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RESUMO

A micropropagacdo € uma técnica muito utilizada para a producédo de plantas em larga
escala, livres de doenca. A forma de vedacdo empregada e as concentracOes de sacarose
interferem nas trocas gasosas e a intensidade luminosa € outro fator que favorece o processo de
fotoautotrofismo da planta. Diante disso o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de
diferentes intensidades de luz utilizando lampadas de LEDs com sistema de ventilacdo natural,
suplementado com e sem sacarose no crescimento de Mentha arvensis in vitro. Para a condugéo
do trabalho, foram utilizados segmentos nodais de aproximadamente 1 cm, retirados de plantas
pré-estabelecidas, estes foram inoculados em frascos contendo 45 mL do meio MS/2,
suplementado com ou sem sacarose. Os frascos foram vedados com tampas contendo quatro
membranas porosas, e sem adi¢cdo de membrana (controle), e distribuidos em cinco intensidades
de luz (26, 51, 69, 94 ¢ 130 umol m-2 s-1). O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado (DIC), com 15 tratamentos com 4 repeti¢Oes e 3 segmentos por frasco. Ap6s 30
dias, as plantulas foram avaliadas. Observou-se que sistemas de ventilacdo natural associados
a diferentes intensidades de luz influenciaram significativamente no crescimento in vitro da
espécie. As plantas dispostas na intensidade luminosa de 130 umol m-2 s-1 apresentaram um
aumento em todos os parametros avaliados, a medida que aumentou o nimero de membranas
nas tampas e reducdo de sacarose. Portanto, é possivel reduzir ou até mesmo retirar totalmente
a sacarose adicionada ao meio, quando utilizamos sistemas de ventilagdo natural, para obter
crescimento satisfatério da espécie, colaborando também para a aclimatizacdo ja que a planta
passa de heterotroficas para fotoautotroficas.

Palavras chave: Sistemas alternativos de membranas, fotoautotroficas, plantas
medicinais.
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1. INTRODUCAO

A maior parte dos programas de micropropagacao e melhoramento genético de plantas
tém como base as técnicas de cultura de tecidos, pois exerce um papel importante na obtencéo
de material vegetal de qualidade para a industria farmacéutica e quimica (MIGUEL; MARUM
2011; PENA-RAMIREZ et al., 2012). A micropropagacao apresenta diversas vantagens, dentre
elas a obtencdo de varias plantas idénticas a partir de um unico explante (parte da planta) em
pouco tempo e espaco, independentemente da estacdo do ano e com melhores condicdes
sanitarias e a propagacdo vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas (ERIG;
SCHUCH, 2005). Devido a crescente demanda por plantas livres de virus, com alta qualidade
fitossanitaria e fisioldgica, e também com boa capacidade de sintese de metabolitos
secundarios, justifica a sua utilizacdo na industria farmacéutica, mesmo a técnica tendo como
desvantagem o custo elevado. (LIMA et al., 2007).

As espécies do género Mentha, conhecidas popularmente no Brasil como horteld, sdo
usadas para fins medicinais como analgésico, estomacal e intestinal, estimulante das funcdes
cardiacas, controle da azia, gastrite, cOlicas e gases (GRISI et al., 2006). Também sdo usadas
como condimentares na forma de aromatizantes alimenticios e tempero in natura. Em algumas
espécies o principal constituinte € o mentol, que possui grande aplicacdo nas industrias
farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. No periodo de julho de 2011 a julho de 2012, as
importacBes do 6leo essencial de mentas contabilizaram US$ 32.321 mil relativos a 1.163 t,
contra uma exportacdo de 42 t (ALICEWEB, 2012). O cultivo in vitro pode ser considerada
como ferramenta promissora para a preservacdo de recursos genéticos vegetais, bem como para
a propagacao comercial de plantas medicinais (ABREU, 2003).

Ha varios fatores que podem interferir no desenvolvimento vegetal, no cultivo in vitro,
como por exemplo, as condigOes de luz nas salas de crescimento, os componentes do meio de
cultura e a umidade dentro do recipiente de cultivo (US-CAMAS et al., 2014). Plantas
cultivadas in vitro tornam-se dependentes do CO2 e do acucar disponiveis no meio de cultivo,
portanto séo heterotroficas, e com isso, € comum que as plantas oriundas deste tipo de cultivo
apresentem anomalias, como mau funcionamento da abertura estomatica, auséncia de cuticula

nas folhas, inabilidade fotossintética, baixo teor de clorofila, parénquima anormal das folhas e



do xilema, baixas trocas gasosas, reduc¢édo da concentracdo de CO2, alta umidade e acumulacgéo
de etileno. Devido a esses fatores, a taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo é baixa
(HAZARIKA, 2006).

Para tentar reduzir o problema no cultivo in vitro tradicional, sdo propostos sistemas
fotoautotroficos e fotomixotréficos (VAHDATI; HASSANKHAH, 2014; CHEN, 2015).
Sistemas fotoautotréficos sdo alcancados com o uso de diferentes tipos de membranas porosas,
nos recipientes de cultivo in vitro, fazendo com que ocorram maiores trocas gasosas, e aumente
o0 crescimento dos explantes. Além disso, essa modificacdo do microambiente através das trocas
gasosas possibilita a manutencdo das concentracdes de CO2 adequadas para que ocorra 0
estimulo da fotossintese, o que permite a reducao na concentragdo de etileno e umidade relativa
no frasco de cultivo (SALDANHA et al., 2012). Para induzir o crescimento fotoautotrofico
torna-se necessario retirar a sacarose do meio de cultura, aumentar a intensidade luminosa e
difundir CO2 e umidade (KOZAI; AFREEN; ZOBAYED; 2005), para que ocorra a
fotossintese, transpiracdo e acimulo de matéria seca (ERIG; SCHUCH, 2005). J& nos sistemas
fotomixotroficos ndo se retira totalmente a sacarose do meio de cultura, as plantulas usam de
carboidratos endogenos e exdgenos ao frasco de cultivo como fonte de energia, diferindo-se
assim dos sistemas fotoautotrdficos (KOZAI; AFREEN; ZOBAYED; 2005).

