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RESUMO 

 

A poliploidia é considerada um dos principais mecanismos relacionados à evolução e especiação 

em plantas. Sua presença está muitas vezes associada ao sucesso evolutivo desses  indivíduos. Lippia 

alba (Mill.) NE Brown (Verbenaceae) é uma espécie de interesse medicinal amplamente distribuída por 

toda a América do Sul. Estudos anteriores revelaram que essa espécie constitui um complexo poliploide 

com cinco números cromossômicos distintos, sendo assim um interessante modelo tropical poliploide 

para estudos envolvendo evolução de plantas. A poliploidia sintética possibilita maior entendimento dos 

processos biológicos relacionados à poliploidização. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi induzir 

a poliploidia em acessos diploides (2x=30) e triploides (3x=45) de L. alba, avaliar a estabilidade genética 

dos poliploides obtidos ao longo do tempo e analisar as diferenças morfológicas e na composição do 

óleo essencial entre os acessos. Primeiro, foi realizado um experimento piloto, testando 5 concentrações 

e 2 tempos de exposição diferentes para a colchicina – a partir dele, foram selecionados 1 concentração 

e 2 tempos de exposição para os próximos experimentos. Neles, 100 explantes foram expostos in vitro 

à colchicina na concentração 0,2% por 4 e 6 horas. Para avaliar a taxa de sobrevivência, foram realizadas 

análises a partir do 20° dia após a exposição, as quais se repetiram a cada 10 dias até completar 60 dias. 

Ao final desse período, foram estimadas as quantidades de DNA por meio da citometria de fluxo para a 

verificação  do  nível  de  ploidia.  Além  disso,  o  nível  de  ploidia  foi  avaliado  a  cada  30  dias  para 

acompanhamento  da  estabilidade  genética  dessas  plantas.  Em  todos  os  acessos,  houve  diferença 

significativa  na  taxa  de  sobrevivência  dos  tratamentos  em  relação  ao  grupo  controle.  Ao  final  do 

experimento, os acessos diploides foram responsáveis pela maior geração de mixoploides e poliploides. 

O  único  hexaploide  adquirido  passou  por  quedas  na  sua  quantidade  de  DNA,  ao  longo  do  tempo, 

apresentando­se como mixoploide após 90 dias, e assim se mantendo até a última análise realizada. Para 

os  acessos  tetraploides  e  mixoploides  sintéticos  sobreviventes,  a  exposição  à  colchicina  não  gerou 

resultados significativos, apenas nas medidas de raíz, caule e área foliar. Com relação ao perfil do óleo 

essencial, os padrões observados nos poliploides sintéticos foram os mesmos já reportados em outros 

estudos  sobre  a  espécie,  com  triploides  apresentando  maior  composição  de  linalol  e  diploides  e 

tetraploides,  maiores quantidades  de  citral.  Os resultados obtidos  neste  trabalho contribuíram para  a 

melhor compreensão do processo de indução de poliploidia para a espécie Lippia alba, assim como para 

otimizar  o  protocolo  de  indução  de  materiais  sintéticos.  Além  disso,  os  poliploides  e  mixoploides 

gerados serão de grande valia para estudos comparativos entre ploidias e que visam entender a evolução 

do genoma na espécie. 

 

Palavras­chave: citometria de fluxo, indução de poliploidia, evolução. 

 



 

ABSTRACT 

 

Polyploidy is considered to be one of the main mechanisms related to evolution and speciation in plants. 

Its presence is often associated with the evolutionary success of these individuals. Lippia alba (Mill.) 

NE Brown (Verbenaceae)  is a species of medicinal plant  that  is widely distributed  throughout South 

America.  Previous  studies  have  revealed  that  this  species  constitutes  a  polyploid  complex  with  five 

distinct chromosome numbers, making it an interesting tropical polyploid model for studies involving 

plant evolution. Synthetic polyploidy provides a better understanding of the biological processes related 

to  polyploidization.  The  aim  of  this  study  was  to  induce  polyploidy  in  diploid  (2x=30)  and  triploid 

(3x=45) accessions of L. alba, to evaluate the genetic stability of the polyploids obtained over time and 

analyze the morphological differences between these accessions. First, a pilot experiment was carried 

out, testing 5 concentrations and 2 different exposure times for colchicine ­ from this, 1 concentration 

and 2 exposure times were selected for the next experiments. In these experiments, 100 explants were 

exposed in vitro to colchicine at a concentration of 0.2% for 4 and 6 hours. To assess the survival rate, 

analyses were carried out from the 20th day after exposure and repeated every 10 days until 60 days had 

elapsed. At the end of this period, the amounts of DNA were estimated via flow cytometry to check the 

level of ploidy. In addition, the ploidy level was assessed every 30 days to monitor the genetic stability 

of  these  plants.  In  all  the  accessions,  there  was  a  significant  difference  in  the  survival  rate  of  the 

treatments compared  to  the control group. At  the end of  the  experiment,  the diploid accessions were 

responsible  for  the  largest  generation  of  mixoploids  and  polyploids.  The  only  acquired  hexaploid 

experienced a drop  in its DNA quantity over time, presenting  itself as a mixoploid after 90 days and 

remaining so until  the  last analysis. For  the surviving  tetraploid and synthetic mixoploid accessions, 

exposure  to  colchicine  did  not  generate  significant  results  for  all  the  morphological  parameters 

evaluated, only in the measurements of root, stem and leaf area. With regard to the essential oil profile, 

the patterns observed in the synthetic polyploids were the same as those already reported in other studies 

on  the  species,  with  triploids  showing  a  higher  composition  of  linalool  and  diploids  and  tetraploids 

higher amounts of citral.  The results obtained in this study contributed to a better understanding of the 

process of  inducing polyploidy  in  the  Lippia alba  species,  as well  as  to optimizing  the protocol  for 

inducing synthetic materials. In addition, the polyploids and mixoploids generated will be of great value 

for  comparative  studies  between  ploidies  and  for  understanding  the  evolution  of  the  genome  in  the 

species. 

