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Influéncia de citocininas na micropropagacao de Mentha x gracilis Sole
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RESUMO: Mentha x gracilis Sole € um hibrido que produz 6leos essenciais ricos em monoterpenos.
Tendo em vista a propagacéo clonal desta planta, segmentos nodais provenientes de plantas
assépticas, foram cultivados em meio de Murashige e Skoog (MS) suplementado com 0; 0,5; 1,0
e 2,0 uM de cinetina, benzilaminopurina (BAP) ou thidiazuron (TDZ). Apds 30 dias, as plantas
foram transferidas para meio MS n&o suplementado com citocinina. Os melhores resultados
foram obtidos em meio suplementado com 2 uM de TDZ, mostrando ser método viavel para a
producdo rapida de grande nimero de mudas. Apoés a transferéncia das plantas para a casa de
vegetacao, as plantas propagadas com TDZ apresentam maior nimero de tricomas glandulares.

Palavras-chave: Lamiaceae, cultivo in vitro, hortela, tricomas

ABSTRACT: Cytokinin influence on Mentha x gracilis Sole micropropagation. Mentha x
gracilis Sole is a hybrid that produces essential oils rich in monoterpenes. Aimed at the clonal
propagation of this plant, nodal segments from aseptic plants were cultured in Murashige and
Skoog (MSO) medium supplemented with 0; 0.5; 1.0 and 2.0 uM kinetin, benzyl adenine (BAP)
or thidiazuron (TDZ). After 30 days, plants were transferred to MOS medium without cytokinin
supplementation. The best results were obtained in medium supplemented with 2 uM TDZ, which
proved to be a viable method for the rapid production of a large number of seedlings. After transference
to the greenhouse, plants propagated with TDZ had a larger number of glandular trichomes.
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INTRODUGAO

O género Mentha (Lamiaceae) compreende
plantas conhecidas como hortel&s, as quais séo muito
cultivadas devido a producéo de 6leos essenciais
produzidos por tricomas glandulares presentes nas
folhas e caules das plantas. Esses 6leos essenciais
séo usados comercialmente como aromatizantes de
alimentos, agentes flavorizantes, em cosmeéticos,
perfumes e medicamentos (Poovaiah et al., 2006).

Mentha x gracilis Sole é um hibrido originado
de M. arvensis L. e M. spicata L. (Harley & Brighton,
1977), que através de uma série de cruzamentos
produziu individuos estéreis e varios quimiotipos, todos
com 6leos essenciais ricos em monoterpenos.
Recentemente, Garlet et al. (2007) estudaram um
guimiotipo de M. x gracilis rico em linalol (composi¢c&o
média de 48%) e carvona (composicdo média de 13%)
de grande interesse econdmico. O linalol entra na
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composicdo de cosmeéticos, tais como, cremes
faciais, lo¢des para o corpo, fragrancias em creme,
desodorantes, perfumes, xampus, produtos de banho,
géis, sabonetes e spray para cabelos (Letizia et al.,
2003) e em alguns medicamentos. Estudos in vitro e
in vivo demonstraram que o linalol exerce atividade
antiinflamatéria, antinociceptiva, anti-hiperalgésica,
anestésica e antioxidante (Peana et al., 2006). A
carvona é importante agente antimicrobiano contra
bactérias e fungos patogénicos, dai o emprego como
composto isolado ou através do 6leo, em alimentos
e produtos antissépticos. Possui também atividade
inseticida, atuando contra moscas das frutas, larvas
de insetos, inclusive sobre Aedes aegypti o vetor da
dengue hemorragica (Carvalho & Fonseca, 2006).

A propagacdo das hortelds ocorre
preferencialmente por rizomas ou estoldes, ja que 0s
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hibridos, em geral, produzem sementes estéreis pela
infertilidade do grao de pélen e tém alto nimero de
ploidia (Wang et al., 2008). Assim, a pureza dos
diferentes genétipos de Mentha € mantida por meio
da propagacao vegetativa (Bhat et al., 2002), o que é
importante para manter as caracteristicas
morfologicas e quimicas de determinado quimiotipo
(Kokkini, 1992).