As plantas medicinais sdo de grande importancia na saide mundial, acredita-se que
cerca de 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos séo derivados de produtos
naturais (SOUSA et al., 2008). Por tanto, diante da demanda de muitas espécies e da
importancia farmacologica, novas formas de propagacdo tém sido estudadas, como por
exemplo, a micropropagacao, que se mostra uma excelente alternativa para o desenvolvimento
de espécies de interesse econdmico (BANDEIRA et al., 2007; MORAIS et al., 2012).

Neste contexto e devido a potencial aplicacdo medicinal de Mentha arvensis, observou-
se a necessidade de aperfeicoar o cultivo in vitro desta espécie. O objetivo do trabalho foi avaliar
o efeito de diferentes intensidades de luz utilizando ld&mpadas de LEDs com sistema de
ventilacdo natural, suplementado com e sem sacarose no crescimento de Mentha arvensis in

vitro.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Aspectos botanicos, agrondmicos e quimicos da espécie

A familia Lamiaceae é composta por cerca de 258 géneros e 7.886 especies (The Plant
List, 2013). Dando énfase ao género Mentha (Lamiaceae) que compreende plantas conhecidas

como hortelds, as quais sdo muito cultivadas devido a producédo de 6leos essenciais produzidos



por tricomas glandulares presentes nas folhas e caules das plantas. Esses 6leos essenciais sdo
usados comercialmente como aromatizantes de alimentos, agentes flavorizantes, em
cosméticos, perfumes e medicamentos (POOVAIAH et al., 2006). A horteld-japonesa (Mentha
arvensis L., Lamiaceae), também conhecida como menta-japonesa ou horteld-do-brasil, € uma
planta medicinal e aromatica, seu 6leo essencial rico em mentol é empregado nas industrias
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. (PINTO et al., 2011). No entanto, alguns fatores
podem comprometer o uso das plantas medicinais para propdésitos farmacéuticos, bem como a
heterogeneidade dos individuos, devido a variabilidades genética e bioguimica (VIEIRA,
2000, 2006), e dificuldade de multiplicacdo (PEREIRA, 2009).

Para producdo agricola de menta a propagacao é preferencialmente vegetativa, sendo
realizada por estacas ou estoldes (CHAGAS et al., 2008). Protocolos de micropropagacao, para
espécies medicinais, ttm sido estabelecidos (SOUZA et al., 2007; PEREIRA et al., 2008),
nas quais a qualidade do material genético e a homogeneidade das plantas sdo um dos fatores
determinantes da sua qualidade.

2.2. Micropropagacao

A cultura de tecidos € uma area da biotecnologia vegetal que compreende métodos de
propagacao e conservacdo de recursos genéticos vegetais em laboratério, com aplicacbes em
estudos de metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducdo clonal, massal ou nédo
(LAKSHMANAN et al., 2005). A propagacdo vegetativa (micropropagacao) consiste em
multiplicar assexuadamente partes de plantas (células, tecidos, 6rgdos ou propagulos),
originando individuos geneticamente idénticos a planta-mde (WENDLING., 2003). Essas
técnicas sdo possiveis devido a totipoténcia, capacidade apresentada pelas células vegetais, que
podem ser induzidas a voltar ao estado meristematico e redefinir seu padrdo de diferenciacdo
celular, viabilizando, desta forma, a formacdo de novos 6rgdos ou de uma planta completa
(TERMIGNONI, 2005).

A escolha do meio de cultivo adequado de determinada espécie € importante, pois,
atraveés dele, tecidos e orgdos sdo supridos com macronutrientes, micronutrientes e outros
produtos organicos (KNUDSON, 1946; VACIN WENT, 1949; MURASHIGE & SKOOG,
1962; CAMPOQOS, 2002) necessarios a germinacdo e ao desenvolvimento in vitro. Caldas et al.
(1998) reportam que os mais usados no cultivo in vitro da maioria das espécies sdao o B5
(Gamborg) e 0 meio MS (Murashige & Skoog). No caso do cultivo da menta, 0 meio com a
metade da concentragéo dos sais MS (MS/2) constitui 0 melhor meio para a micropropagacéao

da espécie através do cultivo de gemas apicais e segmentos nodais. (PINTO et al., 2011).



