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RESUMO

A espécie Mentha pulegium conhecida popularmente por poejo, possui inimeras caracteristicas
benéficas como antissépticas, medicinais, alimenticias e cosméticos. Multiplica-se facilmente
por estacas de ramos, rizomas e eventualmente por sementes. A micropropagacao, caracterizase
por ser um método que vem se difundindo entre as técnicas de propagacéo, além de promover
rapida multiplicacdo, garante boa sanidade e uniformidade das mudas. O presente trabalho teve
como objetivo estabelecer um protocolo de micropropagacdo de M. pulegium, baseado na
organogeénese direta, utilizando diferentes fitorreguladores além de avaliar diferentes substratos
na aclimatizagdo ex vitro das mudas. Para o estabelecimento in vitro segmentos nodais,
utilizados como explantes, foram desinfestados em solu¢fes com Tween 20; imersdo em alcool
(70%); imersdo em hipoclorito de sddio (1%) e; trés enxagues em agua tipo 2 e autoclavada,
sempre sob agitacdo. Apos a assepsia, efetuou-se a excisdo das extremidades, com o intuito de
retirar as partes com necroses e uniformizar o tamanho dos segmentos nodais e a inoculagéo
em diferentes meios de cultura. Foram efetuados dois ensaios sucessivos, a fim de superar 0s
problemas de contaminacdo in vitro. Para o estabelecimento e a inducgdo in vitro testou-se
utilizando um delineamento inteiramente casualizado (DIC), o meio MS, suplementados com
fitorreguladores ANA (0 e 1 uM) em combinagdo com BAP (0 e 1 uM). Avalia¢des semanais
foram efetuadas para coletar dados de porcentagem de sobrevivéncia, de contaminacdo, de
inducdo de brotos e de calo. Para a multiplicacéo in vitro, foi utilizado um fatorial 2x3, testando
0 meio de cultura basico MS, suplementados com diferentes concentracdes dos fitorreguladores
ANA (0 e 2 pM) em combinagdo com BAP (0; 2 e 4 uM). Quinzenalmente, foram coletados
dados de numeros de brotos, de nés e raizes e altura das brotacdes. Brotacdes alongadas, de 5
cm e 3 cm, foram submetidas ao processo de aclimatizacdo em ambiente ex vitro, com o
transplante em diferentes substratos comerciais, contendo casca de pinus, casca de arroz, turfa
e vermiculita. Dados de nimeros de brotos e néds, altura de plantas, tiveram avaliacGes
quinzenais aos 15, 30 e 45 dias, formagao e tamanho de raizes foram coletados somente na
ultima avaliacdo aos 45 dias. Na fase de inducéo, foi possivel observar que o meio de cultura
MS isento de fitorreguladores, destacou-se no parametro altura, ndo havendo diferenca
estatistica entre os demais parametros. Na fase de multiplicacdo in vitro em concentracdes de 2
UM e 4 UM de BAP, bem como, 2 UM de BAP + 2 uM de ANA, suplementados ao meio basico
MS, resultou nos melhores valores de nimero de brotos, de nds e altura das brotacGes. Nédo
havendo diferenca estatistica para formacdo de raizes em nenhum tratamento. BrotacGes de 5
cm em substrato Turfa fértil® e Turfa fértil® mais Carolina soil® se sobressairam em todos 0s
parametros em relacdo aos demais substratos utilizados.

Palavras chaves: Aclimatizacdo, cultivo in vitro, organogénese, substratos.



ABSTRACT

The Mentha pulegium species, popularly known as pennyroyal, has numerous beneficial
characteristics such as antiseptic, medicinal, food and cosmetics. Multiplied by branch cuttings,
rhizomes and eventually by seeds. Micropropagation, characterized by being a method that has
been spreading among propagation techniques, in addition to promoting rapid multiplication,
guarantees good health and uniformity of the seedlings. This work aimed to establish a
micropropagation protocol for M. pulegium, based on direct organogenesis, using different
phytoregulators, in addition to evaluating different substrates in the ex vitro acclimatization of
seedlings. For the in vitro establishment nodal segments, used as explants, were disinfested in
solutions with Tween 20; immersion in alcohol (70%); immersion in sodium hypochlorite (1%)
and; three rinses in type 2 water and autoclaved, quickly and always under agitation. After
asepsis, the extremities were excised in order to remove the parts with necrosis and to
standardize the size of the nodal segments and inoculation in different culture media. Two
successive tests were carried out in order to overcome the problems of in vitro contamination.
For in vitro establishment and induction, a completely randomized design (CRD) was tested
using MS medium, supplemented with NAA phytoregulators (0 and 1 pM) in combination with
BAP (0 and 1 pM). Weekly evaluations were carried out to collect data on percentage of
survival, contamination, shoot induction and callus. For in vitro multiplication, a 2x3 factorial
was used, testing the MS basic culture medium, supplemented with different concentrations of
NAA phytoregulators (0 and 2 uM) in combination with BAP (0; 2 and 4 uM). Biweekly, data
were collected on the number of shoots, nodes and roots, and height of shoots. Elongated shoots,
measuring 5 cm and 3 c¢cm, were submitted to the acclimatization process in an ex vitro
environment, with transplantation in different commercial substrates, containing pine bark, rice
husk, peat and vermiculite. Data on numbers of shoots and nodes, plant height, were evaluated
fortnightly at 15, 30 and 45 days, formation and size of roots were collected only in the last
evaluation at 45 days. In the induction phase, it was possible to observe that the MS culture
medium free of phytoregulators stood out in the height parameter, with no statistical difference
between the other parameters. In the in vitro multiplication phase at concentrations of 2 uM
and 4 uM of BAP, as well as 2 uM of BAP + 2 uM of NAA, supplemented with basic MS
medium, resulted in the best values for number of shoots, nodes and height of shoots. There
was no statistical difference for root formation in any treatment. Shootings of 5 cm in substrate
Turfa fertil® and Turfa fértil® plus Carolina soil® excelled in all parameters in relation to the
other substrates used.

Keywords: Acclimatization, in vitro culture, organogenesis, substrates.
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1 INTRODUCAO

O género Mentha da familia Lamiaceae abrange mais de 1000 espécies pelo mundo,
entre eles M. x piperita L. (horteld pimenta), M. spicata (horteld verde), M. arvensis (horteld
doce), M. pulegium (poejo menta-pulégio) entre outras. A horteld verde e horteld pimenta, sdo
as mais cultivadas no Brasil (WATANABE et al., 2006). Muitas espécies da familia Lamiaceae
sdo conhecidas pela producao de inimeros metabdlitos secundarios de interesse econdmico pela
qualidade do 6leo essencial (BENLARBI et al., 2014), para fins terapéuticos e condimentares.

A espécie M. pulegium, também conhecida como poejo, poejo menta-pulégio, menta
selvagem entre outras, & uma erva rasteira, de folhas e flores pequenas (LORENZI; MATOS,
2021). Prefere locais com alta umidade e de solo acidos, planta de clima temperado, ndo resiste
a geadas e ao calor excessivo (GUEDES, 2015; MATHIAS et al., 2013). Podem ser propagadas
por rizomas, segmentos de ramos (estaquias), sementes ou pelo método de micropropagacao
por segmentos nodais e gemas apicais (BENLARBI et al. 2014; ZARKI; ELMTILI, 2012).

As plantas apresentam caracteristicas antissépticas, sendo tradicionalmente utilizada
na forma de chas ou misturas para infusdes, para o tratamento de uma série de doencas desde
resfriados comuns até sinusite, bronquite, tuberculose, intoxicacdo alimentar e c6lera. Pode ser
usada também como antiflatulento, expectorante, antitussigeno e diurético (MAHBOUBI,
HAGHI, 2008). Na gastronomia é utilizada como tempero em saladas, decoracdes de pratos,
aromatizar sucos naturais e também € utilizado na fabricacéo de licor, que auxilia na digestdo e
combate a constipacdo (MATHIAS; BLANCO, 2013).

