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RESUMO: Menthax villosaHuds, conhecida
popularmente como horteld miuda, &€ uma
planta medicinal muito utilizada para o
tratamento de distlrbios gastrointestinais.
Através das metodologias de cultivo de
tecidos vegetais in vitro tem sido possivel a
multiplicagé@o e conservacao in vitrode fontes
vegetais, possibilitando o desenvolvimento
comercial de varias espécies. Neste
sentido, objetivou-se no presente trabalho
estabelecer um protocolo de multiplicagao
e conservacgao in vitro da Mentha x villosa
Huds, visando a disponibilizacdo de mudas
para gestores de saude e estabelecimento
de farmacias vivas. Para isso, segmentos
nodais retirados de plantas cultivadas em
campo foram devidamente desinfestados
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e inoculados em placas de Petri contendo
0 meio de cultura MS, suplementado com
30 g L' de sacarose, e mantidos em sala
de crescimento sob condic¢des controladas.
Apbs 21 dias, os explantes responsivos
foram reintroduzidos em placas de Petri
contendo 0 mesmo meio de cultura,
suplementado 1,0 mg L' de BAP. Com
45 dias de cultivo, os explantes foram
transferidos para frascos contendo o meio
MS, suplementado com 30 g L' de sacarose
e BAP nas concentragbes de 0,0; 0,5; 1,0;
1,5 mg L'. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente causalizado, com 6
repeticoes, sendo cada repeticao constituida
de um frasco contendo trés segmentos
nodais. Apés 60 dias, foram avaliados
o0 percentual de explantes responsivos
(explantes com desenvolvimento de
brotos) e o numero de brotagdes por
explantes. Posteriormente, as plantas foram
aclimatizadas, por 30 dias, sendo avaliada
a porcentagem de sobrevivéncia ao final da
aclimatizacdo. Algumas plantas oriundas
da micropopagacao foram utilizadas em
ensaios de conservagdo in vitro, onde
segmentos nodais com aproximadamente
1,5 cm, foram inoculados em meio de cultura
MS em diferentes concentragdes (MS, MS/2
e MS/4) e com distintas concentragbes de

Ciéncias agrérias: Debates emblematicos e situagdo perene 2

Capitulo 10

121



sacarose (15 e 30 g L"), mantidos em camara climatizada BOD sob condi¢des controladas.
Apods 30 dias de cultivo, as plantas foram avaliadas, utilizando as seguintes variaveis: altura
da planta, numero de folhas senescentes, nimero de ramificagdes e nimero de raizes. Apos
120 dias foi realizada outra avaliagédo para verificar viabilidade das plantas em rela¢do aos
tratamentos, com as variaveis descritas anteriormente. A adicdo do BAP no meio de cultura
proporcionou um aumento na multiplicagéo in vitro de brotos de hortela, especificamente
na concentracdo de 1,5 mg L. Na aclimatizagcdo observou-se sobrevivéncia de 100% das
plantas. os resultados indicam que é possivel a conservacao in vitro de plantas de hortela
sem subcultivar por um periodo de120 dias, utilizando o meio MS na metade e a 1,4 de sua
concentragéo e adi¢cdo de 30 g L' de sacarose.

PALAVRAS-CHAVE: Hortela Rasteira. Planta Medicinal. Micropopagacéo. Crescimento
minimo.

INTRODUCAO

Mentha x villosa Huds é uma planta de facil cultivo, porém nao suporta deficiéncia
de agua (CASTRO; CHEMALE, 1995; CARRIONDE, 1996). O cultivo da hortela rasteira se
concentra no Brasil em regides do Sul do pais, onde os dias sdo longos e clima ameno,
devido a facilidade da espécie se desenvolver (LORENZI; MATOS, 2008). Além do clima
favoravel para o cultivo, se faz necessario uma maior atencdo na escolha das plantas
que serdo cultivadas, como também nos cuidados em relacdo ao canteiro, com o objetivo
de evitar 0 cruzamento com outras espécies, ou até mesmo com outros tipos de hortela
(MATOS, 1998).

Aregido sul do Brasil merece destaque devido a producdo em larga escala de hortela,
conferindo ao pais o titulo de maior exportador mundial de 6leo essencial, entretanto passou
a grande importador devido as baixas produc¢des tecnologicas (LORENZI; MATOS, 2008).
A manutencédo da variabilidade genética de espécies vegetais é de extrema importancia,
pois evita a eroséo genética intensa causada pelo extrativismo ou mesmo pela sele¢éo de
poucos gendtipos (SILVEIRA et al., 2009). No Brasil as plantas medicinais séo colhidas
através do extrativismo e as que estéo sendo cultivadas encontram-se no estagio inicial de
domesticacéo. Este extrativismo dispensa o cultivo sistematizado, provocando degradacao
do meio ambiente, gera baixa qualidade do material vegetal, ocasiona variagcao do produto
e coloca em risco a perpetuacéo das espécies (CHAVES, 2001).