Dentre os produtos organicos utilizados para o enriquecimento dos meios nutritivos,
salienta-se a necessidade de suplementacdo exdgena de carboidratos, uma vez que, a baixa
concentracdo de CO2, em cultivos in vitro e a radiacdo fotossintética inadequada ou
insuficiente, dificultam a fotossintese das plantas e acarretam na necessidade de agucares, que
fornecam energia e carbonos precursores para a biossintese de componentes estruturais e
funcionais, como oligossacarideos, aminoacidos, e outras moléculas que sdo fundamentais para
o0 crescimento de espécies submetidas a esse tipo de cultivo (PASQUAL, 2001). A fonte e dose
de acUcares no meio de cultura também podem interferir no desenvolvimento in vitro de
algumas espécies medicinais. (MORAIS et al., 2012) No caso do cultivo de Melissa officinalis
L., melhores resultados sdo obtidos em meios de cultura contendo 30 g L-1 de sacarose
(RIBEIRO et al., 2007b). Ja& do manjericdo (Ocimum basilicum L.), o nimero de folhas é
estimulado pela adi¢do de qualquer fonte de carboidratos (sacarose, glicose ou maltose) na
concentracédo de 20 g L-1 (RIBEIRO et al., 2007a).

Para que se obtenha um desenvolvimento adequado do explante, deve-se levar em
consideracdo outros fatores e ndo apenas o tipo de meio utilizado, é necessario que se adicionem
ao meio de cultura, além de nutrientes e vitaminas presentes no meio, reguladores de
crescimento, cujas concentragdo e composicdo sdo fatores determinantes no crescimento e
padrdo de desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos (CALDAS et al.,
1998).

Justifica-se a micropropropagacdo de espécies medicinais devido a crescente demanda
da industria farmacéutica por plantas indexadas, livres de virus, com alta qualidade
fitossanitaria e fisiolégica bem como, com a capacidade de sintese de metabdlitos secundarios
potencializada, através do melhoramento genético, embora tenha um custo elevado. (LIMAET
AL., 2007).

2.3. Sistemas de ventilacdo natural no cultivo in vitro de plantas

No sistema convencional de propagacao in vitro, os explantes crescem sob condigdes
heterotroficas, 0 que pode gerar estresses que irdo refletir no padréo da planta. Nesse sistema
os recipientes sdo mantidos fechados, afim de evitar contaminagdo por microrganismos,
prevenindo a desidratacdo das plantas e do meio de cultivo (SCHUELTER et al., 2015; KOZAI;
KUBOTA, 2001). As plantas possuem fotossintese limitada e ndo apresentam cloroplastos
totalmente funcionais, devido a forma de cultivo. Essas condi¢fes podem influenciar as
caracteristicas anatémicas, fisiolégicas e morfologicas, como hiperidricidade e atraso no
crescimento das plantas (ALVAREZ et al., 2012; IAREMA et al., 2012). As plantas se tornam
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incapazes de suportar 0 estresse quando sdo transferidas para condic¢des ex vitro, devido as
caracteristicas anatdmicas e fisiologicas que se desenvolvem de forma deficiente, resultando
em uma alta taxa de mortalidade (ALVAREZ et al., 2012; CHANDRA et al., 2010).

Um dos problemas decorrentes das condi¢des do cultivo in vitro € a hiperidricidade que
é um importante distdrbio morfofisioldgico observado durante o cultivo in vitro de plantas
(FERNADEZ-GARCIA et al., 2011), caracterizado pela retencdo excessiva de agua no interior
das células e tecidos (VASCONCELOS et. al., 2012; TIAN et al., 2017), e que pode ser evitado
mediante controle e ajuste de vérios fatores como as trocas gasosas com 0 ambiente
(VASCONCELOS et al., 2012). Ivanova e Staden (2010) constataram em seu trabalho que as
trocas gasosas entre 0 ambiente in vitro e o ambiente exterior € um fator que pode controlar ou
reduzir a hiperidricidade em Aloe polyphylla cultivada in vitro.

O grande desafio desse sistema de ventilacdo, segundo Xiao et al. (2011), é aumentar a
taxa de ventilagdo da cultura e a0 mesmo tempo manter o meio livre de patdgenos e melhorando
as condigdes do ambiente in vitro, para assim reduzir as diferencas entre os ambientes in vitro
e 0 ex vitro. Resultados obtidos por Saldanha et al. (2013) mostram os efeitos das trocas gasosas
na morfogénese in vitro, além das possibilidades de uso de membranas alternativas e materiais
eficientes para promover o crescimento in vitro de plantas.

A fotossintese e o crescimento de plantas in vitro sdo promovidos consideravelmente
com o aumento da concentracdo de CO2 no vaso durante o cultivo fotoautotrofico (IBARAKI;
NOZAKI, 2005). Ao permitir trocas gasosas no frasco de cultivo, beneficia-se o crescimento in
vitro das plantas, diminuindo perdas apés a transferéncia destas para as condi¢bes ex vitro
(MOREIRA et al., 2013). Promovendo um aumento na porcentagem de sobrevivéncia das
plantas e auxiliando no processo de aclimatizagdo (CHAUM et al., 2011).

Kozai et al. (2010) afirmaram que simplesmente através da utilizacdo de tampas com
filtros é possivel permitir a troca gasosa entre o explante e o ambiente, sendo uma forma de
ventilagdo natural. Saldanha et al. (2012) desenvolveram membranas artesanalmente, como
alternativa mais econémica as membranas comerciais que possuem alto custo para manutengéo,
as mesmas séo feitas de uma combinacédo de fita microporosa e politetrafluoroetileno (PTFE),
e apresentam sucesso na propagacao in vitro promovendo um aumento das trocas gasosas.

