., 2002).

O substrato VMS proporcionou um maior
comprimento da parte aérea para o MA701-01 (TAB. 4).
No entanto, para aclimatizagdo de mudas de abacaxi, a
vermiculita apresentou baixa agregagdo com as raizes, o
que afetou negativamente o crescimento das plantas, tanto
da parte aérea quanto das raizes (MOREIRA et al., 2006).

Tabela 4 - Valores médios de porcentagem de sobrevivéncia (%), numero de brotos, comprimento de raiz, comprimento de
parte aérea, massa fresca e seca de parte aérea e raiz por planta, em fungdo de diferentes substratos na aclimatizagdo dos

genotipos de hortela japonesa

Substrato Genotipos
UFC MA701-01 MA701-02 MA701-04
Porcentagem de Sobrevivéncia (%)

PCB 100,00 a A 95,00 a AB 90,00b B 100,00 a A
PVCB (1:1 v/v) 100,00 a A 95,00 a A 100,00 a A 100,00 a A
PVCB (2:1 v/v) 100,00 a A 95,00 a A 100,00 a A 100,00 a A
VMS 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A

CV(%) 5,29

Numero de brotos

PCB 890aA 6,35a AB 4,80aB 4,65aB
PVCB (1:1 v/v) 10,00 a A 7,10 a AB 6,50 a AB 5,75aB
PVCB (2:1 v/v) 10,80 a A 8,25a AB 6,70 a B 555aB
VMS 10,90 a A 8,40 a AB 8,25a AB 6,50a B

CV(%) 27,79

Comprimento de raiz (cm)

PCB 15,60 a A 13,17 a AB 10,96 ¢ B 13,75 a AB
PVCB (1:1 v/v) 14,87 ab A 12,15a A 12,55 bc A 14,51 a A
PVCB (2:1 v/v) 14,60 ab A 10,77aB 17,37a A 15,43a A
VMS 12,11b A 14,07a A 14,90 ab A 13,85a A

CV(%) 13,05

Comprimento de parte aérea (cm)

PCB 23,05a A 11,20b C 19.92¢c A 1547bB
PVCB (1:1 v/v) 25,90 a A 10,75bC 24719b A 19,07 ab B
PVCB (2:1 v/v) 24,09 a AB 945bC 26,03 ab A 21,49aB
VMS 2297 aB 16,35aC 29,73 a A 21,57aB

CV(%) 11,04

Massa fresca de parte aérea (mg)

PCB 4646,00 a A 1172,00 ab B 1355,00b B 757,50 b B
PVCB (1:1 v/v) 4832,35a A 1220,35 ab C 2490,00 b B 1159,50 ab C
PVCB (2:1 v/v) 4252,10 a A 868,95b B 2005,00 b C 2107,50 aB
VMS 2640,85b B 2325,55aB 4190,00 a A 1790,00 ab B

CV(%)

13,40

180

Rev. Ciénc. Agron., v. 42, n. 1, p. 175-184, jan-mar, 2011



Micropropagagio, aclimatizagdo, teor e composicdo quimica do 6leo essencial de genotipos de horteld japonesa

Continuacdo da Tabela 4

Massa fresca de raiz (mg)

PCB 570,80 a B 712,20 a AB 85,00 c C 1040,00 a A
PVCB (1:1 v/v) 414,35 ab AB 524,05 ab A 185,00 bc B 655,00 a A
PVCB (2:1 v/v) 192,00 bec B 282,05bB 635,002 A 890,00 a A
VMS 62,10c C 303,10bB 375,00 ab B 985,00 a A

CV (%) 20,08

Massa seca de parte aérea (mg)

PCB 51295a A 203,40 b B 217,90 b B 126,25 aB
PVCB (1:1 v/v) 633,002 A 236,65bB 289,25bB 17435aB
PVCB (2:1 v/v) 598,50 a A 184,55b B 289,55bB 200,85 a B
VMS 513,775a A 508,75a A 546,80 a A 313,30aB

