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ResumoResumoResumoResumoResumo

O trabalho descreve um protocolo de micropropagação de três
quimiotipos de Lippia alba, produtores de citral, carvona e linalol como
componentes majoritários do óleo essencial. A espécie é amplamente
utilizada na medicina tradicional e de grande interesse econômico devido,
dentre outros fatores, às propriedades dos componentes majoritários do
óleo essencial. Segmentos nodais de ramos dos três quimiotipos, foram
introduzidos in vitro. Foi utilizado o meio de cultura Murashigue e Skoog,
suplementado com sacarose e vitaminas, e desprovido de hormônios
(MS), com e sem adição de norbixina. As plantas obtidas foram
subcultivadas com concentrações variadas de AIA (ácido indolacético)
e cinetina. A adição de norbixina foi eficaz em diminuir a morte dos
explantes por oxidação. Os hormônios testados não são necessários
para a multiplicação dos três quimiotipos de L. alba in vitro. Este
protocolo mais rápido e econômico não afetou a aclimatação das plantas
micropropagadas, a qual foi obtida com sucesso.

AbstractAbstractAbstractAbstractAbstract

This work describes a micropropagation protocol for three different
chemotypes of Lippia alba, which essential oil’s major components are
citral, carvone and linalol. L. alba is widely used in traditional medicine
and among other characteristics, is of great economical interest for its
essential oils. Nodal segments of three chemotypes, were cultured in
vitro. Plants were grown in Murashigue and Skoog (MS) medium
supplemented with sucrose and vitamins but not hormones, with and
without norbixin. Plants obtained in this way were then subcultured to
identify if the addition of IAA and kinetin optimized plant growth. The
results showed that these hormones were not required to successfully
culture and multiply the three chemotypes of L. alba  in vitro. Addition of
norbixin was efficient in decreasing plant tissue oxidation. This faster
and more economical protocol did not affect ex vitro acclimation of
plants that was also successful.
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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

Lippia alba ocorre em praticamente todas as regi-
ões do Brasil. As folhas são utilizadas por suas pro-
priedades sedativas, carminativa, espasmolítica e
emenagoga (ZÉTOLA et al., 2002; VALE et al., 2002;
MATOS et al., 1996). A composição de seu óleo es-
sencial apresenta variações quantitativas e qualita-
tivas, levando à distinção em diferentes quimiotipos
(MATOS et al.,1996; FRIGHETO et al., 1998;
ZOGHBI et al.,1998; TAVARES et al., 2004;
TAVARES et al., no prelo). Os quimiotipos podem
apresentar atividades farmacológicas distintas (DIP
et al., 2002), bem como diferenças morfológicas (MA-
TOS, 1996; CORRÊA, 1992). Dentre os vários
quimiotipos de L. alba, existem três que produzem
citral,  carvona ou linalol  como componentes majo-
ritários de seus óleos essenciais.

O citral é uma mistura de neral e geranial utilizada
como aromatizante em produtos de uso doméstico.
Foi descrita sua atividade fungicida (WURYATMO
et al., 2003); sua toxidade sobre Acarapis woodi,
parasita de abelhas produtoras de mel (ELLIS;
BAXENDALE, 1997) e sobre Meloydogyne incognita,
um nematóide parasita de tomate (KOKALIS et al.,
2002). O citral apresenta, ainda, efeito ansiolítico e
hipotérmico (VALE et al., 1998); analgésico e antie-
dematogênico (VIANA et al. 1998) e sedativo e rela-
xante motor (GURGEL et al., 2002). A carvona apre-
senta ação nematicida (OKA et al., 2000), bacterios-
tática, bactericida e fungicida (AGGARWAL et al.,
2002), bem como, atividade alelopática (FAROOQI
et al., 2001). O linalol é utilizado na indústria de
perfumaria (FRIGHETTO et al., 1998) e apresenta
atividade antioxidante, comparável à da vitamina E
na prevenção da peroxidação de lipídios (CELIK;
OZYAKA, 2002). Apresenta, também, atividade
antiinflamatória (PEANA et al., 2002); analgésica
(PEANA et al., 2003); contra linhagens de células
de leucemia e linfoma humanos (CHIANG et al.,
2003) além de efeitos sedativos sobre o sistema ner-
voso central, incluindo propriedades hipnóticas, hipo-
térmicas e anticonvulsivantes (ELIZABETSKY et al.,
1999). O óleo essencial de espécies ricas em linalol
demonstrou atividade bactericida, fungistática (LIU
et al., 2001) e inseticida (VERMA et al., 2000-2001).

