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RESUMO- A Mentha x villosa Hudson , conhecida vulgarmente como hortela defolitda
tem diversas aplicacdes na medicina popular contipaaasitaria, estomatica, analgeésica,
entre outras. Com o objetivo de estabelecer unogotd de micropropagacao iniciou-se o
seu cultivoin vitro a partir de explantes de folhas e fragmentos dé&ecgemas apicais e
laterais desinfestados com solucdo de hipocloete@tio a 10%, e cultivados em meio MS
acrescido de diferentes reguladores de crescim@stmelhores resultados foram obtidos em
meio contendo AIB a 0.4 mg/L e de BAP a 4 mg/L.plentas originadas de gemas apicais e
axilares apresentaram melhores resultados com §/4 de AIB associado a 0.6mg/L de

BAP, levando a formacao de vasto sistema radieubsom crescimento da parte aérea.
Palavras-chaves: Cultunavitro, citocinina, auxina

ABSTRACT-Mentha x villosa Hudson, known vulgarly as mint of the small leat ldiverse
applications in the medicine popular as antipa@sistomatica, analgésica, among others.
With the objective to establish a micropropagatmnotocol we initiate its culture in vitro
from explants of leaves and fragment’s of caulé;ap and lateral egg yolks disinfested with
solution of hypochlorite of sodium 10%, and culted in half increased ms of different
regulators of growth. the best ones resulted had lgetten in way contend AIB 0,4 mg/l and
of BAP 4 mg/l. as apicais and originated axillagge/olk plants had presented better resulted
with 0.4 mg/l of AIB associated 0.6mg/l of BAP, tltag the formation of vast system to

radicular and good growth of the aerial part.
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1. INTRODUCAO

A micropropagacao e indiscutivelmente a aplicagdantpacto para a cultura de tecidos
vegetais, servindo a programas de introducédo, ammaazento e intercambio de germoplasma
contribuindo para prevenir perda de variabilidadendgica (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990).

Além de rdpida multiplicacdo a micropropagacao peelerealizada durante o ano todo
em grande quantidade sem problemas de sazona(@R{2COMO, 1989).

As plantas aromaticas ou medicinais, ou substandelas extraidas, tém sido
continuamente usadas para conferir sabor ou maddk em alguns alimentos, como
medicamentos, na cura de doencas, na composigérfdenes e em praticas religiosas.

Existe uma preocupacgdo crescente na conservacéas d#antas, porque ao longo do
tempo foram multiplicadas sem a preocupacdo dep@sgenes responsaveis por diversas
caracteristicas importantes.

Os 6leos essenciais mais utilizados quase semprpre@ienientes de espécies européias
ou asiaticas domesticadas. Mesmo assim nestes paiska ha estudos que visam identificar
e preservar 0S recursos geneéticos existentes despasies e de espécies silvestres que
possuam algum potencial para produzir 6leo, e posser incluidas entre as espécies
utilizadas na producdo comercial. Nas regides ¢eapie subtropicais onde a diversidade
vegetal e muito maior, o conhecimento do potend@d recursos genéticos de plantas
medicinais e aromaticas e sua preservacao, devensebusca constante.

A Mentha x villosa Hudson anteriormente era citado na literatura chraatha crispa L.
entretanto a identificagdo Botanica feita por Dr.Harley do Kew Garden (Inglaterra)
mostrou que esta planta € um hibrido Mantha spicata e Mentha suaveolens, sendo
conhecida popularmente como horteld da folha miAd@amilia compreende 220 géneros e
4000 espécies. E distribuida em todo o mundo esepta grande importancia industrial e
econdbmica em cosmeéticos, alimentos, condimentofmdiestria farmacéutica e na medicina
popular (BRITO, 1983).

Apresenta eficacia comprovada na medicina popwolamocantiparasitaria, antibacteriana e
sedativa. Tais aplicacfes, devem-se aos Oleosagsisepresentes na planta entre os quais

limonenop-cariofileno ea-pineno (CRAVEIRO et al., 1993 ), além de 1,8-oirteans-



| JORNADA NACIONAL DA AGROINDUSTRIA
BANANEIRAS, 17 A 20 DE OUTUBRO DE 2006

ocimeno, linalol ,B-farneseno,p-carifileno, -cubebeno e como constituinte principal, a
rotundifolona, um monoterpeno oxigenado de rararéncia (HIRUMA , 1993).