CV(%) 29,90

Massa seca de raiz (mg)

PCB 55,50 a AB 65,71 ab A 28,60 c B 65,00 a A
PVCB (1:1 v/v) 71,95 a A 45,28 b AB 35,50 bc B 52,40 a AB
PVCB (2:1 v/v) 76,35 a A 56,83 ab A 87,50 a A 79,45 a A
VMS 51,05a A 91,26 a A 74,95 ab A 74,75 a A

CV(%) 17,02

* Médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p £.0,05); Substratos: PCB - p6 de coco + 1 g.L! de calcario + 12 g.L! de Biosafra® (3-12-6), PVCB (1:1 v/v) - p6 de coco + vermiculita +
1 g.L! de calcario + 12 g.L-!' de Biosafra® (3-12-6), PVCB (2:1 v/v) - p6 de coco + vermiculita + 1 g.L-' de calcario + 12 g.L' de Biosafra®

(3-12-6) e VMS — vermiculita + sais do MS

Em relagdo ainda a esta varidvel, o MA701-
04 apresentou menor comprimento de parte aérea em
PCB e PVCB (1:1 v/v). Resultados semelhantes foram
encontrados na producdo de mudas de porta-enxertos de
gravioleira, onde o substrato pé de coco + vermiculita
(1:1 v/v) promoveu menor altura das plantas (CORREIA
et al.,2001). Nota-se que o MA701-01 apresentou as
menores médias, em relagdo ao UFC, MA701-02 ¢ ao
MA701-04, quando avaliado para cada substrato com os
demais genotipos (TAB. 4). Esse pequeno comprimento
da parte aérea do genotipo MA701-01 pode ter ocorrido
em virtude do mesmo ser adaptado as condigdes da regido
Sul e Sudeste (GRISI et al, 2006). Resultados contrarios
aos deste trabalho, em relagdo ao comprimento da parte
aérea das plantas, foram encontrados na aclimatizacdo de
anturio, onde o substrato p6 de coco seco promoveu maior
altura de plantula (8,87 cm) (SILVA et al., 2007). Oliveira
etal. (2008) também observaram os efeitos benéficos deste
substrato, visto que alcangaram melhor desenvolvimento
vegetativo das cultivadas em p6 de coco seco.

Para MFPA, o genétipo UFC apresentou menor
biomassa, quando se usou substrato VMS, e para o
gendtipo MA701-02 este substrato proporcionou maior

biomassa. Nao houve diferenca significativa entre os
substratos PCB, PVCB (1:1 v/v) e PVCB (2:1 v/v) para
os gendtipos UFC e MA701-02. Para o gen6tipo MA701-
01 o substrato VMS foi superior ao PVCB (2:1 v/v), ndo
diferenciando dos substratos PCB ¢ PVCB (1:1 v/v). Ja
para o gendtipo MA701-04 o substrato PVCB (2:1 v/v) foi
superior ao PCB, ndo diferenciando dos substratos PVCB
(1:1 v/v) e VMS. Comparando os genotipos dentro de
cada substrato, percebe-se que o gen6tipo UFC teve maior
acumulo de MFPA, em relagdo aos demais genotipos nos
substratos PCB, PVCB (1:1 v/v) e PVCB (2:1 v/v) e, no
substrato VMS, foi o genotipo MA701-02 (TAB. 4). Na
aclimatizagdo de mudas de bromélia Aechmea nudicalis,
os melhores resultados para comprimento da parte aérea,
matéria fresca da parte aérea e das raizes e matéria seca
das raizes foram observados em misturas contendo o po6 de
coco seco (ANDRADA-FRANCO; RODRIGUEZ, 2003).