A utilizagdo na forma de 6leo essencial, vem crescendo cada vez mais no mercado de
aromaterapia. M. pulegium é uma planta muito visada, uma vez que, caracteriza-se por conter
alto contetdo de 6leo essencial, aproximadamente 4% do peso seco (BENLARBI et al., 2014).
Apresenta como principal componente a pulegona acompanhado de mentol, isomentona,
flavonoides, fosforo, ferro, magnésio, calcio, potassio, cobre, 6mega 3, e complexo vitaminico
entre outros, porém, pode haver diferenca de composicdo quimica entre plantas de diferentes
climas e habitats (AYAZ; MENON, 2021; BENLARBI et al., 2014; LORENZI; MATOS, 2021;
MONTENEGRO et al., 2020; WATANABE et al., 2006). Contudo deve-se ficar atento aos
efeitos colaterais do 6leo essencial pois doses acima de 10mL/humano pode ser toxico causando
hepatoxidade, insuficiéncia cardiovascular (DOMINGUES; SANTOS, 2019) e para gestantes
pode ser abortivo (BENLARBI et al., 2014). Estima-se uma extragdo anual de dleo essencial de
M. pulegium de 7,0 toneladas no Marrocos e 3,0 toneladas na Espanha e Turquia
(DOMINGUES; SANTOS, 2019).
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Além disso, hd uma forma bastante promissora para uso desta planta rica em pulegona
e mentol, os biocidas. Desta forma, uma alternativa e ecolégica que vem sendo estudada é a
utilizacdo de extratos ou 0leos essenciais, para controlar fungos, bacterias, leveduras, acaros,
nematoides, pragas e até mesmo plantas daninhas (MONTENEGRO et al., 2020). Segundo
Domingues e Santos (2019) os biocidas apresentam a mesma eficadcia que os pesticidas
sintéticos, porém com menor toxidade a mamiferos, e menor permanéncia no ambiente, em
contrapartida devem ser aplicadas constantemente, atraves de métodos de fumigacéo (casa de
vegetacdo), pulverizagbes ou uso em armadilhas no caso de insetos. Por outro lado, um uso
curioso e inovador do 6leo essencial de M. puleguim é a protecdo do aco através do seu efeito
inibidor de corroséo.

Devido todas as propriedades benéficas dessa planta aromatica e medicinal, a demanda
por producdo da mesma vem aumentando (GUEDES, 2015). A comercializagcdo ocorre
geralmente por vendas diretas ao consumidor final, em feiras livres e pequeno varejo. Porém,
ja existem casos de venda em maiores quantidades para grandes empresas, a exemplo das
fabricantes de Oleos essenciais (MATHIAS; BLANCO, 2013). Nesse ultimo caso hd uma
exigéncia maior em qualidade da matéria prima e estrutura da propriedade. Nesse momento
destaca-se a micropropagacao estabelecendo mudas homogéneas em larga escala, de alto vigor,
sadias de alta qualidade fitossanitaria livres de pragas e doencas assim como mudas com alta
competéncia em metabolitos secundarios (MORAIS et al., 2012; ZARKI; ELMTILI, 2012).

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a capacidade de regeneracéo in vitro de M.
pulegium em diferentes doses dos fitoreguladores BAP (6- Benzilaminopurina) e ANA (&cido
a-naftalenoacético), utilizando segmentos nodais. Buscou-se determinar as concentracfes de
BAP e ANA mais responsivas para a regeneracdo de brotos e avaliar a aclimatizacdo das

brotacdes regenerados em diferentes misturas de substratos comerciais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de micropropagacao

de Mentha pulegium, baseado na organogénese direta, utilizando diferentes fitorreguladores.
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1.1.2 Objetivos especificos

Extrair e desinfestar segmentos nodais a partir de plantas matrizes para o
estabelecimento in vitro;

Promover a multiplicagdo de brotacGes utilizando diferentes concentragdes e
combinac6es dos fitorreguladores BAP e ANA em meio de cultura;

Avaliar aclimatizacdo ex vitro das mudas em diferentes misturas de substratos

comerciais.

1.2 JUSTIFICATIVA

A espécie M. pulegium é uma erva aromatica e medicinal, largamente utilizada na
forma de chas/misturas para infusdes, na culinaria, na industria de medicamentos, de alimentos
(bala, chicletes, etc). Amplamente aceita na fabricacdo de cosméticos, repelentes, 6leos
essenciais e 0s atuais biocidas. Tudo isso ocorre devido a qualidade do 6leo essencial da planta
em ser rico em pulegona e mentol, principais metabdlitos secundarios extraidos para uso
industrial (BENLARBI et al., 2014, GUEDES, 2015).

Devido essa alta demanda de mercado nos diversos usos, a propagacao in vitro tornase
viavel produzindo em larga escala, mudas sadias de alta qualidade fitossanitaria e fisiologica,
possibilitado uma plantacdo uniforme com possibilidade de colheita padronizada.

Além do mais a micropropagacéao pode ser uma forma de conservacao de germoplasma
da planta, protegendo da colheita excessiva e das intempéries climéticas, do ponto de vista que

a planta ndo tolera geadas nem calor excessivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  DESCRICAO BOTANICA E UTILIZACAO

A espécie Mentha pulegium L. pertence a familia Lamiaceae, no Brasil essa familia
consta com 26 géneros e mais de 350 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005). No entanto,
mundialmente, esta familia contém aproximadamente 7.300 espécies, distribuidas em 236
géneros (ANTAR et al., 2020). Além disto, na espécie M. pulegium, de acordo com The Plant
List (2013) esta espécie possui 41 diferentes subespécies, variedades ou formas. N&o é uma
planta tipica do Brasil, porém, com distribuicdo geografica e possiveis ocorréncias em todas as
regides brasileiras (ANTAR; HARLEY, 2020). E nativa da Europa, Asia e Peninsula Arébica,
no entanto é cultivada em todos os paises temperados (LORENZI; MATQOS, 2021)

Popularmente pode ser conhecida como, poejo, poejo menta-pulégio, poejo das hortas,
horteld-dos-pulmdes, poejo-real, poejinho, menta selvagem, erva de Sdo Lourenco ou
horteldpimenta (GUEDES, 2015; LORENZI; MATOS, 2021).

Erva rasteira, perene e de crescimento prostrado, seu tamanho varia até 10 cm,
possuido muitas raizes rizomatosas. E uma planta bastante ramificada, e seu caule tem formato
quadrangular recoberto por indumentos. As folhas sdo pequenas (aproximadamente 1 cm de
comprimento), e estdo dispostas opostamente ao longo do caule, apresentam formato
elipticooblongas, podem ser dentadas ou lisas, pilosas ao menos na parte abaxial, seu peciolo é
curto, sdo bastante aromaticas e sua cor varia entre diferentes tons de verde. As flores da M.
pulegium sdo minusculas de coloragcdo rosa ou roxo péalido, se dispdem em inflorescéncia
globosas nas axilas das plantas com entre nos visiveis (GUEDES, 2015; LORENZI; MATOS,
2021). Séo plantas que preferem locais com agua abundante, de alta umidade, proximos a cursos
fluviais, lagoas, locais de alagamento temporario. Além disso, se adaptam melhor em solos mais
acidos (GUEDES, 2015).

A planta pode ser amplamente utilizada, na forma de cha utilizando as folhas, na
gastronomia pode ser usado ramos e flores, nas industrias alimenticias e de cosméticos
(MATHIAS; BLANCO, 2013). Na area de extracdo de 6leo usa-se as folhas. O metodo de
extracdo de 6leo mais indicado para M. pulegium é a hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger
(AMARAL, 2020; DOMINGUES; SANTOS, 2019). Além do mais vem sendo estudada como
biocidas no controle de pragas, através de controle populacional afetando na fase larval de
alguns insetos, em fungos como Monilinia sp e Botrytis cinerea em frutiferas, como acaricidas,
controlador de plantas daninhas e nematoides. (DOMINGUES; SANTOS, 2019).
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2.2  PROPAGACAO

Os métodos de propagacdo das espécies do género Mentha comumente é através dos
rizomas e segmentos de ramos. Estes devem ser cortados com aproximadamente 10 centimetros,
e plantados direto em canteiros ou recipientes para obtencdo de mudas. Estes propagulos devem
ser enterrados em uma profundidade de 2 a 3 centimetros e manter a umidade do solo para
promover o enraizamento e desenvolvimento das mudas (MATHIAS; BLANCO, 2013). De
acordo com estes autores, as mudas devem ser produzidas na época do ano que as temperaturas
sejam amenas, pois 0 poejo é uma planta adaptada ao clima subtropical e temperado, ndo
tolerando geadas severas ou calor excessivo. E indicado a producdo das mudas em locais
sombreados, sem a incidéncia direta do sol.

Além da propagacdo por estacas vegetativas e através de estolGes pode ser realizado a
producdo de mudas por sementes, porém, elas apresentam baixa germinacdo e viabilidade,
conforme as condicdes de clima do local de cultivo (GUEDES, 2015). Ademais, a propagacgéo
pode ser realizada através da micropropagacdo, garantindo mudas de qualidade e favorecendo
a producdo de mudas em larga escala em qualquer época do ano, com economia de espaco e
tempo, permitindo a uniformidade no desenvolvimento das mudas no campo e possibilitando a
sincronizacdo da colheita (PAULETTI, 2005)

2.3 TECNICAS DE MICROPROPAGACAO

A micropropagacdo é um meétodo de propagacdo vegetal e estd inserida dentro da
cultura de tecidos. Possibilita obter varias plantas a partir de um Unico explante inicial.
(BARRUETO CID, 2015). Os explantes recebem a nutricdo necessaria, através de meio de
cultivo. Essa técnica é possivel de vido a potencialidade celular, ou seja, a capacidade de uma
célula formar outros tecidos vegetais. Quando uma célula é capaz de formar todas as células
gue compde um organismo denominamos de totipotencialidade, se ela formar alguns tecidos e
outros ndo, ela é considerada pluripotente e quando é capaz de formar apenas um tipo de tecido
exclusivo chamamos de unipotentes (PAIVA, et al., 2001).