 

Keywords: flow cytometry, polyploidy induction, evolution. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Lippia alba 

Lippia  alba  (Mill)  N.  E.  Brown,  conhecida  principalmente  como  erva­cidreira­

brasileira, alecrim­do­campo, melissa ou  falsa  melissa, é uma espécie arbustiva e aromática 

pertencente  à  família  Verbenaceae  (SALIMENA;  MÚLGURA;  HARLEY,  2012).  O  gênero 

Lippia apresenta poucos exemplares no Hemisfério Norte (BARROSO, 1991) e possui o Brasil 

como um dos países com maior concentração de espécies (SALIMENA, 2002; CAMPOS et al., 

2011; O’LEARY et al., 2012). Quanto à sua morfologia, Lippia alba pode alcançar até os 2 

metros de altura; possui ramos finos, esbranquiçados e quebradiços; folhas pecioladas e opostas, 

de borda serreada e ápice agudo. Suas  flores podem ser azuis­arroxeadas e  são  reunidas em 

inflorescências axilares capituliformes de eixo curto (MATOS, 1998) e seus frutos são do tipo 

drupa.  

A importância do estudo de exemplares de Lippia alba se deve às diversas atividades 

fitoterápicas comprovadas em estudos pré­clínicos com a espécies (HEINZMANN e BARROS, 

2007). A planta é popularmente conhecida por seus componentes medicinais e farmacológicos. 

Seus atributos terapêuticos são capazes de desencadear propriedades calmantes e sedativas e 

estão concentrados principalmente em suas folhas, que são muito utilizadas nas formas de chás, 

compressas, banhos, inalações, extratos, entre outros (SANTOS FILHO et al., 2023).  

Uma  de  suas  principais  características  diz  respeito  ao  seu  aroma,  resultante  de  seus 

constituintes relacionados aos óleos essenciais. Esses óleos podem variar conforme as estações 

do ano, época de floração, tempo de vida da planta, quantidade de água circulante resultante da 

precipitação, fatores geográficos e climáticos (CORRÊA, 1992; MATOS, 1998; TAVARES et 

al., 2005). Foram encontrados uma série de quimiotipos, que receberam designações de acordo 

com os componentes encontrados de maneira predominante em sua composição, sendo esses: 

mirceno­citral (quimiotipo 1), limoneno­citral (quimiotipo 2) e limoneno­carvona (quimiotipo 

3) (MATTOS, 1996). De acordo com Viccini et al. (2014), existe uma associação entre essa 

variação no perfil de seu óleo essencial e a diversidade de números cromossômicos encontrados 

na  espécie.  Diploides  e  tetraploides  apresentaram  o  citral  como  o  componente  principal 

enquanto que os triploides apresentaram maior presença de linalol. 

Lippia alba é caracterizada por ser um complexo autopoliploide envolvendo pelo menos 

quatro níveis de ploidias: diploide (2n=2x=30), triploide (2n=3x=45), tetraploide (2n=4x= 60) 
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e hexaploide (2n=6x= 90) (VICCINI et al., 2014; REIS et al., 2014; 2022), que são distribuídos 

por  todas  as  regiões  brasileiras  (LOPES  et  al.,2020).  Sua  grande  variação  morfológica  e 

metabólica é associada com essa diversidade no número cromossômico. Mudanças fenotípicas 

observadas em poliploides naturais, como a previamente descrita, despertam o interesse para o 

estudo de poliploides sintéticos, a fim de buscar uma maior compreensão do comportamento de 

seus  processos  biológicos  relacionados  à  poliploidização,  além  de  sua  maior  aptidão 

morfológica e fisiológica em relação aos seus diploides naturais (CUI et al., 2017; SALMA et 

al., 2017; WEI et al., 2018). 

1.2 Poliploidia: origens, classificação e efeitos 

Poliploidia é definida como sendo a presença de três ou mais conjuntos de cromossomos 

no núcleo de um organismo (SANDERS, 2014). Na história evolutiva das plantas, a duplicação 

de  todo o  genoma  é  considerada  um  dos  principais  mecanismos  de  especiação  (COYNE  & 

ORR, 2004; BARKER, 2016), sendo que estudos já confirmaram que todas as angiospermas 

são paleopoliploides, tendo passado por um ou mais eventos ancestrais de poliploidização ao 

longo do tempo (SPOELHOF et al., 2017; JIAO et al., 2011). 

Por muito tempo não se sabia da importância desses eventos ancestrais de duplicação 

para  a  evolução  das  plantas.  Foi  apenas  com  o  avanço  da  genômica  que  foi  possível  obter 

evidências  conclusivas  sobre  essas  ocorrências  (WOLFE  &  SHIELDS,  1997).  Através  de 

análises  filogenéticas,  Jiao  et  al.  (2011)  identificaram  dois  eventos  ancestrais  de  duplicação 

genômica que teriam acontecido por volta de 319 e 192 milhões de anos atrás, pouco antes da 

diversificação das plantas com sementes e das plantas com flores, respectivamente. Também 

foi  descoberta  a  repetitiva  associação  entre  poliploidização  e  períodos  de  grande  alteração 

climática ou extinção em massa na história (VAN DE PEER et al., 2017; NOVIKOVA et al., 

2018; CAI et al., 2019; KOENEN et al., 2020; WU et al., 2020). Muitas das plantas em floração 

conseguiram resistir à extinção  no Cretáceo – Terciário, por exemplo, em consequência das 

vantagens  adaptativas  proporcionadas  por  seu  genoma  duplicado  (FAWCETT  et  al.,  2009). 

Condições estressantes, como aumento de temperatura ou restrições hídricas também podem 

ser as indutoras de eventos meióticos que resultam na produção de gametas não reduzidos – ou 

seja, são também fatores que estimulam a poliploidização dos indivíduos. 