O cultivo in vitro constitui importante ferramenta
para a reprodução de exemplares com propriedades
desejáveis. Podem ser cultivados clones em grande
número e sob condições controladas de assepsia,
nutrição e de fatores ambientais. Essa produção dá-
se em tempo reduzido e com grande economia de

espaço. A técnica permite, ainda, a obtenção de
plantas livres de patógenos geralmente propagados
pelas técnicas tradicionais (GRATAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Juliani e colaboradores (1999)
estabeleceram um protocolo para micropropagação
de Lippia junelliana e o grupo de Gupta (2001) para
L. alba (quimiotipo produtor de linalol). Neste últi-
mo, os autores obtiveram múltiplos brotamentos com
a adição de 6-benziladenina (BA) ao meio de Mura-
shigue & Skoog. Pelo protocolo vigente, ocorre a
necessidade de etapa de alongamento e indução de
raízes, posterior à indução de múltiplos brotamentos.

Uma das dificuldades da micropropagação de plan-
tas lenhosas como L. alba está relacionada ao alto
grau de morte dos explantes por oxidação. Algumas
técnicas têm sido utilizadas para diminuir a oxida-
ção de explantes, como a adição de norbixina ao
meio de cultura (LAGE, 2001). Considerando-se o
grande potencial biotecnológico de L. alba e a impor-
tância do cultivo de plantas de interesse econômico
visando, além do uso sustentável dos componentes
da biodiversidade, a produção de plantas saudáveis
e vigorosas; o presente trabalho tem como objetivo
contribuir para o aprimoramento do protocolo de
micropropagação da espécie.

Material e MétodosMaterial e MétodosMaterial e MétodosMaterial e MétodosMaterial e Métodos

Material vegetal.Material vegetal.Material vegetal.Material vegetal.Material vegetal. Estacas de Lippia alba dos
quimiotipos 1 (rico em citral), 2 (rico em carvona) e
3 (rico em linalol), obtidas no horto de Far-Mangui-
nhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, foram cultivadas no
Horto do Departamento de Botânica - UFRJ. O mate-
rial foi depositado no Herbário do mesmo Departa-
mento, sob os números RFA 29421, 29422 e 29423.
A determinação foi feita pela Dra. Fátima Gonçal-
ves Salimena, da Universidade Federal de Juiz de
Fora.

IntrIntrIntrIntrIntrodução odução odução odução odução in vitrin vitrin vitrin vitrin vitrooooo..... Três indivíduos de cada qui-
miotipo, com mais de seis meses após o plantio no
Horto, foram utilizados como fonte de explantes para
as culturas in vitro. Ramos herbáceos e sem folhas
foram desinfestados com lavagem em água corrente
seguida de imersão em água com detergente de uso
doméstico, onde permaneceram sob agitação por 10
minutos, ao fim dos quais a água com detergente
foram trocados, e o procedimento repetido por mais
dez minutos. Os ramos foram, então, enxaguados
em água destilada e levados para a câmara de fluxo
laminar horizontal, onde foram tratados com álcool
etílico comercial 70% por 5 minutos, seguido de la-
vagem em água destilada estéril, seguido de imersão
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em água sanitária 50% por 8 minutos e lavados em
água destilada estéril.

Segmentos nodais e apicais dos ramos desinfestados,
com aproximadamente 1cm de comprimento, foram
inoculados verticalmente, obedecendo à polaridade
do órgão, em tubo de ensaio (15 cm x 10 mm) com
cerca de 15mL de meio de cultivo e vedados com
filme de PVC. O meio continha sais minerais de
MURASHIGE e SKOOG (1962) suplementado com
30 g.L-1 de sacarose, 0,60 μM de mio-inositol, 2,43
μM de piridoxina, 4,10  μM de ácido nicotínico e
1,48  μM de tiamina (MS). O pH do meio foi ajusta-
do a 5,8 0,1, o meio solidificado com 8 g.L-1 de ágar,
e então esterilizado em autoclave a 120 oC e 1,1
kgf/cm2 por 15 minutos. As culturas foram incuba-
das a 25 ± 2 oC sob fotoperíodo de 16 h e iluminação
com lâmpadas fluorescentes do tipo luz do dia, da
marca Sylvania, sob intensidade de fluxo luminoso
de 1.6 Wm-2, 23 μMm-2s-1. O desenvolvimento dos
explantes foi acompanhado diariamente, sendo des-
cartados os que apresentaram contaminação ou oxi-
dação.