Outro fundamento essencial para desenvolvimento da cultura de tecidos € a
competéncia celular, capacidade de as células formar novos tipos de células, através de sinais
especificos, essa habilidade pode ser dada por: ativacdo (modelo direto) inducdo (modelo

indireto). O modelo direto forma clones da planta, mantendo sua identidade genética, enquanto
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que o indireto produz uma massa calo, podendo haver varia¢cBes genéticas no material
produzido (PAIVA, et al., 2001).

Essa tecnologia vem sendo usada nos ultimos tempos pois se mostra eficaz na
formacéo de plantas livres de agentes causadores de doencas, a exemplo dos virus. Também
se mostra vantajosa na propagacao massal de mudas de alta uniformidade, além de produzir
em condicOes independentes das condi¢des climaticas. Por fim, pode-se ter aplicabilidade na
conservacao do germoplasma por longos periodos (JUNGHANS; ALBERTO; OLIVEIRA,
2013).

O processo de regeneracdo in vitro ocorre por duas rotas distintas, a embriogenese
somatica e a organogénese. A embriogenese somatica é a formacao de embriGes somaticos que
se diferenciam a partir de células somaticas. A inducdo através dessa rota pode ser feita de
diversos tipos de tecidos das plantas, levando em consideracdo o genétipo, idade, determinacéao
existentes no meristema, condi¢bes fisiologicas estacionais, estabilidade genetica,
metabolismos oxidativo, entre outros fatores relacionados a planta matriz (BARRUETO CID,
2015; CAMPOS, 2019).

Esse processo de formacao de embrido somatico pode ocorrer de maneira direta, onde
ele é formado diretamente a partir do explante, e a forma indireta com formacdes de calos no
explante primario. A maneira direta ocorre devido as células do tecido utilizado serem
competentes e/ou pré-embrionarias, facilitando todas as etapas do processo. Quando a rota é
embriogénese somatica indireta, ocorre uma sequéncia de desdiferenciacdo celular de forma a
reoganizar o metabolismo e sua expressdo genica do embrido. Em alguns casos nessa rota séo
utilizadas algumas auxinas fortes como € o caso do 2,4D para ajudar na formacédo de calos.
(BARRUETO CID, 2015; CAMPQOS, 2019).

Ao tratarmos de organogénese, dizemos que € o processo de regeneracdo da planta
através de tecidos meristematicos (agrupamentos de celulas meristematicas com alta
capacidade de divisdo e diferenciagdo). Tecidos de diversas partes das plantas podem ser
usadas nessa rota, como gemas apicais e axilares, segmentos nodais, segmentos de raizes,
discos basais entre outros. Assim como na embriogénese somatica na organogénese também
temos processos diretos e indiretos. Na organogéneses direta o érgao vegetal, que contém
gemas pré-existentes, forma-se diretamente resultando clones. Ao passo que a indireta ha
formagéo de calos antes do desenvolvimento dos brotos (ANDRADE, 2002; BARRUETO
CID, 2015).

Para realizarmos a micropropagacao das plantas, necessitamos de um meio de cultivo

adequado nas fases de inducdo e multiplicacdo. Os meios de cultivo buscam suprir as exigéncias
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nutricionais do explante para obter a resposta da morfogénese desejada. Assim como, fornecer
suporte na medida que a brotacdo vai se desenvolvendo (CARVALHO et al., 2006). Entre os
meios de culturas temos, os semissélidos, o liquido e a dupla fase. Para sua composicdo é
utilizado: a agua filtrada e destilada para ndo conter impurezas; 0s nutrientes minerais como o
Nitrogénio, Fdsforo, Potéssio, Enxofre, Calcio, Magnesio, Ferro, Boro, Molibdénio, Cobre,
Cloro, Zinco, Manganés e Cobalto; os constituintes organicos como o carboidrato (fonte de
energia), 0s aminoacidos, vitaminas que sdo essenciais para o metabolismo celular. Alguns
compostos como agente geleificantes e carvéo ativado podem ou néo ser utilizados dependendo
do meio de cultura (CARVALHO et al., 2006; GUERRA et al., 2016). A composi¢do do meio
também é ditada pela espécie que sera micropopagada, pois cada uma possui exigéncias
exclusivas para seu desenvolvimento. O meio MS de Murashige e Skoog (1962) ¢ muito
utilizado na cultura de tecidos e demostra bons resultados na maioria das culturas (PAIVA et
al., 2001). De acordo com Zarki e EImtili (2012) os macrosais de MS sdo eficazes para a maioria
das espécies medicinais.

Ha& alguns meios nutritivos que recebam os chamados fitorreguladores, substancias
sintéticas, compostas por hormdnios vegetais. Sao utilizadas para influenciar positivamente ou
negativamente no desenvolvimento da planta. Além disso os fitorreguladores podem
influenciar no aroma, na formacéo de metabolitos secundarios, alterar quimiotipos assim como
inibir ou eliminar a formacéo de substancias indesejaveis. (LYCZKO et al., 2020). Entre eles
estdo as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico. Para o experimento foram
utilizados dois fitorreguladores, um indutor de brotos e outro indutor de raizes, tanto na etapa
de inducédo quanto multiplicacdo. (CARVALHO et al.,2006)

O BAP (6-Benzilaminopurina) é uma citocinina, e na cultura de tecidos vegetais tem
a funcdo de induzir microbrotos, porém podem inibir a formacdo de raizes. Além disso esta
ligada a outras respostas na planta como abertura de estbmatos, quebra de dominéancia apical,
expansdo foliaraumento de contetdo de clorofilas. (BARRUETO CID, 2015).

O ANA (acido a-naftalenoacético) é uma auxina, e atua principalmente na formacéo
de raizes em segmento nodais e tambem em estacas. (CAMPQOS, 2009). Além disso,
apresentam funcdes como alongamento celular, divisdo celular, diferenciacdo dos tecidos

vasculares (xilema e floema), dominancia apical. (MORAIS et al., 2012).

2.4 ACLIMATIZACAO
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Ap0s os processos realizados em laboratdrio inicia-se a etapa de adaptacao das futuras
mudas cultivadas in vitro para as condi¢des do ambiente externo, ex vitro. Neste estadio, ha a
necessidade de mudancas anatdmicas-fisiologicas para a sobrevivéncia, etapa da qual é
denominada de aclimatizacdo. Porém, para obter éxito nessa etapa devem ser considerados
alguns fatores: como temperatura, umidade em excesso, baixa capacidade fotossintética,
desidratacdo (falta de umidade) e absorcdo de nutrientes. (CARVALHO et al., 2006;
SKREBSKY; NICOLOSO; FERRAO, 2004).

Outro fator que deve ser considerado é a utilizacdo de substratos comerciais ou
misturas. O substrato comercial € muito utilizado na fase de aclimatizacdo de plantulas,
principalmente por ser um material descontaminado. E um material poroso, nutritivo, que
substitui o solo, sendo muito utilizado no processo germinacéo ou cultivo de plantas. (ARAUJO
NETO et al., 2009).

Considerando o enraizamento e desenvolvimento das plantas a escolha de qual
substrato utilizar deve ser cautelosa, pois ha variagdo nas suas caracteristicas fisicas e quimicas.
Um substrato ideal deve passar por processo de limpeza e descontaminacao afim de que nédo
apresentem agentes fitopatogénicos e sementes de plantas indesejaveis. Além de apresentar
caracteristicas fisicas, quimicas e pH, favoraveis para o bom desenvolvimento da planta.
Portanto, é dificil encontrar em um Unico substrato comercial todas essas caracteristicas, para
isso sdo feitas misturas com diferentes compostos organicos, tais como casca de arroz, casca de
pinus, particulas de carvio vegetal, etc. (ARAUJO NETO et al., 2009).

O substrato contendo casca de pinus, € mais denso e menos poroso, logo deve ser usado
com cautela. Geralmente apresenta alta capacidade de retencdo de &gua e baixa porosidade
podendo ocasionar falta de oxigénio e problemas na formacao das raizes devido a ma drenagem.
Ja o substrato contendo casca de arroz em sua composicdo possui alta porosidade e baixa
densidade quando comparada com casca de pinus. Portanto, ao utilizar esse material deve-se
ficar atento a irrigacao pois a retencdo de agua é menor e pode causar déficit hidrico as plantas
A formulacgdo de misturas entre diferentes materiais resultam em propriedades diferentes das

encontradas nos materiais de origem (ZORZETO et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL, AMBIENTE DE CULTIVO E LOCALIZACAO

As plantas matrizes de M. pulegium cultivadas em vasos (Fig. 1A), mantidas em
ambiente de casa de vegetacdo aclimatizada no primeiro ensaio, e em ambiente de laboratério
no segundo ensaio serviram de fonte de explantes para a introducéo in vitro. Os experimentos
foram conduzidos na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus Curitibanos,
situada a uma latitude de 27°1658” sul e uma longitude de 50°35'04" oeste, sua altitude ¢ de
1100 metros.