A poliploidização pode ocorrer na natureza através da duplicação de células somáticas 

ou pela fusão de gametas não reduzidos, sendo essa última a via mais comum para a formação 
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de poliploides (SOLTIS et al., 2009; SATTLER et al., 2016; FOX et al., 2020). Gametas não 

reduzidos são gerados a partir de processos meióticos anormais, em que não ocorre a separação 

dos cromossomos, ou seja, em que são produzidos gametas com o dobro da quantidade de DNA 

esperada (MASON & PIRES, 2015). Esse gameta não reduzido pode então fecundar um gameta 

normal  (poliploidização  unilateral),  gerando  um  indivíduo  triploide,  ou  outro  gameta  não 

reduzido  (poliploidização  bilateral),  resultando  em  um  tetraploide  (SATTLER  et  al.,  2016; 

GUERRA, M., 2020). 

          Os  poliploides  também  podem  ser  divididos  em  duas  categorias:  alopoliploides  e 

autopoliploides (SANDERS, 2014). Plantas derivadas de hibridização entre duas espécies são 

chamadas de alopoliploides. Já os poliploides resultantes de duplicação dentro de uma mesma 

espécie são classificados como autopoliploides (SPOELHOF et al., 2017). A alopoliploidia foi, 

por  muito  tempo,  considerada  a  forma  mais  comum  de  poliploidização,  principalmente  por 

resultar,  teoricamente,  em  maior  diferenciação  taxonômica  quando  os  poliploides  são 

comparados com seus genitores  (SATTLER et al., 2016). Por outro lado, os autopoliploides 

eram vistos como menos férteis e, consequentemente, menos capazes de estabelecer populações 

viáveis  (IANNICELLI et al., 2020).  No entanto, à  medida que  mais estudos são  realizados, 

verifica­se que esse panorama resulta, em grande parte, da escassez de pesquisas focadas em 

autopoliploides,  e  que  os  efeitos  gerados  diretamente  pela  duplicação  do  genoma  também 

podem conferir vantagens adaptativas (VAN DE PEER et al., 2017). 

          Estudos realizados nas últimas décadas indicam que a duplicação completa do genoma 

pode  resultar em diversos efeitos posteriores que afetam o valor adaptativo dos poliploides, 

como mudanças na expressão gênica, tamanho celular, remodelamento epigenético, e respostas 

alteradas  para  o  estresse  (FOX  et  al.,  2020).  Também  existem  alterações  negativas,  como 

instabilidade genômica e anormalidades na mitose e meiose (MASON & WENDELL, 2020). 

No  entanto,  nas  plantas,  essas  limitações  reprodutivas  podem  ser  atenuadas  através,  por 

exemplo,  da  transição  para  a  autofecundação  ou para  a  reprodução  assexuada  (brotamento) 

(COMAI,  2005),  permitindo  que  os  poliploides  superem  o  desafio  de  serem  os  citótipos 

minoritários e consigam, ainda assim, se multiplicar no ambiente (VAN DE PEER et al, 2017). 

          A maioria das explicações para o sucesso evolutivo dos poliploides está no aumento da 

diversidade genética, que são modelados por expressão gênica e epigenética. Muitos dos genes 

duplicados  podem  ser  silenciados  ao  longo  do  tempo.  Porém,  alguns  podem  ser  mantidos, 

produzindo  novas  funções  (neofuncionalização)  ou  funções  mais  específicas 
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(subfuncionalização) (SPOELHOF et al., 2017). Aumentos na variação gênica podem resultar 

em  diversas  alterações  morfológicas,  fisiológicas  e  ecológicas  nas  plantas.  Por  exemplo,  já 

foram  registradas  diversas  alterações  no  metabolismo  secundário  das  plantas  devido  a 

poliploidização (ZHANG et al., 2010;  ZAHEDI et al., VICCINI et al., 2014; SADAT NOORI 

et  al.,  2017;  SANAEI­HOVEIDA  et  al.,  2024),  o  que  por  sua  vez  podem  resultar  em 

consequências nas  interações ecológicas dessas espécies, como resistência à herbivoria ou a 

patógenos (VAN DE PEER et al. 2017). Esses eventos de duplicação também são, por muitas 

vezes,  associados  à  resistência  ao  estresse  em  plantas  –  o  que  abre  perspectivas  de  estudo 

interessantes para o melhoramento vegetal, através da indução da duplicação genômica (Van 

de Peer et al., 2021).  

1.3 Poliploidia sintética 

          Considerando esses fatores, a indução da poliploidia se estabelece como uma ferramenta 

importante para o melhoramento de plantas. A formação de poliploides pode ser feita através 

de poliploidização sexual ou duplicação somática (SATTLER et al., 2016).  A poliploidização 

sexual é baseada na  fusão de gametas não reduzidos; podendo ser unilateral, quando apenas 

uma das células é não reduzida, ou bilateral, se as duas forem (PALUMBO et al., 2024). Já a 

poliploidização  somática  (Figura  1),  ou  mitótica,  consiste  na  indução  de  duplicação 

cromossômica  nos  tecidos  somáticos  (MADANI  et  al.,  2021).  Antes  da  descoberta  da 

colchicina  (BLAKESLEE  &  AVERY,  1937),  esse  processo  era  estimulado  através  da 

exposição  das  plantas  a  altas  temperaturas  (SATTLER  et  al.,  2016;  DORSEY,  1936; 

RANDOLPH, 1932). Porém, foi apenas com a aplicação de antimitóticos que foi possível se 

avançar nos estudos da autopoliploidia sintética.  