TTTTTratamento com norbixina:ratamento com norbixina:ratamento com norbixina:ratamento com norbixina:ratamento com norbixina: Para testar a efici-
ência da adição de norbixina ao meio de cultivo, 96
explantes do quimiotipo 3 foram divididos em dois
lotes. Um lote foi tratado conforme descrito acima e
o outro inoculado em meio contendo 30 mg/mL de
norbixina (LAGE, 2001). Os dois lotes foram incu-
bados nas condições já descritas por 32 dias.

Etapa de multiplicação:Etapa de multiplicação:Etapa de multiplicação:Etapa de multiplicação:Etapa de multiplicação: Plantas in vitro dos três
quimiotipos, com cerca de 5 nós, foram subcultivadas
utilizando-se segmentos apicais ou nodais com duas
gemas, com cerca de 1cm, os quais foram acondici-
onados em fracos de vidro de 500mL de capacidade,
medindo 8cm de diâmetro e 15cm de altura com 40mL
de meio MS, desprovido de reguladores de cresci-
mento, sob as mesmas condições de temperatura e
luminosidade descritas acima. Em cada frasco, fo-
ram cultivadas 5 plantas. Os subcultivos foram fei-
tos com intervalos de 30 a 40 dias.

Uso de reguladores de crescimento:Uso de reguladores de crescimento:Uso de reguladores de crescimento:Uso de reguladores de crescimento:Uso de reguladores de crescimento: Plantas
dos três quimiotipos, provenientes do 7o subcultivo,
foram inoculadas em três tratamentos: MS; MS adi-
cionado de ácido idolacético (AIA) nas concentra-
ções de 0,25; 0,50; 1,00 e 2,50 μM e em meio MS
adicionado de citocinina nas concentrações 0,50; 1,00
e 2,50  μM. As plantas foram mantidas nas condi-
ções de luminosidade e temperatura já descritas. A
experiência teve a duração de 33 dias e para cada
tratamento foram utilizados cinco frascos contendo

cinco plantas cada.

Avaliação do crescimento das plantas Avaliação do crescimento das plantas Avaliação do crescimento das plantas Avaliação do crescimento das plantas Avaliação do crescimento das plantas ininininin
vitrvitrvitrvitrvitrooooo::::: Foram efetuadas medidas semanais de: com-
primento do maior ramo utilizando paquímetro, no

de nós de cada ramo, no de ramos e porcentagem de
plantas enraizadas.

Etapa de aclimatação:Etapa de aclimatação:Etapa de aclimatação:Etapa de aclimatação:Etapa de aclimatação:Trinta plantas micropro-
pagadas de cada quimiotipo foram retiradas do meio
de cultura e, após lavagem das raízes em água, fo-
ram transplantadas para potes plásticos contendo
terra adubada umedecida. Os potes foram, então,
acondicionados em recipiente de vidro coberto com
plástico transparente e transferidos para casa de
vegetação com temperatura e luminosidade natu-
rais, onde o plástico foi retirado gradualmente. Fo-
ram realizadas avaliações semanais para acompa-
nhar o desenvolvimento das plantas.

TTTTTratamento estatístico: ratamento estatístico: ratamento estatístico: ratamento estatístico: ratamento estatístico: Os dados obtidos fo-
ram analisados utilizando-se o software Graph Pad
Instat 3.0 para Windows®  (Microsoft). Para compa-
ração dos resultados foi utilizada a análise de
variâncias (ANOVA), seguida do teste de Tuckey
Kramer, para dados com distribuição normal e des-
vios padrões significativamente semelhantes, e o
teste de Kruskal Waliis, seguido do teste de Dunn,
para dados que não apresentaram distribuição nor-
mal ou cujos desvios padrões foram significativamente
diferentes.