Considerando-se tais limitagdes, torna-se fundamental o desenvolvimento de
estratégias, que tenham como proposito a producdo de mudas homogéneas, gerando
biomassa em larga escala para estudos quimicos e farmacoldgicos, além de servir para
proteger o germoplasma existente (OKSMAN-CALDENTEY et al., 2004; LIMA et al., 2007).
Neste contexto, a aplicagédo das técnicas de cultura de tecidos em plantas medicinais tem
se mostrado uma estratégia promissora na exploracao sustentavel das espécies medicinais
(MORAIS et al., 2012).
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Dentre as técnicas de cultivo in vitro, a micropopagacéo vegetal, merece destaque
pela produgao rapida de materiais propagativos, livres de doengas e pragas, com elevada
qualidade genética em tempo reduzido. Por meio dessa técnica é possivel produzir grandes
quantidades de plantas uniformes ao longo de todo o ano, sob condi¢des controladas,
sem a influéncia das variagdes climaticas (LEVY; LEVY, 1991; GRIOLLI, 2008; ROCHA,
2009). Em virtude das limitagdes aos métodos convencionais de conservagéo ex sito e
in sito, tecnologias alternativas, como a conservacgéo in vitro tem sido desenvolvidas e
aperfeicoadas (EMBRAPA, 2010).

A conservagdo in vitro € uma técnica eficaz de preservacdo de germoplasmas
em médio periodo de tempo, de baixo custo, de simples manuseio e que expressa como
principais vantagens, comparando com a conservagao no campo, o reduzido espacgo de
armazenamento, rapida multiplicagdo de material vegetal livre de pragas e patdgenos
presentes no campo e independéncia das circunstancias climaticas (SANTOS et al., 2011).

Tendo em vista a insercao de terapias alternativas através das plantas medicinais
no ambito do Sistema Unico de Saude - SUS, assim como o interesse das indUstrias
farmacéuticas pela Mentha x villosa Huds, ndo s6 pela producédo de 6leo essencial, como
também pelo seu valor medicinal, apontam a necessidade de producdo em larga escala
e conservacgao desta planta. Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho estabelecer
um protocolo de multiplicacdo e conservagéao in vitro da Mentha x villosa Huds, visando a

disponibilizacdo de mudas para gestores de saude e estabelecimento de farmécias vivas.

MATERIAL E METODOS

Como material vegetal, foram utilizados segmentos nodais proveniente de plantas de
Mentha x villosa Huds cultivadas em uma residéncia localizada no municipio de Sapeacu-
BA.

Estabelecimento in vitro

Os segmentos nodais foram lavados em agua corrente e posteriormente passaram
por um processo de desinfestagdo, onde inicialmente foram imersos em alcool a 70%
durante 1 minuto, seguida da imers&do em solug&o de hipoclorito de sédio (NaOH) e agua
na proporcéo de 1:1, sob agitacdo durante 15 minutos e, em seguida, passaram por uma
triplice lavagem em agua estéril em camara de fluxo laminar. Posteriormente, os explantes
foram introduzidos em placas de Petri (100 x 15 mm) contendo o meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L' de sacarose, 1,0 mg L do
fungicida Carbomax® solidificado com agar (0,7%) e pH ajustado em 5,8. Foram utilizados 3
a 4 explantes por placa. ApoOs a inoculagédo, os explantes foram mantidos, durante 21 dias,
em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2° C e fotoperiodo de 16 horas e 40 uM
m2s de intensidade luminosa.

Ciéncias agrérias: Debates emblematicos e situagdo perene 2 Capitulo 10

123



Multiplicacéo in vitro

Os explantes responsivos foram reintroduzidos em placas de Petri contendo meio
de cultura MS, suplementado com 30 g L' de sacarose e 1,0 mg L' de 6-benzilaminopurina
(BAP) . Apos 45 dias de cultivo, segmentos nodais das plantas oriundas das brota¢des, com
aproximadamente 1,5 cm de tamanho, foram transferidos para frascos contendo o meio de
cultura MS, suplementado com 30 g L' de sacarose e BAP nas concentrac¢des de 0,0; 0,5;
1,0; 1,5 mg L. Ao final dos 60 dias, foram avaliados o percentual de explantes responsivos
(explantes com desenvolvimento de brotos) e o nUmero de brotagbes por explantes.Apos a
etapa de multiplicacédo, os explantes foram transferidos para meio de cultura MS sem adicéo
de BAP, visando o desenvolvimento de raizes e posterior aclimatizacdo dos materiais.

