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RESUMO 

CASTRO, Kamila Motta, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2019. 
Fotoperíodo, défice hídrico e estresse salino no perfil de óleos essenciais em Lippia 
alba L. cultivada in vitro. Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientador: Diego 
Silva Batista. 
 

Lippia alba (Miller) N.E. Brown, conhecida como erva-cidreira brasileira, é uma planta 

tradicionalmente utilizada pela medicina popular brasileira. Possui importância 

econômica devido à produção de óleos essenciais aos quais são utilizados para melhoria 

da qualidade do sono, alívio do estresse, controle de doenças respiratórias, 

gastrointestinais, anti-inflamatórias e sedativo natural. Podem também ser utilizados no 

controle biológico contra diversos patógenos e na conservação de alimentos. O objetivo 

desse estudo foi avaliar o efeito do fotoperíodo, estresse salino e défice hídrico no perfil 

de óleos essenciais em L. alba cultivada in vitro, utilizando-se de técnicas de análises 

morfoanatômicas, fisiológicas e moleculares. Desse modo, avaliou-se aspectos 

anatômicos, o crescimento, metabólitos primários, taxa fotossintética, perfil de óleos 

essenciais e expressão de genes relacionaods à síntese de óleos essenciais e ao relógio 

molecular.  Foram conduzidos três experimentos: I) Avaliação do efeito de diferentes 

fotoperíodos (4, 8, 16 e 24 h); II) Avaliação do efeito do estresse salino sob diferentes 

concentrações de NaCl (0, 30 e 60 mM); e III) Avaliação do efeito do défice hídrico 

sob diferentes concentrações de PEG [0, 1, 2 e 3% (m/v)] no crescimento, nos 

metabólitos primários, na taxa fotossintética, no perfil de óleos essenciais e na 

expressão de genes relacionados à síntese dos óleos essenciais. Os resultados 

demonstraram que L. alba é uma espécie que apresenta destacada plasticidade 

fisiológica nos diferentes fotoperíodos com melhor desempenho em dias longos. O 

melhor desempenho em crescimento, organização anatômica do mesofilo, caule, raízes 

e feixes, pigmentos fotossintéticos, maior taxa fotossintética e maior síntese de 

proteínas totais foi sob fotoperíodo de 24 h. A biossíntese de linalol, componente 

majoritário do quimiotipo BGEN-04, foi aumentada sob fotoperíodo de 24 h, com a 

redução da expressão de LaGES. O estresse salino afeta negativamente o metabolismo 

primário de L. alba, em que o crescimento, desenvolvimento e atividades fisiológicas 

foram comprometidas. O metabolismo secundário foi modulado, tendo aumento nos 

teores de linalol e redução dos teores de eucaliptol em plantas sob estresse salino mais 

severo (60 mM). Elevadas concentrações de NaCl podem comprometer a fisiologia das 

plantas no cultivo in vitro, entretanto, esta é uma espécie que apresenta plasticidade 
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fisiológica sob estresse salino moderado sendo capaz de crescer e desenvolver e não 

comprometer a via dos monoterpenos e sesquiterpenos. A Lippia alba mostrou-se uma 

espécie capaz de adaptar em solos com baixa disponibilidade hídrica. O metabolismo 

primário é afetado com redução do crescimento, área foliar e taxa fotossintética. A 

limitação hídrica aumentou no conteúdo de aminoácidos e proteínas totais. O 

metabolismo secundário foi modulado, com aumento nos teores de linalol e redução nos 

teores de germacreno em plantas sob défice hídrico 
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ABSTRACT 

CASTRO, Kamila Motta, M.Sc., Federal University of Viçosa, February, 2019. 
Photoperiod, water deficit and salt stress in the profile of essential oils in Lippia 
alba L. cultured in vitro. Advisor: Wagner Campos Otoni. Co-adviser: Diego Silva 
Batista. 
 

Lippia alba (Miller) N.E. Brown is a plant traditionally used by Brazilian popular 

medicine. It has economic importance due to the production of essential oils, which are 

used for improve sleep quality, stress relief, control of respiratory and gastrointestinal 

diseases, anti-inflammatory and natural sedative. They can also be used in biological 

control against various pathogens and in food preservation.The objective of this study is 

to evaluate the effect of photoperiod, saline stress and water deficit on the profile of 

essential oils in L. alba cultivated in vitro, using morphological, physiological and 

molecular analysis techniques. For this, three experiments were conducted: I) 

Evaluation of the effect of different photoperiods (4, 8, 16 and 24 h) on anatomy, 

growth, primary metabolites, photosynthetic rate, essential oils profile and expression of 

genes related to the synthesis of essential oils and circadian clocks; II) Evaluation of the 

effect of saline stress under different concentrations of NaCl (0, 30 and 60 mM) in 

anatomy, growth, primary metabolites, essential oils profile and expression of genes 

related to the synthesis of essential oils; and III) Evaluation of the effect of the water 

deficit under different PEG concentrations [0, 1, 2 and 3% (m / v)] on growth, primary 

metabolites, photosynthetic rate, essential oils profile and related gene expression to the 

synthesis of essential oils. The results showed that L. alba is a species that presents 

outstanding physiological plasticity in the different photoperiods with better 

performance in long days. The best growth performance, anatomical organization of the 

mesophyll, stem, roots and bundles, photosynthetic pigments, higher photosynthetic rate 

and higher synthesis of total proteins was under photoperiod of 24 h. The biosynthesis 

of linalool, a major component of the BGEN-04 chemotype, was increased under a 24-h 

photoperiod, with reduced expression of LaGES. Saline stress negatively affects the 

primary metabolism of L. alba, in which growth, development and physiological 

activities were compromised. Secondary metabolism was modulated, with increase in 

linalool levels and reduction of eucalyptol contents in plants under more severe salt 

stress (60 mM). High concentrations of NaCl may compromise the physiology of plants 

in in vitro culture, however, this is a species that presents physiological plasticity under 

moderate salt stress being able to grow and develop and not compromise the pathway of 
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monoterpenes and sesquiterpenes. L. alba has been shown to be able to adapt to soils 

with low water availability. The primary metabolism is affected with reduced growth, 

leaf area and photosynthetic rate. Water limitation increased in the content of amino 

acids and total proteins. Secondary metabolism was modulated, with increase in linalool 

contents and reduction in germacrene levels in plants under water deficit. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O metabolismo secundário é responsável por originar metabólitos 

especializados, também chamados de produtos naturais. Estes metabólitos apresentam 

uma gama de mais de 200.000 compostos com baixo peso molecular, geralmente 

produzidos em pequenas quantidades, com características químicas diversificadas. Além 

disso, a composição e concentração desses metabólitos pode variar em nível de 

indivíduo e população, assim como em diferentes estágios ontogenéticos e tipos de 

tecidos (Dewick 2002, Hartmann 2007, Kardong et al. 2012). Os mecanismos 

moleculares responsáveis por promoverem esta diversidade de metabólitos secundários 

podem ser decorrentes de acúmulo de mutações pontuais, poliploidização natural além 

dos fatores ambientais (Viccini et al. 2006, Campos et al. 2010, Kroymann 2011, Weng 

et al. 2012, Moore et al. 2014, Viccini et al. 2014). 

Sabe-se que a síntese desses compostos, tais como flavonoides, alcaloides, 

terpenoides, taninos, esteroides e óleos essenciais requer um custo energético 

significativo para as plantas (Neilson 2013). Esses compostos também são conhecidos 

por apresentarem multifuncionalidade como defesa contra herbívoros e microrganismos; 

proteção contra os raios UV, atração de polinizadores ou animais dispersores de 

sementes (Häkkinen et al. 2013, Kliebenstein 2013). 

Os óleos essenciais presentes nas plantas representam uma classe de compostos 

com variadas aplicações em diferentes setores da indústria e podem ser extraídos dos 

vegetais por diferentes técnicas (Böhme et al. 2014). Eles podem ser empregados no 

controle fitossanitário, contra agentes oxidantes e atuar como sequestradores e redutores 

de radicais livres (Pereira 2008, Proestos et al. 2014). Na indústria alimentícia, os óleos 

essenciais são utilizados como agentes antimicrobianos contra patógenos (Burt 2004, 

Atarés et al. 2010, Szczepanski e Lipski 2014), em filmes antimicrobianos (Peng e Li 

2014, Pola et al. 2016, Otoni et al. 2016) além da aplicação direta como conservantes de 

alimentos (Hyldgaard et al. 2012). Assim, com a crescente busca por produtos naturais 

que proporcionam melhoria na qualidade de vida, e que minimizam o impacto 

ambiental decorrentes de substâncias químicas sintéticas, os metabólitos secundários 

sintetizados pelas plantas, destacam-se por serem fontes de substâncias potencialmente 

bioativas (Andrade et al. 2012). 
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Os óleos essenciais são compostos lipofílicos e altamente voláteis, que 

apresentam baixo peso molecular (300 g mol-1) (Turek e Stintzing 2013). Estes 

compostos são classificados em dois grupos, aqueles derivados da via do acetil-CoA, 

formando o isopentenil pirofosfato e dimetillalil pirofosfato, que vão originar os 

terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, dentre outros) e aqueles oriundos 

da via do chiquimato formando os fenilpropanoides. A partir destes precursores são 

formados todos os constituintes presentes nos óleos essenciais, que podem apresentar 

em sua estrutura grupos alcoólicos, éteres, aldólicos, cetônicos, entre outros (Chemat et 

al. 2013, Pérez Zamora et al. 2018). 

Os óleos essenciais são armazenados em células especializadas denominadas de 

tricomas, presentes na superfície epidérmica de folhas e caules. Estas estruturas têm a 

capacidade de biosintetizar, armazenar e secretar uma gama de compostos bioativos 

(Werker 2000, Schilmiller et al. 2008). Em Lippia sidoides, Guimarães et al. (2014) 

identificaram diferentes tipos de tricomas, glandulares e não-glandulares nas superfícies 

foliares, onde foi comprovado a presença de substâncias lipídicas e terpênicas nos 

tricomas glandulares. De modo similar, Batista et al. (2016) através do teste 

histoquímico em seção transversal da folha de Lippia alba, evidenciaram presença de 

óleos essenciais nos tricomas glandulares na superfície foliar. 

O gênero Lippia apresenta grande diversidade de aproximadamente 200 espécies 

de ervas, arbustos e pequenas arvores que podem ser facilmente encontradas em países 

da América do Sul como Brasil, Paraguai e Argentina e no continente africano (Pascual 

et al. 2001). No Brasil, na Cadeia do Espinhaço, em Minas Gerais, e na Chapada 

Diamantina, na Bahia, são encontrados alguns dos importantes centros de diversidade 

biológica de Lippia (Viccini et al. 2006). Dentro da grande diversidade desse gênero, a 

espécie Lippia alba, denominada popularmente de cidreira, falsa-melissa, alecrim-do-

campo ou sálvia apresenta grande importância social e econômica (Lorenzi e Matos 

2008). 

Adotada na medicina popular, a L. alba é utilizada para tratamentos de 

resfriados, bronquite, tosse, asma, distúrbios estomacais e intestinais, por apresentarem 

propriedades anti-ulcerogênicas, anti-microbianas, anti-inflamatórias, anti-helmínticas, 

antioxidantes e gastroprotetoras (Pascual et al. 2001, Lorenzi e Matos 2008). 

Lippia alba apresenta uma peculiaridade interessante em relação à variabilidade 

química entre os genótipos (Viccini et al. 2014). Há rica variabilidade tanto na 

composição dos óleos essenciais quanto na composição dos compostos não-voláteis 
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(Hennebelle et al. 2008). Ademais, Lippia é considerado um gênero que apresenta 

grande plasticidade fisiológica em resposta a fatores abióticos, o que pode levar 

alterações no metabolismo secundário, em especial no perfil dos óleos essenciais 

(Ragagninet al. 2014, Batista et al. 2016, Batista et al. 2017). Dentre os fatores abióticos 

podem-se ressaltar variação espectral da luz (qualidade), irradiância (intensidade), 

concentração de CO2 e temperatura (Morais 2009, Batista et al. 2016, Pacheco et al. 

2016, Batista et al. 2017). Batista et al. (2017) observaram que elevadas concentrações 

de CO2 promovem alterações na morfoanatomia de Lippia alba cultivada in vitro, além 

de modular a produção dos óleos essenciais e da expressão de genes envolvidos na 

biossíntese.  

 Dessa forma, ampliar o entendimento do fotoperíodo e seus potenciais efeitos 

no metabolismo secundário, em especial, os óleos essenciais é valoroso. A luz é 

percebida pelas plantas através de fotorreceptores, que são estruturas capazes de 

identificar a quantidade e qualidade lumínicas, além da duração do dia (Parihar et al. 

2016, Nohales e Kay 2016). Desse modo, os fotorreceptores são responsáveis pela 

percepção da luz, o que permite identificar o fotoperíodo e controlar o relógio 

circadiano das plantas (Devlin e Kay 2000).  

O relógio circadiano é um oscilador endógeno com duração aproximada de 24 

horas presente em vários indivíduos, que permite interagir e sincronizar sua fisiologia 

com o meio ambiente. De forma autônoma, o processo evolutivo culminou na 

diversificação dos componentes do relógio circadiano, que se mostram pouco 

conservados entre os Reinos (Loudon 2012, Nohales e Kay 2016).  

Diversos processos fisiológicos das plantas são controlados pelo ritmo 

circadiano, como fotossíntese e movimentos estomáticos (Dodd et al. 2005; Salomé e 

McClung 2005). As vias metabólicas que envolvem o relógio circadiano em plantas são 

caracterizadas pela complexidade, no qual há ampla rede regulatória que envolve o 

encadeamento de genes para atuar em horários distintos no decorrer do dia e da noite 

(Harmer et al. 2000, Hsu e Harmer 2014). 

A informação de tempo pelo ritmo circadiano nos organismos é compreendida 

através da expressão ou repressão de genes rítmicos, como Circadian clock associated1 

(CCA1), Late elongated hypocotyl (LHY), Pseudo response regulator (PRR) e Timing of 

cab expression1 (TOC1) em Arabidopsis thaliana (Huang et al. 2012, Hydon et al. 

2013). Em horários matinais níveis elevados de transcritos dos genes CCA1 e LHY em 

conjunto com PRR5, 7 e 9 são observados. Do mesmo modo, observa-se em horários 
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noturnos a elevada expressão dos genes TOC1, Gigantea (GI), Early flowering 3 e 4 

(ELF3/4) e Luxarrhythmo (LUX) (Lu et al. 2009, Nusinow et al. 2011). 

Os osciladores centrais do relógio circadiano são coordenados por fatores 

externos como temperatura e principalmente pela luz.  A variação da temperatura pode 

afetar o splicing alternativo diminuindo a expressão  de genes do relógio como LHY e 

PRR7 em Arabidopsis thaliana, no qual transcritos não-funcionais são produzidos 

(James et al. 2012). Diversos estudos mencionam a influência da luz na regulação do 

ritmo circadiano, alterando a transcrição e tradução dos genes rítmicos e a estabilidade 

de RNA mensageiro (Staiger e Green 2011).  