Kiferle et al. (2014) investigaram o efeito da ventilagdo na fotossintese, respiragao,
evolucéo do etileno e producéo de acido rosmarinico em Ocimum basilicum L., confirmando
que ha uma relacdo entre o ambiente de cultivo in vitro (recipiente, meio de cultura, trocas
gasosas, etc) e o metabolismo da plantula, concluindo que pode haver aumento da taxa

fotossintética da planta.
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2.4. Intensidade luminosa no cultivo in vitro de plantas

A energia luminosa é um dos fatores mais importante no crescimento e
desenvolvimentos das plantas (FUKUDA, 2013). A luz influencia na sintese e producao de
metabolitos primarios e secundarios, nos aspectos morfoanatémicos e fisiologicos (COSTA et
al., 2009; KOPSELL; SAMS, 2013). Além disso, as plantas utilizam a luz como fonte de
energia no processo fotossintético e respondem a essa energia luminosa de acordo com a
intensidade, comprimento de onda e fotoperiodo (MUNEER et al., 2014).

Considerado a luz o principal fator ambiental que controla o crescimento, o
desenvolvimento e o metabolismo das plantas, que sdo afetadas pela irradidncia em todos os
estadios do seu crescimento (COSTA et al., 2012; COSTA; CHAGAS, 2014). A dependéncia
das plantas a luz é um processo complexo, que envolve a acdo combinada de fotorreceptores
que controlam estadios variados no desenvolvimento (BRAGA et al., 2009).

No crescimento e desenvolvimento in vitro, a intensidade e qualidade luminosa séo
fatores importantes (MACEDO et al.,, 2011). A taxa de fotossintese € limitada pela
disponibilidade de luz (intensidade luminosa baixa); ao passo que o excesso de luz pode levar
a ocorréncia da fotoinibicdo que é caracterizada por ser um conjunto complexo de processos
moleculares onde ha a inibi¢do da fotossintese (TAIZ et al., 2017). As plantas tém diferentes
respostas de crescimento e também na producdo de metabdlitos secundarios quando expostas a
diferentes condic¢Oes de luz em uma cultura in vitro (ALVARENGA et al., 2015). Segundo
Dong et al. (2014) e Samuoliené et al. (2013) um dos desafios da cultura de tecidos, é fornecer
de maneira controlada intensidades de luz, em quantidade e qualidade satisfatorias para o
desenvolvimento das plantas.

Normalmente em salas de crescimento, a intensidade luminosa fornecida para as
culturas in vitro é baixa, mas quando objetiva-se induzir o autotrofismo das plantas cultivadas
in vitro, pode se tornar necessario o aumento da intensidade luminosa, especialmente quando
se pretende utilizar meio de cultivo desprovido de sacarose (KOZAI; NGUYEN, 2003).

Os laboratdrios de cultura de tecidos had muito tempo vém usando fontes de luz artificial
em sua producdo. A fonte de luz tradicional é a luz branca fluorescente, porém essas lampadas
possuem um espectro amplo e heterogéneo, que podem comprometer o crescimento das plantas
(ALVARENGA et al., 2015; YEH; CHUNG, 2009). As luzes LED (Diodos Emissores de luz)
surgiram como tecnologia util ao serem usadas para promover o crescimento das plantas no
ambiente controlado, aumentando a produtividade (BATISTA et al., 2018). O uso de LED tem

sido proposto como fonte luminosa para ambientes controlados, pois permitem o controle da
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composicao espectral e o ajuste da intensidade da luz (LAZZARINI et al., 2017; ROCHA et
al., 2013;YEH; CHUNG, 2009). Também torna possivel regular e controlar os aspectos
fisiolégicos da planta, como o crescimento, fotomorfogénese e ou fotossintese (GUPTA,;
JATOTHU, 2013); Além de apresentar vantagens em comparacdo com a fonte de luz
tradicional, uma vez que os LEDs tém uma vida longa, especificidade de comprimento de onda
e largura de banda estreita, permitindo a visualizacdo da influéncia de uma faixa de
comprimento de onda especifica no desenvolvimento da planta (LIN et al., 2011; YEH;
CHUNG, 2009).

A faixa do espectro mais importante para os vegetais é conhecida como radiacdo
fotossinteticamente ativa (400 a 700 nm), que indica a por¢do aproximada da radiacdo solar que
é utilizada pelas plantas. Por exemplo, a luz com comprimentos de onda superiores a 680 nm é
muito menos eficiente que a luz com comprimentos de onda mais curtos (TAIZ et al., 2017).
O uso de LED permite obter espectro especifico e regular os niveis de radiacdo
fotossinteticamente ativos para o cultivo de cada espécie in vitro (GUPTA; JATOTHU, 2013).

A producdo de metabdlitos secundarios das plantas é influenciada pela luz, por meio da
atividade da fenilalanina aménia-liase que € uma enzima presente na rota de producdo dos
compostos fendlicos (BACH et al., 2018). Ha relatos na literatura dos efeitos da intensidade da
luz no crescimento e metabolismo secundario de plantas cultivadas in vitro. Andrade et al.
(2017) confirmaram que o uso de LED afeta o crescimento das plantulas Hyptis suaveolens L.
e seus caracteres morfologicos, e ainda que a producdo de constituintes volateis € altamente
influenciada pelo tipo de condi¢des de crescimento.