Aclimatizacao

Nesta etapa, as plantas foram retiradas dos frascos e as raizes lavadas em agua
corrente com o objetivo de retirar o excesso do meio de cultura. Posteriormente, foram
transferidas para garrafas plasticas do tipo PET (2 litro), com quatro pequenos furos
na base para escoar 0 excesso de agua. A passagem das plantas do ambiente in vitro,
que apresenta alta umidade relativa do ar, completa assepsia, iluminag¢éo, temperatura
e fotoperiodo controlados, para o ex vitro deve ser gradual (EMBRAPA, 2011). Isso foi
conseguido por meio da disposicdo das plantas dentro da garrafa PET, com abertura
gradual das tampas. Para isso, as garrafas foram cortadas na metade de sua altura
para facilitar a adicdo do substrato (terra vegetal autoclavada) e a inoculacdo da planta
e, em seguida, foram novamente fechadas por sobreposicdo das metades. No primeiro
dia ap6s a aclimatizacdo, no periodo matutino, retirou-se a tampinha da garrafa por 10
minutos, no segundo dia por 20 minutos e foi aumentando-se o tempo gradualmente até a
retirada completa da tampinha, quando as mudas ja estavam adaptadas ao meio ambiente.
Apds 30 dias, as mudas encontravam-se totalmente aclimatizadas. Durante o periodo de
aclimatizacéo, as plantas foram irrigadas com auxilio de um borrifador, de forma a manter
o substrato Umido. Esta exposi¢do progressiva das plantas as condicdes ambientais teve
0 objetivo de minimizar o estresse e aumentar o niumero de plantas sobreviventes. A

porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada ao final da aclimatizagéo.

Conservacao in vitro

Algumas plantas oriundas da micropopagacdo foram utilizadas em ensaios
de conservacgéo in vitro, onde segmentos nodais com aproximadamente 1,5 cm, foram
inoculados em meio de cultura MS nas seguintes concentra¢des: MS, MS/2 e MS/4, com
diferentes concentragdes de sacarose (15 e 30 g L") e mantidos em camara climatizada
BOD na temperatura de 20°C, com fotoperiodo de 16 horas e 40 uM m?2s de intensidade

Ciéncias agrérias: Debates emblematicos e situagdo perene 2 Capitulo 10

124



luminosa.

Ap6s 30 dias de cultivo foi realizada a primeira avaliagcdo utilizando as seguintes
variaveis: altura de planta (AP), em cm, nimero de folhas senescentes (NFS), nimero de
ramificagcbes (NRF) e niumero de raizes (NR). Posteriormente, foi realizada uma segunda
avaliacdo aos120 dias de cultivo, para verificar a viabilidade das plantas em relagdo aos

tratamentos, com as variaveis descritas anteriormente.

Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental utilizado no experimento da etapa de micropropagacao
foi inteiramente causalizado, analisando cinco concentragées de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 1,5
mg L), com 6 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um frasco contendo trés
segmentos nodais.

Na conservacdo in vitro, o experimento foi estabelecido em delineamento
experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial (3 x 2 x 2) do tipo parcela
subdividida no tempo, analisando trés concentracbes de meio de cultura (MS, MS/2 e
MS/4), duas concentracdes de sacarose (15 e 30 g L") em duas épocas de avaliagdes (30
e 120 dias).

Os dados resultantes das avaliagbes das plantas foram submetidos a analise
variancia (ANAVA). As médias dos diferentes tratamentos foram comparadas pelo teste
F e Tukey a 5% de probabilidade. As variaveis NFS, NRF e NR foram transformadas para
Jx+05, visando o atendimento das pressuposi¢cdes da ANAVA. As analises estatisticas
foram realizadas com auxilio do software estatistico SAS — statistical analysis system (SAS
Institute, 2004).

RESULTADO E DISCUSSAO

Multiplicacéo in vitro

Na etapa de micropropagacéao, observou-se que nao houve diferencgas significativas
entre os tratamentos para o percentual de explantes responsivos, sendo de 100% nas
concentracbes de 0,0; 1,0 e 1,5 mg L' de BAP. (Figura 1). Em plantas do mesmo género
(Mentha x piperita) o BAP favoreceu a regeneracao dos segmentos nodais inoculados in
vitro e, quando combinado ao GA,, a brotacdo dos explantes (MORAIS; ASMAR; LUZ,
2014). Da mesma forma, efeito relevante da citocinina BAP foi observado por Brito (2007),
trabalhando com a babosa (Aloe vera L.), verificou que no processo de desenvolvimento in
vitro da planta, as brotacdes apresentaram um bom desempenho tanto no desenvolvimento
da parte aérea quanto no radicular, apresentando uma percentagem de 100% de plantas

enraiadas.
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Figura 1: Porcentagem de explantes responsivos em fungéo das concentracoes de BAP.