Barbosa et al. (2012) buscaram analisar a influência do ritmo circadiano em 

Piper divaricatum na composição de óleos essenciais, coletando folhas em diferentes 

estágios do dia. No entanto, não houve variação no conteúdo de safrol ao longo do dia. 

A regulação de genes envolvidos na biossíntese dos óleos essenciais ainda é 

desconhecida. Alguns fatores de transcrição foram preditos como candidatos 

reguladores da expressão de genes ou grupos de genes em diferentes espécies de 

plantas. O gene ISPS (isoprenoid synthase) em Populus tem sua expressão regulada 

pelos fatores de transcrição LHY e CCA1 (Loivamäki et al. 2007). No entanto, não há 

estudos que correlacionem a expressão de genes do relógio a efeitos na biossíntese de 

óleos essenciais em L. alba. 

Vários metabólitos secundários podem ser modulados por diferentes estresses 

abióticos, como estresse salino (Yildiztugay et al. 2014, Wang et al. 2015, Ahmad et al. 

2017) e défice hídrico (Sancho-Knapik et al. 2017, Zandalinas et al. 2017). De acordo 

com Neffati e Marzouk (2008), níveis elevados de salinidade (75 mM) podem reduzir as 

concentrações dos compostos químicos em Coriandrum sativum L. e quando 

submetidos a baixas concentrações de NaCl (25 mM), há aumento nos componentes do 

óleo essencial, como (E)-2-decenal e decanal, dodecanal. Em contraste, Taarit et al. 

(2010) relataram que a exposição a 25-75 mM de NaCl aumentou o rendimento do óleo 

essencial em Salvia officinalis. 

Em plantas medicinais o efeito do défice hídrico no cultivo in vitro pode 

promover o aumento dos componentes dos óleos essenciais (Razavizadeh e Adabavazeh 

2017). No entanto, ainda são escassos estudos que avaliam défice hídrico na biossíntese 

dos óleos essenciais. Diversos estudos visam à utilização do polietilenoglicol (PEG) e 

sorbitol como reagentes indutores de seca no meio de cultura (Rai et al. 2011, Bidabadi 

et al. 2012, Placide et al. 2012, Vanhove et al. 2012).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loivam%C3%A4ki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17122071
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Devido à crescente importância dos óleos essenciais para a indústria, torna-se 

necessário entender como diferentes condições ambientais podem alterar rotas 

metabólicas da biossíntese dos óleos essenciais. Desse modo, o objetivo desse estudo 

foi avaliar o efeito do fotoperíodo, estresse salino e défice hídrico no perfil de óleos 

essenciais e na morfoanatomia em Lippia alba cultivada in vitro, utilizando-se análises 

morfoanatômicas, fisiológicas e moleculares. 
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CAPÍTULO I 

Fotoperíodo de 24 h modula o crescimento, a morfoanatomia e o teor de linalol em 

Lippia alba L. (Verbenaceae) cultivada in vitro 

RESUMO 

As interações entre a regulação do relógio circadiano de plantas, metabolismo 

primário e secundário são frequentemente estudadas para explicar a importância rítmica 

no crescimento e sobrevivência das plantas. Lippia alba possui importância em virtude 

de suas propriedades medicinais provenientes do extrato do óleo essencial. O objetivo 

foi avaliar o efeito do fotoperíodo na anatomia, no crescimento, no perfil de óleos 

essenciais e na expressão de genes relacionados à síntese dos óleos essenciais e relógio 

circadiano em L. alba cultivada in vitro. As plantas foram cultivadas in vitro sob 

diferentes fotoperíodos (4, 8, 16 e 24 h de luz) e irradiância de 41 μmol m-2 s-1 fornecida 

por duas lâmpadas LED branca (SMD 100 - 18W). Após 40 dias de cultivo, as análises 

dos metabólitos primários, crescimento, anatomia, fotossíntese, perfil dos óleos 

essenciais, e da expressão dos genes envolvidos na rota de biossíntese de sesquiterpenos 

e monoterpenos e do relógio endógeno foram realizadas. Os resultados demonstraram 

que L. alba é uma espécie que apresenta destacada plasticidade fisiológica nos 

diferentes fotoperíodos com melhor desempenho em dias longos. O melhor desempenho 

em crescimento, organização anatômica do mesofilo, caule, raízes e feixes, pigmentos 

fotossintéticos, maior taxa fotossintética e maior síntese de proteínas totais foi sob 

fotoperíodo de 24 h. A biossíntese de linalol, componente majoritário do quimiotipo 

BGEN-04, foi aumentada sob fotoperíodo de 24 h, com a redução da expressão de 

LaGES. Essas descobertas permitem melhor compreensão de como o fotoperíodo atua 

na regulação dos metabolismos primário e secundário, em especial, na composição dos 

óleos essenciais. 

 

Palavras-chave: Expressão gênica • Fotossíntese • Nerolidol sintase • Planta medicinal 

• Relógio interno • Ritmo circadiano. 
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ABSTRACT 

The interactions between circadian clock regulation of plants, primary and secondary 

metabolism are often studied to explain the rhythmic importance in plant growth and 

survival. Lippia alba is important because of its medicinal properties derived from the 

essential oil extract. The objective was to evaluate the effect of photoperiod on 

anatomy, growth, essential oils profile and expression of genes related to the synthesis 

of essential oils and circadian clock in L. alba cultured in vitro. The plants were 

cultured in vitro under different photoperiods (4, 8, 16 and 24 h light) and irradiance of 

41 μmol m-2 s-1 provided by two white LED bulbs (SMD 100-18W). After 40 days of 

cultivation, analyzes of the primary metabolites, growth, anatomy, photosynthesis, 

profile of the essential oils, and expression of the genes involved in the route of 

biosynthesis of sesquiterpenes and monoterpenes and the endogenous clock were 

performed. The results showed that L. alba is a species that presents outstanding 

physiological plasticity in the different photoperiods with better performance in long 

days. The best growth performance, anatomical organization of the mesophyll, stem, 

roots and bundles, photosynthetic pigments, higher photosynthetic rate and higher 

synthesis of total proteins was under photoperiod of 24 h. The biosynthesis of linalool, a 

major component of the BGEN-04 chemotype, was increased under a 24 h photoperiod, 

with reduced expression of LaGES. These findings allow a better understanding of how 

the photoperiod acts in the regulation of primary and secondary metabolism, especially 

in the composition of essential oils. 

Key words: Photosynthesis • Nerolidol synthase • Medicinal plant • Internal clock • 

Circadian rhythm. 
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INTRODUÇÃO 

A duração do dia (fotoperíodo) é estabelecida mediante a rotação da Terra ao 

redor do seu eixo e ao redor do sol o que permite impacto significativo no metabolismo 

da maioria dos seres vivos. Organismos de todos os reinos desde cianobactérias, fungos, 

plantas e até animais desenvolveram mecanismos capazes de detectar ciclos diurnos e 

noturnos e oscilações na temperatura, possibilitando-os interagir e se adaptar ao meio 

ambiente (Serrano-Bueno et al. 2017). Em plantas, diversas funções fisiológicas são 

controladas pelo fotoperíodo tais como crescimento (Dodd et al. 2005, Bordage et al. 

2016, Maurya e Bhalerao 2017, Wang et al. 2018, Mahmud et al. 2018), indução do 

florescimento (Searle e Coupland 2004, Imaizumi e Kay 2006, Triozzi et al. 2018, Song 

et al. 2018), tolerância ao frio (Barros et al. 2017) e regulação do relógio circadiano 

(Dodd et al. 2014, Shin et al. 2017, Mahmud et al. 2018).  

As interações entre a regulação do relógio circadiano de plantas, metabolismo 

primário e sinalização são frequentemente estudadas para explicar a importância rítmica 

no crescimento e sobrevivência das plantas (Harmer et al. 2000, Harmer 2009, Farré e 

Weise et al. 2012, Dodd et al. 2014, Shin et al. 2017). Em Arabidopsis, por exemplo, a 

superexpressão de um dos componentes do relógio endógeno circadian clock 

associated1(CCA1) é capaz de promover disfunção nos mecanismos circadianos, 

afetando a fixação líquida de CO2 e consequente redução da taxa fotossintética (Dodd et 

al. 2005). Além disso, para sincronizar com o ambiente, plantas são capazes de 

cronometrar a degradação do amido em períodos noturnos, evitando que essa reserva 

energética esgote até que se inicie o dia (Graf et al. 2010). Apesar dos vários relatos 

envolvendo a regulação circadiana de vias no metabolismo primário, a compreensão de 

como os osciladores rítmicos são influenciados pelo metabolismo ainda permanece 

desconhecida (Dodd et al. 2014).   

Diversos genes rítmicos estão envolvidos na regulação do relógio endógeno em 

plantas. Em Arabidopsis thaliana, os genes CCA1, late elongated hypocotyl (LHY), 

pseudo response regulator (PRR) e timing of cab expression1 (TOC1) podem ser 

expressos ou regulados negativamente ao longo do dia e da noite (Huang et al. 2012, 

Hydon et al. 2013). Em horários matinais os genes CCA1 e LHY (Alabadí et al. 2001) 

em conjunto com PRR5, 7 e 9 são expressos (Farré et al. 2009). De forma similar, em 

horários noturnos ocorre aumento do número de transcritos dos genes TOC1 (Ito et al. 
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2009), Gigantea (GI) (Park et al. 1999), early flowering 3 and 4 (ELF3/4) e luxar 

rhythmo (LUX) (Lu et al. 2009, Nusinow et al. 2011). 

Alguns autores buscaram correlacionar a influência do relógio endógeno de 

plantas com o metabolismo secundário. Barbosa et al. (2012) analisaram a influência do 

ritmo circadiano em Piper divaricatum na composição de óleos essenciais, coletando 

folhas em diferentes horários do dia. No entanto, não houve variação no conteúdo de 

safrol ao longo do dia. A regulação de genes envolvidos na biossíntese dos óleos 

essenciais ainda é desconhecida. Alguns fatores de transcrição foram preditos como 

candidatos reguladores da expressão de genes ou grupos de genes em diferentes 

espécies de plantas. A síntese de isoprenoides em Populus é regulada em nível 

transcricional pelos fatores de transcrição LHY e CCA1 (Loivamäkiet al. 2007). 

Plantas medicinais e aromáticas são adotadas pela humanidade há milhares de 

anos como fonte de compostos naturais com amplo espectro de aplicações 

farmacológicas (Böhme et al. 2014, Wagas et al. 2016). O crescente interesse por esses 

compostos associado ao desenvolvimento tecnológico permitiu a produção em grande 

escala de metabólitos secundários como via alternativa de produtos farmacêuticos (Wei 

et al. 2016). 

Os metabólitos secundários como flavonoides, alcaloides, terpenoides, taninos, 

esteroides e óleos essenciais são conhecidos por apresentarem multifuncionalidade em 

plantas como: defesa contra herbívoros e microrganismos; proteção contra os raios UV; 

e atração de polinizadores ou animais dispersores de sementes (Häkkinen et al. 2013, 

Kliebenstein 2013). 

Os óleos essenciais são compostos bioativos utilizados pelas indústrias 

farmacêutica, cosmética, alimentícia e agroquímica. Estes compostos são empregados 

no tratamento de doenças cardiovasculares, bronquite, tosse, asma, distúrbios 

estomacais e intestinais (Pascual et al. 2001, Lorenzi e Matos 2008, Saljoughian et al. 

2018), por apresentarem propriedades analgésica, anti-inflamatória, anti-ulcerogênicas, 

anti-helmínticas (Raut e Karuppayil 2014, Amin e Hosseinzadeh 2016). Podem ser 

usados também no controle de pragas (Pavela e Govindarajan 2017, Benelli et al. 2018), 

na ação conta agentes oxidantes (Proestos et al. 2014, Msaada et al. 2015) e na 

conservação de alimentos (Szczepanski e Lipski 2014, Peng e Li 2014, Otoni et al. 

2016, Pola et al. 2016). 

De modo geral, os compostos terpenoides dos óleos essenciais são sintetizados 

em duas vias distintas: via do mevalonato (MEV) e via do metileritritol-fosfato (MEP), 
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ambas responsáveis pela síntese de isopentenil pirofosfato (IPP). A primeira via é 

responsável pela síntese de sesquiterpenos no citosol, cujos precursores são piruvato e 

acetilcoenzima-A. A segunda via é a que origina monoterpenos e ocorre nos plastídios, 

tendo como precursores piruvato e gliceraldeído-3-fosfato. A partir destes, são formados 

todos os constituintes presentes nos óleos essenciais (Chemat et al. 2013, Pérez et al. 

2018).  

O gênero Lippia ostenta rica diversidade de espécies distribuída na América 

Latina (Almeida et al. 2018). No Brasil alguns dos centros de diversidade biológica 

localizam-se na Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais e na Chapada Diamantina na 

Bahia (Viccini et al. 2006). 

A espécie Lippia alba exprime grande importância nos cenário social e 

econômico, em virtude de suas propriedades medicinais provenientes do extrato do óleo 

essencial (Pascual et al. 2001, Lorenzi e Matos 2008). Uma peculiaridade desse gênero 

é que há variabilidade química entre os genótipos (quimiotipos), tanto na composição 

dos óleos essenciais, quanto na composição dos compostos não-voláteis (Hennebelle et 

al. 2008). Ademais, L. alba é caracterizada por apresentar não somente elevada 

plasticidade fenotípica, como também genômica (Reis et al. 2014). 

A plasticidade fisiológica existente neste gênero pode ocorrer em resposta a 

diferentes fatores abióticos, o que pode levar a alterações no metabolismo secundário, 

em especial no perfil dos óleos essenciais (Ragagninet al. 2014, Batista et al. 2016, 

Batista et al. 2017a, Lazzarini et al. 2018). Dentre esses fatores, pode-se ressaltar 

variação espectral da luz (qualidade), irradiância (intensidade) concentração de CO2 e 

temperatura (Morais 2009, Batista et al. 2016, Pacheco et al. 2016, Batista et al. 2017a, 

Lazzarini et al. 2018). Batista et al. (2017a) observaram que elevadas concentrações de 

CO2 promovem alterações na morfoanatomia de L. alba cultivada in vitro, além de 

alterar o perfil de produção dos óleos essenciais e da expressão de genes envolvidos na 

biossíntese destes. 

Dada a importância dos óleos essenciais para a indústria, a relevância da L. alba 

como espécie aromática e ainda a plasticidade e capacidade de resposta do metabolismo 

secundário dessa espécie à fatores ambientais, faz-se necessário entender como 

diferentes ambientes podem alterar a produção de óleos essenciais assim como suas 

rotas de biossíntese. Este conhecimento fornecerá subsídeos para o estabelecimento de 

estratégias que visam otimizar a produção de óleos essenciais em L. alba. Além disso, 

não há estudos até o momento sobre a influência do fotoperíodo no metabolismo e na 
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produção de óleos essenciais nessa espécie. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi 

avaliar o efeito do fotoperíodo na anatomia, no crescimento, no perfil de óleos 

essenciais e na expressão de genes relacionados à síntese dos óleos essenciais e relógio 

circadiano em L. alba cultivada in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

Foi utlizado o acesso de Lippia alba (BGEN-04) do Banco de Germoplasma do 

Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF, Juiz de 

Fora, MG, Brasil), sendo os propágulos provenientes da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Cenargen, Brasília, DF, Brasil). O acesso foi identificado pela Profa. 