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução in vitro: in vitro: in vitro: in vitro: in vitro: Na propagação in vitro de L.
alba em meio MS desprovido de reguladores de cres-
cimento, observou-se o desenvolvimento das gemas
axilares preexistentes nos segmentos nodais e
apicais. O quimiotipo 1 apresentou a melhor respos-
ta ao tratamento de desinfestação já que 50% dos
explantes introduzidos não apresentaram contami-
nação após o tratamento. No quimiotipo 2, 37% e
no quimiotipo 3, 25% dos explantes não apresenta-
ram contaminação após o tratamento. Porém, devi-
do ao alto grau de morte por oxidação, após 32 dias
de cultivo, apenas 21% dos explantes que não apre-
sentaram contaminação originaram novas plantas do
quimiotipo 1,  55% do quimiotipo 2 e 7% do quimiotipo
3 (n = 56). Em experimento posterior, em uma ten-
tativa de diminuir a oxidação dos explantes do quimio-
tipo 3, foi adicionada norbixina ao meio de cultura, o
que aumentou visivelmente a porcentagem de desen-
volvimento dos explantes que não apresentaram
contaminação. Dos 48 explantes introduzidos em
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TTTTTabela 1 - Dados rabela 1 - Dados rabela 1 - Dados rabela 1 - Dados rabela 1 - Dados referefereferefereferentes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de L. albaL. albaL. albaL. albaL. alba, incubados sob luz branca, após 33 dias do 3, incubados sob luz branca, após 33 dias do 3, incubados sob luz branca, após 33 dias do 3, incubados sob luz branca, após 33 dias do 3, incubados sob luz branca, após 33 dias do 3ooooo 4 4 4 4 4o o o o o e 7e 7e 7e 7e 7ooooo

subcultivo em meio MS (média  ±  erro padrão). Comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto),subcultivo em meio MS (média  ±  erro padrão). Comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto),subcultivo em meio MS (média  ±  erro padrão). Comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto),subcultivo em meio MS (média  ±  erro padrão). Comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto),subcultivo em meio MS (média  ±  erro padrão). Comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto),
número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Para cada quimiotipo, as letras diferentes em umanúmero de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Para cada quimiotipo, as letras diferentes em umanúmero de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Para cada quimiotipo, as letras diferentes em umanúmero de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Para cada quimiotipo, as letras diferentes em umanúmero de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Para cada quimiotipo, as letras diferentes em uma
mesma linha destacam resultados diferentes determinados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn demesma linha destacam resultados diferentes determinados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn demesma linha destacam resultados diferentes determinados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn demesma linha destacam resultados diferentes determinados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn demesma linha destacam resultados diferentes determinados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn de
comparações múltiplas (pcomparações múltiplas (pcomparações múltiplas (pcomparações múltiplas (pcomparações múltiplas (p<0,05) (n= 35).0,05) (n= 35).0,05) (n= 35).0,05) (n= 35).0,05) (n= 35).

Quimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot ipos

Subcultivo

Ramo

Broto

Nó

Raiz

                                                       L albaL albaL albaL albaL alba 1 1 1 1 1

       3o      4º     7º

5,7 ± 0,8a   3,8 ± 0,4a    15,2 ± 1b

2,0 ± 0,2a   1,8 ± 0,2a   1,7 ± 0,1a

7,3 ± 0,8a   5,4 ± 0,3a   7,8 ± 0,3b

   100%     94%  100%

                                                            L albaL albaL albaL albaL alba 2 2 2 2 2

       3o       4º       7º

3,4 ± 0,4a 3,7 ± 0,1a 9,9 ± 0,6b

2,1 ± 0,3a 1,9 ± 0,1a    1,7 ± 0,1a

6,6 ± 0,6a 5,9 ± 0,2ab 7.0 ± 0,4b

   100%    100%      96%

             L alba             L alba             L alba             L alba             L alba 3 3 3 3 3