  O ciclo celular das plantas é dividido nas fases G1 (interfase pós­mitose), S (síntese de 

DNA), G2 (interfase pré­mitose) e M (mitose) (FRANCIS, 2007). Agentes antimitóticos são 

compostos que interferem na divisão celular, e possuem grande importância na poliploidização 

quando são capazes de interferir entre a fase S e o início da citocinese, nos estágios finais da 

mitose (DHOOGHE et al., 2011). A colchicina, primeiro dos antimitóticos descobertos e que 

se mantém como um dos mais usados até os dias de hoje (GANTAIT & MUKHERJEE, 2021), 

atua  interrompendo  a  formação  do  fuso  mitótico  durante  a  divisão  celular,  o  que  impede  a 

separação dos cromossomos duplicados e resulta em células com o dobro da sua quantidade de 

DNA normal (GANTAIT & MUKHERJEE, 2021). Com os avanços da pesquisa de poliploidia 

sintética, mais antimitóticos  têm sido testados em diferentes protocolos, como os herbicidas 
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orizalina, trifluralina e 8­ hidroxiquinolina, porém, na maioria das revisões já feitas, a colchicina 

se  mantém  como  o  mais  constante  na  produção  de  autopoliploides  estáveis  e  funcionais 

(SATTLER et al., 2016; SALMA et al., 2017; NIAZIAN  & NALOUSI,  IANICELLI et al., 

2020; GANTAIT & MUKHERJEE, 2021). 

  Protocolos de duplicação genômica também costumam produzir uma alta quantidade de 

mixoploides, ou quimeras, como também podem ser chamados (VANSTELCHEMAN et al., 

2010).  Mixoploides  são  organismos  que  apresentam  diferentes  números  cromossômicos  ao 

longo  de  células  ou  tecidos  diferentes  (DHOOGE  et  al.,  2011).  O  esperado  é  que  estes 

organismos  se  estabeleçam  em  uma  única  ploidia,  com  o  passar  do  tempo.  Porém,  alguns 

indivíduos  já  foram reportados mantendo seu estado mixoploide,  mesmo ao  longo de várias 

gerações (HARBARD et al., 2012; ENG & HO, 2019; JULIÃO et al., 2020).  Há um grande 

foco no desenvolvimento de protocolos de duplicação genômica que minimizem ao máximo a 

sua  formação,  priorizando  a  geração  de  poliploides  “completos”  ( ZLESAK  et  al.  2005; 

DHOOGE et al., 2011) . No entanto, estudos mais recentes têm ressignificado a importância 

dessas quimeras, que lentamente tem deixado de serem consideradas apenas um “resíduo” da 

duplicação  para  se  tornarem  material  de  possível  interesse  no  contexto  do  melhoramento 

vegetal,  por  também  apresentarem  características  interessantes,  associadas  à  sua  variação 

cromossômica (FATEN OMEZZINE et al., 2012; FRANCO, L., 2014). 

  A indução de autopoliploides também pode ocorrer in vitro ou no campo, esse último 

ocorrendo com as porções radiculares ou apicais das plantas sendo mergulhadas em solução de 

colchicina (SATTLER et al., 2016). Porém, os baixos índices de poliploides produzidos a partir 

de induções no campo fomentou o maior direcionamento dessas técnicas para o meio  in vitro 

(DHOOGHE et al., 2011).    

No  contexto  da  poliploidia  sintética,  o  cultivo  in  vitro  surge  como  uma  ferramenta 

primordial  na  produção  de  novas  plantas  com  diferentes  tamanhos  de  genoma,  diversidade 

metabólica  e  plantas  geneticamente  uniformes  (DEBNARH  et  al.  2006;  ALTPETER  et  al. 

2016; LUCHO et al. 2019). O método de cultivo in vitro permite a obtenção de plantas livres 

de  patógenos,  propagação  massiva,  conservação  de  germoplasma  e  permite  melhoria  por 

mutagênese in vitro e engenharia genética (PIZA; PINHO, 2002). Especificamente em Lippia 

alba, o cultivo  in vitro  já  foi empregado em diversas áreas como em avaliações de estresses 

abióticos  (CASTRO  et  al.,  2002;  LOPES  et  al.,  2024),  indução  de  duplicação  genômica 

(JULIÃO et al., 2020) e produção de óleo essencial (TAVARES et al., 2004). 
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Diante dessas considerações, o presente estudo tem como objetivo realizar uma série de 

experimentos a partir do uso de alguns citótipos de um complexo poliploide natural, que foram 

induzido à duplicação genômica  in vitro e realizar análises morfológicas e do óleo essencial 

dessas  plantas,  permitindo  uma  análise  profunda  sobre  taxa  de  sobrevivência,  estabilidade 

genética e a possibilidade de formação de novos poliploides e mixoploides sintéticos, a fim de 

aprimorar os conhecimentos acerca do comportamento genético de Lippia alba e seus fenótipos. 

      

Figura 1: Representação gráfica do processo de indução de autopoliploides in vitro.  

 

Fonte: Gantait & Mukherjee, 2021 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material Vegetal e Propagação in vitro 
   Foram usados três acessos diploides (BGEN­29, BGEN­33 e BGEN­48) e dois acessos 

triploides (BGEN­27 e BGEN­59), retirados da coleção de L. alba da Universidade Federal de 

Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. As plântulas in vitro foram propagadas em tubos de ensaio 

contendo  meio  de  cultivo  MS  (MURASHIGE  e  SKOOG,  1962)  livre  de  reguladores  de 

crescimento e acrescido de sacarose 30 gL­1, glicina 10mL­1, vitaminas 10mL­1 e ágar 7 gL­1. O 

pH do meio foi ajustado para 5,7± 0,1 e o meio autoclavado a 120°C e sob 1,2 atm durante 15 

minutos. 

As plantas foram mantidas em sala de cultura com fotoperíodo de 16 horas, sob 25 ± 2 

ºC e densidade de fluxo de fótons de 40 µmol m­2s­1. 