Dra. Fátima Salimena (Departamento de Botânica, UFJF). Os espécimes foram 

depositados no Herbário Leopold Krieger (Herbário CESJ 48372, UFJF). As plantas 

foram propagadas in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog 1962) em sua solução 

salina original, complexo vitamínico de MS, na ausência de reguladores de crescimento 

e, 30 g L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 6,5 g L-1 de ágar Merck® (Merck 

Millipore Corp, Darmstadt, Alemanha). O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O 

meio foi autoclavado a 120 oC, 108 kPa de pressão, durante 20 min, no Laboratório de 

Cultura de Tecidos Vegetais (LCT II), no Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO, Universidade Federal de Viçosa, MG, Brasil). 

Efeito do fotoperíodo 

Oito segmentos nodais (~ 2 cm de comprimento) foram inoculados em frascos 

de vidro (600 mL de capacidade), contendo 80 mL de meio de cultura com a formulação 

salina básica de MS, vitaminas de MS, 30 g L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 

6,5 g L-1 de ágar Merck®. O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O meio foi 

autoclavado a 120 oC e 108 kPa de pressão, durante 20 min. As culturas foram mantidas 

em sala de crescimento mantida a 25 ± 2 °C em diferentes fotoperíodos (4, 8, 16 e 24 h 

de luz) e irradiância de 41 μmol m-2 s-1 fornecida por duas lâmpadas LED branca (SMD 

100 - 18W, Vilux®, Vitória, ES, Brasil). Os frascos foram vedados com tampas rígidas 

de polipropileno (TRP) com dois orifícios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 
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m (MilliSeal® AVS-045 Air Vent) [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 25 µL L-1 s-1] 

(Batista et al. 2017b). 

Após 40 dias de cultivo, realizaram-se as análises dos metabólitos primários, 

crescimento, anatomia, fotossíntese, perfil dos óleos essenciais, e da expressão dos 

genes envolvidos na rota de biossíntese de sesquiterpenos e monoterpenos e do relógio 

endógeno. Todas as coletas foram feitas em horário padronizado, às 17 h. 

Análises de desenvolvimento 

Foram analisadas as seguintes características de desenvolvimento: massa fresca 

(g), massa seca (g), comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da maior 

raiz (cm) e área foliar (cm²). A determinação da área foliar foi feita com auxílio do 

programa ImageJ (Schneider et al. 2012). 

Analise anatômica 

Para a caracterização anatômica estrutural, amostras do segundo par de folhas 

expandidas, caules da região mediana do segundo internódio e raízes principais da 

região mediana foram fixadas em solução Karnovsky (Karnovsky 1965). Após a 

fixação, as amostras foram desidratadas em série etílica crescente (10, 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 85, 90 e 95%) e incluídas em resina acrílica (Historesin, Leica Instruments, 

Alemanha). As secções transversais de 5 μm de espessura, foram obtidas em micrótomo 

rotativo de avanço automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA) e corados 

com azul de Toluidina (pH 3,2) (O’Brien e McCully, 1981). As lâminas foram 

montadas em resina sintética Permount® SP15-500 (Fisher Chemicals- Fisher 

Scientific). Para a captura de imagens, foi utilizado um microscópio de luz (modelo 

AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado à câmera fotográfica 

digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e 

microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic. 

Taxa fotossintética in vitro 

As trocas gasosas e a quantificação da taxa fotossintética in vitro foram 

realizadas em modelo adaptado do proposto por Costa et al. (2014). Um IRGA (modelo 

S151; Qubit Systems, ON, Canada) foi utilizado para as medições de tocas gasosas e a 

coleta dos dados foi realizado através do software LoggerLite (LoggerLite, 1.8.1, 
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Vernier Software & Technology Caliper, Beaverton). O CO2 de referência foi calculado 

através da entrada de ar em um frasco vazio, trazido por uma bomba do ambiente 

externo a uma taxa de fluxo de ar constante de 300 mL min-1, dentro de uma câmara 

com iluminação (lâmpadas LED branca). As plantas foram mantidas na ausência de luz 

por um período de 8 h que antecederam a análise. Logo após a medição do CO2 de 

referência, os frascos com as plantas foram acoplados ao sistema, sendo o CO2 

calculado até o ponto de estabilização. As trocas gasosas foram calculadas através da 

diferença entre o CO2 de referência e o CO2 das plantas expostas ao ar atmosférico. A 

temperatura e a umidade do ar no frasco foram mensuradas através do sensor Espec 

(Thermo Recorder RS-11, Takai Espec Corp.). A taxa fotossintética in vitro (A) foi 

calculada pela seguinte fórmula: A (μmol m−2 s−1) = ∆CO2Mol. Flow 

Onde,  ∆CO2(ppm) = CO2 de referência − CO2 de análise 

 Mol Flow = Taxa de fluxo de ar (L min−1 ) (  (Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K) 600000(Área foliar (cm2)) ) 

 

Pigmentos fotossintéticos e quantificação de carboidratos, proteínas, aminoácidos e 

amido 

Amostras da parte aérea foram coletadas, congeladas em nitrogênio líquido, 

maceradas e liofilizadas para análise. Para determinação de pigmentos fotossintéticos, 

aproximadamente 10 mg de tecidos liofilizados foram utilizados para extração com 

acetona conforme descrito por Welburn (1994). Na determinação dos carboidratos 

(amido, sacarose, glicose e frutose) 25 mg de tecidos liofilizados foram utilizados na 

extração com metanol e avaliados conforme descrito por Fernie et al. (2001). A 

quantificação de proteína e de aminoácidos totais foi conduzida como relatado em Cross 

et al. (2006). 
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Fluorescência da clorofila 

 Os parâmetros de ETR (Taxa de transporte de elétrons), NPQ (dissipação não-

fotoquímica), Fv/Fm (Rendimento quântico efetivo do FSII) e qP (dissipação 

fotoquímica) foram quantificados em folhas de Lippia alba totalmente expandidas, 

submetidas a um ciclo escuro e claro e avaliadas pelo fluorômetro de clorofila (MINI-

PAM, Walz, Alemanha). Os dados para fluorescência mínima (Fo), fluorescência 

máxima (Fm) e fluorescência variável (Fv) foram calculados conforme o proposto 

porKooten e Snel (1990). Para os parâmetros qP, NPQ e ETR os cálculos foram 

baseados de acordo com Maxwell e Johnson (2000). 

Microextração dos óleos essenciais 

Para a microextração de óleos essenciais, aproximadamente 300 mg de folhas 

foram coletados e armazenados a -18 ºC em tubo de ensaio com tampa rosqueável. 

Após o congelamento, 1,0 mL de hexano e 0,5 mL de metanol foram adicionados à cada 

amostra. Para acelerar o processo de extração, as amostras foram mantidas em banho de 

ultrassom (Thornton-INPEC) com frequência de 70 KHz, à temperatura ambiente, por 1 

h. Em sequência, o sobrenadante foi filtrado através de uma mecha de algodão estéril. 

Amostras de 1 µL de solução límpida obtida, contendo os óleos extraídos, foram  

analisadas por cromatografia gasosa. 

Análise qualitativa dos óleos essenciais 

A análise qualitativa do óleo essencial procedeu-se com o cromatógrafo gasoso 

acoplado a espectrômetro de massas (GCMS-QP2010 Plus; Shimadzu) e coluna Rtx-

5MS® (Restek) de 30 m x 0,25 mm. Iniciou-se a temperatura do forno com 70 ºC, 

mantida por 3 min, seguida por aumento de 6 ºC min−1, até 300 ºC. O injetor foi 

operado no modo ‘split’ (1:10), à temperatura de 240 ºC, e a interface e o detector de 

massas foram operados a 300 ºC. Utilizou-se hélio como gás de arraste, com fluxo de 

1,53 mL min−1. Uma mistura padrão de hidrocarbonetos lineares (C9H20; C10H22: ... 

C25H52 e C26H54) foi injetada nas mesmas condições das amostras. A identificação 

dos constituintes foi realizada comparando-se os espectros de massa obtidos com os do 

banco de dados da NIST 9.0 (correlação de > 97%) e confirmado pelo seu índice de 

retenção (Índice de Kováts), calculado para cada constituinte, e comparado aos dados na 

literatura (Adams, 1997). 
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Extração de mRNA, síntese de cDNA e análise por RT-q PCR 

O RNA total foi isolado de folhas com TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, 

California, United States) e tratado com DNAse I (Invitrogen) seguindo as 

recomendações dos fabricantes. A quantificação foi feita com NanoDrop ND-2000 

(NanoDropTechnologies). A partir de 800 ng de RNA total o cDNA foi sintetizado 

utilizando transcriptase reversa (Ludwig Biotec®). O volume total da reação foi de 10 

µL, sendo 1 µL de cDNA, 3 µL de água DEPC (dietilpirocarbonato), 2 µL de primers 

(forward e reverse) 4 µM e 4 µL de SYBR-Green mix/Rox (Ludwig Biotec®, Alvorada, 

Brasil). A reação de PCR em tempo real (RT- qPCR) foi realizada no equipamento 

CFX96 Touch™ (BIO-RAD). Primers dos genes nerolidol/linalol sintase (LaNES/LIS), 

geraniol sintase (LaGES), timing of cab expression1 (LaTOC1), pseudo response 

regulator 5 (LaPRR5), late elongated hypocotyl (LaLHY) e o gene de referência álcool 

desidrogenase (LaADH) foram desenhados a partir da sequência do transcriptoma de 

novo de Lippia alba (Souza et al. 2016–dados não publicados).   

Análises estatísticas 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

sendo a unidade experimental composta por um frasco de cultivo contendo oito plantas. As 

análises estatísticas foram realizadas por meio do software Genes versão 

Windows/2004.2.1 (Cruz 2013). Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) pelo teste F e as médias comparadas pelos testes de Scott & Knott (P ≤ 0,05). 

Para as análises de RT-qPCR os níveis de expressão foram calculados pelo método ΔΔCt 

proposto por Livak e Schmittgen (2001) com três repetições biológicas e pelo menos três 

repetições técnicas. As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett (P≤ 0,05). A 

análise de correlação de Pearson foi realizada para os dados de expressão dos genes 

LaLHY, LaPRR5e LaTOC1. 

RESULTADOS 

O fotoperíodo interferiu no crescimento de plantas de Lippia alba in vitro 

 Os tratamentos de 16 e 24 h apresentaram, respectivamente, maiores valores no 

acúmulo de massa vegetal da parte aérea (Fig. 2A, B) e comprimentos da parte aérea 

(Figura 2E) e das raízes (Figura 2F) em relação aos tratamentos de 4 e 8 h. Resultados 

semelhantes foram encontrados para as massas fresca e seca das raízes (Figura 2C, D). 
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Quanto maior foi a duração do período de exposição da luz, maior foi a área foliar (Figura 

2E).  

 

Figura 1. Plantas de Lippia alba cultivadas in vitro sob diferentes fotoperíodos (4, 8, 16, e 

24h), após 40 dias de cultivo. Barra equivale a 2 cm. 
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Figura 2. Variáveis de crescimento de Lippia alba cultivada 45 dias in vitro sob diferentes 

fotoperíodos 4, 8, 16 e 24 h. Médias indicadas pelas mesmas letras não diferem pelo teste 
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de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=4). Barras 

verticais representam o erro padrão. 

A morfoanatomia de órgãos vegetativos em Lippia alba cultivada in vitro é 

influenciada pelo fotoperíodo 

O cultivo in vitro de L. alba em diferentes fotoperíodos promoveu variações na 

anatomia de caules, folhas e raízes (Figura 3). Em relação ao caule, é possível observar 

uma maior organização celular conforme o aumento do fotoperíodo. As plantas 

crescidas sob regimes diários de luz de 16 e 24 h tiveram maior diferenciação dos 

tecidos vasculares com feixes mais organizados e de maior calibre (Figura 3-A, D, G e 

J). 

A região da nervura central das plantas cultivadas sob os fotoperíodosde 16 e 24 

h apresentou maior organização celular do mesofilo e dos feixes vasculares em relação 

àquelas sob 4 e 8 h.  

A organização celular das raízes e a espessura cresceram proporcionalmente 

com o aumento do fotoperíodo, sendo que as plantas submetidas ao fotoperíodo de 24 h 

tiveram células mais espaçadas no córtex e feixe vascular mais organizado e com maior 

calibre em relação aos demais tratamentos (Figura 3-C, F, I e L). 
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Figura 3. Secções transversais de caules (A, D, G e J), nervura central de lâminas 

foliares (B, E, H e K) e raízes (C, F, I e L) de Lippia alba após 45 dias de cultivo in 

vitro, sob fotoperíodos de 4, 8, 16 e 24 h, e coradas com azul de toluidina. Barras = 20 

µm. 

O fotoperíodo influenciou o metabolismo primário em Lippia alba cultivada in vitro 

Os níveis de sacarose foram reduzidos conforme o aumento do fotoperíodo 

(Figura 4C). Em contraste, os metabólitos com papéis osmorregulatórios, como glicose 

e frutose, aumentaram no tratamento de 24 h (Figura 4A-B).  

O conteúdo proteico aumentou com o aumento do fotoperíodo (Figura 4D). 

Entretanto, não houve diferenças no acúmulo de amido entre os tratamentos (Figura 

4F).  
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Figura 4. Teores de açúcares, proteína e amido em folhas de Lippia alba após 45 dias 

do cultivo in vitro sob diferentes fotoperíodos: 4, 8, 16 e 24 h. (A) Glicose; (B) Frutose; 

(C) Sacarose; (D) Proteína e (E) Amido. Letras iguais não diferem pelo teste de Scott & 

Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=3). Barras verticais 

representam o erro padrão. 

O perfil dos óleos essenciais em plantas de Lippia alba cultivadas in vitro foi 

modificado pelo fotoperíodo 

O fotoperíodo apresentou alterações no perfil da composição dos óleos 

essenciais em Lippia alba. O tratamento com fotoperíodo de 4 h foi limitante para a 
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detecção dos componentes do óleo essencial, devido à baixa quantidade do material 

vegetal nas amostras. No entanto, as plantas submetidas à condição de luz ininterrupta 

(fotoperíodo de 24 h) exibiram aumento significativo no teor de linalol, em relação aos 

fotoperíodos de 8 e 16 h. Os teores de eucaliptol e germacreno não apresentaram 

diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Efeito do fotoperíodo no perfil da composição dos óleos essenciais em Lippia 

alba após 45 dias de cultivo in vitro. Médias comparadas pelo teste de Scott & Knott a 

5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=3). Barras verticais 

representam o erro padrão. 

Fotoperíodo mais curto reduziu a capacidade fotossintética e alterou a 

fluorescência da clorofila a em plantas de L. alba cultivadas in vitro. 

