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Introducéo

A técnica de micropropagacdo é utilizada para a
producdo de plantas em larga escala com qualidades
morfoldgicas e fisiologicas, bem como para a obtengao
de um minimo de variagdo somaclonal. Isto é alcancado
através do controle da composicdo do meio, das
condicGes da planta matriz e origem dos explantes [1].

Na cultura de tecidos, a composicdo e concentragao
dos reguladores de crescimento no meio de cultura sdo
fatores determinantes no padrdo de desenvolvimento,
sendo as auxinas e as citocininas as classes de
fitorreguladores mais utilizadas neste sistema de cultivo
[2].

Esta técnica pode utilizar gemas axilares ou
adventicias, sendo, no entanto, as gemas axilares

preferidas por apresentarem menores variacles
somaclonais e epigenéticas [3].
Atualmente e sob expectativas futuras, a

micropropagacao € direcionada as atividades comerciais,
objetivando a limpeza clonal e multiplicagdo de espécies
ornamentais, florestais, agronémicas e medicinais. A
micropropagagdo de espécies medicinais justifica-se pela
crescente demanda da indUstria farmacéutica por plantas
indexadas, livres de wvirus, com alta qualidade
fitossanitéria e fisioldgica bem como, com a capacidade
de sintese de metabdlitos secundarios potencializada,
através do melhoramento genético [2].

A Mentha viridis L. (Lamiaceae), conhecida
popularmente como Horteld verde, é muito utilizada na
medicina popular. As mentas possuem efeitos
antiespasmodicos, antireumaticos, diuréticos,
carminativos, estomaquicos, além das propriedades
tonicas e estimulantes, favorecem a expectoragéo, no uso
contra tosses e asma [4,5]. Sdo também largamente
utilizadas pelas indUstrias de varios paises para extracéo
do oleo essencial, que é rico em monoterpenos, com
propriedades cosméticas, farmacéuticas, culinarias, bem
como para fabricagdo de licores [6].

Este trabalho teve como objetivo determinar a melhor
concentracdo e combinagdo do &cido naftaleno acético
(ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP) para obtencdo de
melhores caracteristicas das plantas de Mentha viridis.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de

Boténica do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas. Os explantes utilizados foram
retirados de plantas previamente cultivadas in vitro em
meio MS 30 g L% Segmentos nodais com
aproximadamente 1 cm de comprimento, foram
transferidos para o meio MS [7] acrescido das
combinagdes de BAP (0, 1 e 2mg L™) e ANA (0; 0,25 e
0,5 mg LY. O pH foi ajustado para 5,8 ap6s a adicio
dos fitorreguladores, antes da autoclavagem. Os frascos
contendo os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C,
densidade de fluxo de fétons de 40 pmol m?s™, provida
por lampadas fluorescentes branca-fria e fotoperiodo de
16 horas . O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido de um esquema fatorial 3x3,
com cinco repeticBes, sendo cada uma, representada por
um frasco contendo quatro explantes. Os dados
analisados foram submetidos & anélise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Os parametros avaliados foram altura, nimeros de
folhas e gemas, além da massa fresca da parte aérea, apds
40 dias de cultivo in vitro.

Resultados e Discussao

Observou-se diferenca significativa para todos os
tratamentos, em que as plantas de Mentha viridis foram
submetidas. Para a altura das plantas as médias mais
elevadas foram obtidas nos tratamentos contendo 1 mg L
! de BAP sem adicdo de ANA e 2 mg L™ de BAP com
0,5 mg L* de ANA. No entanto, estes ndo diferiram
estatisticamente do meio sem suplementacdo de
fitorreguladores, sugerindo que para reducdo de custos,
estes podem ser utilizados em baixas concentracdes ou
até mesmo evitados (Tab.1). Ao contrario de Diniz [8],
gue observou maior crescimento em altura, de plantas de
Macela (Egletes viscosa), na auséncia de BAP, assim
como, Erig et al.[9] em pesquisas com amoreira preta, o
aumento nos niveis de BAP resultou na diminui¢do do
comprimento médio das brotacoes.