2.2 Indução da duplicação genômica 
Para a indução de duplicação genômica, segmentos nodais de L. alba foram inoculados 

em 10mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) livre de hormônios com 

sacarose 30gL­1, glicina 10mL­1, vitaminas 10mL­1 e ágar 7 gL­1 com pH ajustado para 5,7± 0,1 

e acrescido de colchicina a 0,2%. Os tempos de exposição usados foram de 4 h e 6 h. Para o 

acesso  da  BGEN­48  (2X),  que  foi  o  primeiro  a  ser  tratado,  foram  testados  também  os 

tratamentos de 0,3%/4h; 0,2%/12h; 0,3%/12h; 0,5%/4h e 0,5%/12h, a fim de se definirem quais 

seriam  os  melhores  tempos  e  concentrações  a  serem  utilizados.   Após  o  final  do  tempo  de 

exposição, os  explantes  foram  inoculados  em  meio  MS  livre  de  colchicina.  Além  disso,  foi 

mantido um grupo controle no qual as plantas foram cultivadas em meio de cultivo MS livre de 

colchicina.  

Para cada  tratamento,  foram utilizados  100 explantes. A cada 10 dias de cultivo pós 

exposição, foi realizada uma análise de sobrevivência das plantas.  As plantas que sobreviveram 

por 60 dias foram cultivadas in vitro para análises posteriores. 

Para  o  acesso  da  BGEN­29  (2X),  os  segmentos  nodais  utilizados  também  foram 

identificados  considerando  seu  nível  de  desenvolvimento  quando  foram  repicados  (se  eram 

mais  basais  ou  apicais),  visando  obter  informações  sobre  o  tipo  de  explante  que  melhor 

responde ao processo de indução, seguindo o recomendado por Salma et al. (2017). 
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 2.3 Determinação do nível de ploidia e quantidade de DNA 

Após  60  dias  de  cultivo,  foi  realizada  a  citometria  de  fluxo  das  plantas  que 

sobreviveram,  visando  determinação  do  nível  de  ploidia.  Para  a  estimativa  do  conteúdo  de 

DNA, cerca de 25mg de folhas e raízes foram maceradas em uma placa de Petri contendo 450 

µL de tampão WPB (LOUREIRO et al., 2007). Após o isolamento dos núcleos, a suspensão foi 

filtrada por uma rede de nylon de aproximadamente 30 μm e os núcleos foram corados com 

25μL de iodeto de propídio (1 mg/mL) para a leitura no citômetro (CytoFlex, Alemanha). Para 

cada  amostra,  5  mil  núcleos  foram  analisados  no  citômetro  de  fluxo  CytoFlex  (Beckman 

Coulter, Alemanha). Para a obtenção dos histogramas, foi utilizado o software CytExpert 2.0.1. 

Foram realizadas análises a cada 30 dias, aproximadamente, buscando acompanhar a 

estabilidade genética dos poliploides e mixoploides formados. 

2.4 Aclimatização dos poliploides e mixoploides gerados 

  Alguns  dos  poliploides  e  mixoploides  gerados  foram  então  selecionados  para  a 

aclimatização. Para esse processo, as mudas foram inicialmente retiradas do meio de cultura, e 

introduzidas dentro de tubos de ensaio, tampados, com água e na sombra, por cerca de 7 dias. 

Após mais uma  semana, os tubos foram destampados. Por fim, depois desse período inicial, 

elas foram plantadas em vasos com substrato, furados no fundo para o escoamento da água, e 

vedados por sacolas plásticas. Após cerca de uma semana, as pontas dos sacos eram cortadas, 

permitindo melhor troca gasosa com o ambiente externo, até completa adaptação das plantas 

2.5 Avaliação Morfológica 

  Foram  analisadas  as  seguintes  características  morfológicas:  massa  fresca  e  seca, 

comprimento total da parte da área e das raízes, área foliar, números de folhas e frequência de 

brotação. A determinação da área foliar foi realizada com a ferramenta ImageJ (HOLGUÍN et 

al., 2019). 

2.6 Microextração do óleo essencial  

Para  a  microextração  de  óleo  essencial,  aproximadamente  100mg  de  folhas  frescas 

foram  transferidas  para  tubos  de  2mL.  Foi  adicionado  aproximadamente  1mL  de  solução 

contendo n­hexano. As amostras foram mantidas por 10 min em banho de ultrassom (Thornton­

INPEC, Vinhedo, SP, BR) com frequência de 70KHz. Em seguida, 100mg de sulfato de sódio 
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anidro foi adicionado e o sobrenadante filtrado por uma mecha de algodão estéril para os vials 

(Shimadzu,  Quioto,  JA)  (SILVA  et  al.,  2010,  adaptado).  Os  filtrados  foram  analisados  em 

cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas.  

2.7 Análise estatística 

A  taxa  de  sobrevivência  foi  calculada  com  base  no  percentual  de  plantas  que 

apresentaram folhas e raízes e foi analisada por meio do teste de Qui­Quadrado com nível de 

significância de 5%. 

Os dados de morfologia foram analisados por meio de Análise de Variância (ANOVA) 

one­way e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nível de significância de 5% 
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3 RESULTADOS 

3.1 Taxa de sobrevivência e obtenção de poliploides sintéticos 

       Para as plantas diploides, no acesso BGEN­48, observou­se uma taxa de sobrevivência 

(ao  final  dos  60  dias)  de  45%  no  grupo  controle;  13%  no  tratamento  de  0,2%/4h;  9%  no 

tratamento de 0,3%/4h; 7% nos tratamentos de 0,2%/12h e 0,3%/12h e 1% nos tratamentos de 

0,5%/4h  e  0,5%/12h  (Figura  2).    Para  o  acesso  BGEN­29  (2X),  foi  calculada  taxa 

de sobrevivência de 94% para o grupo controle, 19% para o tratamento de 0,2%/4h e 8,5% para 

o  tratamento de 0,2%/6h  (Figura 3a). Foi observada uma  maior  sobrevivência dos explantes 

mais basais, especialmente os dois primeiros segmentos nodais de cada planta tratada. Por fim, 

no acesso da BGEN­33 (2X), a taxa de sobrevivência foi de 96% para o grupo controle, 29% 

para o  tratamento  de  0,2%/4h  e  21,3%  no  tratamento  de  0,2%/6h  (Figura  3b). Em  todos os 

casos,  houve  diferença  significativa  dos  tratamentos  em  relação  ao  grupo  controle.  Para  a 

BGEN­48  (2X),  somente  as  concentrações  de  0,5%  tanto  em  4h  quanto  12h  de  exposição 

mostraram uma diminuição significativa dessa taxa em relação aos demais tratamentos. Não 

houve diferença significativa entre os tempos de exposição de 4h e 12h. Por essa razão, para os 

experimentos seguintes, foram escolhidos os tempos de 4h e 6h. Houve diferença significativa 

entre os dois tempos de exposição, no caso do acesso BGEN­29 (2X). Já para o acesso BGEN­

33 (2X), não se notou diferença. 