       3o       4º 7º

2,2 ± 0,3a   2,2 ± 0,4a   7,2 ± 0,7b

1,5 ± 0,1a   1,5 ± 0,1a   1,6 ± 0,1a

3,5 ± 0,3a   3,6 ± 0,5a   6,0 ± 0,4b

    100%     86%             91%

TTTTTabela 2 - Dados rabela 2 - Dados rabela 2 - Dados rabela 2 - Dados rabela 2 - Dados referefereferefereferentes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de entes aos três quimiotipos de L. albaL. albaL. albaL. albaL. alba, incubados sob luz branca, após 33 dias do 7, incubados sob luz branca, após 33 dias do 7, incubados sob luz branca, após 33 dias do 7, incubados sob luz branca, após 33 dias do 7, incubados sob luz branca, após 33 dias do 7o o o o o subcultivo emsubcultivo emsubcultivo emsubcultivo emsubcultivo em
meio MS e em meio com adição de quatro concentrações de ácido indol-acético (AIA) (média  ±  erro padrão).meio MS e em meio com adição de quatro concentrações de ácido indol-acético (AIA) (média  ±  erro padrão).meio MS e em meio com adição de quatro concentrações de ácido indol-acético (AIA) (média  ±  erro padrão).meio MS e em meio com adição de quatro concentrações de ácido indol-acético (AIA) (média  ±  erro padrão).meio MS e em meio com adição de quatro concentrações de ácido indol-acético (AIA) (média  ±  erro padrão).
Porcentagem de explantes que originaram plantas (com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm)Porcentagem de explantes que originaram plantas (com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm)Porcentagem de explantes que originaram plantas (com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm)Porcentagem de explantes que originaram plantas (com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm)Porcentagem de explantes que originaram plantas (com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm)
(Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Letras minúsculas(Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Letras minúsculas(Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Letras minúsculas(Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Letras minúsculas(Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó), porcentagem de explantes enraizados (Raiz). Letras minúsculas
diferentes em cada linha indicam resultados significativamente diferentes, determinados por análise de variânciasdiferentes em cada linha indicam resultados significativamente diferentes, determinados por análise de variânciasdiferentes em cada linha indicam resultados significativamente diferentes, determinados por análise de variânciasdiferentes em cada linha indicam resultados significativamente diferentes, determinados por análise de variânciasdiferentes em cada linha indicam resultados significativamente diferentes, determinados por análise de variâncias
(ANO(ANO(ANO(ANO(ANOVVVVVA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de Tuckuckuckuckuckey Kramer de comparações múltiplas; letras maiúsculas diferey Kramer de comparações múltiplas; letras maiúsculas diferey Kramer de comparações múltiplas; letras maiúsculas diferey Kramer de comparações múltiplas; letras maiúsculas diferey Kramer de comparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam rentes indicam rentes indicam rentes indicam rentes indicam resultadosesultadosesultadosesultadosesultados
significativamente diferentes determinados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparaçõessignificativamente diferentes determinados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparaçõessignificativamente diferentes determinados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparaçõessignificativamente diferentes determinados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparaçõessignificativamente diferentes determinados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações
múltiplas (p<0,05) (n=25).múltiplas (p<0,05) (n=25).múltiplas (p<0,05) (n=25).múltiplas (p<0,05) (n=25).múltiplas (p<0,05) (n=25).

Ramo

Broto

Nó

Raiz

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

13,68 ± 0,40a

9,90 ± 0,63a

7,20 ± 0,74a

1,74 ± 0,1ºA

1,75 ± 0,14A

1,63 ± 0,11A

7,78 ± 0,33a

7,04 ± 0,39a

6,13 ± 0,37a

100%

96%A

91%a

7,11 ± 0,63b 9,25 ± 0,66b 8,57 ± 0,77b  4,15 ± 0,63c

6,85 ± 0,88b, c, d 7,55 ± 0,98a, c 3,10 ± 0,56b, d  7,67 ± 0,70a, c

4,75 ± 0,64a 5,98 ± 0,71a 5,61±0,76a  5,20 ± 1,1a

1,35 ± 0,10B 1,68 ± 0,10A 1,60 ± 0,11A  1,30 ± 0,11B

1,35 ± 0,10A,B, 1,67 ± 0,10A 1,50 ± 0,11A,B  1,04 ± 0,12B

1,60 ± 0,12A 1,61 ± 0,11A 1,53 ± 0,11A  1,18 ± 0,12A

4,5 ± 0,2b c 5,9 ± 0,3b 5,5 ± 0,3b  3,5 ± 0,6c

4,91 ± 0,41b 6,55 ± 0,62ab 5,05 ± 0,37b  4,80 ± 0,35b

3,94 ± 0,36b 6,06 ± 0,36a 5,00 ± 0,39a,c  3,81 ± 0,40b,c

100% 95% 100%  73%

69%A 83%A 87%A  95%A

100%a 100%a 95%a  63%b

Planta

Quimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot ipos

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

M SM SM SM SM S

96%A

100%A

95%A

A I AA I AA I AA I AA I A

0,25μM 0,50μM 1,00μM 2,50μM

96%A 92%A 83%A 83%A

96%A,B 74%B 88%A,B 83%A,B

79%A 100%A 79%A 49%B
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meio MS, 46% responderam ao tratamento de desin-
festação e 9% originaram novas plantas. Já dos 48
explantes introduzidos em meio MS adicionado de
bixina, 48% responderam ao tratamento de desinfes-
tação e 30 % originaram novas plantas. O tempo de
início de desenvolvimento das gemas axilares variou