No trabalho de Lazzarini et al. (2018) com Lippia gracilis Schauer, confirmaram que a
luz é fundamental para o seu cultivo in vitro, afetando tanto o seu crescimento quanto a
producdo de compostos volateis, que as diferentes condi¢cdes de luz alteram o perfil dos
constituintes volateis qualitativamente e quantitativamente. Em relagéo ao cultivo in vitro de A.
millefolium, Alvarenga et al. (2015) observaram que a luz é critica para seu cultivo, afetando o
crescimento e a producdo de compostos volateis, de forma quantitativa e qualitativa, mostrando

gue ao manipular a luz ambiente, pode-se favorecer a sintese de compostos de interesse.
2.5. Sacarose no cultivo in vitro de plantas

O cultivo in vitro de determinada espécie vegetal pode ser afetado por varios fatores,
dentre eles, a composicdo do meio de cultura (REIS et al., 2009). Na cultura de tecidos, o
fornecimento de uma fonte de carbono se torna necessaria nos meios de cultura devido a

heterotrofia das células cultivadas (YASEEN et al., 2013); que esta ligado ao fato de que os
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frascos utilizados, sdo fechado com tampas que restringem o processo de trocas gasosas,
mantendo alta umidade relativa do ar e baixa concentracdo de CO2, juntamente com a baixa
intensidade luminosa do ambiente, fazendo com que as plantas se tornem dependentes do agucar
presente no meio. O acucar, o qual € adicionado ao meio de cultura, é a principal ou Unica fonte
de carbono e energia para o crescimento das plantas in vitro, suprindo a baixa ou negativa taxa
fotossintética de plantas (KOZAI; KUBOTA, 2001).

A fonte e dose de aglcar no meio de cultura podem interferir no desenvolvimento in
vitro de algumas espécies medicinais (MORAIS et al., 2012). Petrova et al. (2015) relataram
em seu estudo que o crescimento de Arnica montana L. e a producdo de produtos primarios e
metabolitos secundario sofreu influéncia ao testarem diferentes fontes de carbono. Estudos in
vitro utilizam amplamente a sacarose como fonte de carbono, que geralmente € considerada a
melhor fonte de carboidrato para o crescimento e a diferenciacdo celular (MOSALEEYANON;
CHA-UM; KIRDMANEE, 2004).

O sistema fotoautotrofico, caracterizado pela auséncia de sacarose no meio de cultivo,
surgiu na busca de reduzir problemas do cultivo in vitro e beneficiar a producdo de mudas,
estimulando as plantas ao comportamento autotrofico e a desenvolverem com eficiéncia seu
aparato fotossintético (XIAO et al., 2011). Plantas cultivadas em sistema heterotréfico
desenvolvem tecidos com maior teor de agua, brotos e folhas pouco desenvolvidas, e ainda com
desordens anatémicas e fisioldgicas que ndo possibilitam que o aparato fotossintético opere
normalmente (CHA-UM et al., 2011; XIAO et al., 2011), por isso a necessidade de testar a
retirada de sacarose do meio de cultivo.

Ainda que no cultivo com auséncia de sacarose, se torne necessario uma maior
intensidade de luz e maior concentracdo de CO2 para assim promover a fotossintese das plantas,
0s custos de producdo de plantas micropropagadas podem ser reduzidos significativamente
(KOZAI; NGUYEN, 2003). Além do mais, as plantas que sdo cultivadas in vitro, no meio isento
de acucar, a contaminacdo pode ser consideravelmente reduzida (microorganismos se

multiplicam rapidamente no meio contendo agucar, na maioria dos casos).
3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas
Medicinais, do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Minas Gerais, situada nas coordenadas geograficas 21° 14’ 40°°S, 44° 57° 50’0, a
918 m de altitude.
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Para a realizacdo dos experimentos, foram retirados explantes de plantulas da espécie
M. arvensis, ja estabelecidas in vitro em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade
da concentracao de sais, mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h, sob lampada

fluorescente com intensidade de 39 pmol m-2 s-1, a temperatura de 26 +1°C.
3.1. Fase de estabelecimento in vitro

Segmentos nodais (1 cm) de Mentha arvensis foram utilizados como explantes para o
estabelecimento e lavados em agua corrente por 30 minutos. Em seguida, foram imersos em
solucéo de hipoclorito de s6dio comercial a 50% e mantidos sob agitacdo constante, por 15
minutos, seguido de cinco lavagens em &gua destilada autoclavada. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio contendo a metade da forga do MS [14] - (*2MS) suplementado
com 15 g L-1 de sacarose, pH (5,7+0,1), fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro, intensidade
luminosa de 39 umol m-2 s-1 e temperatura de 26+1°C. As plantulas estabelecidas com idade
de 30 dias foram multiplicadas no mesmo meio de estabelecimento e mantidas nas mesmas
condigdes de cultivo para formacdo de um estoque de pléntulas que foram usadas nos
experimentos. (OLIVEIRA et al, 2020)

3.2. Montagem das membranas porosas utilizadas nas tampas dos recipientes de

cultivo

As membranas de politetrafluoroetileno, foram confeccionadas de acordo com Saldanha
et al. (2012). As mesmas consistiam de 4 camadas, sendo a primeira de fita microporosa bege
Cremer®, a segunda de politetrafluoroetileno Amanco® e a terceira também de fita
microporosa bege Cremer®. As trés camadas foram cortadas em quadrados de 1 cm? (Figuras
1B, 1C, 1D e 1E, respectivamente). ApOs recortados, 0s quadrados foram distribuidos
separadamente sobre a face colavel da fita microporosa bege Cremer®, totalizando as quatro
camadas. Por fim, as camadas foram cortadas homogeneamente em quadrados e coladas sobre
os furos de 1,0 cm de diametro presentes nas tampas dos recipientes de cultivo (Figuras 1F, 1G,

1H, 11 e 1J, respectivamente).
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Figura 1 — Esquema para a montagem das
membranas porosas manufaturadas nas tampas dos
recipientes de cultivo (A-J).