Devido a necessidade de plantas para
estudos quimicos e a crescente demanda de matéria-
prima para a industria de fitoterapicos, € fundamental
o desenvolvimento de técnicas que tenham como
proposito a producao de mudas de qualidade de
Mentha x gracilis Sole. Amicropropagacéo de plantas
medicinais e aroméaticas vem sendo difundida devido
a possibilidade de produzir grande nimero de plantas
homogéneas e com elevada qualidade fitoquimica, a
possibilidade de conservar o germoplasma, garantindo
a manutencgédo do germoplasma existente, além de
auxiliar no melhoramento genético (Flores et al., 2006).
Inimeros fatores afetam o cultivo in vitro, sendo os
reguladores de crescimento um dos fatores mais
importantes quando se trata de plantas medicinais,
pois além de alterarem a morfogénese, também
influenciam na producao de metabdlitos secundarios.
As citocininas desempenham papel fundamental na
producéo de plantas in vitro, uma vez que estimulam
a indugdo e proliferacéo de brotagbes adventicias
(George & Sherrington, 1984) e, em plantas aromaticas,
as citocininas também vém sendo utilizadas para
maximizar a biomassa e a producdo de 6leos
essenciais (Stoeva & lliev, 1997).

A propagacéo clonal in vitro de Mentha x
gracilis Sole abre perspectivas para a producéo de
mudas uniformes e de alta qualidade fitoquimica e
sanitaria, as quais poderdo ser fontes de matéria-
prima para a indistria farmacéutica. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar as concentracdes
de citocininas na micropropagacdo de Mentha x
gracilis Sole a partir de segmentos nodais.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade de Cruz
Alta (UNICRUZ), Cruz Alta, RS. Plantas jovens de
Mentha x gracilis Sole cultivadas no Jardim de Plantas
Medicinais da UNICRUZ, foram transplantadas para
recipientes contendo solo e mantidas em casa de
vegetacao do Laboratério de Multiplicagdo Vegetal da
UNICRUZ. Exsicata da espécie encontra-se
depositada no Herbario da UNICRUZ, sob ne 1078,
com a determinacéo feita pelo Dr. Ray Harley do Royal
Botanic Gardens, Kew, Inglaterra. Segmentos
caulinares jovens, com 30 dias de idade, de M. x
gracilis foram desinfestados, conforme metodologia
proposta por Flores et al. (2006).

31

Posteriormente, segmentos nodais (1 cm)
foram inoculados e cultivados em tubos de ensaio
(25 x 150 mm), contendo 10 mL do meio nutritivo MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g L*de
sacarose, 7 g L' de agar e suplementado com
concentracdes (0,5; 1,0 e 2,0 uM) de 6-
benzilaminopurina (BAP), cinetina e thidiazuron (TDZ).
O pH foi ajustado para 5,8 e o meio foi autoclavado (1
atm, 120°C) durante 20 minutos. Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 40 pmol m2s=,

Visando a favorecer o alongamento e o
enraizamento, apoés trinta dias de cultivo, nas
diferentes concentra¢cdes de citocininas, 0s
segmentos nodais dos brotos regenerados foram
seccionados e transferidos para frascos de cultivo
contendo 30 mL de meio MS néo suplementado com
citocininas.

O material foi avaliado aos 30 dias apds cada
inoculagao, por meio do niumero médio de brotos,
namero médio de segmentos nodais, comprimento
dos brotos (cm), numero de folhas, porcentagem de
enraizamento e nimero de raizes.

Para a aclimatizacdo, microplantas
completas (com partes aéreas e raizes desenvolvidas)
e com 30 dias de idade foram transferidas para sacos
plasticos (1000 cm?), contendo 500 cm? de substrato
comercial Plantmax Hortalicas e mantidas em casa
de vegetacéo sob condi¢es de luminosidade parcial,
temperatura e fotoperiodo naturais. A umidade do
substrato foi mantida entre 45 e 60% da capacidade
de campo, através de irrigacdes frequentes. Cada
recipiente de cultivo foi coberto com plastico
transparente. Sete dias ap6s o plantio, a cobertura
de plastico comecou a ser retirada gradativamente.
Apos 15 dias do plantio, a cobertura foi retirada por
completo, mantendo-se a umidade das folhas por
meio de aspersédo. Aos 30 dias da transferéncia das
plantas para o substrato, foram feitas avaliacdes da
percentagem de sobrevivéncia, do nimero médio de
brotos, comprimento da planta (cm) e nimero médio
de folhas.

O delineamento experimental utilizado nos
ensaios de cultivo in vitro foi o inteiramente
casualizado. Utilizaram-se cinco repeti¢cdes, sendo
cada repeticéo formada por cinco plantas. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste
de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade de erro.