A fotossíntese in vitro de L. alba foi reduzida nas plantas cultivadas no menor 

fotoperíodo, uma vez que estas exibiram uma diminuição significativa das taxas 

fotossintéticas comparadas com as cultivadas nos fotoperíodos de 8, 16 e 24 h (Figura 

6). 

Em relação às reações de fluorescência, o fotoperíodo foi capaz de influenciar a 

dissipação não-fotoquímica (NPQ) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) na cadeia 

transportadora de elétrons de plantas de L. alba. As plantas cultivadas com fotoperíodo 
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de 4 h foram capazes de desencadear uma indução de NPQ três vezes superior em 

comparação a plantas cultivadas com fotoperíodo 24 h. Quanto ao rendimento quântico 

efetivo do FSII (Fv/Fm) e a dissipação fotoquímica (qP), ambos tratamentos não 

exibiram diferenças significativas (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Variáveis fotossintéticas de Lippia alba após 45 dias de cultivo in vitro sob os 

fotoperíodos de 4, 8, 16 e 24 h. NPQ (A), ETR (B), Fv/Fm (C), qP (D) e taxa 

fotossintética (E). Médias comparadas pelo teste de Scott & Knott a 5% de 

probabilidade. Dados apresentados como média (n=4). Barras verticais representam o 

erro-padrão médio. Abreviações – NPQ: dissipação não-fotoquímica; ETR:Taxa de 
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transporte de elétrons; Fv/Fm: rendimento quântico efetivo do FSII (Fv/Fm); qP: 

dissipação fotoquímica. 

O fotoperíodo alterou os teores dos pigmentos fotossintéticos em Lippia alba 

Para os pigmentos fotossintéticos, os maiores teores de clorofila total e 

carotenoides foram observados nos tratamentos de 8, 16 e 24 h (Figura 7D-E). 

Entretanto, o teor de Chla foi maior no tratamento com fotoperíodo de 24 h quando 

comparado aos demais (Figura 7A). O maior teor de Chl b foi observado no fotoperíodo 

de 8 h, seguido dos tratamentos de 16 e 24 h, os quais não diferenciaram entre si, e 4 h 

que apresentou o menor teor (Figura 7B). A razão Chl a/b foi maior para o fotoperíodo 

de 4 h, seguida dos tratamentos de 16 e 24 h, enquanto que o menor valor foi observado 

no fotoperíodo de 8 h (Figura 7C). 
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Figura 7. Teor de clorofilas e carotenóides em Lippia alba após 45 dias de cultivo in 

vitro sob os fotoperíodos de 4, 8, 16 e 24 h. Médias comparadas pelo teste de Scott & 

Knott a 5% de probabilidade.  Dados apresentados como média (n=6). Barras verticais 

representam o erro médio. Abreviações – Chl a: clorofila a; Chl b: clorofila b. 

O fotoperíodo reduziu a expressão de geranial sintase, mas não alterou os níveis de 

expressão de nerolidol/linalol sintase e genes do relógio circadiano em Lippia alba 
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LaGES exibiu diminuição significativa na expressão comparada ao controle e 

aos demais tratamentos. A expressão relativa do LaNES/LIS não mostrou significância 

entre os tratamentos (Figura 8-A, B).  

Em relação aos genes do relógio circadiano, as expressões relativas de LaLHY, 

LaPRR5 e LaTOC1 não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos 

(Figura 8-C, D e E). Os genes LHY e PRR5 apresentaram correlação positiva e 

significativa em seus níveis de expressão (Figura 8-F). 
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Figura 8. Níveis de expressão dos genes em Lippia alba após 45 dias de cultivo in vitro 

sob quatro condições de fotoperíodo: 4, 8, 16 e 24 h e análise de correlação de Pearson. 
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Genes: Geraniol sintase (LaGES); Neralidol/Linalol sintase (LaNES/ LIS); Timing of 

cab expression1 (LaTOC1); Late elongated hypocotyl (LHY); Pseudo response 

regulator 5 (PRR5). Expressão relativa ao gene álcool desidrogenase (LaADH). Dados 

apresentados como média (n = 3) e comparadas através do teste de Dunnett a 5% de 

probabilidade. 

DISCUSSÃO 

 O crescimento e o desenvolvimento de plantas são influenciados por diversos 

fatores abióticos, assim como a biossíntese dos óleos essenciais (Ragagninet al. 2014, 

Batista et al. 2016, Batista et al. 2017a, Lazzarini et al. 2018). Vários trabalhos abordam 

o quanto fotoperíodo é vital em diferentes processos fisiológicos em plantas (Bordage et 

al. 2016, Maurya e Bhalerao 2017, Barros et al. 2017, Wang et al. 2018, Song et al. 

2018, Mahmud et al. 2018). No entanto, este estudo é o primeiro a investigar o efeito do 

fotoperíodo no perfil dos óleos essenciais, na expressão dos genes relacionados com a 

rota de biossíntese dos componentes dos óleos e do relógio circadiano, no crescimento, 

anatomia, metabolitos primários e na fotossíntese em Lippia alba. 

Em relação ao metabolismo primário, a exposição aos fotoperíodos mais longos 

(16 e 24 h) resultou no aumento de massa seca, tanto parte aérea quanto radicular, além 

de aumentar o comprimento do caule e da raiz. Os dados confirmam que a maior 

exposição à luz pode ter influenciado positivamente no crescimento das raízes de L. 

alba, como foi observado por Mahmud et al. (2018) ao avaliarem o efeito do 

fotoperíodo no crescimento e desenvolvimento de raízes de videiras. Baerenfaller et al. 

(2015) também encontraram maiores médias de áreas foliares em plantas desenvolvidas 

sob fotoperíodos longos (16 h).  

Em contraste, a exposição a fotoperiodos curtos acarretou menor 

desenvolvimento da área foliar, o que provavelmente permitiu menor desempenho 

fotossintético, menor concentração de pigmentos fotossintetizantes e fotoprotetores 

(carotenoides) no tratamento de 4 h. Fréchetteet al. (2016) também observaram um 

declínio na assimilação líquida de CO2 fotossintético em Pinus strobus sob condições de 

dia curto, sugerindo a importância do fotoperíodo na regulação da fotossíntese.  

As variações nas concentrações dos pigmentos fotossintéticos mostraram-se 

dependentes do tempo de exposição de luz diária, uma vez que o fotoperíodo de 4 h 

reduziu os conteúdos de clorofilas a, b e total e aumentou a razão clorofila a/b. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Vogg et al. (1998) em Pinus sylvestris L. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214662815000079#!
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cujos conteúdos de clorofilas a, b e total encontraram-se relativamente mais baixos sob 

dias curtos (9 h) em relação às plantas cultivadas sob dias longos. Além disso, foi 

observado que o fotoperíodo curto (4 h) incrementou a dissipação não-fotoquímica 

(NPQ) em relação as plantas cultivadas com fotoperíodo de 24 h. Esse resultado sugere 

que a entrada de energia fotossintética pode ter excedido sua utilização e 

estrategicamente a planta aclimata-se aumentando a fração de energia absorvida que é 

dissipada com o calor (Bilger e Bjöorkman 1990, Maxwell e Johnson 2000). Assim, é 

provável que haja uma plasticidade fisiológica à baixa exposição da luz, uma vez que 

rendimento quântico efetivo do FSII (Fv/Fm) e a dissipação fotoquímica (qP) não 

exibiram diferenças significativas em relação aos demais tratamentos. A taxa de 

transporte de elétrons (ETR) foi menor no fotoperíodo ininterrupto em relação aos 

demais fotoperíodos, no entanto este resultado não interferiu negativamente nos 

processos fisiológicos da planta analisados neste estudo.  Shibaeva e Markovskaya 

(2013) também encontraram menor ETR em fotoperíodo de 24 h em pepino (Cucumis 

sativus L.), em que ressaltam a importância do fotoperiodo na produção agrícola. Desse 

modo, apesar da diminuição na fotossíntese, área foliar, pigmentos fotossintetizantes e 

carotenoides, os resultados indicam que L. alba é uma espécie com grande capacidade 

de adaptação a diferentes fotoperíodos.  

No fotoperíodo de 4 h, houve redução do teor de proteínas, indicando que o 

fotoperíodo pode estar regulando a síntese proteica de L. alba in vitro. Fréchetteet al. 

(2016) relataram que a redução proteica em fotoperíodos reduzidos pode ocorrer devido 

a limitação fotossintética. Essa diferença nos níveis de proteína em diferentes 

fotoperíodos pode auxiliar no crescimento mais acelerado em fotoperíodos longos 

(Baerenfaller et al. 2015). Os teores dos açúcares glicose e sacarose foram maiores e 

reduzidos nos fotoperíodos de 4 e 24 h, respectivamente. Esses resultados são 

semelhantes aos encontrados por Mengin et al. (2017), onde a regulação de sacarose em 

fotoperíodos curtos levam a uma restrição de crescimento e exportação de carbono 

durante o dia. Os diferentes fotoperíodos não alteraram os teores de amido em L. alba in 

vitro. Por outro lado, vários estudos observaram aumento no acúmulo de amido quando 

a duração do fotoperíodo é encurtada (Hädrich et al. 2012, Mengin et al. 2017). Dessa 

forma, a duração do fotoperíodo em L. alba in vitro tem grande influência no 

metabolismo primário, cujos teores de açúcares e proteínas são importantes no controle 

do crescimento e desenvolvimento. 

javascript:;
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 O cultivo in vitro de L. alba em diferentes fotoperíodos afetou a morfogênese, 

mostrando que fotoperíodos de maiores durações (16 e 24 h) contribuíram para melhor 

estruturação do mesofilo, caule e raízes e diferenciar tecidos vasculares com feixes mais 

organizados e de maior calibre. Esses resultados são condizentes com os encontrados 

por Castro et al. (2005) que reportaram que o tamanho e o arranjo dos feixes vasculares 

foram menores em fotoperíodos de dias curtos (8 h). 

 Os fotoperíodos mais curtos não influenciaram a variação no perfil dos óleos 

essenciais quanto à exposição máxima de luz ininterrupta (24 h), mostrando que o 

fotoperíodo tem efeito significativo no perfil de óleos essenciais de L. alba. Esta 

variação, com fotoperíodos de dias longos e alta intensidade de luz, também foi relatada 

antes, com a ativação de genes relacionados à biossíntese de antocianinas promovendo 

seu acúmulo em folhas de Malus spp. (Lu et al. 2015), e também flavonoides, 

antocianinas, catequinas e flavonois em Ipomoea batatas (L.) Lam. (Carvalho et al. 

2010). 

 O teor de linalol foi aumentado sob o fotoperíodo de 24 h de luz 

comparativamente aos períodos de 8, 16 e 24 h. Esse aumento não foi acompanhado 

pela expressão de LaNES/LIS, no entanto os níveis de expressão de LaGES foram 

reduzidos. Possivelmente, o aumento da síntese de linalol esteja relacionado à 

diminuição da expressão de LaGES que por sua vez causou a redução da síntese do 

geraniol, também classificado como monoterpeno. Desse modo, o metabolismo vegetal 

pode estar direcionando o precursor da rota geranil pirofosfato (GPP) para a síntese de 

linalol, causando aumento significativo de seus níveis. Além disso, Viccini et al. (2014) 

relataram que os principais componentes dos óleos essenciais em L.alba estão 

relacionados com o nível de ploidia sendo que diplóides, triplóides e tetraploides de 

todos os acessos envolvidos no trabalho são capazes de produzir linalol e citral. No 

entanto, triploides são pobres em efetuar biotransformação adicional ao citral, sendo 

predominante na produção de linalol. Desse modo, a redução da expressão de LaGES 

pode estar relacionada a esta incapacidade de biotransformação, visto que o acesso 

utilizado neste estudo foi um triploide. Ademais, é provável que o fotoperíodo com 24 h 

tenha causado algum dano oxidativo nos tecidos, que acarretou nessa variação dos 

níveis de linalol. Vários trabalhos relatam que monoterpenos são eficazes na proteção 

de plantas contra estresses (térmicos ou oxidativos), nos quais seus níveis são 

aumentados nessas situações, eliminando espécies reativas de oxigênio e protegendo os 

sistemas fotossintéticos (Chen et al. 2009, Zuo et al. 2017). 
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A expressão relativa dos genes do relógio circadiano (LaLHY, LaPRR5 e 

LaTOC1) não mostraram diferenças significativas sob os diferentes fotoperíodos. 

Apesar de estudos mostrarem que a expressão do LHY é reprimida por PRR5 e TOC1, 

em L. alba diferentes fotoperíodos não alteraram a expressão de genes de relógio 

(Gendron et al. 2012, Huang et al. 2012, Nakamichi et al. 2010). Houve, no entanto, 

uma co-expressão entre LaLHY e LaPRR5.  

 Os resultados aqui encontrados indicam que o fotoperíodo é capaz de modular os 

metabolismos primário e secundário em plantas de Lippia alba in vitro. O fotoperíodo 

ininterrupto (24 h) proporcionou maior crescimento, organização anatômica do 

mesofilo, caule, raízes e feixes, pigmentos fotossintéticos, maior taxa fotossintética e 

maior síntese de proteínas totais. Esses resultados sugerem uma plasticidade fisiológica 

dessa espécie nos diferentes fotoperíodos com melhor desempenho em dias longos, o 

que pode estar relacionado com sua demarcada ocorrência em regiões tropicais. Além 

disso, a biossíntese de linalol, componente majoritário do quimiotipo de L. alba 

utilizado nesse estudo, foi alterado, com a redução da expressão de LaGES. Esses 

resultados permitirão uma melhor compreensão de como o fotoperíodo atua na 

regulação do metabolismo primário e secundário, o que é de grande importância, visto 

que é uma espécie valorosa na indústria farmacológica. 
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CAPÍTULO II 

 

Estresse salino modula crescimento, a morfologia e o perfil do óleo essencial em 

Lippia alba L. (Verbenaceae) cultivada in vitro 

 

RESUMO 

A salinidade do solo é um dos fatores abióticos que mais impacta a 

produtividade de plantas agrícolas em todo o mundo. A salinidade como fator abiótico 

foi relatada também em estudos influenciando a composição dos óleos essenciais em 

espécies de plantas medicinais. Lippia alba possui grande importância nos cenários 

econômico e social em virtude ao óleo essencial rico em compostos bioativos, os quais 

tornam essa espécie uma importante planta medicinal utilizada na medicina popular 

brasileira. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do estresse salino na anatomia, 

no crescimento, no perfil de óleos essenciais e na expressão de genes relacionados à 

síntese dos óleos essenciais em L. alba cultivada in vitro. Para avaliar a influência do 

estresse salino seguimentos nodais foram cultivados in vitro com meio de cultivo MS 

com adição de cloreto de sódio (NaCl) em quatro concentrações: 0, 30, 60 e 90 mM. 