As duas primeiras etapas do experimento foram desenvolvidas no laboratério de
Biotecnologia Vegetal, no qual, foi possivel realizar a indugdo e multiplicacdo das brotacoes,
nos periodos de fevereiro e abril de 2023.

O meio de cultura bésico utilizado no cultivo in vitro foi composto pela formulagao
salina MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionados de 30 g L™ de sacarose e 7,5 g L'de
Agar-agar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,3 atm., por 15
minutos. O processo de inoculacdo das culturas foi realizado em uma cadmera de fluxo laminar.
A incubacdo das culturas foi em ambiente de sala de crescimento, com temperatura de 25 °C +
2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz, com o uso de Iampadas fluorescentes brancas e
densidade de fluxo de fotons de 50 pmol m? s,

A etapa de aclimatizacdo foi realizada na casa de vegetacdo com controle de
temperatura e umidade relativa do ar, que € realizado com auxilio de exaustores e sistema de
turno de irrigacdo intermitente controlado por temporizadores, tal etapa aconteceu nos meses

de marco e abril de 2023.

3.2 ENSAIOS DE ESTABELECIMENTO E INDUCAO IN VITRO

3.2.1 Preparacao do meio de cultivo para a indugdo dos explantes

A partir das solugdes estoques da formulacéo salina de MS foi elaborado trés diferentes
meios de culturas:
1) Meio de cultura MS isento de fitorreguladores (controle);

2) Meio de cultura MS suplementado com 1uM de BAP (Bye;
3) Meio de cultura MS suplementado com 1uM de BAP + 1uM de ANA (B1Az).
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Em seguida foi ajustado o pH de cada umas das solucdes para 5,8 com auxilio de NaOH
e HCI e adicionado agente geleificante Agar (7,5 g L™). Para a dissolugio do Agar, 0 meio de
cultura foi aquecido aproximadamente dois minutos no micro-ondas, até o liquido estar
totalmente transllcido. Cada tratamento foi composto por 15 tubos de ensaio, contendo 10 mL
do meio de cultura, utilizando um delineamento interamente casualizado. Ao final os tubos
foram tampados com tampa plastica no Ensaio 1 e com papel aluminio no Ensaio 2, vedados
com parafilme (PVC) e autoclavados (15 minutos a 121°C e 1,3 atm). O uso de diferentes

materiais para vedar ndo alteram os resultados.

3.2.2 Coleta e desinfestacio dos explantes

Segmentos nodais com 0,5 a 1,0 cm, com um no, foram excisados de planta matriz e
em Erlenmeyer (125mL), procedeu-se a lavagem em agua tipo 2 com duas gotas do surfactante
Tween 20® por dois minutos (Figura 1C). Em camara de fluxo laminar foram submetidos a um
processo de desinfestacdo, sob agitagdo alcool 70% (v/v) por 30 segundos; hipoclorito de sédio
(1% v/v) juntamente com duas gotas Tween 20®, por 15 minutos, sempre sob agitacdo, apos
foram lavados rapidamente com alcool 70% somente para tirar os residuos do sabdo neutro e
espumas. Finalizando passaram por triplice lavagem em agua tipo 2 e autoclavada (Figura 1D).
Apo6s o processo de desinfestacdo, 0s explantes permaneceram submersos em &gua para
mantélas hidratadas garantindo assim sua viabilidade. Com auxilio de pincas e bisturis, e sobre
papel branco autoclavado, efetuou-se a reducdo do tamanho dos explantes, pela retirada das
extremidades e regies necrosadas. Apds este procedimento os explantes foram inoculados em
meios nutritivos, descritos no item 3.2.1. Todo esse processo deve ser feito rapidamente visando
a hidratacdo dos mesmos.

Cada tubo de ensaio contendo o meio nutritivo recebeu um explante, foram tampados
com tampa pléstica/papel aluminio e vedados com parafilme (PVC). Finalizado o processo de
inoculacdo dos explantes e vedacdo, todos os tubos foram acomodados na sala de crescimento
em anexo ao laboratério de Biotecnologia Vegetal, onde a temperatura e o fotoperiodo sdo
controlados em 25 +2 °C e 16h com lampadas fluorescentes brancas de densidade de fluxo de
fotons de 50 pmol m s 1. Ressaltando que nos 7 primeiros dias os tubos ficaram em uma
bancada que ndo recebia luz direta, para que ndo houvesse a oxidacdo dos explantes. (Figura

1E)
Ao longo de quatro semanas na presenca de luz (Figura 1F) foi realizado as analises

semanais do experimento. As analises foram feitos visualmente, avaliando altura, formagdo e

quantidade de brotos laterais, formacéo e quantidade de raizes.
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No estadio de inducdo foram implementados dois experimentos iguais e sucessivos,

em virtude da taxa de contaminag&o observado no primeiro ensaio.

Figura 1 - Estabelecimento das culturas in vitro de Mentha pulegium: (A) Planta matriz mantida
em casa de vegetacdo, UFSC, Campus Curitibanos; (B-D) Assepsia e processo de desinfestacao
em camara de fluxo laminar: (B) Uso de luz UV; para assepsia da camara e materiais; (C)
Explantes excisados e submersos em agua para posterior desinfestagdo; (D) Desinfetacdo dos
explantes, sob agitacdo constante; (E-F) Incubacédo das culturas em sala de crescimento: (E)
Manutencdo das culturas em bancada na auséncia de luz direta por uma semana e; (F) Bancadas
com luz direta para a indugdo e multiplicacao.

Fonte: Autora (2023).

3.3  ENSAIO DE MULTIPLICAGCAO IN VITRO

Segmentos nodais com 0,8 a 1,0 cm, contendo um no e duas gemas, foram excisados
de brotagdes estabelecidas in vitro e mantidas no laboratério de Biotecnologia Vegetal, do
ensaio de indugdo, foram a fonte de explantes para o experimento. Para promover a

multiplicagdo das brotac6es foram elaborados seis diferentes meios de cultura
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O desenho experimental utilizado foi um esquema fatorial 2x3 com seis tratamentos:
A suplementacdo ao meio de cultura basico MS com duas concentra¢fes de ANA (0 e 2 uM)
combinado com trés de BAP (0, 2 e 4 uM). Cada unidade experimental foi constituida de um
frasco de vidro (tipo conserva, de 340mL) contendo quatro explantes e repetidos trés vezes.

Na elaboracdo do meio de cultura, cada tratamento recebeu suas respectivas
concentracOes de fitorreguladores, conforme descrito na Tabela 1. Apds adicionar todos 0s
componentes efetuou-se ajuste de pH para 5,8, e em seguida acrescentou-se o Agar e
aquecimento por aproximadamente 2 min, até que ndo houvesse nenhum vestigio do composto,
apresentando um liquido totalmente translucido. Finalizando essa etapa todos os frascos foram

tampados com tampa de plastico e levados para a autoclave por 15 minutos a 121°C e 1,3 atm.

Tabela 1 - Abreviaturas dos meios de cultura elaborado a partir da formulagéo salina MS
suplementada com diferentes concentracdes dos fitorreguladores ANA (0 e 2) em combinacao
com BAP (0; 2 e 4).

Concentracéo de Concentracdo de BAP (UM)
ANA (uM) |
0 2 4
MS B2 B4
A2 A2B2 A2B4

* A= ANA; B=BAP; 2e 4 = uM.

Em camara de fluxo as brotacdes foram retiradas dos frascos, com auxilio de uma
pinca, e acomodadas em papel autoclavado e com auxilio de bisturi excisou-se as folhas e a
separacdo do segmento nodal. Posteriormente em cada frasco de vidro contendo 0s meios
nutritivos citados na Tabela 1, foram inoculados os quatro explantes. Imediatamente ap6s foram
tampados com tampa pléastica e vedados com parafilme (PVC). Ao final dessa etapa todos 0s
frascos com as culturas foram acomodados novamente na sala de crescimento na presenca de
luz direta.

Foram realizadas quatro analises quinzenalmente. Nessa etapa foi mensurado altura,
numero de nos formacdo, quantidade de brotos laterais assim como formacéo e quantidade de
raizes. As anélises foram feitas visualmente, em frascos com maiores nimeros de brotos onde
havia dificuldade de contagem houve necessidade do auxilio do estereoscdpio. Dados relevantes

durantes das culturas foram registrados por fotos.



25

3.4  ENSAIO DE ACLIMATIZACAO EM AMBIENTE EX VITRO

BrotacGes com 3-5 cm de altura, contendo 4-5 segmentos nodais, originadas do meio
de cultura basico MS e isento de fitorreguladores, foram preparadas para 0 processo de
aclimatizacéo pela segmentacdo e retiradas das folhas para evitar a desidratagdo. As mini estacas
foram transplantadas em bandeja de isopor com 72 células, com volume de 125 cm3 por célula,
contendo misturas de substrato comercial, previamente umedecido. Para evitar a desidratagdo
das mini estacas, durante o transplante, foram efetuadas regas com pulverizador manual.

