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Citocininas namultiplicacéo in vitro de hortela-pimenta (Mentha x Piperita L.)
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RESUMO: O hortela-pimenta é um hibrido triplo, Mentha x piperita, utilizado de forma medicinal
no tratamento de nduseas, cdélicas gastrointestinais, flatuléncias, calculos biliares, ictericia,
ansiedade, expectoracéo e expulsdo de vermes intestinais. Na micropropagacéo, o BAP (6-
benzilaminopurina) e KIN (cinetina) tém sido as fontes de citocininas mais empregadas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de reguladores vegetais na multiplicag&o 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
associactes de BAP e KIN, em adi¢cdo de 30 g L' de sacarose. As concentracdes de citocininas
utilizadas foram 0,0; 1,0 e 2,0 mg L*de BAP e 0,0; 0,5 e 1,0 mg L*de KIN. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com nove tratamentos consistindo de cinco frascos
cada um, sendo que cada frasco continha quatro explantes. A utilizacdo de 2,0 mg L' de BAP
promove a multiplicacéo in vitro de horteld-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 o0 alongamento nesta espécie.
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ABSTRACT: Cytokinins on in vitro multiplication of peppermint (Mentha x Piperita L.).
Peppermint is used for medical treatments of nausea, gastrointestinal cramps, flatulence,
gallstones, jaundice, anxiety, sputum and expulsion of intestinal worms. In micropropagation,
BAP (6-benzylaminopurine) and KIN (kinetin) have been the most widely used sources of cytokinins.
The aim of this study was to evaluate the effect of plant growth regulators in multiplication of
peppermint. Explants consisting of nodal segments from seedlings already established in vitro with
approximately 0,5 cm were inoculated on MS medium supplemented with different combinations
of BAP and KIN and 30 g L* of sucrose. The concentrations of cytokinins used were 0,0; 1,0 and
2,0 mg Lt of BAP and 0,0; 0,5 and 1,0 mg L* of KIN. The experiment was set up in a
completely randomized design with nine treatments consisting of five bottles each, and
each vial contained four explants. The use of 2,0 mg L* of BAP promotes the in vitro multiplication
of peppermint, but decreases the survival rate. Cytokinins increase fresh and dry weight of explants
and the absence of these regulators provides the elongation in this specie.
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INTRODUCAO

Mentha piperita L. € uma planta conhecida
como hortelad-pimenta, menta ou horteld-apimentada,
pertencente a familia Labiatae. Seu uso medicinal é
recomendado para o tratamento de nauseas, colicas
gastrointestinais, flatuléncias, célculos biliares,
ictericia, ansiedade, expectoracao e expulsao de
vermes intestinais. As propriedades medicinais desta
planta estao relacionadas com o 6leo essencial
extraido de suas folhas frescas (Lorenzi & Matos,
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2002; Corréacetal., 2003).

Sua propagacdo pode ser sexuada ou
vegetativa. No entanto, a multiplicacéo via sementes
€ laboriosa. De acordo com Veronese et al. (2001),
18000 botbes florais de horteld-pimenta contendo mais
de 2,75 milhdes de 6vulos desenvolveram apenas 6
sementes viaveis. Ainda, a variabilidade genética
decorrente da multiplicagdo via sementes pode
comprometer 0 uso desta espécie para propositos
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farmacéuticos, devido a variagdes na composicao
guimicado 6leo extraido. Por outro lado, a propagagao
assexuada do horteld-pimenta pode permitir o
acumulo de fungos sistémicos, bactérias e infec¢des
virais que prejudicam a producao desta espécie.

Neste contexto, a cultura de células e de
tecidos pode resolver ou minimizar pontos criticos
na multiplicacdo sistematizada de plantas com
propriedades medicinais e ou produtoras de Oleos
essenciais pelo processo de micropropagacao.
Muitas referéncias da aplicacdo desta técnica em
horteld-pimenta sédo encontradas na literatura
(Paolicchi et al., 2002; Ghanti et al., 2004;
Sunandakumari et al., 2004; Wang et al., 2008).

Um dos principais fatores que interferem na
propagacao in vitro € a suplementag¢édo do meio de
cultivo com reguladores de crescimento. Na
micropropagacéo, o BAP (6-benzilaminopurina) e KIN
(cinetina) tém sido as fontes de citocininas mais
utilizadas (Nagori & Purohit, 2004), pois séo
fitohormobnios 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
arométicas, também vém sendo utilizadas para
maximizar a biomassa e a producdo de 6leos
essenciais (Stoeva & lliev, 1997).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de reguladores vegetais na multiplicacéo in vitro de
horteld-pimenta, utilizando-se diferentes
concentracdes de BAP e KIN.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado no Laboratério 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 associa¢cfes de BAP e KIN, em adi¢éo de
30 g L1de sacarose. As concentragfes de citocininas
utilizadas foram 0,0; 1,0 e 2,0 mg L*de BAP e 0,0;
0,5e 1,0 mgLdeKIN.

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 camara 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
m2 s+, fornecida por lampadas brancas fluorescentes.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com nove tratamentos
consistindo de 5 frascos cada um, sendo que cada
frasco continha 4 explantes. Os dados obtidos foram
submetidos a anélise de variancia utilizando-se o
programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000),
utilizando-se o teste de regressdo, a 5% de
probabilidade.

Ap0s 30 dias foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: indice de sobrevivéncia (nUmero de
explantes desenvolvidos por nimero de explantes
inoculados), numero, comprimento, massa fresca e
seca das brotacdes desenvolvidas.