Em relacdo ao numero de brotos por explantes, o meio MS contendo 1,5 mg L™
de BAP foi aquele que apresentou a melhor resposta, com média de 9,2 brotos. Por outro
lado, a auséncia deste regulador vegetal resultou em baixa producéo de brotos (média de
4 brotos/explantes) (Figuras 2 e 3). Neste sentido, a adicao da citocinina BAP foi um fator
determinante para o incremento da taxa de multiplicagao in vitro da espécie.
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Figura 2: Nimero de brotos/explante em func@o das concentracées de BAP.
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Figura 3: Plantas de Mentha x villosa Huds cultivadas in vitro em diferentes concentracdes de BAP: (A)
0,0mgL";(B)0,5mgL";(C)1,0mgL'e (D)1,5mgL".

A citocinina BAP (6-benzilaminopurina) tem sido muito eficaz para viabilizar a
multiplica¢éo in vitro em diversas espécies, sendo apontada em diversos trabalhos como
excelente fitoregulador, como exemplo, na multiplicacdo de brotacdes de Mentha arvensis
L. (PHATAK; HEBLE, 2002), Amburana acreana (FERMINO JUNIOR; PEREIRA, 2012) e
Mimosa caesalpiniifolia (BEZERRA et al., 2014). Os resultados descritos nessas espécies,
assim como no presente trabalho, indicam que o aumento na concentra¢do desse regulador
(BAP) foi decisivo para o aumento do nimero de brotagdes.

Resultado semelhante ao observado neste trabalho foi encontrado por Asmar et al.
(2012), onde utilizou-se concentragcdes de BAP no cultivo in vitro de brotos de Lippia alba
e evidenciaram que a concentragdo de 1,5 mg L' de BAP promoveu a multiplicacdo da
espécie. Estudo realizado por Navroski et al. (2014), constatou que na multiplicagéo in vitro
da segurelha (Satureja hortensis L.), a citocinina BAP induziu o aumento de brotages da
espécie. No que se refere ao efeito do BAP no cultivo in vitro de plantas medicinais, Vicente
et al. (2009) trabalhando com Vernonia condensata Baker, constataram que a concentragéo
de 1,0 mg L' de BAP foi a que proporcionou a melhor resposta em relagdo ao numero de
brotos por explantes.

Nesta perspectiva, podemos verificar que o efeito benéfico do BAP na multiplicacao
das brotacgdes esta associado com a influéncia desse regulador de crescimento na divisédo
celular e na quebra de dominancia apical (BRUM; SILVA; PASQUAL, 2002).

Aclimatizacao

Na etapa de aclimatizagdo, observou-se que 100% das plantas sobreviveram
e apresentaram desenvolvimento satisfatorio, independente da concentracdo de BAP
utilizada na etapa de multiplicagéo (Figura 4), o que comprova a eficiéncia da metodologia
utilizada neste trabalho para aclimatizagéo das plantas.

Resultados semelhantes foram observados nas espécies medicinais aluma
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(Vernonia condensata Baker) e anador (Justicia pectoralis Jack), onde Vicente et al. (2009)
observaram que na fase de aclimatizacao houve 100% de sobrevivéncia, independente da
concentracédo de BAP utilizada. Da mesma maneira, Brito (2007) relatou que as mudas de
babosa (Aloe veraL.) enraizadas in vitro apresentaram 100% de sobrevivéncia na etapa de
aclimatizagcéo, porém néo utilizou garrafas do tipo PET, mas copos plasticos descartaveis
(30 mL). Além das espécies medicinais mencionadas, verificou-se que em palma forrageira
(Nopalea cochenillifera) a taxa de sobrevivéncia das plantas levadas ao ambiente ex vitro
na etapa de aclimatizac¢ao foi de 100%, ap6s um periodo de 30 dias (SILVA, 2017).

Conforme Souza et al. (2015) a aclimatizacéo € a etapa mais critica do cultivo in vitro
e pode comprometer a produ¢ao das mudas de algumas espécies, uma vez que as plantas
sé@o expostas a mudancas drasticas em relagéo as condicdes ambientais, sendo a perda
de agua um dos principais problemas. Nesse sentido, a obtencdo de microplantas com as
raizes bem desenvolvidas é de suma importancia para a sua existéncia e crescimento em
novas condigdes ambientais, como as correspondentes na aclimatizagao (PIO et al., 2002).