Fonte: Duarte (2016).

3.3. Sistema de ventilacdo natural e intensidade luminosa

Segmentos nodais (1 cm), foram excisados de plantulas cultivadas in vitro e inoculadas
sob fluxo laminar asséptico, trés segmentos por frasco, em frascos de 250 mL, contendo 40 mL
de meio de cultura MS com metade da concentracdo de sais, suplementado com 15¢g/L de
sacarose ou sem adicdo, 6 g L-1 Agar (Himedia®, tipo 1), e pH 5,7 + 0,1.

Os frascos foram autoclavados com o meio de cultivo a 125°C por 20 minutos a 1,2 atm.
Foram utilizados o sistema de cultivo convencional (SC) e o sistema de ventilagdo natural com
4 membrana porosas (SVN4). Apds a inoculagdo, os frascos foram levados para uma sala de
crescimento e distribuidos em cinco intensidades luminosas (26, 51, 69, 94 e 130 um m-2 s-1)
obtidas com lampadas LEDs, em fotoperiodo de 16h e temperatura de 25+1°C.

Um total de quinze tratamentos, sendo trés sistemas de cultivo (sistema convencional
com sacarose e SVN com quatro membranas suplementado ou ndo com sacarose) e cinco
intensidades de luz (26, 51, 69, 94 e 130 um m-2 s-1).

Apbs 30 dias as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento da parte aérea
(comprimento do broto), biomassa seca do caule (BSC), da folha (BSF), da raiz (BSR), total
(BST) e area foliar total (AFT).
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Para determinar a matéria seca das plantulas, a secagem foi feita em estufa com
circulacdo forcada a 40°C até atingir peso constante. A area foliar foi feita através de quatro
plantas representativas de cada tratamento, sendo uma planta de cada repeticdo, foi estimada
através do software WinFOLIA™ (Regent instruments Inc.). Em cada plantula foi retirado

folhas do terco médio e distribuidas no scanner EPSON PERFECTION V700 PIATO.
3.6. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05),
utilizando-se o software R e 0 pacote estatistico ExpDes (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2013).
Apo6s verificada a significancia das variaveis pelo teste F, as meédias das variaveis de
crescimento, area foliar, biomassa seca do caule, da folha, da raiz e total foram comparadas
pelo teste de Scott- Knot a 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Influéncia da intensidade luminosa no crescimento de Mentha arvensis.

As plantulas in vitro, independente do sistema de cultivo, acumularam maior matéria
seca em todos os parametros avaliados com o aumento da intensidade luminosa. Plantula
cultivada na maior intensidade luminosa (130 umol m-2 s-1) obteve um acumulo de matéria
seca total de 53,21 mg plantula-1 e na menor de 11,67 mg plantula-1, isto corresponde 4,56 a
mais do que na menor intensidade (26 umol m-2 s-1). No entanto, ndo houve diferenca
significativa para comprimento do broto. As plantulas cultivadas nas menores intensidades
demonstraram caules mais finos e um estiolamento.

Resultados semelhantes foram encontrados com a espécie Momordica grosvenori
Swingle in vitro, maior peso seco e fresco das plantulas foram relatados nas maiores
intensidades luminosas (ZHANG et al., 2009). Silva, 2013 tambem obteve melhores resultados
com maiores intensidades luminosas, em espécie Aloysia triphylla. Para comprimento do broto,
ndo foram observados resultados significativos. Resultados semelhantes foram observados em
estudo realizado com Deffenbachia cultivar camille, em que as plantulas cultivadas in vitro
apresentaram maior area foliar na maior intensidade de luz (EL-MAHROUK et al., 2015).

A resposta da plantula com diferentes intensidades luminosas, ao acumulo de matéria
seca, € muito dependente do genotipo. Saez et al (2012) reportaram a importancia da intensidade
luminosa para o crescimento e no processo fotossintético das plantas. Em situacdes em que ha
decréscimo na intensidade luminosa, pode ocorrer reducdo na atividade fotossintética. Por outro

lado, a alta intensidade de luz pode ocasionar fotoinibicdo, que € um conjunto complexo de
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processos moleculares, definidos como a inibicdo da fotossintese pelo excesso de luz, sendo
reversivel nos seus estadios iniciais (TAIZ et al., 2017).

Tabela 1 — Influéncia da intensidade luminosa (26, 51, 69, 94, 130 pmol m? s'1) no
crescimento in vitro de Mentha arvensis.

Intensidade luminosa CB AFT BSC BSF BSR BST

(umol m? st) (cm)  (cm?)

.............. mg plantula™................
26 3,26a 5,04c 2,73b 6,69c 2,25b 11,67 c
51 35la 964D 495b 16,12b 522b 26,29 b
69 2,88a 13,75a 5,29b 2169b 7,20b 34,18 b
94 341la 10,15b 551b 16,60b 6,04b 28,00 b
130 286a 14,11a 7,78a 34,05a 11,38a 5321a

*Medias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0.05);
comprimento do broto (CB); biomassa seca do caule (BSC); folha (BSF); raiz (BSR); total (BST); area foliar
total (AFT).