Após 40 dias, foram realizadas as análises de crescimento, composição do óleo 

essencial, e a expressão de genes envolvidos na biossíntese do óleo essencial. O estresse 

salino afeta negativamente o metabolismo primário de L. alba, em que o crescimento, 

desenvolvimento e atividades fisiológicas foram comprometidas. O metabolismo 

secundário foi modulado, tendo aumento nos teores de linalol e redução dos teores de 

eucaliptol em plantas sob estresse salino mais severo (60 mM). Elevadas concentrações 

de NaCl podem comprometer a fisiologia das plantas no cultivo in vitro, entretanto, esta 

é uma espécie que apresenta plasticidade fisiológica sob estresse salino moderado sendo 

capaz de crescer e desenvolver e não comprometer a via dos monoterpenos e 

sesquiterpenos. 

 

Palavras-chave: Cloreto de sódio ·eucaliptol ·expressão gênica·germacreno· linalol. 
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ABSTRACT 

Soil salinity is one of the most abiotic factors affecting the productivity of agricultural 

plants worldwide. Salinity as an abiotic factor was also reported in studies influencing 

the composition of essential oils in medicinal plant species. Lippia alba has great 

importance in the economic and social scenarios due to the essential oil rich in bioactive 

compounds, which make this species an important medicinal plant used in Brazilian 

popular medicine. The objective of this work was to evaluate the effect of saline stress 

on anatomy, growth, essential oils profile and expression of genes related to the 

synthesis of essential oils in L. alba cultured in vitro. To evaluate the influence of saline 

stress, nodal sequences were cultured in vitro with MS culture medium with addition of 

sodium chloride (NaCl) in four concentrations: 0, 30, 60 and 90 mM. After 40 days, 

growth analyzes, essential oil composition, and expression of genes involved in 

essential oil biosynthesis were performed. Saline stress negatively affects the primary 

metabolism of L. alba, in which growth, development and physiological activities were 

compromised. Secondary metabolism was modulated, with increase in linalool levels 

and reduction of eucalyptol contents in plants under more severe salt stress (60 mM). 

High concentrations of NaCl may compromise the physiology of plants in in vitro 

culture, however, this is a species that presents physiological plasticity under moderate 

salt stress being able to grow and develop and not compromise the pathway of 

monoterpenes and sesquiterpenes. 

 

Key words: Sodium chloride • eucalyptol • gene expression • germacrhenol • linalool. 
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INTRODUÇÃO 

A salinidade do solo é um dos fatores abióticos que mais impacta a 

produtividade de plantas agrícolas em todo o mundo (Rahil et al. 2013, Brito et al. 

2014). Mais de 100 países são afetados pelo excesso de sal nos solos, cuja área chega 

próxima à 1 bilhão de hectares (FAO e ITPS 2015). Diversas são as causas decorrentes 

do excesso de sal no solo, as quais podem ser de origem natural ou antrópica. A maior 

parte do excesso de sal nos solos é procedente de causas naturais como erosão do solo, 

chuvas, sal do oceano e intemperismo das rochas (Munns 2005, Munns e Tester 2008). 

Dentre as causas provocadas por atividades antrópicas estão o desmatamento e irrigação 

com água de baixa qualidade (Pitman e Läuchli, 2002). 

Entre os sais solúveis, o NaCl é o que apresenta maior solubilidade tornando-se 

mais difundido no solo (Almeida et al. 2017). Os sais dissolvidos na solução nutritiva 

do solo podem reduzir a disponibilidade de água livre por efeito osmótico que impede a 

absorção de água pelas raízes, reduzindo o potencial hídrico da planta, afetando o 

equilíbrio iônico e consequentemente o crescimento (Syvertsena et al. 2014). Além 

disso, o equilíbrio iônico intra e intercelular é fortemente afetado pelo estresse salino ao 

promover toxidade iônica devido ao excesso de íons de sódio e/ou cloreto limitando a 

absorção de macronutrientes como potássio e cálcio (Chakraborty et al. 2016, 

Gharsallah et al. 2016, Almeida et al. 2017). 

Ao longo da evolução, muitas espécies de plantas desenvolveram diversos 

mecanismos para adaptação ao estresse salino, seja ele temporário ou até o final do ciclo 

de vida (Yokoi et al. 2002, Parida e Das 2005). Alguns mecanismos como dormência, 

síntese de enzimas eliminadoras de radicais livres (peroxidade, catalase, peróxido 

dismutase e peroxidase ascórbica), ajustes celulares osmóticos com transportadores de 

H+, K+ e Na+ e síntese de solutos orgânicos (prolinas) como regulador osmótico e 

remoção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foram citados (Yokoi et al., 2002, 

Gharsallah et al. 2016, Mansour e Ali 2017, Almeida et al. 2017). Além disso, 

compostos orgânicos como carboidratos, proteínas e aminoácidos são sintetizados e 

acumulados na células vegetais para garantir a homeostase celular (Abraham et al. 2003, 

Zhifang e Loescher 2003). 

Plantas medicinais são ricas em princípios ativos que podem ser amplamente 

utilizados nas indústrias farmacológica, alimentícia e agroquímica (Böhme et al. 2014, 

Wagas et al. 2016). Dentre os princípios ativos, os óleos essenciais são citados como 
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substâncias benéficas com efeitos analgésico, anti-inflamatório, anti-ulcerogênicas, 

anticonvulsivante, anti-helmínticas, antifúngico e propriedades miorrelaxantes (Aguiar 

et al. 2008, Hennebelle et al. 2008, Carmona et al. 2013, Oliveira et al. 2014, Raut e 

Karuppayil 2014, Amin e Hosseinzadeh 2016). Ademais, os óleos essenciais são 

empregados na conservação de alimentos (Pola et al. 2016, Otoni et al. 2016) e no 

controle de pragas (Pavela e Govindarajan 2017, Benelli et al. 2018). 

Os óleos essenciais são sintetizados, armazenados e secretados por tricomas 

glandulares (secretores). Os tricomas são pequenas estruturas anatômicas de origem 

epidérmica localizados em diferentes órgãos das plantas como folhas e caules. Eles são 

classificados em tricomas glandulares e não-glandulares ou tectores (Schilmiller et al. 

2008). 

A via de biossíntese dos componentes dos óleos essenciais é dividida em duas 

vias distintas: via do mevalonato (MEV) e via do metileritritol-fosfato (MEP). A via do 

MEV ocorre no citosol, onde são sintetizados sesquiterpenos através dos precursores 

piruvato e acetilcoenzima-A. A via do MEP encontra-se nos plastídios, cujo os 

precursores dos monoterpenos são piruvato e gliceraldeído-3-fosfato (Chemat et al. 

2013, Pérez et al. 2018). 

O gênero Lippia abrange mais de 100 espécies distribuídas pela América Latina 

e África, sendo no Brasil muitas espécies encontradas na Cadeia do Espinhaço, em 

Minas Gerais e na Chapada Diamantina, na Bahia (Viccini et al. 2006, O'Leary et al. 

2012, Almeida et al. 2018). Lippia alba (Verbenaceae), é uma espécie que possui 

grande importância nos cenários econômico e social em virtude do óleo essencial rico 

em compostos bioativos, os quais torna esta espécie uma importante planta medicinal 

utilizada na medicina popular brasileira (Pascual et al. 2001, Lorenzi e Matos 2008).  

Os metabólitos secundários são frequentemente modulados por vários fatores 

abióticos (Akula et al. 2011). Fatores abióticos como temperatura, concentrações 

elevadas de CO2, qualidade e intensidade de luz já foram apontados por alterar o perfil 

dos óleos essênciais. (Morais 2009, Ragagnin al. 2014, Batista et al. 2016, Batista et al. 

2017a, Lazzarini et al. 2018). A salinidade como fator abiótico também foi relatada em 

estudos influenciando a composição dos óleos essenciais em espécies de plantas 

medicinais (Neffati e Marzouk 2008, Taarit et al. 2010, Yadav 2017). 

Este trabalho tem como ponto central a importância da Lippia alba como uma 

espécie medicinal e suas respostas do metabolismo primário e secundário ao estresse 

salino. Dada a importância dos óleos essenciais para a indústria, e que fatores abióticos 
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podem promover alterações na produção de óleos essências é relevante que pesquisas 

busquem um maior entendimento nesta abordagem, visto que não há estudos sobre a 

influência do estresse salino no metabolismo e na produção de óleos essenciais nessa 

espécie. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do estresse salino na 

anatomia, no crescimento, no perfil de óleos essenciais e na expressão de genes 

relacionados à síntese dos óleos essenciais em L. alba cultivada in vitro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

Foi utlizado o acesso de Lippia alba (BGEN-04) do Banco de Germoplasma do 

Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF, Juiz de 

Fora, MG, Brasil), sendo os propágulos provenientes da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Cenargen, Brasília, DF, Brasil). O acesso foi identificado pela Dra. 

Fátima Salimena (Departamento de Botânica, UFJF). Os espécimes foram depositados 

no Herbário Leopold Krieger (Herbário CESJ 48372, UFJF). Os espécimes foram 

depositados no Herbário Leopold Krieger (Herbário CESJ 48372, UFJF). As plantas 

foram propagadas in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog 1962) em sua solução 

salina original, complexo vitamínico de MS, na ausência de reguladores de crescimento 

e, 30 g L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 6,5 g L-1 de ágar Merck® (Merck 

Millipore Corp, Darmstadt, Alemanha). O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O 

meio foi autoclavado a 120 oC, 108 kPa de pressão, durante 20 min, no Laboratório de 

Cultura de Tecidos Vegetais (LCT II), no Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária (BIOAGRO, Universidade Federal de Viçosa, MG, Brasil). 

Efeito do estresse salino 

Oito segmentos nodais (~ 2 cm de comprimento) foram inoculados em frascos 

de vidro (600 mL de capacidade), contendo 80 mL de meio de cultura com a formulação 

salina básica de MS, vitaminas de MS, 30 g L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 

6,5 g L-1 de ágar Merck®. O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O meio foi 

autoclavado a 120 oC e 108 kPa de pressão, durante 20 min. Para avaliar a influência do 

estresse salino, foi adicionado ao meio de cultivo cloreto de sódio (NaCl) em quatro 

concentrações: 0, 30, 60 e 90 mM. As culturas foram mantidas em sala de crescimento à 

temperatura de 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16h de luz e irradiância de 41 μmol m-2 s-1 
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fornecida por duas lâmpadas LED branca (SMD 100 - 18W, Vilux®, Vitória, ES, 

Brasil). Os frascos foram vedados comtampas rígidas de polipropileno (TRP) com dois 

orifícios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 m (MilliSeal® AVS-045 Air Vent) 

[taxa de troca de CO2 (TTCO2): 25 µL L-1 s-1] (Batista et al. 2017b). 

Após 40 dias de cultivo, as análises dos metabólitos primários, crescimento, 

anatomia, perfil dos óleos essenciais, e expressão dos genes envolvidos na rota de 

biossíntese de sesquiterpenos e monoterpenos foram realizadas. Todas as coletas foram 

feitas em horário padronizado, às 17 h. 

Análises de desenvolvimento 

Foram analisadas as seguintes características de desenvolvimento: massa fresca 

(g), massa seca (g), comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da maior 

raiz (cm), (%) e área foliar (cm²). A determinação da área foliar foi feita com auxílio do 

programa ImageJ (Schneider et al. 2012). 

Analises anatômicas 

Para a caracterização anatômica estrutural, amostras do segundo par de folhas 

expandidas, caules da região mediana do segundo internódio e raízes principais da 

região mediana foram fixadas em solução Karnovsky (Karnovsky 1965). Após a 

fixação, as amostras foram desidratadas em série etílica crescente (10, 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 85, 90 e 95%) e incluídas em resina acrílica (Historesin, Leica Instruments, 

Alemanha). As secções transversais de 5 μm de espessura, foram obtidas em micrótomo 

rotativo de avanço automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA) e corados 

com azul de Toluidina (pH 3,2) (O’Brien e McCully 1981). As lâminas foram montadas 

em resina sintética Permount® SP15-500 (Fisher Chemicals- Fisher Scientific). Para a 

captura de imagens, foi utilizado um microscópio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus 

Optical) com sistema U-photo, acoplado à câmera fotográfica digital (modelo Spot 

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e microcomputador com o programa 

de captura de imagens Spot Basic. 
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Determinação de pigmentos fotossintéticos e quantificação de carboidratos, 

proteínas, aminoácidos e amido 

Amostras da parte aérea foram coletadas, congeladas em nitrogênio líquido e, 

posteriormente, maceradas e liofilizadas para análise. Para determinação de pigmentos 

fotossintéticos, aproximadamente 10 mg de tecidos liofilizados foram utilizados para 

extração com acetona conforme descrito por Welburn (1994). Na determinação dos 

carboidratos (amido, sacarose, glicose e frutose) 25 mg de tecidos liofilizados foram 

utilizados na extração com metanol e avaliados conforme descrito por Fernie et al. 

(2001). A quantificação de proteína e de aminoácidos totais foi conduzida como 

relatado em Cross et al. (2006). 

Microextração dos óleos essenciais 

Para a microextração de óleos essenciais, aproximadamente 300 mg de folhas 

foram coletadas e armazenadas a -18 ºC em tubo de ensaio com tampa rosqueável. Após 

o congelamento, 1,0 mL de hexano e 0,5 mL de metanol foram adicionados a cada 

amostra. Para acelerar o processo de extração, as amostras foram mantidas em banho de 

ultrassom (Thornton-INPEC) com frequência de 70 KHz, à temperatura ambiente, por 1 

h. Em sequência, o sobrenadante foi filtrado através de uma mecha de algodão estéril. 

Amostras de 1 µL de solução límpida obtida, contendo os óleos extraídos, foram 

analisadas por cromatografia gasosa. 

Análise qualitativa dos óleos essenciais 

A análise qualitativa do óleo essencial procedeu-se com o cromatógrafo gasoso 

acoplado a espectrômetro de massas (GCMS-QP2010 Plus; Shimadzu) e coluna Rtx-

5MS® (Restek) de 30 m x 0,25 mm.  Iniciou-se a temperatura do forno com 70 ºC, 

mantida por 3 min, seguida por aumento de 6 ºC min−1, até 300 ºC. O injetor foi 

operado no modo ‘split’ (1:10), à temperatura de 240 ºC, e a interface e o detector de 

massas operaram a 300 ºC. Foi utilizado hélio como gás de arraste, com fluxo de 1,53 

mL min−1. Uma mistura padrão de hidrocarbonetos lineares (C9H20; C10H22: ... 

C25H52 e C26H54) foi injetada nas mesmas condições das amostras. A identificação 

dos constituintes foi realizada comparando-se os espectros de massa obtidos com os do 

banco de dados da NIST 9.0 (correlação de > 97%) e confirmado pelo seu índice de 
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retenção (Índice de Kováts), calculado para cada constituinte, e comparado aos dados na 

literatura (Adams 1997). 