Os gendtipos UFC e MA701-01 obtiveram as maiores
MFR, nos substratos PCB ¢ PVCB (1:1 v/v), e 0 MA701-02
em PVCB (2:1 v/v) e VMS e, para o gendtipo MA701-04,
ndo houve diferenca significativa entre os substratos testados.
Avaliando os gendtipos dentro de cada substrato, percebe-se
que a maior MFR foi obtida pelo gendtipo MA701-04, no
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substrato VMS, e esse gendtipo foi igual ao MA701-02, no
substrato PVCB (2:1 v/v). No substrato PCB, o gendtipo
obteve a MA701-02 menor MFR.

Para a variavel MSPA, o MA701-01 e o MA701-02
expressaram as maiores massa seca no substrato VMS, ao
contrario do MA701-04 e do UFC, que nao apresentaram
diferencas significativas entre os substratos testados. O
gendtipo UFC apresentou os maiores valores, se destacando
dos demais, em relacdo aos substratos avaliados, porém
ndo deferindo dos gendtipos MA701-01 e MA701-02,
no substrato VMS (TAB. 4). O substrato pd de coco seco
propiciou maior peso de matéria seca da parte aérea (0,18 g),
na aclimatizago de anttrio (SILVA et al., 2007).

Verificou-se que o substrato VMS expressou
maior biomassa para o MA701-01, para a MSR, ndo
deferindo estatisticamente do PCB ¢ PVCB (2:1 v/v).
Para o geno6tipo MA701-02, o substrato PVCB (2:1 v/v)
propiciou uma maior MSR, porém néo deferindo do VMS.
Esse ultimo substrato também proporcionou maior MSR,

em plantas de antlirio aclimatizadas (SILVA et al., 2007).
Para os genotipos testados, houve diferencga significativa
entre eles, para os substratos PCB ¢ PVCB (1:1 v/v),
sendo o genodtipo MA701-02 o que apresentou menor
massa, porém ndo deferiu dos genotipos UFC, MA701-
01, MA701-04, respectivamente (TAB. 4).

Comrelagio a aclimatizagdo da espécie M. arvensis,
os resultados obtidos, na Tabela 4, demonstram que o p6
de coco constitui em material promissor para ser utilizado
na aclimatizag@o das mudas dos genétipos avaliados, uma
vez que este substrato proporcionou condi¢des favoraveis
para o melhor desenvolvimento das mudas e também por
ser um subproduto abundante da agroindustria do coco, de
ampla disponibilidade no Nordeste do Brasil e de baixo
valor no mercado, barateando o custo de produgao.

Andlise do oleo essencial

Dos componentes presentes no o6leo essencial
dos quatro gendtipos de M. arvensis, propagadas

Tabela 5 - Composi¢do quimica do oleo essencial de genotipos de M. arvensis, submetidos a propagagdo convencional e

micropropagacio
Genotipos
Composto® IR® UFC MA701-01 MA701-02 MA701-04
Conv Micro Conv. Micro Conv. Micro Conv. Micro
......................................................................... D0 e
Tricicleno 929 0,08 0,84 0,00 0,00 0,42 0,00 0,17 0,00
B-Pineno 973 0,18 1,18 0,00 0,68 0,77 0,53 0,23 0,30
Mirceno 985 0,08 0,00 0,00 0,00 0,21 1,39 0,00 0,84
3-Octanol 992 0,48 0,00 0,00 0,00 0,27 0,00 0,18 4,21
Limoneno 1025 1,22 10,65 0,00 3,85 0,54 0,31 1,42 0,00
1,8-Cineol 1029 0,00 0,00 0,00 0,00 12,16 9,94 0,00 0,00
Linalol 1096 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mentona 1153 14,29 11,93 14,66 25,94 20,46 12,69 0,00 0,00
Isomentona 1161 1,81 2,03 2,87 6,50 6,04 3,06 0,37 0,00
Neomentol 1166 1,51 0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Isopulegona 1172 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,53 0,00
Mentol 1173 77,85 69,07 81,10 53,26 0,00 0,00 0,00 0,00
o-Terpineol 1192 0,21 0,00 0,00 0,00 1,09 0,00 0,00 0,00
Pulegona 1234 0,26 0,00 0,00 0,75 51,56 68,25 48,04 55,55
Piperitona 1249 1,17 0,00 0,00 1,56 0,29 0,00 0,00 0,00
Acetato de mentila 1286 0,27 2,98 1,35 1,79 0,00 0,00 0,00 0,00
Piperitenona 1338 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 40,25 31,85
Teor de 6leo essencial em