4.2. Influéncia de membranas porosas e sacarose no crescimento de Mentha arvensis.

Em experimento preliminar ndo ocorreu crescimento do explante com a utilizacdo da
tampa sem filtro (convencional) e sem sacarose. Analisando apenas o sistema de cultivo,
independente da intensidade luminosa, observa que os frascos sem o filtro na tampa
suplementado com 1,5% de sacarose obtiveram as menores biomassas seca das plantulas.

A utilizacdo de membranas porosas possibilita 0 aumento de trocas gasosas, 0 que
resulta em um aumento nos pardmetros de crescimento das plantas, iSso ocorre gracas a
elevacdo da concentracdo de CO2 dentro do frasco, a redugéo na concentracdo de etileno e nos
niveis de umidade relativa, fatores que promovem o crescimento da plantula (ZOBAYED et
al.,2002; XIAO et al.,2011). Saldanha et al (2012) encontraram resultados semelhantes ao
estudarem Pfaffia glomerata, onde as melhores respostas de crescimento in vitro foram
observadas ao aumentar a concentracdo de CO2 no meio de cultivo. Esses resultados podem
estar associados ao aumento da disponibilidade de CO2 no frasco, que resulta no aumento da
fotossintese. Observou-se que no sistema com membranas os valores de area foliar foram
maiores, independente da presenca ou auséncia de sacarose. Resultados semelhantes foram

encontrados por larema et al. (2012) observaram que no cultivo in vitro de Pfaffia glomerata
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houve um aumento nos indices de area foliar e niUmero de folhas, ao utilizarem uma ou duas

membranas porosas, independente da presenca ou auséncia de sacarose.

A sacarose interfere em varios processos importantes, principalmente fotossintéticos.
Quando disponibilizado sacarose exdgena a planta deixa de abrir os estbmatos, nao faz tantas
trocas gasosas porque é desnecessario, e isso interfere diretamente na taxa fotossintética.
Segundo Souza et al. (2014) quanto maior a area foliar, maior a taxa fotossintética das plantas.

Em relacdo ao teor de sacarose, 0s tratamentos onde utilizou as membranas porosas
com quatro filtros, ndo houve diferenga significativa. Quando se utiliza membranas porosas, a
plantula passa de heterotrofica para autotrofica, onde ndo necessita que disponibilize a sacarose,
pois consegue metabolizar o seu nutriente.

Martins et al. (2015) reportaram o impacto da sacarose e da troca gasosa em plantulas
de Billbergia zebrina propagadas in vitro. Onde as condi¢des fotoautotréficas induziram
plantulas de B. zebrina a crescerem e se desenvolverem sem desordens anatdmicas e
fisioldgicas, e ainda interferem positivamente no crescimento da plantula ex vitro. Em outro
trabalho, com Miltonia flavescens, obteve a maior massa fresca total calculada (0,30g) em meio
MS 1/2 suplementado com 25¢g L-1 de sacarose, sendo que concentra¢Bes do aglcar superiores
a esta reduziram a biomassa (LEMES., 2016), isso explica porque diminuir as concentractes
de sacarose, desde que adicionado membranas porosas para que possa haver as trocas gasosas.
No entanto, comprimento do broto ndo diferiu do SVN4 suplementado com sacarose (Tabela
2).

Tabela 2 — Influéncia de membranas porosas e sacarose no cultivo in vitro de Mentha arvensis.

CB AFT BSC BSF BSR BST

Sistema de cultivo (cm) (cm?)

.............. mg plantula™................
SC e 1,5% sacarose 329a 8,20b 3,26¢C 12,27b 3,28b 18,81Db
SVN4 e 0% sacarose 241b 1209a 510b 2222a 898a 36,19a

SVN4 e 1,5% sacarose 3,69a 12,73a 7,87a 2571a 8,35a 4192a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0.05). SC:
sistema de cultivo convencional; SVN4: sistema de ventilagdo natural com 4 filtros; comprimento do broto
(CB); area foliar total (AFT); biomassa seca do caule (BSC); folha (BSF); raiz (BSR); total (BST);.
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4.3. Efeito do sistema de cultivo e intensidades luminosas no cultivo in vitro de
Mentha arvensis

A luz é fator muito importante para o crescimento das plantulas in vitro. As diferentes
intensidades de fluxo de fétons com ou sem sacarose afetaram significativamente a biomassa
seca das plantulas. Segundo Larcher (2004), plantas que crescem sob forte radiacdo possuem
metabolismo mais ativo e desenvolvem folhas espessas, proporcionando maior produgéo de
materia seca.

A intensidade de luz de 130 pumol m-2 s-1 demonstrou ser a melhor para o
desenvolvimento das plantulas. Comparando a matéria seca total no sistema de cultivo sem as
membranas porosas (SC) suplementado com 1,5% de sacarose (25,79 mg pléantula-1) e o
sistema com quatro filtros (SVN4) sem sacarose (70,15 mg plantula-1), ambos na intensidade
de 130 umol m-2 s-1, 0 ganho foi de 2,7 vezes a mais sem agucar e quatro filtros. Isto mostra
que a plantula de M. arvensis desenvolve bem no sistema fotoautotrofico. Porque aumenta o
acumulo de CO2 no interior do frasco possibilitando o crescimento fotoautotréfico e melhora
o funcionamento dos estdbmatos. Com isto obtém-se uma plantula mais vigorosa facilitando o
processo de aclimatizacdo da plantula. Quando o meio foi suplementado com sacarose no SVN4
ocorreu uma perda na biomassa seca total de 10%. Andrade et al. (2017) encontraram resultados
semelhantes, ao avaliar o efeito de reguladores de crescimento e diferentes intensidades
luminosas, no crescimento de plantulas Hyptis suaveolens in vitro e na produgéo de compostos
volateis, mostrando que a maior intensidade de luz favorece o crescimento e a morfogénese.
Estes resultados podem ser explicados devido a taxa de fotossintese, que ocorre de maneira
ineficiente em situacOes de baixa luminosidade (TAIZ et al., 2017).