A metodologia utilizada neste trabalho para a aclimatizagdo das microplantas
de hortelda mostrou-se eficiente e pode ser recomendada para plantas oriundas da
micropopagacdo desta espécie medicinal. Além disso, constitui-se em uma alternativa
de reciclagem para as garrafas do tipo PET, contribuindo assim para a sustentabilidade
ambiental.

Figura 4: Plantas de Mentha x villosa Huds oriundas do cultivo in vitro, acondicionadas em garrafas do
tipo PET, contendo terra vegetal, durante a etapa de aclimatizagéo.

Conservacao in vitro

Na tabela 1 encontram-se os efeitos dos fatores isolados e da interacdo entre os
fatores concentragdes do meio de cultura MS, concentragbes de sacarose e épocas de
avaliacéo.
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Fonte de Quadrado médio

e ¢ GL

Variagéo AP NFV NFS NRF NR
Epocas (E) 1 6714,07™  1268,45 79,14 522,68 0,10™
Meios (M) 2 687,30 148,44 9,56 48,907 2,251
Sacarose (S) 1 51,71 17,47 8,20 9,36 " 1,00
erro 1 2 495,93 56,71 17,75 30,45 3,03
ExM 2 495,93" 56,71" 17,75" 30,45" 3,03"
ExS 1 4,21 0,58 0,96 2,80 ™ 0,76™
MxS 2 154,65" 36,31" 2,23 5,10 9,17"
ExMxS 2 135,29" 42,25" 1,15m 11,24 0,08™
erro 2 206 23,03 2,83 1,00 0,37
CV (%) 39,73 19,42 41,46 28,37 19,52
Média Geral 12,08 86,03 7,09 15,74 9,83

GLgrau de liberdade, ™, " significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. "™ nédo significativo a 5%
de probabilidade.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das variaveis: altura de planta (AP), em cm, nimero de
folhas verdes (NFV), numero de folhas senescentes (NFS), nimero de ramificagcdes (NRF) e numero
de raizes (NR) de plantas de Mentha x villosa Huds, cultivadas in vitro em diferentes concentracoes do
meio de cultura MS e de sacarose durante 30 e 120 dias.

Para a caracteristica AP, observou-se que com 30 dias de cultivo ndo houve
diferenca significativa entre as concentragcdes do meio de cultura MS, assim como entre as
concentracbes de sacarose analisadas. No entanto, apés 120 dias a menor média de AP
foi observada utilizando o meio de cultura MS a 1/4 de sua concentragéo e adigédo de 30 g
L' de sacarose, conforme podemos observar na tabela 2. Este resultado é um indicativo
de que a menor concentragdo de nutrientes no meio de cultura MS associada a uma maior
concentracdo de sacarose foi favoravel para a condigdo de crescimento minimo, o que é
desejavel, visto que um dos principais objetivos da conservagao in vitro € aumentar o tempo
de permanéncia da planta no mesmo meio de cultura, prolongando, consequentemente, o
intervalo entre os subcultivos.
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Concentracdes de sacarose (g L)

Concentragdes do meio MS

15 30
Apds 30 dias
i 3,92 aA 5,25 aA
1/2 5,98 aA 7,24 aA
1/4 5,66 aA 6,64 aA
Apbs 120 dias
11 13,21 bB 16,90 bA
12 20,30 aB 24,15 aA
1/4 14,58 bA 9,02 cB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas néo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P < 0,05) e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste F (P < 0,05).

Tabela 2. Valores médios de altura de planta (cm) de Mentha x villosa Huds, cultivadas in vitro em
diferentes concentragdes do meio de cultura MS e de sacarose durante 30 e 120 dias.

O resultado obtido no presente trabalho, em relagéo a variavel altura da planta,
contrapde com os encontrados por Lima (2016) na conservagao in vitro de Orthophtum
mucugense no qual aponta que quanto maior a concentracdo de sacarose utilizada no
meio de cultura, maior serd o comprimento da parte aérea das plantas cultivadas in vitro.
Em estudo com a cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz), Oliveira (2011) também
evidenciou maior incremento da parte aérea de plantas cultivadas in vitro quando aumentou
a concentracgdo do carboidrato. Carvalho et al. (2014) destaca que podem ocorrer variagoes
entre plantas de um mesmo genétipo conservadas in vitro, por isso que sdo necessarios
estudos com outros gendtipos para definir protocolos de conservacgao in vitro. Corroborando
com os autores supracitados, Watt et al. (2004) ressaltam que espécies e cultivares possuem
caracteristicas genéticas proprias, dessa forma, o sucesso da tecnologia de crescimento
lento requer o desenvolvimento de protocolos especificos para cada um deles.