O meio MS contendo 1 mg L™ de BAP combinado
com qualquer uma das concentractes de ANA e auséncia
de BAP com zero ou 0,50 mg L* de ANA foram
melhores para 0 nimero médio de gemas, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Proporcionando um maior
nimero de explantes para subcultivo (Tab. 2). No
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trabalho de micropropagacéao realizado por Souza et al.
[10] com Lychnophora pinaster Mart, as melhores
respostas para o nimero de gemas foram obtidas com
adicdo de 0,62 mg L de BAP ao meio, atestando a
eficiéncia deste fitorregulador para a formacdo de gemas.
Assim como Pasqual et al. [11], que encontraram uma
maior inducdo da multiplicacdo de brotos de amoreira-
preta com a adicdo de uma auxina sintética (acido
indolilbutirico).

Maior média de massa fresca da parte aérea foi obtida
com 2 mg L* de BAP e 0,50 mg L™* de ANA, com
subsequente redugdo da massa fresca, a medida que se
diminui a concentracdo desses reguladores de
crescimento (Tab. 3). Essa resposta provavelmente é
devida a um desbalan¢o na relagdo auxina/citocinina.
Comportamento oposto ao encontrado por Dutra et
al.[12], em trabalhos de multiplicagdo in vitro de oliveira
(Olea europaea L.), onde a medida em que aumentou a
concentragdo de BAP, houve reducdo nessa variavel.

Para o nimero de folhas, a maior média foi encontrada
no meio suplementado com 1 mg L™ de BAP e zero de
ANA, ndo diferindo estatisticamente dos meios contendo
zero e 2 mg L™ de BAP, combinados com 0,25 e 0,50 mg
L de ANA (Tab. 4). Villa et al [13] verificou em seus
estudos com amoreira preta (Rubus spp.), que 0 maior
ntmero de folhas foi encontrado no tratamento com 0,5
mg L™ de BAP e que a massa fresca da parte aérea sofre
incremento, em virtude da diminui¢do nas concentragdes
de BAP. Cheema & Sharma [14], indicam que o BAP
induz a uma alta taxa de multiplicacdo nas concentracdes
de 2 a 4 mg L™ para macieira. Um adequado balanco
entre auxinas e citocininas estabelece um eficiente
controle no crescimento e na diferenciagdo das culturas
in vitro [15].

Segundo Torres et al.[1] o uso de citocininas estimula
maior produgdo de parte aérea através do aumento da
massa fresca, nimero de gemas e folhas, porém o
contrario é obtido com a utilizacdo de concentracBes
mais elevadas, acima da 6tima para a multiplicacdo da
espécie em estudo.

Foi observado enraizamento das plantas em todos 0s
tratamentos, constatando que o acréscimo de auxinas e
citocininas ndo danificaram o desenvolvimento radicular.

Conclui-se através do presente estudo que existe
combinagbes ideais dos fitorreguladores, citocinina e
auxina, para o desenvolvimento especifico de cada parte
aérea de Mentha viridis.
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Tabela 1. Altura média das plantas (cm) de Mentha viridis, mantidas in vitro, por 40 dias com diferentes concentracdes de
ANA e BAP no meio de cultivo

ANA (mg LY BAP (mg L™
0 1 2
0 7,60 AB a 917A a 562 B b
0,25 885A a 830A a 857A a
05 890A a 595 B b 910A a

* Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Tukey.

Tabela 2. Nimero médio de gemas formadas em plantas de Mentha viridis, mantidas in vitro, por 40 dias com diferentes
concentragOes de ANA e BAP no meio de cultivo

ANA (mg LY BAP (mg L™)
0 1 2
0 1250A a 12,72 Aa 925B b
0,25 11,72 Ba 14,00 Aa 12,00Ba
0,5 1260A a 1227 Aa 10,12B b

* Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Tukey.

Tabela 3. Massa fresca média da parte aérea (g) das plantas de Mentha viridis, mantidas in vitro, por 40 dias com diferentes
concentraces de ANA e BAP no meio de cultivo

ANA (mg L™ BAP (mgL™)
0 1 2
0 032AB b 0,61A ab 025 B b
0,25 043 B b 0,79A a 0,79A a
0,5 077A a 034 B b 1,03A a

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Namero médio de folhas das plantas de Mentha viridis, mantidas in vitro, por 40 dias com diferentes concentra¢des de
ANA e BAP no meio de cultivo

ANA (mg L™ BAP (mgL™)
0 1 2
0 10,27 Ba 1250 Aa 665 C b
0,25 9,00A a 1050 A b 1057A a
0,5 987A a 985A b 912A a

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Tukey.
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