nos diferentes quimiotipos: No quimiotipo 1 ocorreu
após 16 dias de cultura, no quimiotipo 2 após 11
dias e no quimiotipo 3 apenas após 27 dias. A forma-
ção do sistema radicular adventício acompanhou o
desenvolvimento das gemas.
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TTTTTabela 3 - Dados rabela 3 - Dados rabela 3 - Dados rabela 3 - Dados rabela 3 - Dados referefereferefereferentes à entes à entes à entes à entes à L. alba L. alba L. alba L. alba L. alba 1, incubada sob luz branca, após 33 dias do 71, incubada sob luz branca, após 33 dias do 71, incubada sob luz branca, após 33 dias do 71, incubada sob luz branca, após 33 dias do 71, incubada sob luz branca, após 33 dias do 7o o o o o subcultivo em meio MS adicionadosubcultivo em meio MS adicionadosubcultivo em meio MS adicionadosubcultivo em meio MS adicionadosubcultivo em meio MS adicionado
de diferentes concentrações de cinetina (média  ±  erro padrão). Porcentagem de explantes que originaram plantasde diferentes concentrações de cinetina (média  ±  erro padrão). Porcentagem de explantes que originaram plantasde diferentes concentrações de cinetina (média  ±  erro padrão). Porcentagem de explantes que originaram plantasde diferentes concentrações de cinetina (média  ±  erro padrão). Porcentagem de explantes que originaram plantasde diferentes concentrações de cinetina (média  ±  erro padrão). Porcentagem de explantes que originaram plantas
(com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó),(com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó),(com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó),(com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó),(com ou sem raiz) (Planta), comprimento do maior ramo (cm) (Ramo), número de brotos (Broto), número de nós (Nó),
porcentagem de explantes enraizados (Raiz) Letras minúsculas diferentes em cada linha indicam resultadosporcentagem de explantes enraizados (Raiz) Letras minúsculas diferentes em cada linha indicam resultadosporcentagem de explantes enraizados (Raiz) Letras minúsculas diferentes em cada linha indicam resultadosporcentagem de explantes enraizados (Raiz) Letras minúsculas diferentes em cada linha indicam resultadosporcentagem de explantes enraizados (Raiz) Letras minúsculas diferentes em cada linha indicam resultados
significativamente difersignificativamente difersignificativamente difersignificativamente difersignificativamente diferentes, determinados por análise de variâncias (ANOentes, determinados por análise de variâncias (ANOentes, determinados por análise de variâncias (ANOentes, determinados por análise de variâncias (ANOentes, determinados por análise de variâncias (ANOVVVVVA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de TA) seguida do teste de Tuckuckuckuckuckey Kramer deey Kramer deey Kramer deey Kramer deey Kramer de
comparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam resultados significativamente diferentes determinadoscomparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam resultados significativamente diferentes determinadoscomparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam resultados significativamente diferentes determinadoscomparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam resultados significativamente diferentes determinadoscomparações múltiplas; letras maiúsculas diferentes indicam resultados significativamente diferentes determinados
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações múltiplas (p<0,05) (n=25).pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações múltiplas (p<0,05) (n=25).pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações múltiplas (p<0,05) (n=25).pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações múltiplas (p<0,05) (n=25).pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparações múltiplas (p<0,05) (n=25).