Extração de mRNA, síntese de cDNA e análise por RT-q PCR 

O RNA total foi isolado de folhas de L. alba com TRIZOL (Invitrogen, 

Carlsbad, California, EUA) e tratado com DNAse I (Invitrogen) seguindo as 

recomendações dos fabricantes. A quantificação foi feita com NanoDrop ND-2000 

(NanoDrop Technologies). A partir de 800 ng de RNA total o cDNA foi sintetizado 

utilizando transcriptase reversa (Ludwig Biotec®). O volume total da reação foi de 10 

µL, sendo 1 µL de cDNA, 3 µL de água DEPC (dietilpirocarbonato), 2 µL de primers 

(forward e reverse) 4 µM e 4 µL de SYBR-Green mix/Rox (Ludwig Biotec®, Alvorada, 

Brasil). A reação de PCR em tempo real (RT- qPCR) foi realizada no equipamento 

CFX96 Touch™ (BIO-RAD). Primers dos genes nerolidol/linalol sintase (LaNES/LIS), 

geraniol sintase (LaGES), timing of cab expression1 (LaTOC1), pseudo response 

regulator 5 (LaPRR5), late elongated hypocotyl (LaLHY) e o gene de referência álcool 

desidrogenase (LaADH) foram desenhados a partir da sequência do transcriptoma de 

novo de Lippia alba (Souza et al. 2016 – dados não publicados). 

Análises estatísticas 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

sendo a unidade experimental composta por um frasco de cultivo contendo oito plantas. As 

análises estatísticas de todos os experimentos foram realizadas por meio do software Genes 

versão Windows/2004.2.1 (Cruz 2013). Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) pelo teste F e as médias comparadas pelos testes de Scott & Knott (P≤0,05). 

Para as análises de RT-qPCR os níveis de expressão foram calculados pelo método 

ΔΔCt proposto por (Livak e Schmittgen 2001) com três repetições biológicas e pelo menos 

três repetições técnicas. As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett (P≤0,05). 
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RESULTADOS 

O estresse salino interferiu no crescimento, de plantas de Lippia alba in vitro 

O controle e o tratamento com 30 mM de NaCl apresentaram, respectivamente, 

maiores valores no acúmulo de massas fresca e seca da parte aérea (Fig. 2A, B) e 

comprimentos da parte aérea (Figura 2F) em relação ao tratamento com maior 

concentração de NaCl (60 mM). As raízes (Figura 2C, D e E) não apresentaram diferenças 

significativas para massa fresca/seca e comprimento. Para área foliar quanto maior foi a 

concentração de NaCl, menor foi a área foliar total (Figura 2G). O teor de clorofilas totais, 

não houve diferença entre os tratamentos (Figura 2H). As plantas que foram cultivadas 

com 90 mM de NaCl no meio não sobreviveram. 

 

 

Figura 1. Plantas de Lippia alba cultivadas 40 dias in vitro sob diferentes concentrações 

de NaCl (0, 30 e 60 mM). Barra equivale a 2 cm. 
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Figura 2. Variáveis de crescimento de plantas de Lippia alba cultivadas 40 dias in vitro 

em diferentes concentrações de NaCl (0, 30 e 60 mM). Médias indicadas pelas mesmas 
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letras não diferem pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados 

apresentados como média (n=3). Barras verticais representam o erro padrão. 

O estresse salino influenciou na morfoanatomia de Lippia alba cultivada in vitro 

O cultivo in vitro de L. alba sob estresse salino promoveu variações na anatomia 

de caules e folhas, sendo nas folhas a maior parte delas (Figura 3). Em relação aos 

caules, é possível observar redução do número de feixes vasculares conforme o aumento 

da salinidade (Figura 3-A, D e G). 

A região da nervura central das plantas cultivadas sob o estresse salino mais 

severo (60 mM) evidenciou menor organização celular do mesofilo e dos feixes 

vasculares em relação aos demais tratamentos.  
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Figura 3. Seções transversais de caules (A, D e G) e nervura central de lâminas foliares 

(B, E e H) de Lippia alba após 40 dias de cultivo in vitro, em diferentes concentrações 

de NaCl (0, 30 e 60 mM), e coradas com azul de toluidina. Barras = 10 µm. 

O estresse salino reduziu os teores de sacarose e aumentou a síntese proteica em 

Lippia alba cultivada in vitro 

 Os açúcares glicose e frutose não apresentaram diferenças significativas entre as 

concentrações de NaCl. Entretanto, os teores de sacarose foram reduzidos nos 

tratamentos com 30 e 60 mM de NaCl. Os teores de proteína total foram maiores no 

tratamento com 30 mM de NaCl e menores no controle. Para os aminoácidos não se 

observou diferenças significativa entre os tratamentos. 
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Figura 4. Teores de açúcares, proteína e amido em folhas de Lippia alba após 40 dias 

do cultivo in vitro em diferentes concentrações de NaCl (0, 30, 60 mM). (A) Glicose; 

(B) Frutose; (C) Sacarose; (D) Proteína e (E) Amido. Letras iguais não diferem pelo 

teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=4). 

Barras verticais representam o erro padrão. 
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O perfil dos óleos essenciais em plantas de Lippia alba cultivadas in vitro foi 

modificado pelo estresse salino 

O estresse salino apresentou alterações no perfil da composição dos óleos 

essenciais em Lippia alba. As plantas submetidas à maior concentração de NaCl (60 

mM) exibiram aumento significativo no teor de linalol (90,43%), em relação a 0 mM 

(88,28%) e 30 mM de NaCl (87,37%). Antagonicamente, o teor de eucaliptol foi 

reduzido na máxima concentração de NaCl. Para o composto germacreno não se 

observou diferença significativa entre os tratamentos (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Efeito de concentrações de NaCl (0, 30 e 60 mM) no perfil da composição 

dos óleos essenciais em Lippia alba após 40 dias de cultivo in vitro. Médias comparadas 

pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média 

(n=4). Barras verticais representam o erro padrão. 
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O estresse salino não alterou os níveis de expressão de nerolidol/linalol sintase em 

Lippia alba 

Foi avaliada a expressão de genes envolvidos na via de biossíntese de 

sesquiterpenos e monoterpenos (Figura 6). A expressão relativa LaNES/LIS e LaGES 

não mostraram diferenças significativas entre os diferentes níveis de estresse salino. 

 

 

Figura 6. Reação de transcriptase reversa seguida da reação em cadeia da polimerase 

em tempo real (RT-qPCR) de Lippia alba após 40 dias de cultivo in vitro sob três 

concentrações de NaCl: 0, 30 e 60 mM. Genes: Geranial sintase (LaGES); 

Neralidol/Linalol sintase (LaNES/ LIS). Expressão relativa ao gene álcool 

desidrogenase (LaADH). Dados apresentados como média (n = 3) e comparadas através 

do teste de Dunnett a 5% de probabilidade. 

DISCUSSÃO 

Existem muitos trabalhos na literatura que buscam investigar o efeito de estresse 

salino no rendimento/composição de óleos essenciais em plantas, entretanto esse 

trabalho é um dos pioneiros a investigar o efeito de estresse salino na composição do 

óleo essencial em cultivo in vitro. A hipótese de que o estresse salino, dependendo da 

sua severidade, altera o perfil da composição dos óleos essenciais de Lippia alba no 

cultivo in vitro foi confirmada.  

A menor concentração de NaCl (30 mM) não afetou os carboidratos como 

glicose e frutose, aminoácidos, clorofilas, biomassa e o perfil da composição dos óleos 

essenciais. Entretanto, o estresse salino mais severo (60 mM NaCl) influenciou de 

forma negativa o crescimento da planta, área foliar, massas fresca e seca, detectando-se 
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menor concentração de sacarose, o que possivelmente reduz a disponibilidade de 

assimilados na planta e impacta a biomassa. Ademais, o crescimento reduzido pode ter 

sido afetado por efeitos iônicos e,ou osmóticos (Balal et al. 2012, Rodriguez-Gamir et 

al. 2012, Brito et al. 2014, Almeida et al. 2017). Em relação às raízes, o estresse salino 

moderado não afetou o crescimento e a massa (fresca e seca) no cultivo in vitro de 

Lippia alba. Entretanto, em condições ex vitro, diversos estudos mencionam a 

ocorrência da redução do sistema radicular em condições de salinidade. Acredita-se que 

o menor desenvolvimento das raízes leva a menor absorção de íons como Na+ e Cl-  que 

em níveis elevados poderiam causar toxicidade das plantas, prejudicando o crescimento 

e o desenvolvimento de todo o sistema (González et al. 2012, Brito et al. 2014, Garcia-

Sanchez et al. 2014, Syvertsen et al. 2014).  

O cultivo in vitro de L. alba sob o estresse salino afetou negativamente a 

formação dos tecidos, como a organização do mesofilo, caule e raízes, assim como os 

feixes vasculares nestes órgãos. Vários trabalhos reportam alterações morfológicas em 

plantas submetidas ao estresse salino, em que estas são capazes de desenvolver recursos 

anatômicos com o intuito de resistir e/ou adaptar a tais condições (Romero-Aranda et al. 

1998, Navarro et al. 2007, Fernández-García et al. 2014, Acosta-Motos et al. 2017). 

Dessa forma, L. alba não foi capaz de promover mecanismos de adaptação em respostas 

morfoanatômicas o que sugere ser uma espécie susceptível ao estresse salino. 

O teor de proteínas totais foi aumentado em plantas submetidas ao estresse 

salino em relação as plantas controle. Esta pode ser uma estratégia para manter o 

potencial osmótico e o equilíbrio iônico com substancias que sejam compatíveis com o 

metabolismo celular sem prejudicar outros processos fisiológicos e bioquímicos 

(Zhifang e Loescher 2003). Além disso, o acúmulo de proteínas pode favorecer a 

integridade de membranas, proporcionando sobrevivência celular (Dawood e El-Awadi, 

2015). Estes resultados de aumento do conteúdo proteico sob estresse salino, também 

foram encontrados em Zea mays L. por Ashraf et al. (2017) e em Vicia faba L. por 

Qados (2011). Por outro lado, houve redução de sacarose quando submetidas ao estresse 

salino. Vários trabalhos apontam a sacarose como um osmólito regulador para 

contrabalancear estresses ambientais, assim como outras moléculas orgânicas como 

prolina, mioinositol, manitol, citrato, lactato, acetato, succinato e oxalato (Liu e Shi 

2010, Khalid e Cai 2011, Wang et al. 2011, Slama et al. 2015, Hmidi et al. 2018, Wani 

et al. 2019). 
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O estresse salino mais severo (60 mM NaCl), provocou alterações no perfil da 

composição dos óleos essenciais em relação aos demais tratamentos (0 e 30 mM), 

promovendo aumento no teor de linalol e redução em eucaliptol. Entretanto esse 

aumento não foi acompanhado pela expressão de LaNES/LIS e LaGES. Esta variação, 

com estresse salino, foi relatada anteriormente, em Artemisia annua L. em que o 

principal componente do óleo essencial, cânfora, foi aumentado em todos os 

tratamentos com NaCl (50, 100 e 200 mM) em relação as plantas controle (Yadav et al. 

2017). Além disso, os autores encontraram aumento significativo no total de 

monoterpenoides e sesquiterpenoides em condições de estresse salino em todas as fases 

de desenvolvimento da planta. Resultados semelhantes também foram encontrados por 

Taarit et al. (2010), quando a exposição a 25-75 mM de NaCl aumentou o rendimento 

do óleo essencial em Salvia officinalis. Neffati e Marzouk (2008), observaram que 

níveis elevados de salinidade (75 mM) podem reduzir as concentrações dos compostos 

químicos como (E)-2-decenal e decanal e dodecanal em Coriandrum sativum L. Por 

outro lado, quando submetidos a baixas concentrações (25 mM) de NaCl observou-se 

aumento destes compostos. Dessa forma, plantas submetidas ao estresse salino podem 

apresentar variações no perfil da composição dos óleos essenciais. 

As plantas utilizam diferentes mecanismos de adaptação sob diferentes 

condições de estresse abiótico. Vários trabalhos relatam que monoterpenos são eficazes 

na proteção de plantas contra estresses. Essa ideia parece ser condizente com os 

resultados encontrados neste trabalho, devido ao aumento de linalol na maior 

concentração de NaCl (60 mM) (Zuo et al. 2017, Chen et al. 2008). Alguns trabalhos 

mostram que isoprenoides voláteis têm ação como moléculas sinalizadoras induzidas 

pelo estrese e podem reagir com espécies reativas de oxigênio para eliminá-las (Santos 

et al. 2006, Vickers et al. 2009). 

A expressão relativa de genes envolvidos na biossíntese do óleo essencial em L. 

alba não foi significativa. No entanto, George et al. (2017) identificaram genes que 

codificam componentes do óleo essencial de C. zizanioides como isoformas de beta-

bisaboleno sintase sendo diferencialmente expressos sob estresse salino, em que essa 

alteração nos padrões de expressão pode contribuir para modular a composição do óleo 

essencial. 

Em conclusão, vemos que o estresse salino prejudicou o desenvolvimento e o 

metabolismo primário de plantas de Lippia alba in vitro, visto que o crescimento, 
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desenvolvimento e atividades fisiológicas foram comprometidos sob essa condição. O 

metabolismo secundário também foi afetado, tendo os teores de linalol e eucaliptol sido 

alterados em plantas sob estresse salino. Esses resultados sugerem uma plasticidade 

fisiológica dessa espécie sob o estresse salino moderado, visto que concentrações 

elevadas de NaCl como 90 mM foi capaz de inviabilizar as plantas no cultivo in vitro. 

Por outro lado, também mostram o potencial de plantas de L. alba como uma planta 

medicinal com potencial adaptação a solos afetados pelo estresse salino moderado, 

sendo capaz de crescer e sintetizar compostos secundários como os óleos essenciais, 

nestas condições. Ademais, esta plasticidade fisiológica pode estar relacionada com o 

ambiente em que este acesso foi coletado, na Cadeia do Espinhaço, local onde 

predominam solos litólicos e com grandes afloramentos rocha.  
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CAPÍTULO III 

O défice hídrico modula o crescimento, a morfologia e o perfil do óleo essencial em 

Lippia alba L. (Verbenaceae) cultivada in vitro 

RESUMO 

A erva-cidreira [Lippia alba (Miller) N.E. Brown] possui importância econômica 

devido à produção de óleos essenciais, os quais apresentam ação terapêutica na 

melhoria da qualidade do sono, alívio do estresse, controle de doenças respiratórias, 

gastrointestinais, anti-inflamatórias e como sedativo natural. Podem também ser 

utilizados no controle biológico contra diversos patógenos e na conservação de 

alimentos. O défice hídrico é um fator abiótico limitante para o crescimento, 

morfologia, realização de processos fisiológicos e bioquímicos das plantas. Além disso, 

as plantas podem ter vias de seu metabolismo secundário, como a produção de óleos 

essenciais, alteradas pela baixa disponibilidade hídrica. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar o efeito do défice hídrico no crescimento, fotossíntese, perfil de óleos essenciais 

e expressão de genes relacionados à biossíntese de óleos essenciais em Lippia alba 

cultivada in vitro. Para avaliar a influência do estresse hídrico seguimentos nodais 

foram cultivados in vitro com meio de cultivo MS com adição de polietilenoglicol 

(PEG) em quatro concentrações: 0, 1, 2 e 3% (m/v). Após 45 dias, foram analisados a 

taxa fotossintética, análises de avaliação de crescimento, composição do óleo essencial, 

e a expressão de genes envolvidos na biossíntese do óleo essencial. A Lippia alba 

mostrou-se uma espécie capaz de adaptar em solos com baixa disponibilidade hídrica. O 

metabolismo primário é afetado com redução do crescimento, área foliar e taxa 

fotossintética. A limitação hídrica aumentou no conteúdo de aminoácidos e proteínas 

totais. O metabolismo secundário foi modulado, com aumento nos teores de linalol e 

redução nos teores de germacreno em plantas sob défice hídrico. Esses resultados 

fornecem uma melhor compreensão de como o défice hídrico modula a síntese de 

metabolitos primários e secundários em L. alba, que demonstra ser uma espécie 

medicinal com potencial de adaptação a solos com baixa disponibilidade hídrica, sendo 

capaz de crescer e sintetizar compostos secundários como os óleos essenciais nessas 

condições.  