Figura 2: Taxa de sobrevivência ao longo de 60 dias de acesso diploide (BGEN­48) de Lippia 

alba. Dados apresentados em porcentagem e analisados pelo teste de Qui­Quadrado.*(p>0,05) 

e ***(p<0,001).   
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Figura 3: Taxa de sobrevivência ao longo de 60 dias de acessos diploides de Lippia alba. a) 

BGEN­29; b) BGEN­33. Dados apresentados em porcentagem e analisados pelo teste de Qui­

Quadrado. *(p>0,05) e ***(p<0,001).  

 

          O experimento com o acesso BGEN­27 (3X) foi descartado, devido à contaminação dos 

explantes. Já no outro acesso triploide (BGEN­59), observou­se uma taxa de sobrevivência de 

93% para o grupo controle; 5%  no  tratamento de 0,2%/4h e 7 % no tratamento de 0,2%/6h 

(Figura  4).  Ambos  os  tratamentos  apresentaram  uma  diminuição  significativa  da  taxa  de 

sobrevivência em relação ao controle (p<0,001), sendo que também não houve diferença entre 

eles. 
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Figura 4: Taxa de sobrevivência ao longo de 60 dias de acesso triploide de Lippia alba (BGEN­

59).  Dados  apresentados  em  porcentagem  e  analisados  pelo  teste  de  Qui­Quadrado. 

***(p<0,001).  

 

          Com relação à obtenção de poliploides sintéticos, a partir do acesso diploide BGEN­48 

(2X),  foram  obtidos  uma  planta  mixoploide  e  uma  tetraploide.  Porém,  após  a  primeira 

micropropagação,  realizada  com  60  dias,  essas  duas  plantas  morreram  e  foram  então 

descartadas.  Já  no  experimento  com  a  BGEN­33  (2X),  foram  obtidos  5  tetraploides  e  4 

mixoploides através do tratamento de 0,2%/4h, e outros 9 tetraploides e 1 mixoploide com o 

tratamento de 0,2%/6h.   

A partir do acesso BGEN­29 (2X), foram obtidos, inicialmente, 5 plantas tetraploides e 

5  mixoploides  com  o  tratamento  de  0,2%/4h,  e  outros  7  tetraploides  com  o  tratamento  de 

0,2%/6h.  Além  da  maior  sobrevivência,  os  explantes  mais  basais  utilizados  também 

apresentaram  maior  sucesso de duplicação. Dentre os primeiros  segmentos nodais  repicados 

para  a  indução,  8,  93%  se  tornaram  tetraploides  e  1,79%  mixoploides.  Para  os  segundos 

segmentos, essas taxas foram de 10,17% e 3,39%, respectivamente. Por outro lado, nenhum dos 

explantes mais apicais gerou tetraploides.  

Por fim, no experimento com o acesso triploide (BGEN­59), foram obtidas uma planta 

mixoploide e uma planta hexaploide, ambas na concentração de 0,2%/4h (Figura 5). 
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Figura 5: Histogramas representativos da quantidade de DNA da planta mixoploide (a) e da 

planta  hexaploide  sintética  (b)  após  40  dias  da  indução  de  duplicação  em  plantas  triploides 

(BGEN­59). 

 

 3.2 Estabilidade genética dos poliploides sintéticos recém formados 
 

  A fim de acompanhar a estabilidade genética dos poliploides e mixoploides formados, 

foram realizadas análises por citometria de fluxo a cada 30 dias, aproximadamente. 

No caso do acesso BGEN­29  (2X),  já  na  segunda análise,  realizada após 90 dias de 

exposição à colchicina, cinco dos acessos tetraploides haviam morrido, enquanto um passou a 

apresentar  picos  relativos  a  quantidades  de  DNA  compatíveis  com  plantas  diploides  (2C)  e 

plantas  tetraploides  (4C),  caracterizando­se  então  como  mixoploide.  Além  disso,  dois  dos 

acessos que já eram mixoploides regrediram para níveis compatíveis com diploides (2C). Após 

9 meses, apenas 5 dos 7 acessos sobreviventes se mantiveram tetraploides, com os outros ainda 

apresentando variações entre 2C e 4C.  

          Já no outro acesso diploide (BGEN­33), 5 tetraploides e 4 mixoploides morreram ao 

longo  dos  6  meses  de  avaliações,  após  a  exposição  inicial.  Além  disso,  duas  das  plantas 

sobreviventes, que eram inicialmente tetraploides, passaram a ser mixoploides. Uma delas, nas 

duas últimas avaliações, voltou a mostrar níveis de DNA compatíveis apenas com tetraploides.  

          Por  fim,  foram  realizadas  também  análises  de  materiais  mixoploide  e  hexaploide 

gerados a partir da BGEN­59 (3X). Após 90 dias da exposição, o mixoploide havia regredido 

sua quantidade de DNA para valores compatíveis com plantas triploides (3C) e o hexaploide 

apresentava picos relativos a quantidades de DNA compatíveis com plantas triploides (3C) e 

plantas  hexaploides  (6C),  caracterizando­se  agora  como  mixoploide  (Figura  6). Essa  última 
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planta se manteve mixoploide até a última análise realizada (quase 2 anos após a exposição). O 

restante  das  plantas  que  não  se  duplicaram  inicialmente,  bem  como  a  mixoploide,  se 

mantiveram com as mesmas características até essa última análise. 