Planta

Ramo

Broto

Nó

Raiz

Quimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot iposQuimiot ipos

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

L. alba 1

L. alba 2

L. alba 3

M SM SM SM SM S

100%a

100%

89%a,b

10,70 ± 0,79a

6,38 ± 0,51a

5,99 ± 1,28a

1,33 ± 0,13A

1,92 ± 0,10A

1,38 ± 0,13A

4,91 ± 0,36a

6,25 ± 0,34a, b, c

4,06 ± 0,36a

100%

100%

87%A

Cinet inaCinet inaCinet inaCinet inaCinet ina

0,50mM 1,00mM 2,50mM

100% a 96% a 96% a

100% 100% 100%

75%a, b 56%b 92%a

9,60 ± 0,94a, b 7,75 ± 0,86a, b 7,03 ± 0,78b

7,18 ± 0,46a 5,26 ± 0,46a 6,12 ± 0,50a

7,87 ± 1,27a 7,03 ± 1,74a 6,70 ± 0,85a

1,54 ± 0,10A 1,26 ± 0,09A 1,61 ± 0,12A

1,83 ± 0,10A 1,71 ± 0,15A 1,63 ± 0,12A

1,44 ± 0,12A 1,30 ± 0,15A 1,64 ± 0,12A

5,33 ± 0,27 a 3,74 ± 0,25b 4,87 ± 0,30a

6,78 ± 0,48a, b 5,42 ± 0,29a, c 5,46 ± 0,31a, b, c

4,44 ± 0,44a 3,90 ± 0,32a 5,14 ± 0,30a

96%a 91%a 83%a

100% 100% 83%

72%A 80%A 76%A
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Multiplicação: Multiplicação: Multiplicação: Multiplicação: Multiplicação: Ao fim dos sucessivos subcultivos
as plantas micropropagadas apresentaram a parte
aérea constituída por eixo caulinar com entrenós bem
delimitados, folhas com limbos expandidos e siste-
ma radicular bem desenvolvido.

Influência de sucessivos subcultivos na mul-Influência de sucessivos subcultivos na mul-Influência de sucessivos subcultivos na mul-Influência de sucessivos subcultivos na mul-Influência de sucessivos subcultivos na mul-
tiplicação de tiplicação de tiplicação de tiplicação de tiplicação de L. albaL. albaL. albaL. albaL. alba::::: Ao comparar o terceiro e
quarto subcultivos com o sétimo (Tabela 1), obser-
va-se que o comprimento do maior ramo, bem como
o número de nós, aumentaram significativamente nos
três quimiotipos, O número de brotos e a porcenta-
gem de enraizamento, no entanto, não sofreram va-
riação significativa.

Influência de reguladores de crescimentoInfluência de reguladores de crescimentoInfluência de reguladores de crescimentoInfluência de reguladores de crescimentoInfluência de reguladores de crescimento
no crescimento e multiplicação de no crescimento e multiplicação de no crescimento e multiplicação de no crescimento e multiplicação de no crescimento e multiplicação de L. albaL. albaL. albaL. albaL. alba:::::
- AIA:- AIA:- AIA:- AIA:- AIA: A comparação dos resultados de crescimen-

to e multiplicação de L. Alba, em meio MS e em
meio com adição de quatro concentrações de AIA,
está na Tabela 2. Em todos os parâmetros medi-

dos, houve redução do crescimento e multiplicação
das plantas com a adição de AIA.

- Cinetina:- Cinetina:- Cinetina:- Cinetina:- Cinetina: Os resultados da experiência com cine-
tina podem ser observados na Tabela 3. Assim como
o observado com AIA, o cultivo de Lippia alba em
meio com adição de cinetina não otimizou sua multi-
plicação in vitro.

Aclimatação:Aclimatação:Aclimatação:Aclimatação:Aclimatação: Na experiência de aclimatação obte-
ve-se 100% de sobrevivência das plantas em todos
os quimiotipos, e as plantas propagadas por cultura
de tecidos não mostraram qualquer diferença mor-
fológica quando comparadas às plantas do campo.

DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão

A alta freqüência de morte por oxidação de explantes
de L. alba introduzidos em meio MS deve-se prova-
velmente ao fato de ser essa uma espécie de hábito
subarbustivo. Plantas lenhosas possuem compostos



72 VVVVVol.1 Nº01 junho/2005ol.1 Nº01 junho/2005ol.1 Nº01 junho/2005ol.1 Nº01 junho/2005ol.1 Nº01 junho/2005Revista FitosRevista FitosRevista FitosRevista FitosRevista Fitos

Artigo original/Original articleArtigo original/Original articleArtigo original/Original articleArtigo original/Original articleArtigo original/Original article
Micropropagação de Quimiotipos de Micropropagação de Quimiotipos de Micropropagação de Quimiotipos de Micropropagação de Quimiotipos de Micropropagação de Quimiotipos de Lippia AlbaLippia AlbaLippia AlbaLippia AlbaLippia Alba Mill. Mill. Mill. Mill. Mill.
N. E. Br Produtores de Citral, Carvona e Linalol.N. E. Br Produtores de Citral, Carvona e Linalol.N. E. Br Produtores de Citral, Carvona e Linalol.N. E. Br Produtores de Citral, Carvona e Linalol.N. E. Br Produtores de Citral, Carvona e Linalol.