 



 

75 

 

Palavras-chave: Polietilenoglicol·  estresse abiótico ·  expressão gênica ·  germacreno ·  

linalol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

76 

 

ABSTRACT 

Lippia alba (Miller) N.E. Brown has a great economic importance due to the production 

of essential oils, which producemedicinal activities such as improve sleep quality, stress 

relief, control of respiratory and gastrointestinal diseases, anti-inflammatory and natural 

sedative. They can also be used in biological control against various pathogens and in 

food preservation. The water deficit is a limiting abiotic factor for plant growth, 

morphology, physiological and biochemical processes. In addition, plants may have 

secondary metabolism features, such as essential oil production, altered by low water 

availability. The objective of this work was to evaluate the effect of water deficit on 

growth, photosynthesis, essential oil profile and the expression of genes related to the 

biosynthesis of these compounds in L. alba cultivated in vitro. In order to evaluate the 

influence of water stress nodal segments were cultured in vitro with MS culture medium 

with addition of polyethylene glycol (PEG) in four concentrations: 0, 1, 2 and 3% (m/v). 

After 45 days, photosynthetic rate, growth evaluation analysis, essential oil 

composition, and expression of genes involved in essential oil biosynthesis were 

analyzed. L. alba has been shown to be able to adapt to soils with low water availability. 

The primary metabolism is affected with reduced growth, leaf area and photosynthetic 

rate. Water limitation increased in the content of amino acids and total proteins. 

Secondary metabolism was modulated, with increase in linalool levels and reduction in 

germacrene levels in plants under water deficit. These findings provide a better 

understanding of how the water deficit modulates the synthesis of primary and 

secondary metabolites in L. alba, showing that it is a medicinal species with potencial to 

adapt in soils with low water availability, being able to grow and synthesize secondary 

compounds such as the essencial oils. 

 

Key words: Polyethylene glycol·  abiotic stress·  gene expression·  germacren·linalool. 
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INTRODUÇÃO 

Em virtude da sua natureza séssil, as plantas estão constantemente sujeitas a 

diversos fatores abióticos no ambiente, necessitando reconhecer e criar mecanismos que 

possam garantir o seu crescimento e desenvolvimento (Barkla et al. 2013). 

O défice hídrico é um fator abiótico limitante para o crescimento, morfologia e 

para a realização de processos fisiológicos e bioquímicos das plantas (Bosabalidis e 

Kofidis 2002, Cairns et al. 2012, Wu et al. 2008, Ghotbi‐Ravandi et al. 2014, Maatallah 

et al. 2016, Allahverdiyev et al. 2016, Kumar et al. 2017). O crescimento em particular 

é comprometido, visto que a baixa disponibilidade hídrica reduz a divisão e o 

alongamento celular causados pela perda de turgescência (Lawlor e Cornic 2002, Ge et 

al. 2012, Jaleel et al. 2008). Além disso, há formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) como radicais superóxido, oxigênio simples, radicais hidroxila e peróxido de 

hidrogênio, que podem afetar o metabolismo celular prejudicando a síntese de proteínas, 

ácidos nucleicos, enzimas e lipídeos (Mittler et al. 2004, Ozhur et al. 2009, Xie et al. 

2016). A atividade fotossintética é também limitada pela escassez hídrica. Plantas sob o 

défice hídrico utilizam como estratégia o fechamento estomático, restringindo a perda 

de água por transpiração, reduzindo a difusão de CO2 nos espaços intercelulares para o 

cloroplasto e afetando a fotossíntese (Flexas et al 2004, Chaves et al. 2009, Li et al. 

2017). 

Respostas celulares e fisiológicas adaptativas à limitação hídrica são utilizadas 

pelas plantas como estratégia para amenizar os danos celulares e permitir uma 

adaptação a esta condição. Dentre elas, a biossíntese e acúmulo de solutos orgânicos 

como prolina, que desempenha papel importante no ajuste osmótico (Hasegawa et al, 

2000, Merwad et al. 2018) e síntese de enzimas eliminadoras de radicais livres como 

peroxidade, catalase, peróxido dismutase e peroxidase ascórbica (Sofo et al. 2015). 

Além destas, é observado também regulação hormonal através dos fito-hormônios como 

o ácido abscísico (ABA), citocininas, ácido giberélico, auxinas e etileno (Sharp 2002, 

Wilkinson et al. 2010, Du et al. 2010, Peleng et al. 2011, Xuemei et al. 2011, Wilkinson 

et al. 2012).  

O metabolismo secundário das plantas também é modulado pelo défice hídrico, 

especialmente em plantas aromáticas e medicinais. Muitos trabalhos mostram que a 

limitação da disponibilidade de água em plantas altera a qualidade e a quantidade dos 
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óleos essenciais (Petropoulos et al. 2008, Mandoulakani et al. 2017, Morshedloo et al. 

2017, Yadav et al. 2014). 

A via de biossíntese dos componentes dos óleos essenciais é dividida em duas 

vias distintas: via do mevalonato (MEV) e via do metileritritol-fosfato (MEP). A via do 

MEV ocorre no citosol, onde são sintetizados sesquiterpenos através dos precursores 

piruvato e acetilcoenzima-A. A via do MEP encontra-se nos plastídios, cujo os 

precursores dos monoterpenos são o piruvato e o gliceraldeído-3-fosfato (Chemat et al. 

2013, Pérez et al. 2018). 

Encontrado em vários ambientes, o gênero Lippia é distribuído principalmente 

na América Latina, no continente Africano e no Brasil em Minas Gerais, na Cadeia do 

Espinhaçoe Bahia, na Chapada Diamantina (Viccini et al. 2006, O'Leary et al. 2012, 

Almeida et al. 2018). Lippia alba (Verbenaceae), é uma espécie que possui grande 

importância nos cenários econômico e social em virtude ao óleo essencial rico em 

compostos bioativos que conferem inúmeros benefícios para a saúde e atuam na 

prevenção e no combate a diversas doenças, entre elas, doenças cardiovasculares, 

bronquite, tosse, asma, distúrbios estomacais e intestinais (Pascual et al. 2001, Lorenzi e 

Matos 2008, Raut e Karuppayil 2014, Amin e Hosseinzadeh 2016, Saljoughian et al. 

2018). No setor alimentício, pode ser utilizada na conservação de alimentos 

(Szczepanski e Lipski 2014, Peng e Li 2014, Otoni et al. 2016, Pola et al. 2016) e na 

indústria agroquímica tem ação no controle de pragas (Pavela e Govindarajan 2017, 

Benelli et al. 2018). Desse modo, a espécie torna-se importante, desde à medicina 

popular brasileira até indústrias farmacológicas e agroquímicas.  

Visto que os óleos essenciais têm papel importante frente a diversos cenários 

econômicos e sociais faz-se necessário entender como diferentes ambientes podem 

alterar a sua produção, assim como suas rotas de biossíntese. Embora L. alba seja uma 

importante espécie medicinal, pesquisas que relacionem fatores abióticos como o défice 

hídrico, na modulação do metabolismo primário e secundário, em especial os óleos 

essenciais, são escassos. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do 

défice hídrico no crescimento, fotossíntese, no perfil de óleos essenciais e na expressão 

de genes relacionados à síntese de óleos essenciais em L. alba cultivada in vitro.  

     

MATERIAL E MÉTODOS 
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Material vegetal 

Foi utlizado o acesso de Lippia alba (BGEN-04) do Banco de Germoplasma do 

Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF, Juiz de 

Fora, MG, Brasil), sendo os propágulos provenientes da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Cenargen, Brasília, DF, Brasil). O acesso foi identificado pela Dra. 

Fátima Salimena (Departamento de Botânica, UFJF). Os espécimes foram depositados 

no Herbário Leopold Krieger (Herbário CESJ 48372, UFJF). As plantas foram 

propagadas in vitro, em meio MS (Murashige e Skoog 1962) em sua solução salina 

original, complexo vitamínico de MS, na ausência de reguladores de crescimento e, 30 g 

L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 6,5 g L-1 de ágar Merck® (Merck Millipore 

Corp, Darmstadt, Alemanha). O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O meio foi 

autoclavado a 120 oC, 108 kPa de pressão, durante 20 min, no Laboratório de Cultura de 

Tecidos Vegetais (LCT II), no Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária 

(BIOAGRO, Universidade Federal de Viçosa, MG, Brasil). 

Efeito do défice hídrico 

Oito segmentos nodais (~ 2 cm de comprimento) foram inoculados em frascos 

de vidro (600 mL de capacidade), contendo 80 mL de meio de cultura com a formulação 

salina básica de MS, vitaminas de MS, 30 g L-1 sacarose, 100 mg L-1 de mio-inositol e 

6,5 g L-1 de ágar Merck®. O pH do meio foi ajustado para 5,7 ± 0,01. O meio foi 

autoclavado a 120 oC e 108 kPa de pressão, durante 20 min. Para avaliar a influência do 

défice hídrico, foi adicionado ao meio de cultivo polietilenoglicol (PEG) em três 

concentrações: 0, 1, 2 e 3% (m/v). As culturas foram mantidas em sala de crescimento à 

temperatura de 25 ± 2 °C com fotoperíodo de 16h de luz e irradiância de 41 μmol m-2 s-1 

fornecida por duas lâmpadas LED branca (SMD 100 - 18W, Vilux®, Vitória, ES, 

Brasil). Os frascos foram vedados com tampas rígidas de polipropileno (TRP) com dois 

orifícios (10 mm) cobertos com membranas de 0,45 m (MilliSeal® AVS-045 Air Vent) 

que permitem uma taxa de troca de CO2 de 25 µL L-1 s-1 (Batista et al. 2017b). 

Após 40 dias de cultivo, foram realizadas análises dos metabolitos primários, 

crescimento, anatomia, perfil dos óleos essenciais, e expressão dos genes envolvidos na 

rota de biossíntese de sesquiterpenos e monoterpenos. Todas as coletas foram feitas em 

horário padronizado, às 17h. 
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Análises de desenvolvimento 

Foram analisadas as seguintes características de desenvolvimento: massa fresca 

(g), massa seca (g), comprimento total da parte aérea (cm), comprimento total da 

maiorraiz (cm), (%) e área foliar (cm²). A determinação da área foliar foi feita com 

auxílio do programa ImageJ (Schneider et al. 2012). 

Determinação de pigmentos fotossintéticos e quantificação de carboidratos, 

proteínas e aminoácidos 

Amostras da parte aérea foram coletadas, congeladas em nitrogênio líquido e, 

posteriormente, maceradas e liofilizadas para análise. Para determinação de pigmentos 

fotossintéticos, aproximadamente 10 mg de tecidos liofilizados foram utilizados para 

extração com acetona conforme descrito por Welburn (1994). Na determinação dos 

carboidratos (sacarose, glicose e frutose) 25 mg de tecidos liofilizados foram utilizados 

na extração com metanol e avaliados conforme descrito por Fernie et al. (2001). A 

quantificação de proteína e de aminoácidos totais foi conduzida como relatado em Cross 

et al. (2006). 

Microextração dos óleos essenciais 

Para a microextração de óleos essenciais, aproximadamente 300 mg de folhas 

foram coletadas e armazenadas a -18 ºC em tubo de ensaio com tampa rosqueável. Após 

o congelamento, 1,0 mL de hexano e 0,5 mL de metanol foram adicionados a cada 

amostra. Para acelerar o processo de extração, as amostras foram mantidas em banho de 

ultrassom (Thornton-INPEC) com frequência de 70 KHz à temperatura ambiente por 1 

h. Em sequência, o sobrenadante foi filtrado através de 100 mg de sulfato de sódio 

anidro e uma mecha de algodão estéril em uma pipeta Pasteur de vidro. 1 µL de solução 

límpida obtida contendo os óleos extraídos foi analisado por cromatografia gasosa. 

Análise qualitativa dos óleos essenciais 

A análise qualitativa do óleo essencial foi realizada em cromatógrafo gasoso 

acoplado a espectrômetro de massas (GCMS-QP2010 Plus; Shimadzu) e coluna Rtx-

5MS® (Restek) de 30 m x 0,25 mm.  Iniciou-se a temperatura do forno com 70 ºC, 

mantida por 3 min, seguida por aumento de 6 ºC min−1, até 300 ºC. O injetor foi 

operado no modo ‘split’ (1:10), à temperatura de 240 ºC, e a interface e o detector de 
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massas operaram a 300 ºC. Utilizou-se hélio como  gás de arraste, com fluxo de 1,53 

mL min−1. Uma mistura padrão de hidrocarbonetos lineares (C9H20; C10H22: ... 

C25H52 e C26H54) foi injetada nas mesmas condições das amostras. A identificação 

dos constituintes foi realizada comparando-se os espectros de massa obtidos com os do 

banco de dados da NIST 9.0 (correlação de > 97%) e confirmado pelo seu índice de 

retenção (Índice de Kováts), calculado para cada constituinte, e comparado aos dados na 

literatura (Adams 1997). 

Extração de mRNA, síntese de cDNA e análise por RT-q PCR 

O RNA total foi isolado com TRIZOL(Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) 

e tratado com DNAse I (Invitrogen) seguindo as recomendações dos fabricantes. A 

quantificação foi feita com NanoDrop ND-2000 (NanoDrop Technologies). A partir de 

800 ng de RNA total o cDNA foi sintetizado utilizando transcriptase reversa (Ludwig 

Biotec®). O volume total da reação foi de 10 µL, sendo 1 µL de cDNA, 3 µL de água 

DEPC (dietilpirocarbonato), 2 µL de primers (forward e reverse) 4 µM e 4 µL de 

SYBR-Green mix/Rox (Ludwig Biotec®, Alvorada, Brasil). A reação de PCR em tempo 

real (RT- qPCR) foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ (BIO-RAD), usando 

qPCR-SYBR-Green mix/Rox (Ludwig Biotec®, Alvorada, RS, Brasil). As reações 

foram realizadas em triplicatabiológica e duplicata técnica, em um volume de reação de 

10 µL (4 µL de SYBR-Green, 1 µL (4 µM) de cada primer, 2 µL de água tratada com 

dietilpirocarbonato e 1 µL (40 ng) de cDNA. Os ciclos de reação foram: 2 min a 50 ºC e 

10 min a 95 ºC, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 16 se 60ºC por 60 s, e a curva de 

dissociação de 60 a 95 ºC a 0,1 ºC s-1. O método comparativo (2−ΔΔCt) (Livak e 

Schmittgen 2001) foi aplicado para calcular as diferenças de expressão do gene alvo. Os 

primers dos genes nerolidol/linalol sintase (LaNES/LIS), geraniol sintase (LaGES)e o 

gene de referência álcool desidrogenase (LaADH) foram desenhados a partir da 

sequência do transcriptoma de novo de Lippia alba (Souza et al. 2016 – dados não 

publicados). 