O desenho experimental utilizado foi num esquema fatorial de 2x4, com oito
tratamentos: Dois tamanhos de brotacdes combinados com quatro misturas de substratos,
indicados na Figura 2, na propor¢do de: 1) MecPlant®; 2) Turfa Fertil®; 3) Turfa Fertil/
Carolina Soil® (1:3 v/v); 4) McPlant/Carolina Soil (1:3 v/v). Cada unidade experimental foi
composta de trés brotagdes/mudas, dispostas num delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticdes.

Figura 2 - Composicao de diferentes substratos comercias (A), MecPlant ® (casca de pinus,
vermiculita, corretivo de acidez e macro nutrientes); (B) Turfa Fertil ® (turfa, casca de arroz
carbonizada. Aditivado com N (0,04%), P-Os (0,04%), K20 (0,05%) e calcario calcitico (1,5%));

(C) Carolina Soil ® (Turfa, vermiculita e calcario).

-

Fonte: Autora (2023).

As brotacdes foram acomodadas em uma bandeja contendo papel toalha umido, para
evitar a desidratacdo e de certa maneira ficarem menos expostas ao ambiente até que fossem
transplantadas. Na antessala da casa de vegetacdo, as plantulas com altura de cinco centimetros
foram enterradas dois centimetros abaixo da superficie e as menores acomodadas um centimetro
abaixo da superficie. Essa medida foi feita adequadamente em todas as células para que néo

houvesse interferéncia nas analises subsequentes.
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Apds o transplante, a bandeja foi levada para dentro da casa de vegetacao e colocada
sob a bancada. A irrigacdo ocorreu todos os dias por aspersdo, com periodo de rega de dois
minutos nos seguintes horérios: 9h, 10h, 11h, 12h, 13h, 15 h.

Figura 3 - Procedimento de aclimatizacdo de mudas de Mentha pulegium: (A) Bandeja contendo
as brotacdes e envolvidas com papel tolha umedecidos para manter hidratadas; (B) Medicgéo das
brotacdes para padroniza-las com 5 e 3 cm; (C) Plantio das brotaces em bandeja de 72 células
contendo os diferentes substratos; (D-G) Imagens da casa de vegetacdo numero 4: (D) lado do
exaustor ; (E) lado do umificador; (F) Tuneis de nebulizacdo com bancada, setor 4 e; (G) Interior
com bancadas e subdivisdes em tuneis.

Fonte: Autora (2023).

As avaliagOes ocorrem quinzenalmente (15; 30; 45 dias), de maneira visual avaliando
altura, quantidade de broto lateral, formacéao e tamanho de raizes. A avaliacdo de raizes ocorreu
somente com 45 dias, para que ndo houvesse a necessidade de fazer a analise destrutiva de
nenhuma planta e ndo interromper as outras analises. Durante tais analises as raizes foram
lavadas em baldes contendo agua limpa para retirada de residuos dos substratos.

35 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a Andlise de Variancia

(ANOVA) e ao teste Scott-Knott a 5% de separacdo de médias. Quando necessario os dados
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originais foram transformados em (x+0,5)®° ou log (x+1), segundo as recomendacdes de
Compton (1994), usando o software estatistico GExpDes versao web (KORMANN et al. 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41  ESTABELECIMENTO E INDUCAO DE BROTACOES

O estabelecimento e inducéo das culturas in vitro, a partir de segmentos nodais de M
pulegium, foi observado ja ao sétimo dia em cultivo, com o inicio da inducédo de brotos e livre
de contaminacgdes (Figura 4A). Nos dois ensaios de inducdo observou-se também que, em
algumas brotacgdes induzidas e que apresentavam contaminacdes, conseguiam se desenvolver
(Figura 4B-D). Porém, as presencas de contaminacdo influenciaram em seu desempenho
posterior que, por controle da assepsia no laboratério foram eliminadas e autoclavadas.

No primeiro ensaio de indugdo observou-se uma taxa de sobrevivéncia de 73%, com
uma contaminacdo total de 27% e destes 18% foram por fungos e 9% por bactérias (Figura 5A).
No segundo ensaio, implantado a partir de explantes extraidos de planta matrizes mantidas em
ambiente do laboratorio por 15 dias, sob cuidados mais rigoroso, quanto a irrigacao e controle
fitossanitarios resultou em maior porcentagem (89%) de inducdo (Figura 5B). Observou-se
também que, nestas condicdes e cuidados resultou em menor numero de contaminacdes (Figura
4B).

As primeiras respostas para 0 ensaio surgiram na primeira semana de cultivo com
inducdo de brotos laterais, a partir de gemas existentes nos segmentos nodais (Figura 6A). Nas
semanas seguintes houve desenvolvimento dos brotos formados, assim como crescimento de
novos brotos e raizes (Figura 6D).

Os procedimentos de desinfestacdo dos explantes, no presente trabalho, foram
executados com base no protocolo consolidado para este tipo de explantes e utilizados no
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. A provavel causa pela ocorréncia de contaminacdes, no
estabelecimento in vitro das culturas, pode estar relacionado com os cuidados com as plantas
matrizes. Entre estes fatores, o local de permanéncia da planta matriz e o sistema de irrigacao
adotado. No primeiro ensaio, as plantas matrizes encontravam-se em ambiente de casa de
vegetacdo aclimatizada (ver Figura 3G), sob todos os cuidados de irrigacdo diretamente no
substrato e evitando a irrigagdo da parte aérea. Enquanto que, a planta matriz escolhida para o
segundo ensaio foi retirada da casa de vegetacdo e levada para cuidados em ambiente do

laboratério (ver Figura 1A).
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Figura 4- Estabelecimento e indug&o in vitro a partir de segmentos nodais de Mentha pulegium
no primeiro ensaio: (A) Inicio da inducédo de brotos e livre de contaminacgdes ao sétimo dia em
cultivo; (B) Inducéo de broto com presenca de bactérias; (C-D) Presenca de contaminagéo por
fungos:(C) sem inducdo e; (D) com desenvolvendo de brotos na presenga de fungos.
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Fonte: Autora (2023)

Figura 5. Porcentagem média de sobrevivéncia e contaminagdes (fungos e bactérias) in vitro em
resposta aos dois ensaios sucessivos, a partir de segmentos sodais de Mentha pulegium,
cultivado em diferentes meios de cultura: (A) 1° Ensaio e; (B) 2° ensaio, ap0s uma semana da

inoculacédo
Ensaio 1 9% Ensaio 2 5%
| 6%\
18% \ ‘
= Sobrevivéncia ® Fungos = Bactérias = Sobrevivéncia ®Fungos = Bactérias

Fonte: Autora (2023).

Figura 6 - Processo de inducéo de brotos in vitro em Mentha pulegium, em diferentes meios de
cultura, em diferentes tempos ap6s a inoculacdo, no segundo ensaio: (A-C, F) Inducdo de brotos
em meio MS: (A) Ao sétimo dia; (B) Aos 14 dias e; (C) Aos 21 dias; (D) Brota¢des emitindo
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raizes, aos 21 dias; (E) Inducdo de massa calogénica formada na base dos brotos, aos 21 dias;
(F-H) Diferenciagdo na altura entre os diferentes meios MS, B1 e A1B1, aos 28 dias.

Fonte: Autora (2023)

No presente trabalho, observou-se que, para as variaveis nimero de brotos, nimero de
nos, e numero de raizes, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 2).
Porém, para o parametro altura de brotos (cm) revelou diferenca significativa (p<0,05), com
destaque para 0 meio de cultura MS, com maior crescimento médio (1,6 cm). Este fator,
provavelmente, é resultante da composicdo do meio de cultura, por ser isento de
fitorreguladores, favorece o crescimento dos brotos (Figura 6B, C e F). Enquanto, a presenca
de fitorreguladores induz a multiplicacdo de brotos (Figura 6D, G e H) e, observou-se também
maior indugdo de calo na base dos explantes (Figura 6E e G)

O cultivo dos segmentos nodais em meio de cultura MS, isento de fitorreguladores
resultou em porcentagens média de inducdo de 80% de inducdo, ap6s quatro semana da
inoculagdo (Figura 7). Quando comparado com a utilizagdo do meio de cultura B1 (MS
suplementado com 1 uM de BAP), ou 0 uso do meio A1B1 (MS suplementado com 1 uM de
ANA + 1 uM de BAP) observou uma maior taxa de inducéo de calos (Figura 6E, G e H).

Tabela 2 - Valores medios de nimero de brotos, de nos e de raizes e altura (cm) na indugéo in
vitro de brotos de Mentha pulegium, em relacéo ao cultivo em diferentes meios de cultura: MS;
B1= MS suplementado com BAP (1 uM) e; A1B1= MS com BAP (1 uM) + ANA (1 uM), ap6s

quatro semanas da inoculacéo.
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Tratamentos ~ N°de Brotos™  N°de NosNS Altura (cm) N° de Raizes N°
MS 16a 52a 1,6a 2,3a
Bl 1,8a 43a 0,8b 0,5a
AlB1 1,5a 2,9a 0,5b 1,7a
CV (%) 10,6 26,8 12,67 14,58

A= ANA; B=BAP; 1 = uM. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05). NS* ndo significativo; CV (%) — Coeficiente de variagao.