Santos et al. (2012) observou que ao reduzir a concentragdo dos sais do meio
MS para 1/4 da sua concentracdo total plantas de vetiver [Chrysopogon zizanioides (L.)
Roberty] podem ser mantidas in vitro na temperatura de 18°C por um periodo de 270 dias,
corroborando com os resultados evidenciados no presente estudo. Lima-Brito et al. (2011)
confrontando os efeitos da sacarose, do sorbitol e do manitol na conservacgéo in vitro de
Comanthera mucugensis subsp. mucugensis, observaram que as menores médias para
comprimento da parte aérea na espécie ocorreu em concentragcdes maiores de sacarose
(45e60gL").

Visando estabelecer um banco de germoplasma in vitro de Pfaffia glomerata, Alves
et al. (2010) verificou que o meio MS na metade da sua concentragéo total, com 2% de
sacarose e 4% sorbitol na temperatura de 16°C (x1°C) favoreceu o crescimento minimo das
plantas cultivadas in vitro, prorrogando o subcultivo por um periodo de seis meses. Assim
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como o autor supracitado, Amaral et al. (2007) verificou que plantas de amarilis (Hippeastrum
Herb.) conservadas in vitro mantiveram-se vigorosas por um periodo de 90 dias utilizando
metade da concentracdo do meio de cultura MS e 10 g L' de sacarose quando mantidas
na temperatura de 18°C. Neste sentido, observa-se que a redugéo das concentragdes de
sais do meio basico de cultivo e a redugédo da temperatura é uma estratégia amplamente
empregada para a conservagdo sob regime de crescimento minimo sendo utilizada por
diversos autores conforme podemos verificar nos trabalhos citados anteriormente.

Vale destacar que as plantas cultivadas in vitro precisam estar vigorosas e em
condi¢cbes favoraveis para a propagacgédo no final do periodo de conservagédo proposto.
Neste sentido, com relagé@o a variavel niumero de ramifica¢des, apos 30 dias de cultivo as
maiores médias para esta caracteristica foram observadas utilizando o meio de cultura
MS na sua concentragdo normal e na metade de sua concentracédo, com adi¢cao de 15 g
L', ndo ocorrendo diferencas entre os valores médios dessa caracteristica com relacdo as
concentragcdes do meio MS quando se utilizou 30 g L'* de sacarose. J& com 120 dias, as
maiores médias de NRF foram observadas utilizando o meio MS na sua concentragéo total
e metade da sua concentragcdo com 30 g L' (Tabela 3), o que é vantajoso, pois no que se
refere ao objetivo proposto pela presente pesquisa, teoricamente as plantas de Mentha
x villosa Huds disponibilizara uma maior quantidade de explantes para serem utilizados
quando houver a necessidade de realizar a propagacgéo in vitro dessa espécie para
disponibilizar mudas para gestores de saude, assim como para implantacao de farmécias
vivas.

Concentragdes de sacarose (g L)

Concentragdes do Meio MS

15 30
Ap6s 30 dias
1M 3,75 aA 2,25 aA
1/2 2,45 abA 3,65 aA
1/4 1,05 bA 3,10 aA
Apos 120 dias
11 25,45 aB 38,75 aA
1/2 25,95 aB 42,75 aA
1/4 13,45 bA 10,60 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (P < 0,05) e médias seguidas pelas mesmas letras maiUsculas nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste F (P < 0,05).

Tabela 3. Valores médios do numero de ramificagbes de plantas de Mentha x villosa Huds, cultivadas in
vitro em diferentes concentragdes do meio de cultura MS e de sacarose durante 30 e 120 dias.

Na conservagédo in vitro de cana de aglUcar Lemos et al. (2002) evidenciou que
os tratamentos nos quais se combinou temperatura de 15°C com 10 g L' ou 20 g L' de
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sacarose resultaram em notas mais baixas em relacédo as outras temperaturas (12°C e 25°C)
e concentragdes de sacarose testadas (10, 20 e 40 g L'). Neste sentido, podemos verificar
que o0 aumento da temperatura e da concentracdo de sacarose favoreceu negativamente
para o crescimento minimo da planta. Contudo, no presente estudo podemos destacar que
a temperatura de 20°C e o aumento da concentragéo de sacarose para 30 g L' favoreceu
a condicao de crescimento lento, mantendo as plantas viaveis até 120 dias.