As plantas do género Mentha vem sendo estudadasoga@ cultivo “in vitro” de células
e de 6rgdos (DORNENBURG & KNORR, 1995; KAWABE et 4093 ; SPENCER et al.,
1993; KNORR et al., 1993; HIRATA et al., 1990). Hiotanto , &/lentha x villosa permanece
pouco ou nada estudada neste sentido. Iniciou4s® enseu cultivo in vitro objetivando
definir um protocolo de micropropagacao. Objetigaudefinir as condicbes de cultura
vitro de Mentha x villosa no que diz respeito a micropropagacao bem comésanas

constituintes quimicos presentes no 6leo esset@saplantas micropropagadas .

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram divididos em duas etapasoprcpagacéo e regeneragao. Para a
cultura primaria, apices caulinares de plantasasopo foram utilizados como explantes, com
0 objetivo de fornecer material vegetal em conelicassépticas para os experimentos de

regeneracao.

2.1. Micropropagacéao

Os explantes foram inoculados inicialmente em naeiccultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), acrescido de concentracdes variéeesB e 4 mg/L de BAP. Em seguida,
passaram a ser cultivados no melhor meio obtideateade crescimento com temperatura de
26°C +1°C.

As vitroplantas obtidas serviram como explanteserperimento de micropropagacao,
onde foram utilizadas gemas apicais e axilaresegem folhas, utilizando 0 mesmo meio de
cultura acrescido das concentracdes de 0,1 a B4eAl,6 de BAP. ApOs o crescimento, as
plantas foram transferidas para vasos plasticos sudmstrato constituido de terra vegetal e
vermiculita e aclimatizados em condi¢cbes ambiemtaitaboratério em bandejas contendo 28
vasos permanecendo assim por oito dias. Em sefuiala levados para casa de vegetacao
onde permaneceram por quatro semanas, quando jpdaatadas em canteirode 1 mx 1,5 m

contendo solo tipo Latossolo adubado com 5 Kg tlr@sde curral permanecendo por 70
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dias com regas diarias no periodo da tarde. Apasfase de crescimento no campo as folhas
foram coletadas pela manhd, pesadas e picadas Imante para extracdo do 6leo essencial.
Este material foi acondicionado em baldo volurnétdom agua destilada suficiente para
cobri-lo e aquecido com manta aquecedora ate dcabulEm seguida foi submetido a
extracdo do 0Oleo pelo processo de arraste a vapaguh ( WASICKY, 1963 ), em aparelho
Clevenger adaptado, desenvolvido no LTF/UFPB. Qoderde extracdo durou 8 horas e foi

obtido um 6leo de cor amarelada e odor caractEwisti

2.2. Regeneracéo

Para a regeneracéao utilizou-se o meio de culturaabt8scido de Agar-agar (Merck) 8
g/L e de sacarose P. A.(Grupo Quimica) nas coragies de 30 g/L e de 45 g/L. Nestes
meios, foram adicionados os reguladores de crestimduas auxinas (acido indolbutirico
(AIB) e &acido2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) ma citocinina (acido 6-benzilaminopurina).
Os reguladores foram utilizados em diferentes aunagdes combinacdes , as auxinas em
concentracdes que variam respectivamente de 000B7amg/L e a citocinina foi adicionada
nas concentragdes de 1-4 mg/L.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteieante cazualizado. Cada tratamento teve
24 repeticdes e foi observado altura das brotagédsggemas axilares e apicais e o sistema

radicular.

3. RESULTADOS E DISCURSAO

Apices caulinares, gemas axilares e meristemaesglantes indicados na propagacio
clonal in vitro porque possuem aptiddes para o0 crescimento veget satisfeitas as
necessidades nutricionais, dao origem a plantesast

A taxa de explantes micropropagados foi de 90%ad@arizou-se como tal aqueles que
desenvolveram raizes e tiveram as suas gemas sapidaterais em crescimento (Tabelas
1,2,3e4).
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Tabela 1 Efeito das concentra¢des de AIB e BAP na altasapdantas em mg/L.

Mg/L Altura em cm
Tr AlIB BAP
1 0,0 0,6 0,0 a
2 0,1 0,6 6,0 b
3 0,2 0,6 8,0 c
4 0,3 0,6 10,0d
5 0,4 0,6 110e

Medias seguidas de letras diferentes, diferem shpelo teste de Tukey (B:001).

Tabela 2 Efeito das concentracdes de AIB e BAP no numermaézes

Mg/L Altura em cm
Tr AlIB BAP
1 0,0 0,6 0,0 a
2 0,1 0,6 10,0 b
3 0,2 0,6 10,0 ¢
4 0,3 0,6 10,0d
5 0,4 0,6 12,0e

Medias seguidas de letras diferentes, diferem shfelo teste de Tukey (B001).

Tabela 3.Avaliacdo do desenvolvimento de gemas apicais caene folhas d&lentha x villosa Hudson

em MS semi-sélido mais 0,4 mg/L de AIB e 0,6 mgd BAP.