Figura 7 - Porcentagem média de inducéo in vitro a partir de segmentos nodais de Mentha
pulegium apos primeira e quarta semana de cultivo em meio: MS - meio basico isento de
fitorreguladores; B1 - MS suplementado com BAP (1 uM) e; A1B1 -MS com ANA (1uM)+

BAP (1 uM) .
o 100%
’gS« . 80% 80% T
= 80% 67% ’
% 60% 57%
g 40%
> 40%
1<
8 20% I
|-
o
& 0%
MS B1 AlB1

Tratamentos
H1°semana ™ 4°semana

Fonte: Autora (2023).

Apesar de ndo existir diferenca estatisticas para a varidvel nimero de brotos,
observamos diferencas no desempenho dos diferentes tratamentos testados na quarta semana de
cultivo, a suplementagdo de meio basico com ANA inibiu, inicialmente, a formacéo de brotos
(Figura 8D) e apresentou boa resposta para formacdo de raizes (Figura 8D), confirmando as
fungdes de indutor de raizes das auxinas.

O uso do meio de cultura MS suplementado com 2,22 uM de BAP, também induziu a
formagéo de brotos, a partir de segmentos nodais de M pulegium, tanto em meio geleificado,
quanto em meio liquido, sobre bolinhas de vidro (@ 5 mm) utilizadas como suporte das
brotacdes (BENLARBI et al., 2014). Da mesma forma, Ayaz e Memon (2021) observaram que
0s meios com BAP (1 puM) se sobressai nesse pardmetro em relacdo aos outros meios,

confirmando a eficécia da suplementacdo do BAP ao meio de cultura, na regeneracao de brotos.
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O meio de cultura basico MS foi o melhor para a inducdo de brotos M pulegium, pois
teve uma boa indugéo inicial e crescimento em altura das brotagdes (Figura 6A, C, F) e ndo
induziu a formacdo de calo (Figura 9). Porém, estudos com outras doses e combinacfes de BAP
e ANA na indugdo podem ser testados para contrastar tais resultados, uma vez que, o uso de
BAP na etapa de multiplicacdo podem resultar em maiores numeros de brotos.

No presente trabalho, utilizou-se a anélise de regressdo para descrever a evolugdo da
inducdo in vitro de brotos de M. pulegium em relacdo ao tempo de cultivo e aos trés meios de
cultura testados. Tal analise revelou que, o modelo quadréatico foi o que melhor se ajustou, na
evolucgdo do numero de brotos (Figura 8A), numero de nos (Figura 8B), altura (cm) de brotos
(Figura 8C) e no numero de raizes (Figura 8D). Revelando, a partir disto, uma trajetoria, dos
valores calculados, com valores de r? significativos e superiores a 0,93. Estes valores de r? sio
considerados altos, uma vez que, para sistemas biol6gicos podem variar entre 0,5 e 0,9
(Compton, 1994).

Segundo Asmar et.al., (2012), no cultivo in vitro de Lippia alba e Morais, Asmar e
Luz (2014), no cultivo in vitro de Mentha x Piperita, relataram que a presenca da citocinina,
BAP suplementado em meio de cultura, pode reduzir a altura de brotos, porque este tipo de
fitorregulador, ndo tem efeito em promover alongamento das brotacdes e sim favorecer a
multiplicacdes. Isso confirma o que observamos no presente trabalhos que, na auséncia de BAP
no meio de cultura, observa-se maiores tamanhos de brotacdes (Figura 6F, G e H).

Quanto ao desenvolvimento de raizes, todos os meios de cultura apresentaram a mesma
caracteristica de evolucdo, comecando a emitir as primeiras radiculas a partir da segunda
semana e aumentaram significativamente ao longo das semanas seguintes. Apesar de ndo
encontrar diferenca estatistica entre eles 0 meio MS € que se destaca no gréafico.

A formagc&o de calogénse, nas culturas de M. pulegium esté diretamente relacionado a
suplementacdo da combinacdo de ANA e BAP, revelando 54% inducdo, o somente BAP com
46%, quando comparado com meios isento destes fitorreguladores, com 0% de calo (Figura 9).
Quando as concentracdes de ANA (auxina) e BAP (citocinina), sdo equivalentes ocorre
formacéo de calo, corroborando com Ayaz e Memon (2021) onde cita que concentragdes de
BAP e ANA equivalentes resultam em maior percentual.

Figura 8 — Evolucéo, pela analise de regressdo, da indugdo in vitro de brotos de Mentha
pulegium: A) Numero médio de brotos; B) Numero médio de nos por brotos; C) Altura dos
brotos (cm) e; D) NUmero médio de raizes por broto, a partir do cultivo em diferentes meios de
cultura: MS - meio basico MS isento de fitorreguladores; B1 - MS suplementado com BAP (1
uM) e; A1B1 -MS com ANA (1uM)+ BAP (1 uM), em relacdo as semanas em cultivo.
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Figura 9 - Porcentagem de indugéo de calos em Mentha pulegium em relagéo aos diferentes
meios de cultivo: MS - meio béasico isento de fitorreguladores; B1 - MS suplementado com BAP
(1 uM) e; A1B1 -MS com ANA (1uM)+ BAP (1 uM) ,

MS
0%

B1
46%
Al1B1

54%

=MS =Bl mAlB1

Fonte: Autora (2023)

42  MULTIPLICACAO IN VITRO

A multiplicagdo in vitro de brotos de M. pulegium foram visivelmente favorecidas
quando se suplementou ao BAP meio de cultura MS (Figura 10A, B) ou em combinacédo de

BAP com ANA (Tabela 3), qguando comparado ao meio de cultura MS isento de fitorreguladores
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(Figura 10C). Observou-se também que, a maior nimero medio de brotos por explantes (7,7
brotos) ocorreu com a suplementacdo de 4 UM de BAP (B4), porém, ndo se diferenciou
significativamente entre si com o meio B2, com uso de 2 uM de BAP (6,9 brotos), e nas suas
combinagfes com 2 UM de ANA (A2B2 e A2B4) (Tabela 3).

Figura 10 - Multiplicagéo de brotos in vitro de Mentha pulegium em diferentes meios de cultura:
(A-B) Regeneracéo multipla de brotos: A) em meio de cultura B2 (MS e suplementado com 2
UM de BAP; (B) em meio de cultura B4 (MS e suplementado com 4 uM de BAP; (C) Brotos
regenerados em meio de cultura MS e isento de fitorreguladores, apds 21 dias da inoculag&o;

=

Fonte: Autora (2023)

Tabela 3 - Nimero médios de brotos, de nos, de raizes e altura média (cm) dos brotos no cultivo
in vitro de Mentha pulegium em resposta a suplementacao ao meio MS basico com ANA (0 e 2
HMM) combinados com BAP (0, 2 e 4 uM), ap6s dois meses em cultivo.

Meio de cultura (uUM)  N° de Brotos* N°de N6s*  N°de Raizes * Altura (cm)*

B4 7,7a 19,1a 13,5a 4,8a
B2 6,9a 20,0a 10,1a 2,7b
A2B2 4,7a 18,6 a 8,5a 5,3a
A2B4 43a 6,6 b 6,6a 6,4a
A2 26D 32b 8,2a 2,7b
MS 24b 12,4b 6,9a 2,8b
CV(%) 10,57 5,26 9,47 12,81

A= ANA; B=BAP; 2 e 4 = uM. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05). * Dados originais transformados em (x+0,5)%% ou log (x+1); CV — Coeficiente de variagéo.

O uso dos meios de cultura MS basico suplementado com BAP (2 e 4 uM, B2 e B4)
ou em combinacdo com ANA (2 uM, A2B2) promoveu um maior e significativo (p<0,05)
numero de nds, quando comparado com os demais tratamentos, apds quatro semanas em cultivo
(Tabela 3; Figura 11). Segundo Pereira (2011), as maiores concentragcdes de BAP estimulam a
formacdo de brotacGes, porém, reduzem a altura e o numero de nés nos brotos no cultivo in
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vitro de Physalis angulata. No entanto, no presente trabalho, estes fatores ndo foram observados
quando se suplementou aos meios de cultura 2 e 4 uM de BAP.

Os tratamentos que apresentaram maior altura dos brotos foram A2B4, A2B2 e B4,
com alturas de 6,4; 5,3 e 4,8 cm respectivamente, apds quatro semanas em cultivo (Tabela 3;
Figura 11). Pereira (2011), também relata que, a adicdo de ANA juntamente com o BAP,
equilibrarem o tamanho dos brotos, porem, promovem a formacéo de calos inicialmente nos
explantes. Araljo, Siqueira e Cecon (2008) também encontrou resultados similares no nimero
de brotos de abacaxizeiro ‘Smooth cayenne’ quanto utilizou ANA e BAP, porém também correu

a formacéo de calos iniciais nos explantes antes de se diferenciarem em brotacgdes.