Resultados encontrados por Rocha (2010) corroboram com o0s encontrados no
presente estudo, pois verificou que ao final do periodo proposto de 360 dias o incremento
do numero de folhas verdes ocorreu quando utilizou-se o meio MS na metade de sua
concentragao total combinado com a concentragdo de 30 g L' de sacarose, na temperatura
de 21°C (+2°C). Tal como o autor citado anteriormente, Lima (2016) observou que plantas
de Orthophytum mucugese Wand. apresentaram maiores numeros de folhas verdes quando
utilizando-se 1/3 da concentracéo de sais do meio de cultura MS e 45 g L' de sacarose,
utilizando a temperatura de 25°C por um periodo de 60 dias. Estes resultados corroboram
com os encontrados na presente pesquisa, pois @ medida em que a concentracao de sais
do meio de cultura MS foi reduzida as plantas necessitaram de concentragdes maiores de
carboidrato.

Na conservagéo in vitro, plantas mantidas por periodos de tempo prolongados,
muitas vezes, iniciam a senescéncia, que pode ser ocasionada por varios fatores, tais como
a exaustédo do meio de cultura e producgéo de etileno ou mesmo devido ao efeito fitotdxico do
inibidor de crescimento, que pode culminar na morte das plantas (NEPONUCENO, 2012).

De acordo com os resultados encontrados para nimero de folhas senescentes,
podemos observar que apds 30 dias de cultivo as menores médias do NFS ocorreu
utilizando o meio de cultura MS na sua concentragcao normal. No entanto, apés 120 dias de
cultivo as menores médias do NFS foram observadas nas plantas cultivadas em meio MS
a 1/4 de sua concentragao (Tabela 4). A anélise da variavel niumero de folhas senescentes
€ importante para os trabalhos de conservacao in vitro, uma vez que serve como indicativo
do estadio fisiologico da planta, pois expressa o processo de envelhecimento da planta
(CARVALHO et al., 2016).

Epocas de cultivo (dias)

Concentragdes do meio MS

30 120
1l 1,60 bB 10,20 bA
1/2 2,80 abB 15,15 aA
1/4 4,02 aA 5,22 cA

Médias seguidas pelas mesmas letras minGsculas nas colunas néo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P < 0,05) e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste F (P < 0,05).

Tabela 4. Valores médios do numero de folhas senescentes de Mentha x villosa Huds, cultivadas in
vitro em diferentes concentragées do meio de cultura MS durante 30 e 120 dias.
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Segundo Canto et al. (2004) e Nepomuceno (2009) a senescéncia ndo é o que
se espera na conservagao in vitro, pois requer que seja efetuado o subcultivo para
recuperacdo do vigor da planta, objetivando sua capacidade de regeneracdo. Uma vez
que, a senescéncia foliar ocasiona depreciagdo e destruicdo de tecidos e drgaos foliar,
provocando perda da energia potencial da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Com 30 dias de cultivo ndo houve diferengas entre as concentragdes do meio MS
com relagdo ao numero de raizes. Entretanto com 120 dias as maiores médias observadas
para esta caracteristica foi quando se utilizou o meio MS na sua concentragdo total e
metade de sua concentragdo (Tabela 5). Pesquisa realizada por Menezes (2014) sobre
conservacao in vitro de trés espécies de orquideas (Catasetum macrocarpum, Oeceoclades
maculata e Polystachya estrellensis), onde avaliou-se as concentracdes de sais do meio
MS (100, 75, 50 e 25%) e temperatura (18 e 25°C) do ambiente de cultivo, verificou que néo
houve diferencas significativas com relagéo as concentra¢cdes do meio de cultura MS para
a espécie Polystachya estrelenses, com 100% de enraizamento para todos os tratamentos.

Epocas de cultivo (dias)

Concentracdes de sacarose (g L)

30 120
11 8,32 aB 10,95 aA
1/2 8,48 aA 9,48 aA
1/4 9,00 aA 7,88 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P < 0,05) e médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste F (P < 0,05).

Tabela 5. Valores médios do nimero de raizes de plantas de Mentha x villosa Huds, cultivadas in vitro
em diferentes consentragdes de meio de cultura MS durante 30 e 120 dias.

Em relacdo aos valores médios do numero de raizes em funcdo das concentracbes
do meio de cultura e de sacarose, observou-se as maiores médias do NR quando as plantas
foram cultivadas em meio de cultura MS na metade de sua concentragdo e adi¢cdo de 30 g
L' de sacarose, assim como quando utilizou-se 15 g L' de sacarose no meio de cultura MS
na sua concentracao normal e a 1/4 de sua concentracao (Tabela 6).

Concentragdes de sacarose (g L)

Concentragdes do Meio MS

15 30
11 10,52 aA 8,75 aA
1/2 7,25 bB 10,70 aA
1/4 10,35 aA 6,52 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas néo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P < 0,05) e médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste F(P < 0,05).