ApOs 240 dias do plantio, as plantas foram

avaliadas em relacdo a densidade de tricomas
glandulares da epiderme adaxial. Folhas do 42 né
superior foram retiradas para confeccéo de laminas
pelo método de moldes (Prado & Casali, 2006),
aplicando-se esmalte incolor como molde. A
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observacéo dos tricomas glandulares foi realizada
utilizando-se microscopio éptico (aumento de 100x).
Foram confeccionadas seis laminas (repeticfes) por
tratamento, sendo escolhidos ao acaso, 10 campos
de observacao para cada lamina. Os resultados foram
expressos em ndmero médio de tricomas glandulares
por cm? de area foliar.

RESULTADO E DISCUSSAO

Todos os tratamentos apresentaram 100%
de regeneragdo com desenvolvimento de brotacdes
axilares. Aos 30 dias de cultivo in vitro, verificou-se
maior numero médio de brota¢des, segmentos nodais
e folhas por explante no meio de cultura suplementado
com 2 uM de TDZ (Tabela 1). O TDZ é uma difeniluréia
com atividade de citocinina que estimula a proliferacao
em muitas espécies de plantas lenhosas (Huetteman
& Preece, 1993) e também entre membros da familia
Lamiaceae, como o género Mentha. Visando a
producéo de brotac6es adventicias em entrends de
Mentha x gracilis Sole, Poovaiah et al. (2006)
obtiveram melhores resultados em meio contendo 4,5
UM de TDZ. Do mesmo modo, Wang et al. (2008)
registraram 100% de regeneracao de brotagdes em
entrenés de Mentha x piperita L., utilizando meios
suplementados com 2,27 a 9,08 uM de TDZ.

Observou-se uma reduc¢éo no alongamento
das brotacdes nas concentra¢cdes mais elevadas (1
e 2 uM) de BAP e TDZ (Tabela 1). Brotagbes mais
alongadas foram registradas em meio suplementado
com 1 e 2 uM de cinetina, as quais apresentaram
comprimento médio de 4,3 e 4,0 cm, respectivamente
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados

durante a proliferacéo in vitro de Salvia nemorosal.,
onde houve reducéo no alongamento das plantas com
0 aumento da concentracdo de BAP ou TDZ (Skala
& Wysokinska, 2004). Da mesma forma, Poovaiah
et al. (2006) verificaram que concentracdes superiores
a 2,3 uM de TDZ inibiram o alongamento dos brotos
de Mentha x gracilis, o que corroboram os resultados
obtidos no presente estudo.

As plantas apresentaram maior percentagem
de enraizamento quando cultivadas em meio isento
de reguladores de crescimento, bem como nos meios
acrescidos de cinetina e naqueles contendo a menor
concentracdo de BAP ou TDZ (Tabela 1). Assim, os
resultados demonstram que as concentracdes de
cinetina utilizadas néo afetaram o enraizamento das
plantas, por outro lado, concentracdes superiores a
0,5 uM de BAP e TDZ, reduziram ou inibiram a
regeneracao de raizes, respectivamente (Tabela 1).

A formacéo de plantas completas em meio
de regeneragédo contendo 2 LM de cinetina mostrou
resultado interessante para a propagacao rapida de
M. x gracilis, visto que as plantas apresentaram partes
aéreas e raizes bem desenvolvidas em curto espaco
de tempo, dispensando as etapas de alongamento e
enraizamento.

Apos a transferéncia dos brotos, inicialmente
cultivados em meio contendo as diferentes citocininas,
para um meio isento de fitorreguladores, constatou-
se que os explantes oriundos do meio suplementado
com 2 uM de cinetina apresentaram os melhores
resultados em todos os parametros analisados (Tabela
2).

E importante que durante a fase de
enraizamento os brotos continuem a crescer, pois

TABELA 1. Morfogénese em segmentos nodais de Mentha x gracilis Sole, cultivados em meio MS suplementado
com concentracdes de cinetina, BAP e TDZ, durante 30 dias.