fenólicos, precursores da síntese de lignina, e que
podem estar ligados a processos de regulação e cres-
cimento. Dependendo da concentração endógena de
auxina nos tecidos, ocorre indução da oxidação
destes compostos. Em torno da superfície excisada
do explante acumulam-se polifenóis e produtos de
oxidação que  modificam a composição do meio de
cultivo e a absorção de metabólitos (ANDRADE et
al., 2000). Além disso, a atividade das enzimas que
regulam a biossíntese e oxidação de fenóis é aumen-
tada em presença de luz, necessária para o desenvol-
vimento dos explantes (ADAMS, 1979). A dificuldade
em se propagar explantes nodais deve-se justamente
à oxidação que ocorre nesses segmentos (ANDRADE
et al., 2000). Dentre as estratégias utilizadas para
o controle da oxidação, está a lavagem em água
corrente dos ramos  coletados, auxiliando a lixiviação
de compostos fenólicos (GRATTAPAGLIA; MACHA-
DO, 1998). Este procedimento não se mostrou eficaz
para a espécie estudada. O uso, porém, no presente
trabalho, da norbixina como antioxidante (LAGE
2001) mostrou-se eficaz no controle da oxidação dos
explantes.

O aumento do número de nós ocorrido no 7o

subcultivo, o qual influencia positivamente a
multiplicação de L. alba, pode ser explicado pelo
processo de rejuvenescimento, estimulado por
sucessivos subcultivos, já que a introdução de L. alba
em condições in vitro deu-se à partir de explantes
obtidos de plantas maduras. As plantas sofrem
mudanças morfológicas, fisiológicas e bioquímicas da
fase juvenil para a adulta. Após a germinação, a
planta inicia uma fase de crescimento vegetativo
vigoroso, durante a qual a floração não pode ser
induzida mesmo com condições externas favoráveis.
A maturação nas plantas lenhosas acarreta
diminuição na capacidade de propagação vegetativa,
taxas de crescimento, qualidade e rapidez na
formação de raízes (WENDLING; XAVIER, 2001).
Embora as características de maturação sejam
transmitidas, por meio de divisões celulares, de uma
geração somática para a próxima, a maturação pode
ser revertida (HUANG et al., 1990). Dentre os
métodos para reverter a maturação ou manter a
juvenilidade em plantas encontra-se a propagação
vegetativa seriada (TITON et al., 2002), como
efetuada no presente trabalho.

O protocolo de micropropagação de L. alba sugerido
por Gupta e colaboradores (2002) necessita de duas
etapas para multiplicação das plantas: indução de

múltiplos brotamentos em meio adicionado de BA,
por 6 semanas, e posterior indução de alongamento
das plantas e produção de raízes em MS, por mais 3
semanas, antes de iniciar o processo de aclimatação.
Dessa forma o protocolo é mais caro, trabalhoso e
demorado que o apresentado no presente trabalho.
A transferência de plantas micropropagadas para
casa de vegetação representar fator limitante das
técnicas de micropropagação, devido a uma alteração
drástica no metabolismo, a qual interfere nos pro-
cessos fisiológicos fundamentais das plantas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990). As plantas
microcultivadas podem ser divididas em dois grupos
com relação à resposta fotossintética: em um grupo
as folhas formadas in vitro nunca desenvolvem capaci-
dade fotossintética e declinam em condições ex vitro;
no outro grupo as folhas persistem, com capacidade
de adaptação às condições autotróficas e com au-
mento concomitante das taxas de fotossíntese
(GROUT, 1988). Em L. alba, assim como foi
observado em L. juneliana (JULIANI et al. 1999), as
folhas das plantas aclimatadas persistiram e sofreram
gradual mudança de coloração e textura durante o
processo, o que sugere pertencerem ao segundo
grupo (dados não mostrados). Outro problema na
transferência para casa de vegetação é que as raízes
formadas in vitro costumam ser pouco ramificadas,
o que prejudica o processo de absorção, necessi-
tando de tempo para a emergência de novas raízes
e a conseqüente normalização deste processo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990). No caso de
L. alba, as raízes produzidas in vitro são ramificadas
e suficientes para sua função. O sucesso obtido na
multiplicação de L. alba cultivada em meio MS despro-
vido de reguladores de crescimento, aliado ao su-
cesso na etapa de aclimatação das plantas, torna
viável a multiplicação rápida e simplificada da espécie,
permitindo a obtenção de plantas saudáveis e vigo-
rosas, dos três quimiotipos, em espaço reduzido e
curto intervalo de tempo.
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