Figura  6:  Histogramas  obtidos  por  citometria  de  fluxo  da  a)  planta  mixoploide  e  b)  planta 

hexaploide sintética após 90 dias da indução de duplicação em plantas triploides (BGEN­59).

 

3.3 Aclimatização dos poliploides e mixoploides gerados 
  Sobre as plantas aclimatizadas, todas as amostras submetidas ao processo sobreviveram 

(Figura 7). É importante que elas continuem sendo acompanhadas ao longo dos próximos meses 

para verificar se as quantidades de DNA se mantêm. 

Figura 7: Processo de aclimatização de plantas sintéticas de Lippia alba. (a) durante a última 

fase  do  processo  de  aclimatização,  ainda  cobertas  por  sacos  plásticos  (b)  indivíduos  já 

aclimatizados. 

            

3.4 Avaliação Morfológica 
  Até o momento, devido a disponibilidade dos acessos in vitro, foram realizadas análises 

morfológicas  do  acesso  da  BGEN­33  (2X),  juntamente  com  todos os  poliploides  gerados  a 
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partir de sua duplicação. Com relação aos dados de peso fresco e peso seco, não foi encontrada 

nenhuma  diferença  significativa  entre  as  plantas  avaliadas.  O  mesmo  pode  ser  dito  para  a 

contagem  do  número  de  folhas  e  nós  (Figura  8).  Já  nas  medidas  de  comprimento  do  caule 

(Figura 9), a planta diploide natural apresentou diferenças com as poliploides 69 e 97 (ambas 

tetraploides),  sendo  que  a  97  também  se  mostrou  significativamente  diferente  da  92M 

(mixoploide).  No  comprimento  da  raiz  (Figura  10),  a  planta  51  (mixoploide)  se  destacou 

positivamente  de  todas  as  outras.  A  planta  51  também  apresentou  a  maior  área  foliar, 

especialmente  se  comparada  com  as  69  e  97,  que  apresentaram  uma  porcentagem 

significativamente menor que as demais (Figura 11). 

 

Figura 8: Histogramas representando medidas morfológicas do acesso natural da BGEN­33 e 

os acessos 92M, 51, 69 e 97, obtidos através do tratamento com colchicina. a) número de nós. 

b) número de folhas. Dados analisados por ANOVA One­Way.  
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Figura 9: Comprimento do caule do acesso natural da BGEN­33 e dos acessos sintéticos 92M, 

51, 69 e 97 obtidos através do tratamento com colchicina. As médias identificadas por letras 

diferentes (a, b, c) diferem estatisticamente entre si. 
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Figura  10:  Comparação  entre  o  comprimento  da  raiz  do  acesso  natural  da  BGEN­33  e  os 

acessos 92M, 51, 69 e 97 obtidos através do tratamento com colchicina. As médias identificadas 

por letras diferentes (a, b) diferem estatisticamente entre si. Dados analisados por ANOVA One­

Way.  
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Figura 11: Comparação entre área foliar do acesso natural da BGEN­33 e os acessos 92M, 51, 

69  e  97  obtidos  através  do  tratamento  com  colchicina.  As  médias  identificadas  por  letras 

diferentes (a, b, c) diferem estatisticamente entre si.  Dados analisados por ANOVA One­Way.  
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3.5 Perfil do óleo essencial 

 

  Nos  resultados  obtidos  a  partir  da  análise  do  perfil  de  óleo  essencial  dos  acessos,  é 

possível  observar  um  padrão  entre  ploidias,  e  também  entre  plantas  mantidas  in  vitro  e  no 

campo.  No  caso  dos  mixoploides  e  poliploides  obtidos  a  partir  da  BGEN­33,  todas 

apresentaram uma maior concentração de citral (geranial e neral) em sua composição. Porém, 
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as plantas mantidas no campo também apresentaram alta concentração de amyl vinyl carbinol, 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 ­ Perfil do óleo essencial de acessos diploides naturais e de mixoploides e tetraploides 

sintéticos de Lippia alba 

Planta  Ploidia  %  Componentes do 
óleo 

  

BGEN 33 (in vitro) 

  

Diploide 

59,96 

20,78 

11,9 

7,36 

α citral (geranial) 

α citral (neral) 

Amyl vinyl carbinol 

β Pineno 
BGEN 35 (campo)  Diploide  38,76 

33,76 

13,2 

7,87 

6,41 

Amyl vinyl carbinol 

β mirceno 

Trans α bergamoteno 

α citral (geranial) 

α­humuleno 
51 (campo) 

  

  

  

  

Mixoploide  42,37 

23,32 

20 

8 

7 

Amyl vinyl carbinol 

α citral (geranial) 

Brometo de geranial 

Álcool perílico 

β mirceno 
51 (in vitro) 

  

  

  

  

Mixoploide 

  

  

  

  

52 

14,83 

13,83 

13,37 

5,53 

α citral (geranial) 

β citral (neral) 

Amyl vinyl carbinol 

Argônio 

β mirceno 
92 M (campo) 

  

  

  

  

Mixoploide 

  

  

  

  

30,35 

30,97 

25,68 

8,36 

4,64 

α citral (geranial) 

Amyl vinyl carbinol 

Brometo de geranial 

α­humuleno 

β mirceno 
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92 M (in vitro) 

  

  

Tetraploide (raiz 
mixoploide) 

  

  

65,35 

18,22 

16,43 

α citral (geranial) 

Amyl vinyl carbinol 

β citral (neral) 

69 (in vitro) 

  

  

  

Tetraploide 

  

  

  

64,51 

18,31 

13,31 

3,87 

α citral (geranial) 

β citral (neral) 

Amyl vinyl carbinol 

β mirceno 
97 (campo) 

  

Tetraploide 

  

56,87 

43,13 

Amyl vinyl carbinol 

­ 
97 (in vitro) 

  

  

Tetraploide 

  

  

71,19 

19,48 

9,33 

α citral (geranial) 

β citral (neral) 

Amyl vinyl carbinol 
 

Para  o  mixoploide  produzido  a  partir  da  triploide  BGEN­59,  o  perfil  de  linalol  se 

manteve  para  todas  as  plantas  analisadas,  como  é  possível  observar  na  tabela  2.  A  planta 

triploide natural utilizada como referência foi a BGEN­27, devido a ausência de espécimes da 

BGEN­59 disponíveis in vitro. Os mixoploides que regrediram para triploides também foram 

analisados, e apresentaram o mesmo perfil de óleo essencial. A maior presença de amyl vinyl 

carbinol. nas plantas do campo também foi observada nesse caso. 