Figura 11 - Evolucao, pela analise de regressdo, da multiplicacéo in vitro de brotos de Mentha
pulegium: A) Namero médio de brotos; B) Numero médio de nds por brotos; C) Nimero médio
de raizes por broto e; D) Altura dos brotos (cm), a partir do cultivo em diferentes meios de
cultura: MS béasico com ANA (0 e 2 uM) combinados com BAP (0, 2 e 4 uM), apds dois meses

em cultivo.
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Fonte: Autora (2023)
Por fim, quanto ao namero médio de raizes, ndo foi observado diferencga significativa
entre os meios avaliados e também néo se observou relacdo com a suplementagdo da ANA no
meio de cultura, em quatro semanas de cultivo (Tabela 3). Segundo Flores e Nicoloso (2006) a

presenca de ANA, com a auséncia de BAP no meio de cultura, inibem o crescimento de brotos
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e potencializam o desenvolvimento de raizes de Pfaffia tuberosa. Este fator ndo, ndo foi
observado no presente trabalho, uma vez que, ndo se observou na formacéo de raizes, diferenca
estatistica entre os tratamentos testados (Tabela 3). Desta forma, a presenca ou auséncia de
ANA e BAP em nenhuma das concentragdes ndo influenciou significativamente na formacao

de raizes, tanto influéncia positiva, quanto negativa.

43  ACLIMATIZACAO

As melhores médias de desenvolvimento das mudas foram observadas quanto se
utilizou os substratos TF= Turfa Fertil (1v) e a misturas TF+C = Turfa Fertil + Carolina Soil
(1:3, v/v) (Tabela 4). Enquanto, para os demais parametros, ndo revelou diferenca estatistica
entre si. A taxa de sobrevivéncia das mudas durante o processo de aclimatizacao foi superior a
95% (Figura 13A). No entanto, observou-se o inicio de senescéncia de algumas plantas na
quarta semana ap0s transplantio, quando se utilizou o substrato MP- MecPlant puro (Figura
12A - indicada pela seta vermelha), revelando também o mais baixo desempenho em todos os
parametros avaliados (Tabela 4; Figura 12B).

Esse resultado esta relacionado com a textura do substrato como citado anteriormente.
Zorzeto et al. (2014) afirma que o substrato contendo casca de pinus é mais denso e menos
poroso, podendo causar uma impedancia mecanica na formacao de raizes consequentemente o
desenvolvimento mais lento das plantas (LUDWIG, 2020). Logo o substrato contendo casca
arroz carbonizada possibilita o melhor desenvolvimento radicular das plantas, devido sua
grande porosidade e baixa densidade, especialmente no caso de M. pulegium que apresenta
raizes frageis e sensiveis.

A mistura de C (Carolina Soil), na proporc¢éo de 3v (trés volumes), tanto com TF- Turfa
Fertil (1v), quanto com ao MecPlant (1v), revelou melhor desenvolvimento das mudas, em
ambos os parametros avaliados, quando comparado com a composi¢éo unica (Tabela 4; Figura
12D e E). Nos parametros numero de brotos e tamanho de raiz houve uma melhora do
desempenho de MP quando acrescido de C com medias de 1,33 para 3,94 e 8,83cm para
11,36¢cm respectivamente (Tabela 4; Figura 12E). Simplesmente pelo fato de que Carolina Soil
ter em sua composicdo vermiculita, composto leve, com bastante porosidade que também
facilita a penetracdo das radiculas. Além disso a vermiculita consegue reter maior quantidade
de agua comparado como casca de arroz carbonizado o que pode ter auxiliado na mistura TF+C,
(UGARTE; SAMPAIO; FRANCA, 2008)
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Figura 12 - Resultados obtidos durante o processo de aclimatizacdo de Mentha pulegium aos 45
dias ap06s transplantio:(A) Tratamentos dispostos em bandeja de 72 células; (B) Tratamento MP;
(C) Tratamento TF; (D) Tratamento TF+C; (E) Tratamento MP+C.
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Fonte: Autora (2023)

Tabela 4 - Valores médios de numero de brotos, de nés e de raizes, altura de mudas
(cm) e tamanho de raizes (cm) das mudas aclimatizadas de Mentha pulegium em
diferentes substratos* apds 45 dias em ambiente ex vitro

Ne° de N° de Altura de N° de Tamanho de
Substratos , mudas , .
Brotos** NOs** (cm)** Raizes** raizes (cm)**
MP 1,33c 10,83b 2,99b 3,16b 8,83¢c
TF 6,61a 27,00a 5,25a 12,11a 13,36a
TF+C 7,50a 26,99 6,38a 10,94a 14,50a
MP+ C 3,94b 14.,44b 4,30b 11,36a 11,36b
CV (%) 17,11 17,44 10,37 7.8 14,64

*MP=MecPlant (1 v); TF= Turfa Fertil (1 v); TF +C= Turfa Fertil+Carolina Soil (1:3, v/v); MP+C=
MecPlant+ Carolina Soil (1:3, v/v). Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de variagdo. ** Dados originais transformados em (x+0,5)%® ou

log (x+1); CV(%) = Coeficiente de variacao.

Quanto ao fator tamanho de mini estaca utilizada no transplantio (3 e 5 cm), as médias
foram estatisticamente iguais no parametro de altura (cm). Porém para o restante dos parametros
avaliados houve destaque para mini estacas transplantadas com 5 cm (Figura 13 e Figura 14).

Figura 13 - Altura média (cm) das mudas em relacdo aos diferentes substratos: MP=MecPlant (1
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V); TF= Turfa Fertil (1 v); TF +C= Turfa Fertil + Carolina Soil (1:3 v/v); MP+C= MecPlant +
Carolina Soil (1:3 v/v) combinados com diferentes tamanhos de microestacas (3 e 5 cm), durante
0 processo de aclimatizacdo de Mentha. pulegium, apés 15, 30 e 45 dias em ambiente ex vitro.
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Fonte: Autora (2023)

No que se refere a nUmeros de brotos é nitidamente visivel o destaque de TF+C e de
TF em relacdo aos outros substratos, independe do tamanho das brotagfes transplantadas
(Figura 14). Esse bom desenvolvimento de brotos esta intimamente ligado ao desenvolvimento
radicular que teve exatamente os melhores resultados em TF+C e TF (Figura 15).

As raizes foram avaliadas somente aos 45 dias, mesmo assim constatou-se que 0s
melhores substratos para desenvolvimento de raizes, em namero e tamanho (cm) foram iguais
fatores. TF destacou-se em numeros de raizes para brotaces de 5¢cm e se igualou com TF+C
em mini estacas de 3cm (Figura 15A). Em relacdo em tamanho de raizes o destaque foi para
TF+C em brotagdes de 5cm, enquanto para o substrato TF as brotagdes de 3cm tiveram melhor

crescimento radicular (Figura 15B).

Figura 14 - Nimero médio de brotos em relacéo aos diferentes substratos: MP=MecPlant (1 v);
TF= Turfa Fertil (1 v); TF +C= Turfa Fertil + Carolina Soil (1:3 v/v); MP+C= MecPlant +
Carolina Soil (1:3 v/v) combinados com diferentes tamanhos de microrestacas (3 e 5 cm),

durante o processo de aclimatizagdo das mudas de Mentha pulegium, ap6s 15, 30 e 45 dias em

ambiente ex vitro.
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Figura 15 -NUmero e tamanho de raizes das mudas de Mentha pulegium, em relacdo aos
diferentes substratos: MP=MecPlant (1 v); TF= Turfa Fertil (1 v); TF +C= Turfa Fertil +
Carolina Soil (1:3 v/v); MP+C= MecPlant + Carolina Soil (1:3 v/v) combinados com diferentes
tamanhos de microrestacas (3 e 5 cm), durante o processo de aclimatizacao, ap6s 15, 30 e 45
dias em ambiente ex vitro.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se definir importantes etapas do
protocolo de microporpacdo de M. pulegium. Entre estes, observou-se a importancia dos

cuidados com planta matriz, para o sucesso no estabelecimento in vitro das culturas. J& na etapa
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de inducdo o cultivo em meio de cultura MS e isento de fitorreguladores, revelou os melhores
resultados. Indicando a possibilidade de novos estudos com outras doses e combinagdes de
fitorreguladores.

No processo de multiplicagdo in vitro verificou-se que a suplementagédo de
fitorreguladores BAP e ANA, no meio de cultura MS, nos tratamentos B2, B4 e A2B2,
revelaram ser mais eficientes na proliferacéo de brotos.

O uso dos substratos Turfa Fertil (TF) e Turfa Fertil + Carolina Soil (TF+C),
destacaram na aclimatizagdo de mini estacas vindas de processos in vitro, proporcionando
melhor desenvolvimento das mudas.