NuUmero de Numero de Comprimento dos Numero Enraizamento
M brotos* segmentos nodais* brotos (cm)* de folhas* (%)*
- 0 20c 9,2 bede 23 bc 17,0 bc 100a
05 20c 10,6 bc 34 ab 173 be 100a
CINETINA 10 24c 11,2b 43a 191b 100a
20 3,0 be 11,0 be 40a 19,5b 96 a
05 2,7 be 9,5 bed 2,2 be 17,0 bc 96 a
BAP 1,0 2,6 bc 6,7 ef 19¢ 113 cd 32 be
20 2,7 bc 6,8 def 1,7 ¢ 10,0d 60 ab
05 20¢c 6,0 f 26 bc 108 cd 100a
TDZ 1,0 42b 8,4 cdef 15¢ 17 4 be Oc
20 14,1a 19,1a 15¢ 31,8a Oc

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade.
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Skala & Wysokinska (2004) comentam que, em
muitas espécies, plantas maiores sobrevivem melhor
ao transplante e aclimatizacdo que plantas menores.
No presente estudo, as plantas apresentaram 100%
de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacéo,
independente do meio de cultivo utilizado na fase de
multiplicagdo. Apds 30 dias do plantio, as plantas
apresentaram uma média de 2,2 brotacdes, 29,7
folhas por planta e comprimento médio de 12,7 cm,
nado sendo observada diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos.

ApOs 240 dias da aclimatizacdo, as plantas
foram avaliadas em relacéo a presenca de tricomas
glandulares. As plantas propagadas em meio de
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cultura suplementado com TDZ, principalmente nas
concentragdes 1,0 e 2,0 uM, foram as que
apresentaram maior nimero de tricomas, seguido pelo
BAP e cinetina (Tabela 3).

As citocininas induzem vérios efeitos
fisioldgicos nas plantas. Em espécies aromaticas, as
citocininas derivadas das feniluréias mostraram
favorecer a biomassa e a producao de 6éleos
essenciais em hortela (Stoeva & lliev, 1997). Em Salvia
fruticosa Mill., Arikat et al. (2004) constataram que o
incremento na producdo de 6leos essenciais em
plantas aromaticas cultivadas in vitro pode estar
associado ao efeito das citocininas adicionadas ao
meio. No presente estudo, os resultados mostraram

TABELA 2. Morfogénese em segmentos nodais de plantas de Mentha x gracilis Sole, inicialmente regeneradas em
meio MS com concentra¢Bes de cinetina, BAP ou TDZ e subcultivados em meio MS ndo suplementado com

citocininas, aos 30 dias de idade.

Nimero de Nimero de Comprimento Numero de  Enraizamento Ndmero
uM brotos* segmentos nodais* dos brotos (cm)* folhas* (%)~ de raizes *

- 0 1,2 bc 4,4cd 2,6bc 8,9bc 74,7 ab 3,3abc
0,5 19 ab 82 ab 50a 159 ab 92,0a 4,7 ab
CINETINA 1.0 1,8 ab 8,0 ab 4,0 ab 15,7 ab 90,7a 5,1ab
2,0 2.0a 92a 49 a 18,6a 98,7a 53a

0,5 18 ab 7,8 abc 3,7ab 15,1abc 88,0a 3,9abc

BAP 1,0 1,7 ab 7,6 abc 2,8 be 15,6 ab 92,0a 3,9abc
2,0 0,8c 3,1d 1,5¢ cec 48,0b 1,8c

0,5 1,4abc 4.9 bcd 2,4bc 10,6 abc 73,3ab 3,1 bc

TDZ 1,0 1,4abc 6 bcd 2,9bc 11,6 abc 86,7a 3,9abc
2,0 16 ab 75 abc 4,0ab 13,1 abc 72,0ab 4,0ab

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo Teste de Tukey em nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 3. Nimero médio de tricomas glandulares em folhas de Mentha x gracilis Sole, propagadas in vitro com
em meio contendo citocininas, ap6s 240 dias da transferéncia das plantas para o substrato.

M Namero médio de tricomas glandulares
H por cm’ de area foliar*

- 0 248 cd
0,5 220d

CINETINA 1,0 291 bed

2,0 295 bed

0,5 339 abc

BAP 1,0 366 ab

2,0 335 abc

0,5 374 ab

TDZ 1,0 437 a
2,0 433 a

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Rev. Bras. PI. Med., Botucatu, v.13, n.1, p.30-34, 2011.



34

gue a adi¢do do TDZ ao meio de cultura incrementou
a producéo de tricomas glandulares nas folhas das
plantas, porém a analise quimica sera necessaria para
verificar se as plantas micropropagadas com essa
citocinina apresentam maior producdo de Oleos
essenciais.

Os resultados obtidos neste estudo
permitiram concluir que o cultivo dos segmentos
nodais de Mentha x gracilis em meio MS
suplementado com 2 uM de TDZ é uma metodologia
viavel para a producao rapida de grande nimero de
mudas. Apds a transferéncia das plantas para a casa
de vegetacdo, as plantas propagadas com TDZ
apresentam maior nimero de tricomas glandulares.
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