Tabela 6. Valores médios do numero de raizes de plantas de Mentha x villosa Huds, cultivadas in vitro
em diferentes concentracées do meio de cultura MS e de sacarose.
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Assim como no presente trabalho, Alves et al. (2010) pesquisando sobre a influéncia
de diferentes meios de cultura no crescimento minimo de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, constataram que nenhum tratamento (MS + 2% de sacarose + 4% de sorbitol;
MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol; MS + 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2 mg L™
de pantotenato de calcio; MS/2 + 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2 mg L'de pantotenato
de célcio; MS + 2% de sacarose + 3% de manitol + 2 mg L'de pantotenato de célcio; MS/
2 + 2% de sacarose + 3% de manitol + 2 mg L-'de pantotenato de calcio) inibiu a formacgéo
de raizes, ocorrendo 100% de enraizamento em explantes de P. glomerata nas condi¢cbes
do experimento.

Utilizando temperatura mais elevada 27°C (+1°C), Faria et al. (2006) verificaram que
€ possivel conservar sob crescimento reduzido plantas de Passiflora giberti N. E. Brow.
com bom desenvolvimento radicular e nimero de folhas satisfatérias em meio de cultura
MS suplementado com 15 g L' de sacarose e 20 g L' de sorbitol quando cultivadas por um
periodo de 120 dias. Neste sentido, para Camolesi et al. (2010) a presencga de raizes pode
sugerir que as plantas estao se desenvolvendo normalmente ou que as condi¢des de cultivo
nao estao gerando restricdes que possam prejudicar seu desenvolvimento posteriormente.

A partir da conservacao in vitro de Piper aduncum e Piper hispidinervum via
crescimento lento, Silva e Scherwinski-Pereira (2011) verificaram que as espécies podem
ser conservadas durante seis meses em meio MS na temperatura de 20°C, sem perder a
capacidade de regeneracao e sem alteracbes morfologicas.

Os resultados observados no presente trabalho evidenciaram uma variacdo
nas caracteristicas das plantas em funcéo dos fatores avaliados nas duas épocas (30
e 120 dias), sendo estes: meio de cultura e concentragdo de sacarose. No entanto,
de forma geral, observou-se que a fonte de carbono utilizada no presente estudo
influenciou significativamente a maioria das caracteristicas estudadas. Neste sentido,
conforme Carvalho (2013) as variaveis observadas nas plantas devem ser analisadas
e correlacionadas paralelamente nas avaliagdes, com o objetivo de se estabelecer uma
condicao de crescimento minimo. No entanto, estas condigbes podem sofrer variagéo de
uma espécie para outra e dependerao, além disso, do genétipo utilizado, como também dos
procedimentos adotados pelo pesquisador na conservagao in vitro.

Em relacdo as concentracdes do meio de cultura MS e de sacarose, observou-se
que o meio de cultura MS na metade da sua concentracdo e a 1/4 da sua concentracéo
total acrescido 30 g L' de sacarose proporcionaram o menor desenvolvimento in vitro da
Mentha x villosa Huds. Neste sentido, é possivel inferir que na presente pesquisa, mesmo
com a diminuicdo das concentragdes salinas do meio de cultura MS para 50 e 25%, as
plantas necessitaram de uma concentragdo maior de carboidrato para se manterem viaveis
nas condi¢des de crescimento lento.

Embora ndo haja um protocolo especifico para todos os genoétipos de todas

as espécies, o que se pretende no manejo das grades cole¢des de plantas in vitro € a
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possibilidade de se obter uma metodologia que possa ser utilizada para o maior nimero de
acessos possiveis, favorecendo o planejamento dos subcultivos das plantas conservadas
in vitro sem afetar sua estabilidade genética, como também otimizando o trabalho em
ambiente laboratorial (CARVALHO et al., 2016).

CONCLUSOES

A multiplicacéo in vitro de brotos de Mentha x villosa Huds constitui-se em um
processo possivel e viavel nas condi¢cdes avaliadas.

A adicdo de 1,5 mg L' de BAP no meio de cultura MS, na fase de multiplicacéo,
utilizando explantes oriundos das plantas estabelecidas em meio de cultura MS com 1,0 mg
L' de BAP, proporcionou a maxima proliferacao de brotos.

A aclimatizac@o de plantas oriundas do cultivo in vitro de Mentha x villosa Huds,
utilizando garrafas do tipo PET, constitui-se em um processo possivel e vidvel nas condi¢coes
avaliadas.

Nas condi¢bes em que o trabalho foi executado o meio de cultura MS com metade
de sua concentragdo ou a 1/4 de sua concentragao total, associado a adicdo de 30 g L' de
sacarose € uma condicao viavel para conservacao in vitro de plantas de Mentha x villosa

Huds sob regime de crescimento minimo por um periodo de 120 dias.
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