Ao longo desse trabalho observou-se que as brotacbes e mudas M. pulegium
apresentam um rapido desenvolvimento, e em menor tempo, quando cultivada in vitro em
relacdo a plantas expostas ao ambiente natural. Uma sugestéo para melhorias no protocolo e a
producdo em larga escala seria a utilizacdo de biorreatores. Uma vez que, além de possibilitar
uma producdo continua, estard conservando germoplasmas, produzindo plantas livres de
patdgenos e sem ocorréncia de fatores que alterem a composi¢do de metabolitos secundarios.
Ressaltando que os metabolitos secundérios é o foco da extragdo de 6leos essenciais, nos seus
diversos usos.

REFERENCIAS

AMARAL, Maria I. S. Estudos preliminares da microencapsulacéo de extratos do poejo
(Mentha pulegium L.). 2020. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica) -
Departamento de Engenharia Quimica da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto,
Portugal, 2020.

ANDRADE, Solange R. M. de. Principio da cultura de tecidos vegetais. 1.ed. Planaltina:
Embrapa Cerrado, 2002, 16p. (Documentos, 58).



41

ANTAR, G.M.: HARLEY, R.M. Mentha in Flora do Brasil 2020. Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, 2020. Disponivel em:
https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB23330. Acesso em: 26 mar. 2023.

ANTAR, G.M. et al., 2020. Lamiaceae in Flora do Brasil 2020. Jardim Botanico do Rio de
Janeiro. Disponivel em: https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB142.
Acesso em: 12 abr. 2023.

ARAUJO, R.; SIQUEIRA, D. L.; CECON, P. R. Multiplica¢do in vitro do abacaxizeiro
‘Smooth cayenne’ utilizando benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA).
Ceres, v. 55, n. 5, p. 455-460, 2008.

ARAUJO NETO, Sebastido E. et al. Producio de muda organica de piment&o com diferentes
substratos. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, p. 1408-1413, 2009. DOI:
https://doi.org/10.1590/S0103-84782009005000099.

ASMAR, S. A. et al. Concentragdes de BAP sobre a proliferacéo in vitro de brotos de Lippia
alba [(Mill.) NE Brown]. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 14, p. 149-153, 2012.

AYAZ, Emine; MEMON, Abdulrezzak. Development of the Aromatic Medicinal Plants,
Mentha x piperita L. and Mentha pulegium L. through in vitro Callus Induction and
Micropropagation. Turkish Journal of Agriculture-Food Science and Technology, v. 9, n.
1, p. 159-165, 2021.

BENLARBI, Khadija H. et al. Influence of in vitro growth conditions in the production of
defence compounds in Mentha pulegium L. Phytochemistry Letters, v. 8, p. 233-244, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.phytol.2014.03.007.

CAMPQOS, Catarina Alexandre Mecanismo de a¢do do 4cido 1-naftalenoacético (ANA) na
monda de frutos de nespereira [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.]. 2009. Dissertacao.
(Mestre em Engenharia Agrondémica)- Instituto Superior de Agronomia, Universidade
Técnica de Lisboa, Portugal, 20009.

CAMPOS, Pollyara Furtado Aspectos histomorfolégicos e bioquimicos na embriogénese
somética em Paubrasilia echinnata Lam E. Gagnon, H. C. Lima & G. P. Lewis
(FABACEAE). 2019. Dissertacdo. (Mestre em Biotecnologia Vegetal)-Centro de
Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, 2019.

CARVALHO, Julita M. F. C. et al. Consideracdes gerais sobre organogénese. Campina
Grande: Embrapa Algodéo, 2006, 28p. (Documentos, 150).

BARRUETO CID, L. Pedro (Ed.). Cultivo in vitro de plantas. 4.ed. Brasilia: Embrapa
informagdo tecnoldgica, 2015.

COMPTON, M. Statistical methods suitable for the analysis of plant tissue culture data. Plant
Cell Tissue and Organ Culture, v.37, p.217-242, 1994,


https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB23330
https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB23330
https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB142
https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB142

42

DOMINGUES, Patricia M.; SANTOS, Lucia. Essential oil of pennyroyal (Mentha pulegium):
Composition and applications as alternatives to pesticides—New tendencies. Industrial
Crops and Products, v. 139, p. 111534, 2019.

FLORES, R.; NICOLOSO, F. T. Efeito do ANA e BAP na calogénese e organogénese de
Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 9,
n.3, p.89-95, 2006.

GUEDES, José 1. de C.S.F. A influéncia do modo de producéo (ar livre e estufa em solo) e
da variedade na produtividade em mateéria vegetal verde, no rendimento na extracédo de
6leo essencial e nas caracteristicas qualitativas do 6leo essencial do Poejo (Mentha
pulegium L.). 2015. Dissertacao (Mestrado em Engenharia Agrondémica)- Departamento de
Geociéncias, Ambiente e Ordenamento do Territorio, Faculdade de Ciéncias da Universidade
do Porto, Porto, Portugal. 2015.

GUERRA, M. P. et al. Apostila de Biotecnologia I. 44p. 2016.

JUNGHANS, T. G.; ALBERTO, A.; OLIVEIRA, R. Aspectos Praticos da
Micropropagacéo de Plantas. 2. ed. rev. e ampl., Brasilia, DF: Embrapa. 2013. 407 p.

LORENZI, H; MATQOS, F.J.A. Plantas Medicinais no Brasil: nativas e exéticas. 3. ed. Nova
Odessa, SP: Instituto Plantarum, 2021.

LUDWIG, Fernanda et al. Neutralizacdo da acidez em substrato de casca de pinus com
diferentes granulometrias. Revista Eletronica Cientifica da UERGS, Santa Cruz do Sul, v.
6,n.1,p.1-8,, 2020

LYCZKO, Jacek et al. Mentha piperita L. micropropagation and the potential influence of
plant growth regulators on volatile organic compound composition. Molecules, v. 25, n. 11,
p. 2652, 2020.

MATHIAS J. BLANCO M. C. S. G. Como plantar poejo: a producao da planta medicinal
pode ser feita em casa, num pequeno vaso, ou em plantios comerciais, como fonte de renda.

Revista Globo Rural:  Editora  Globo, dez.,, 2013. Disponivel em:
https://globorural.globo.com/vida-na-fazenda/como-plantar/noticia/2013/12/como-
plantarpoejo.html. Acesso em: 18 mar. 2023.

MAHBOUBI, M.; HAGHI, G. Atividade antimicrobiana e composi¢do quimica do dleo
essencial Mentha pulegium L. Journal of Ethnopharmacology, v.119, n.2, p.325-327, 2008.

MONTENEGRO, Ivéan et al. Antifungal activity of essential oil and main components from
Mentha pulegium growing wild on the Chilean central coast. Agronomy, v. 10, n. 2, p. 254,
2020.

MORAIS, T. P. et al. AplicagOes da cultura de tecidos em plantas medicinais. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, v. 14, p. 110-121, 2012.



43

MORAIS, T. P.; ASMAR, S. A.; LUZ, J. M. Q. Reguladores de crescimento vegetal no
cultivo in vitro de Mentha x Piperita L. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 16, p.
350-355, 2014.

PAIVA, Renato et.al. Cultura de tecidos: Textos Académicos. Lavras: UFLA/FAEPE,2001.

PAULETTI, G. F. Influéncia ambiental e de parametros agronémicos na producéo de
poejo (Cunila galioides Benth.). 2005. 115f. Tese. (Doutorado em Fitotecnia)- Faculdade de
agronomia, Universidade do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2005.

PEREIRA, D. M. Cultivo in vitro e analise qualitativa da fisalina D em Physalis angulata
L. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais)- Universidade Estadual de
Feira de Santana, Feira de Santana - BA, 2011.

SKREBSKY, Etiane C.; NICOLOSO, Fernando T.; FERRAO, Gregori da E.. Sacarose e
periodo de cultivo in vitro na aclimatizacdo ex vitro de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata
Spreng. Pedersen). Ciéncia Rural, v. 34, p. 1471-1477, 2004.

SOUZA, Vinicius C.; LORENZI, H. Botéanica sistematica: guia ilustrado para
identificacdo das familias de angiospermas da flora brasileira, baseado em APG Il. Nova
Odessa: Instituto Plantarum. 2005, 640 p

THE PLANT LIST. Mentha pulegium L. version 1.1. Published on the internet, 2013.
Disponivel em: http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-125243, Acesso em: 12 abr.
2023.

UGARTE, José F. de O.; SAMPAIO, Jodo A.; FRANCA, Silvia C.A. Vermiculita. In:
Rochas e Minerais Industriais. CETEM/MCTI, capitulo 38, 2008.

WATANABE, C. H. et al. Extracdo do 06leo essencial de menta (Mentha arvensis L.) por
destilacdo por arraste a vapor e extracdo com etanol. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 8, n. 4, p. 76-86, 2006.

ZARKI, K. B. L.; ELMTILI, N. Micro-propagation of Mentha pulegium L. through
highfrequency shoots-tip and nodal explants culture. Moroccan Journal of Biology, v.12, p.
8-9, 2012.

ZORZETO, Thais Q. et al. Caracterizacao fisica de substratos para plantas. Bragantia, v. 73,
p. 300-311, 2014.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-125243
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-125243
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-125243
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-125243