Análises estatísticas 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

sendo a unidade experimental composta por um frasco de cultivo contendo oito plantas. As 

análises estatísticas de todos os experimentos foram realizadas por meio do software Genes 
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versão Windows/2004.2.1 (Cruz 2013). Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) pelo teste F e as médias comparadas pelos testes de Scott & Knott (P≤0,05). 

Para as análises de RT-qPCR as médias dos níveis de expressão foram comparadas pelo 

teste de Dunnett (P≤0,05). 

RESULTADOS 

O défice hidrico interferiu no crescimento de plantas de Lippia alba in vitro 

O défice hídrico afetou o crescimento e o desenvolvimento de Lippia alba in vitro 

(Figura 1). O controle apresentou maior valor no acúmulo de massa fresca e seca da parte 

aérea em relação aos demais tratamentos (Figura 2 e B).  Os valores de área foliar foram 

maiores no controle e no tratamento menos severo de défice hídrico (1% PEG (m/v)) em 

relação aos tratamentos 2 e 3% PEG (m/v) (Figura 2G). No entanto, parâmetros de 

crescimento como massa fresca/seca e comprimento das raízes (Figura 2C, D e F), 

comprimento do caule (Figura 2E), e teor de clorofilas totais (Figura 2H) não apresentaram 

diferenças significativas.  

 

Figura 1. Parâmetros de crescimento de Lippia alba avaliados após 40 dias de cultivo 

in vitro sob diferentes concentrações de PEG 0, 1, 2 e 3% (m/v). Barra equivale a 2 cm. 
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Figura 2. Variáveis de crescimento de plantas de Lippia alba cultivadas 40 dias in vitro 

sob diferentes concentrações de PEG 0, 1, 2 e 3% (m/v). Médias indicadas pelas 
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mesmas letras não diferem pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados 

apresentados como média (n=4). 

O Défice hídrico promove aumento de proteínas totais e aminoácidos, mas não 

alterou os níveis de açúcares em Lippia alba cultivada in vitro 

Os níveis de glicose, frutose e sacarose não obtiveram diferenças significativas 

entre os tratamentos (Figura 3A, B e C). Em contraste, proteínas totais foram 

aumentadas nos tratamentos mais severos de défice hídrico (2 e 3% PEG (m/v) (Figura 

3D).  

Os níveis de aminoácidos foram maiores em 2% de PEG (m/v) comparado com 

os demais tratamentos. 



 

85 

 

 

Figura 3. Teores de açúcares, proteína e aminoácidos em folhas de Lippia alba após 40 

dias do cultivo in vitro sob diferentes concentrações de PEG 0, 1, 2 e 3% (m/v). (A) 

Glicose; (B) Frutose; (C) Sacarose; (D) Proteína e (E) Aminoácidos. Letras iguais não 

diferem pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como 

média (n=4). 
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O défice hídrico mais severo reduziu a fotossíntese de Lippia alba in vitro 

A fotossíntese in vitro de L. alba foi reduzida nas plantas cultivadas sob o défice 

hídrico mais severo, uma vez que estas exibiram uma diminuição significativa das taxas 

fotossintéticas comparadas com os demais tratamentos (Figura 4). 

 

Figura 4. Taxa fotossintética de Lippia albaapós 40 dias de cultivo in vitrosob 

diferentes concentrações de PEG 0, 1, 2 e 3% (m/v). Médias comparadas pelo teste de 

Scott & Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=4). Barras 

representam o erro médio. 

O teor de linalol foi aumentado em plantas de Lippia alba cultivadas in vitro sob 

défice hídrico 

O défice hídrico promoveu alterações no perfil da composição dos óleos 

essenciais em Lippia alba. As plantas submetidas às condições de défice hídrico com 

PEG 1, 2 e 3% (m/v) exibiram aumento significativo no teor de linalol, em relação as 

plantas controle. Em contraste, o teor de germacreno se mostrou maior no controle (0 % 

PEG (m/v)) em relação aos tratamentos com défice hídrico. O eucaliptol não apresentou 

diferenças significativas entre os tratamentos (Figura 5). 
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Figura 5. Efeito do défice hídrico no perfil da composição dos óleos essenciais em 

Lippia alba após 40 dias de cultivo in vitro. Médias comparadas pelo teste de Scott & 

Knott a 5% de probabilidade. Dados apresentados como média (n=4). Barras verticais 

representam o erro padrão. 

O défice hídrico não alterou os níveis de expressão de nerolidol/linalol sintase e 

geraniol sintase em Lippia alba 

Foi avaliada a expressão de genes envolvidos na via de biossíntese de sesquiterpenos e 

monoterpenos (Figura 6). A expressão relativa de LaNES/LIS e LaGES não mostrou 

diferenças significativas entre os diferentes níveis de défice hídrico. 
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Figura 6. Reação de transcriptase reversa seguida da reação em cadeia da polimerase 

em tempo real (RT-qPCR) para Lippia alba após 40 dias de cultivo in vitrosob 

diferentes concentrações de PEG 0, 1, 2 e 3% (m/v). Genes: Geranial sintase (LaGES); 

Neralidol/Linalol sintase (LaNES/ LIS). Expressão relativa ao gene álcool 

desidrogenase (LaADH). Dados apresentados como média(n=3) e comparadas através 

do teste de Dunnett a 5% de probabilidade. Barras verticais representam o erro padrão. 

DISCUSSÃO 

Fatores abióticos estão constantemente modulando o metabolismo primário e 

secundário das plantas. Dentre os metabólitos secundários, os óleos essenciais podem 

alterar o rendimento/composição em virtude desses fatores (Bahreininejad et al. 2014, 

Batista et al. 2016, Batista et al. 2017a, Mahmoud et al. 2018). Na literatura, são 

abundantes os trabalhos que relacionam o défice hídrico com o perfil de óleos essenciais 

(Mandoulakani et al. 2017, Morshedloo et al. 2017, Yadav et al. 2014). No entanto, este 

estudo é o primeiro a investigar o efeito do défice hídrico no perfil dos óleos essenciais, 

na expressão dos genes relacionados com a rota de biossíntese dos componentes dos 

óleos, no crescimento, metabolitos primários e na fotossíntese em Lippia alba. 

Este trabalho mostra o efeito do défice hídrico nas respostas do metabolismo 

primário e secundário em L. alba in vitro. Em relação ao metabolismo primário, os 

défices hídricos moderado e severo (2 e 3% PEG (m/v)) respectivamente, resultaram na 

diminuição de massa fresca/seca da parte aérea, além de reduzirem a área foliar. Os 

dados confirmam que o défice hídrico influencia negativamente no crescimento da parte 

aérea de L. alba como foi observado por Ghotbi‐Ravandi et al. (2014) ao avaliarem o 

efeito do défice hídrico na matéria seca genótipos de Hordeum vulgare L. e por 
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Maatallah et al. (2016) em Laurus nobilis L. em que a taxa de crescimento relativo, área 

foliar e teor de clorofila reduziram sob estresse hídrico. Allahverdiyev (2016) também 

encontrou redução da área foliar em cultivares de trigo sob défice hídrico. Em geral, a 

redução da biomassa em plantas ocasionada pelo défice hídrico está relacionada com a 

supressão da expansão celular, uma vez que, a redução da pressão de turgor pela 

redução do conteúdo de água celular promove diminuição do crescimento (Jaleel et al. 

2008). Além disso, uma das estratégias da planta para amenizar a baixa disponibilidade 

hídrica é a redução da expansão foliar, que resulta numa menor área foliar e fechamento 

estomático, o que reduz a transpiração e pode limitar a fotossíntese (Ge et al. 2012). 

Em L. alba in vitro, o défice hídrico com 3% de PEG (m/v) promoveu redução 

da taxa fotossintética. Essa redução da fotossíntese, pode ter ocorrido por uma limitação 

da difusão de CO2 nos espaços intercelulares para o cloroplasto, que pode limitar a 

fixação de CO2 (Flexas et al 2004, Chaves et al. 2009). A restrição hídrica culmina 

muitas vezes no fechamento estomático, sendo uma estratégia eficaz contra a perda de 

água (Cornic 2000, Loreto et al. 2003, Molnar et al. 2005, Chaves et al. 2009). Li et al. 

(2017) observaram redução da taxa fotossintética em batata no estádio de plântula sob 

défice hídrico mais severo, sugerindo que esta redução foi em função da limitação 

estomática e de danos do fotossistema II e do sistema enzimático antioxidante. Ghotbi‐
Ravandi et al. (2014) também encontraram redução da diminuição na taxa de 

assimilação de CO2 e da condutância estomática em genótipos de cevada sob estresse 

hídrico severo. Esses resultados evidenciam o quanto a limitação da disponibilidade 

hídrica para plantas é impactante na eficiência fotossintética, crescimento e 

desenvolvimento. 

O défice hídrico não afetou os carboidratos glicose, frutose e sacarose. No 

entanto, no tratamento com 2% PEG (m/v) houve aumento no conteúdo de aminoácidos 

totais em relação aos demais tratamentos. Em condições de seca, muitos metabólitos são 

acumulados para atuar como osmólitos reguladores. Este é um dos mecanismos que as 

plantas desenvolvem para contrabalancear estresses ambientais, como a seca (Seki et al. 

2007). Metabólitos como os açúcares (oligossacarídeos da família da rafinose, sacarose, 

trealose e sorbitol), aminácidos (prolina), açúcares-álcool (manitol), e aminas (glicina 

betaína e poliaminas) são considerados solutos compatíveis aos quais podem ser 

concentrados no citoplasma celular para promover o equilíbrio hídrico entre o vacúolo e 

citoplasma (Per et al. 2017, Naeem et al. 2018, Merwad et al. 2018). 
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O teor de proteínas totais foi aumentado em plantas submetidas aos défices 

hídricos moderado e severo 2 e 3% PEG (m/v), em relação as plantas controle (0% PEG 

(m/v)) e com 1% PEG (m/v). Xie et al. (2016) através da análise iTRAQ (tags 

isobáricas para quantificação relativa e absoluta) identificou que o défice hídrico 

aumentou e diminuiu o teor de 260 e 206 proteínas, respectivamente, em relação ao 

controle, sendo que a maior parte destas está envolvida na fotossíntese, metabolismo, 

estresse e defesa, mostrando que o estresse hídrico em plantas pode modular a síntese 

proteica e influenciar a fisiologia, promovendo diferentes respostas ao estresse. 

Os tratamentos em que o défice hídrico foi induzido por PEG 1, 2 e 3% (m/v) 

influenciaram a variação no perfil dos óleos essenciais, no qual o teor de linalol foi 

aumentado em relação às plantas controle. Antagonicamente, o teor do componente 

germacreno do óleo essencial foi maior nas plantas controle em comparação com 

aquelas submetidas ao défice hídrico. Esses dados mostram que a limitação hídrica tem 

efeito significativo no perfil de óleos essenciais de L. alba. Esta variação, sob estresse 

hídrico severo, também foi relatada antes, com o aumento do teor de metilchavicol, 

metileugenol, β-mirceno e α-bergamoteno em Ocimum basilicum L (Mandoulakani et 

al. 2017). O aumento ou redução dos componentes específicos do óleo essencial 

também pode ser induzido sob défice hídrico como encontrado por Morshedloo et al. 

(2017) em subespécies de Origanum vulgare L. com aumento do contudo do óleo 

essencial e por Yadav et al. (2014) com redução da densidade de tricomas glandulares 

em folhas de Artemisia annua L., com consequente diminuição do teor de óleo 

essencial.  

A expressão relativa de genes envolvidos na biossíntese do óleo essencial em L. 

alba não foi significativa. Ao contrário do encontrado por Mandoulakani et al. (2017), 

que identificaram genes de biossíntese do óleo essencial em Ocimum basilicum L. sendo 

diferencialmente expressos sob o estresse hídrico mais severo (50% da capacidade de 

campo). Eles observaram aumento da expressão de O-metil transferase e eugenol O-

metil transferase em cerca de 6,0 e 46,0 vezes, respectivamente. Essas alterações no 

padrão de expressão desses genes estão significativamente correlacionadas com o 

conteúdo dos componentes metilchavicol e metileugenol do óleo essencial da espécie. 

Além desses genes, houve redução da expressão de 4-coumarato coA ligase e cinamato 

4-hidroxilase.  

Em conclusão, vemos que o défice hídrico é capaz de modular o metabolismo 

primário de plantas de Lippia alba, visto que o crescimento, desenvolvimento e 



 

91 

 

atividades fisiológicas foram comprometidos sob essa condição. O metabolismo 

secundário também foi levemente alterado, tendo os teores de linalol e germacreno 

alterados em plantas sob défice hídrico. Dessa forma, L. alba se mostra como uma 

espécie medicinal capaz de adaptar em solos com baixa disponibilidade hídrica, sendo 

capaz de crescer e sintetizar compostos secundários como os óleos essenciais. Ademais, 

são necessários estudos com outros acessos e espécies de L. alba para avaliar a via de 

biossíntese de sesqui e monoterpenos no metabolismo secundário.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

Lippia alba é uma espécie que apresenta destacada plasticidade fisiológica nos 

diferentes fotoperíodos com melhor desempenho em dias longos. O melhor desempenho 

em crescimento, organização anatômica do mesofilo, caule, raízes e feixes, pigmentos 

fotossintéticos, maior taxa fotossintética e maior síntese de proteínas totais foi sob 

fotoperíodo de 24 h. A biossíntese de linalol, componente majoritário do quimiotipo 

BGEN-04, foi aumentada sob fotoperíodo de 24 h, com a redução da expressão de 

LaGES. 

O estresse salino afeta negativamente o metabolismo primário de L. alba, em 

que o crescimento, desenvolvimento e atividades fisiológicas foram comprometidas. O 

metabolismo secundário foi modulado, tendo aumento nos teores de linalol e redução 

dos teores de eucaliptol em plantas sob estresse salino mais severo (60 mM). Elevadas 

concentrações de NaCl podem comprometer a fisiologia das plantas no cultivo in vitro, 

entretanto, esta é uma espécie que apresenta plasticidade fisiológica sob estresse salino 

moderado sendo capaz de crescer e desenvolver e não comprometer a via dos 

monoterpenos e sesquiterpenos.  

A Lippia alba mostrou-se uma espécie capaz de adaptar em solos com baixa 

disponibilidade hídrica. O metabolismo primário é afetado com redução do crescimento, 

área foliar e taxa fotossintética. A limitação hídrica aumentou no conteúdo de 

aminoácidos e proteínas totais. O metabolismo secundário foi modulado, com aumento 

nos teores de linalol e redução nos teores de germacreno em plantas sob défice hídrico. 