folha seca (%) 3,16 3,10 4,59 4,67 1,60 1,66 1,90 1,98
Total Identificado 99,67 99,57 99,98 95,33 93,81 96,17 93,19 92,75

*Compostos listados em ordem de elui¢do em coluna DB-5; *Indice de Retengdo; Conv.: propagac¢do convencional; Micro: micropropagagdo
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convencionalmente por estaquia e micropropagadas, 17
constituintes foram identificados ¢ encontram-se listados
de acordo com a ordem de eluigdo (TAB. 5).

Analisando o gendtipo UFC, observa-se que
os principais compostos obtidos pelos métodos
convencionais de propagagdo por estaquia e propagagao
in vitro foram, respectivamente, o mentol, com 77,85%
e 69,07%, ¢ a mentona, com 14,29% ¢ 11,93%. No
gendtipo MA701-01, houve uma redugdo do teor
de mentol em plantas micropropagadas de 81,1 para
53,26% e um aumento no teor de mentona de 14,66 para
25,94%, quando comparado ao método convencional
de propagacdo. Em relagdo ao genotipo MA701-02,
os principais compostos foram a pulegona (51,56 para
68,25%) e mentona (20,46 para 12,69%). Nota-se um
aumento da pulegona em plantas micropropagadas
e uma reducdo da mentona nas mesmas (TAB. 5).
Comparando os dois tipos de produgdo das plantas,
nota-se que o nivel de mentona foi inferior em plantas
provenientes do cultivo in vitro, exceto no genotipo
MA701-01, enquanto que a pulegona apresentou um
nivel mais elevado nesta condigao.

Ja em relagdo ao genotipo MA701-04, os
constituintes majoritarios em ambos os métodos foram
a pulegona (48,1 para 55,6%) e a piperitona (40,2 para
31,8%). Observa-se, assim, que houve um aumento
em torno de 7% no teor de pulegona para as plantas
provenientes da micropropagacao (TAB. 5). A presenca
de uma quantidade elevada de pulegona ¢ interessante para
a producdo em grande escala deste terpendide, ja que possui
diversas propriedades bioldgicas, tais como repelente de
insetos e abortivos, tanto para animais e seres humanos
(TAVARES et al.., 2004). Essas variacdes nos teores
dos constituintes do dleo essencial sugerem que a sintese
desses terpenos pode estd correlacionada com eventos
organogénicos da planta (PHATAK, 2002 ; HEBLE, 2002)
ou sob a influéncia de variagdo caracteristicas ambientais.

Conclusoes

1. Na micropropagacao dos genétipos de M. arvensis os
segmentos nodais sao mais efetivos;

2. A utilizacdo de 4,4 uM de AIA promove um maior
numero de brotos por explante, nos genotipos MA701-
02 e MA701-04;

3. A concentragdo de 4,4 uM de AIA obteve o maior
numero de folhas por explante no gen6tipo MA701-02;

4. O maior acimulo de massa seca de parte aérea
obteve-se nas concentragdes de 4,4 uM AIA e 9,3
uM CIN + 8,9 uM BAP + 2,2 uM AIA no gendtipo
MA701-02;

5. O p6 de coco pode ser utilizado na aclimatizacdo das
mudas dos genotipos de Mentha arvensis;

6. A micropropagagao ndo alterou o teor de 6leo essencial.
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