A folha é um 6rgdo importante na realizacdo de fotossintese e maior area foliar pode
ocorrer maior acumulo de matéria seca. Neste caso, a area foliar em SVN4 sem sacarose foi de
1,71 vezes a mais do que SC com sacarose. Assim, todos os 6rgdos da plantula foram
beneficiados no acumulo de matéria seca no SVN4 sem sacarose, onde a biomassa seca de folha
foi 2,21, do caule 3,03 e da raiz 4,94 a mais do que SC com sacarose. Shin et al. (2013)
reportaram que o crescimento fotoautotréfico in vitro poder ser promovido aumentando a
concentracdo de CO2 e a intensidade da luz. Saldanha et al. (2013) encontraram resultados
semelhantes, ao avaliarem os efeitos da ventilacdo forcada e do enriquecimento de CO2 no
crescimento e desenvolvimento de Pfaffia glomerata, quando cultivada in vitro em meio de
cultura sem sacarose, o enriquecimento de CO2 apesentou um aumento no nimero de folhas e

na area foliar. Em outro trabalho, Séez et al. (2012) em seu trabalho com Castanea sativa,
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verificaram que a cultura sob luz intensa (150 pumol m-2s-1) e ventilagdo natural aumentou a
capacidade de resposta dos estdmatos, e aumentou a capacidade das plantas em controlar a
perda de agua. Isso pode favorecer a aclimatizacdo as condicdes ex vitro, evitando dessecacoes
excessivas das plantas micropropagadas apés o transplante e tornando mais favoravel a sua
adaptacéo.

Quanto ao comprimento de broto, associado a todos os fatores de cultivo, 0s maiores
comprimentos foram com menores intensidades de luz (Tabela 3). Este resultado pode ser
explicados devido ao aumento da dominancia apical (TAIZ & ZEIGER 2017). Assim,
corrobora para maiores niveis de auxina, em decorréncia do decréscimo de fotoassimilados e a
luz age, portanto, como um sinal para induzir uma mudanca na forma da plantula. E possibilita,
de maneira eficiente, que a planta capte energia luminosa e converta essa energia nos agucares,
proteinas e lipideos essenciais e necessarios ao crescimento, por isso ocorre o estiolamento. As
plantulas de Mentha arvensis obtiveram melhores desenvolvimento nas maiores intensidades
luminosa, com maiores biomassas e area foliar, e nas menores intensidades caules mais finos e

estiolados como pode ser observado na (Figura 1 e Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito do sistema de cultivo (convencional — SC e quatro filtros — SVN4), com ou
sem sacarose e cultivados em diferentes intensidades luminosas no crescimento in vitro de
Mentha arvensis.

Sistema de Intensidade CB AFT BSC BSF BSR BST

cultivo luminosa em)  (m?)  (mg) (mg)  (mg)  (mg)

(umol m? s?)

SCe 26 427a 421c 2,73c  560f 2,13f 10,479
1,5% 51 277c 8,67b 2,70c 9,13f 249f 14329
Ssacarose
69 2,78c 991D 370c 15,73d 3,88e 2331f
94 402b 939D 394c 12)10e 4,10e 20,14f
130 259c 882hb 323c 18,78d 3,78e  25/79e
SVN4 e 26 - - - - - -
0% 51 305c 826b 335¢c 16,10d 4,35e 23,80f
sacarose
69 206d 1539a 348c 1765d 7,75d 28,88e

94 1,98d 9,68Db 3,78c  13,48e 510e 2194f



130
SVN4 e 26
1,5% 51
sacarose

69

94

130

255¢C

2,26 d
4,73 a
3,80b
4,23 a
345D

15,05 a

5,86 ¢

12,00 b
15,95 a
11,40 b
18,46 a

9,80a

2,73 ¢
8,80 b
8,70 b
8,80 b
10,31 a

41,65a

7,78 f

23,13 c
31,69b
24,22 ¢
41,73 a

18,70 a

2,37 f
8,81d
9,98 ¢
8,92d
11,65Db

21

70,15a

12,88 g
40,74 d
50,37
41,94 d
63,68 b

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0.05); SC:
sistema de cultivo convencional; SVN4: sistema de ventilacdo natural com 4 filtros; comprimento do broto (CB);
biomassa seca do caule (BSC); folha (BSF); raiz (BSR); total (BST); area foliar total (AFT).

Figura 1 — Crescimento in vitro de Mentha arvensis sob diferentes sistema de cultivo e intensidades
luminosas.

Fonte: José Eduardo Brasil (2019).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi obtido resultados satisfatorios e poderia se pensar na possibilidade em se fazer um
novo trabalho utilizando os tratamentos com maiores e menores médias juntamente com cinco

tratamentos controles (por ser cinco intensidades de luz) e avaliar clorofila e fracao volatil.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o uso de SVN com 4 membranas, sem adi¢do de sacarose e associado a
maior intensidade luminosa (130 umol m-2 s-1) obteve maior area foliar e aumento de biomassa

seca de Menta arvensis no cultivo in vitro.
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