Altura inicial Altura aos 8 dias  Altura aos 30 dias
20cm aB 11 cmaC
11 cmaC

Avaliacéo
Com folhas 0.5cmaA
Sem folhas 0.5cmaA 20cm aB

Medias seguidas de letras diferentes, diferem shpelo teste de Tukey (B:001).

Tabela 4. Avaliacdo do desenvolvimento de gemas laterais emam folhas ddlentha x villosa Hudson

em MS semi-solido mais 0,4 mg/L de AIB e 0,6 mgéd RIAP.

Avaliacéo Altura inicial  Altura aos 8 dias  Altura aos 30 dias
Comfolhas 0.5cmaA 6cmaB 11.cmaB
Sem folhas 0.5cmaA 8cmaB 11cmacC

Medias seguidas de letras diferentes, diferem shfyelo teste de Tukey (B001).
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A etapa do transplantio envolveu a transferéncsaptiantas em condi¢des “in vitro” para
a casa de vegetacdo onde foi submetida a uma daaelichatacdo e amadurecimento. Essa
passagem e bastante critica e representa em algaas um fator limitante do processo de
micropropagacao. A planta passa de uma situacdeddeido fluxo transpiratorio para um
ambiente onde fica muito susceptivel ao estreddech, passa de uma existéncia
heterotréfica na qual depende de um suprimentorrextele energia para um estado
autotrofico no qual precisa rapidamente incrememtarsorcao de sais.

A culturain vitro de Mentha x villosa Hudson em meio MS, apresentou desenvolvimento
normal com “boa” coloragdo das plantas e vasteemiatradicular. A aclimatacdo com
substrato constituido de terra vegetal e vermeulitl, mostrou bom resultado na fase
intermediaria do laboratério para casa de vegetagio bom desenvolvimento e taxa de
pegamento das plantas de 100%.

Para a regeneracao, os meios acrescidos de 2#Dliferentes concentracbes (0,03;
0,04; 0,05 e 0,06 mg/L), quando se usaram explafitggnentos de folhas e caules,
originaram somente calos. Tais resultados assemedkaaos de Grattapaglia & Machado
(1990), que observaram a aptidao de estimular raaigéio de calos pelo 2,4-D mesmo em
baixas concentracoes.

Os melhores resultados de regeneracdo foram ohtmosos fragmentos de caules em
meio MS acrescido de BAP a 4 mg/L e de AIB a 0,Am@'s regenerantes surgiram em
forma de tufos com cerca de mais ou menos 50 péEnpor explante.

Kawabe et al. (1993), observando a producdo des @ssenciais emlentha x arvernsis
cultivada em varias concentracdes de BAP, tambéstataram que, em doses altas, como de
4 mg/L, a BAP induz uma vasta proliferacdo de geattventicias e de plantulas.

A organogénese direta, a regeneracdo a partitecidos n&do meristematicos sem
passagem pela fase de calo e possivel em alguns easfidelidade genética nestes casos e
bastante alta. Provavelmente, devido ao fato damgedventicias surgirem a partir de uma
ou duas camadas de células da epiderme como aeontn a tulipa (WRIGHT &
ANDERSON, 1980).
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Quadro 1. Porcentagem de regeneracdoMentha x villosa Hudson a partir de cultivo in vitro de folhas

fragmentos de caules em meio MS acrescido de difsseeguladores de crescimento.

Meios de cultura | Reguladores Explantes Resposta
MS30 2,4-D (0,30-0,7mg/L) Folhas 100% calos
MS30 BAP/AIB (4/0,4mg/L) | Caules 7% Regeneracao

O dleo essencial das plantas foi extraido e amlmlisaor cromatografia gasosa e
espectroscopia de massa. Observou-se que os pisicpmponentes do Oleo essencial da
Mentha x villosa se mantém. Nas plantas in vitro, indentificou-seomposto principal do

Oleo essencial, o0 6xido de piperitenona.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos sobre a propagacabledha x villosa permite concluir que esta
planta pode ser regenerada no meio MS adicionadoxiea AIB 0.4 mg/L e citocinina BAP
4mgl/L;

As concentracdes 0.4 mg/L de AIB e 0.6 mg/L de BA®#movem maior crescimento da
parte aérea e das raizes, transformando explantptaatas perfeitas;

O substrato terra vegetal e vermiculita 1:1, cormern umidade necessaria para a fase de
aclimatacao das plantas, cuja taxa de pegamendie fbd0%;

A extracdo do 6leo essencial das plantas cujasdghesaram 7509, o rendimento foi de
0,2 mL,;

O oOleo essencial das plantas apresentou como pgaln@omponente o Oxido de

piperitenona.
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