RESULTADO E DISCUSSAO

O indice de sobrevivéncia e o nimero de
brotos por explante foram significativamente
influenciados apenas pelas concentracdes de BAP
(Tabela 1). Porém, os tratamentos que apresentaram
auséncia desta citocinina ou sua menor dose (1,0
mg L%, tiveram 100% de sobrevivéncia. Amenor taxa
de sobrevivéncia (95,8%) foi verificada no tratamento
com BAP a 2,0 mg L (Figura 1).

Por outro lado, 0 aumento da concentracdo

TABELA 1. Andlise de variancia para as caracteristicas avaliadas em plantulas de hortel&-pimenta cultivadas em

diferentes concentracdes 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 0,5130M° 0,1362" 0,0960"° 0,5802" 0,4871°
CV (%) 5,17 20,33 23,94 31,18 30,68

* significativo a 5% de probabilidade, NS ndo significativo
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FIGURA 1. indice de sobrevivéncia (%) em plantulas de hortela-pimenta cultivadas em diferentes concentracées
de BAP (mg L%). Os valores sédo médias de cinco repeti¢des. Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

de BAP estimulou a multibrotagdo, sendo que maior
ndmero de brotos (5,75) foi encontrado na maior
concentracao utilizada (2,0 mg L?) (Figura 2). Isto
ocorre uma vez que esta citocinina é capaz de
promover a quebra da dominancia apical e da
dorméncia das gemas laterais culminando, assim,
com a formacéo de novos brotos (George, 1993).
Brotacdes multiplas no género Mentha também tém
sido reportadas a partir de calos derivados de
embries maduros e imaturos e de folhas, em meio
MS suplementado com BAP+ANA (acido naftaleno-
acético) ou somente com BAP (Van Eck & Kitto, 1990;
1992).

O resultado deste trabalho também corrobora
com o encontrado em estudos de micropropagacgao
de outras plantas medicinais, nos quais maiores
taxas de multiplicacdo de chapéu-de-couro

Mdm ero de brotos

(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).

O comprimento, a massa fresca e seca dos
brotos foram estimulados pelas concentractes de
BAP e de KIN, porém, ndo houve interacéo 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 reducéo no
alongamento de plantas de Salvia nemorosa L. e de
Mentha x gracilis Sole, respectivamente, durante a
proliferacéo in vitro destas espécies com o0 aumento
da concentracdo de BAP. Pasqual (2001) relata que
elevadas concentragdes de citocininas podem reduzir
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FIGURA 2. Numero de brotos em plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes concentracdes de BAP
(mg L*). Os valores séo média de cinco repeti¢es. Universidade Federal de Uberlandia, 2011.
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FIGURA 3. Comprimento de brotos (cm) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes concentragdes
de BAP (mg L%). Os valores sédo médias de cinco repeti¢des. Universidade Federal de Uberlandia, 2011.
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FIGURA 4. Comprimento de brotos (cm) de plantulas de hortel&-pimenta cultivadas em diferentes concentracdes
de KIN (mg L?). Os valores sdo médias de cinco repeti¢cdes. Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

Massa fresca

1,2 5

1
0.8 4
0.6 +
04 4

4

0,2 -

y = 0,33 +0,4133
R =0,9106

o

1l 0.8 1 1.5 2 28

Concentragiao de BAP

FIGURA 5. Massa fresca (g) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes concentragées de BAP (mg
L1). Osvalores sdo médias de cinco repeti¢des Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.13, especial, p.533-538, 2011.



Massa fresca

537

0. -
yw = 0,53x + 0,495
04 ¢ F* =0 8063
0.7 -
I:I T T T T T 1
0 02 04 0.6 0.8 1 1:42

Concentragio de KIN

FIGURA 6. Massa fresca (g) de plantulas de hortela-pimenta cultivadas em diferentes concentragdes de KIN (mg
L1). Osvalores sdo médias de cinco repeti¢des Universidade Federal de Uberlandia, 2011.
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Figura 8. Massa seca (g) de plantulas de horteld-pimenta cultivadas em diferentes concentragées de KIN (mg L-
1). Os valores sdo médias de cinco repeticdes Universidade Federal de Uberlandia, 2011.

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.13, especial, p.533-538, 2011.



538

o tamanho das brota¢des. Diante disto, pode-se inferir
gue concentracdes mais elevadas de citocininas,
principalmente o BAP, sdo eficientes para 0 aumento
do nimero de novos brotos, enquanto que,
contrariamente, concentra¢cées mais baixas ou a
auséncia deste regulador promovem o alongamento
do explante.

As massas fresca e seca aumentaram
linearmente a medida que as concentragfes de BAP
e KIN eram adicionadas ao meio de cultivo. Amelhor
resposta encontrada para massa fresca foi quando
se utilizou 2,0 mg L* de BAP (Figura 5)e 1,0 mg L-
t de KIN (Figura 6), sendo os valores 1,05ge 0,95 g,
respectivamente. Com o aumento da massa fresca
no decorrer do tempo, o potencial osmotico do meio
fica maior. Consequentemente, as plantas nesse meio
conseguem absorver mais agua para os seus tecidos
e adquirem maior massa fresca (Villa et al., 2005).
Comportamento oposto, no entanto, foi encontrado
por Dutra et al. (2004) em trabalho de multiplicacdo
invitro de oliveira (Olea europaea L.), no qual a medida
em gque aumentou a concentracdo de BAP, houve
reducdo nessa variavel.

Para massa seca, os melhores resultados
encontrados também foram nas maiores
concentracdes de citocininas, e os valores obtidos
foram de 0,07 g com a utilizagc&o de BAP (Figura7) e
de 0,06 g utilizando-se KIN (Figura 8).

Com esse estudo, pode-se concluir que a
utilizacdo de 2,0 mg L* de BAP promove a
multiplicacao 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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