Tabela  2  ­  Perfil  do  óleo  essencial  de  acessos  triploides  naturais  e  de  mixoploides 

sintéticos de Lippia alba 

Planta  Ploidia  %  Componentes do 
óleo 

BGEN­27 (in vitro)  Triploide natural  90,2  β Linalol 

7,45  Eucaliptol 

2,35  Hotrienol 

4B2 (campo)  Triploide regredido  87  β Linalol 

4,55  Eucaliptol 

3,45  Hidrocarboneto 

2,82  Hotrienol 

4F2 (campo)  Triploide regredido  81,85  Linalol 

7,15  Amyl vinyl carbinol 



30 
 

6,38  Eucaliptol 

4,62  Hotrienol 

4F2 (in vitro)  Mixoploide  86,46  Linalol 

8,77  Eucaliptol 

2,58  α citral (geranial) 

2,19  Benzilamina 

4F4 (campo)  Triploide regredido  83,02  β Linalol 

6,41  Amyl vinyl carbinol 

4,32  Eucaliptol 

3,84  Cosmeno 

2,41  β mirceno 
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4 DISCUSSÃO 

 

          A  indução de poliploidia representa uma  importante estratégia no que diz respeito ao 

estudo do processo evolutivo e de especiação das plantas, além de ser aplicável como técnica 

para o melhoramento vegetal, inclusive no estudo de plantas medicinais (SALMA et al., 2017). 

Na  última  década,  estudos  com  foco  nos  efeitos  da  duplicação  genômica  nas  plantas  tem 

recebido cada vez mais enfoque (RÊGO; DHOOGHE, 2011; GOMES et al., 2014; GAO et al., 

2016;  YAN  et  al.,2016;  SADAT  NOORIET  et  al.,  2017;  SALMA;MANDAL, 

2017;IANNICELLI  et  al.,  2020).  Apesar  da  sua  indiscutível  importância  agronômica,  os 

protocolos  para  a  indução  de  poliploidia  ainda  são  associados  a  uma  baixa  eficiência, 

apresentando  taxas  altas  de  mortalidade  e  poucos  poliploides  produzidos  (PEI,  1985; 

DHOOGHE et al., 2011). 

          Dois dos principais fatores que influenciam no sucesso da poliploidização sintética são 

a concentração e tempo de exposição do agente antimitótico utilizado (SALMA et al., 2017). 

Doses  muito  altas  ou  muito  baixas  podem  gerar  alta  mortalidade  (WIDORETNO,  2016). 

Segundo a revisão realizada por Salma et al. (2017), em geral, doses mais altas por tempos mais 

curtos resultam em maior geração de poliploides, com a concentração de 0,5% de colchicina 

sendo a base para muitos dos estudos analisados. No experimento piloto  feito com o acesso 

diploide  BGEN­48,  a  concentração  mais  baixa  testada  (0,2%)  produziu  a  melhor  taxa  de 

sobrevivência, sendo por isso escolhida como o tratamento usado nos experimentos seguintes. 

O mesmo efeito já foi relatado anteriormente para L. alba e foi atribuído à menor exposição e 

redução do efeito tóxico da colchicina (JULIÃO et al., 2020). 

          No  acesso  da  BGEN­29,  as  plantas  tratadas  com  exposição  por  apenas  4  horas 

apresentaram  maior  sobrevivência.  Porém,  o  maior  tempo  de  exposição  aparenta  ter  sido  o 

melhor para a obtenção de poliploides. O tratamento de 0,2% de colchicina combinado com 6 

horas de exposição apresentou maior número de tetraploides produzidos, e menor quantidade 

de mixoploidia. O estudo conduzido por Julião et al. (2020) apresentou dados similares. Outro 

fator que pode ter atuado no sucesso do experimento foi o tipo dos explantes escolhidos, sendo 

que  os  explantes  mais  basais  foram  os  responsáveis  pelas  melhores  taxas  de  sucesso  na 

sobrevivência e duplicação para os dois tratamentos realizados. Esse resultado se diferencia do 

que é apresentado na revisão feita por Gantait e Mukherjee (2021), em que os autores concluem 
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que o uso de explantes mais  jovens e apicais é o mais recomendado, por estes apresentarem 

melhor permeabilidade em suas células. 

          Indução de duplicação genômica pode resultar  também na  formação de mixoploides, 

que são caracterizados como indivíduos que apresentam duas ou mais ploidias em um mesmo 

tecido. Isso  indica que nem  todas as células expostas à colchicina  tiveram  mudanças  no seu 

número  de  cromossomos  (SINTA  &  WIDORETNO,  2020).  A  quantidade  de  mixoploides 

formados também já foi associada antes à escolha do agente antimitótico, sua concentração e o 

tipo do explante (PETERSEN et al., 2002). No caso do presente trabalho, o tempo de exposição 

de 4 horas apresentou maior produção de mixoploides nos experimentos de dois dos acessos 

diploides utilizados. 

          Ademais, os acessos diploides foram responsáveis pela maior geração de mixoploides 

e poliploides, ao  final do experimento. Segundo a revisão realizada por Salma et al. (2017), 

parece existir uma tendência maior para a formação de tetraploides sintéticos. Para além disso, 

outros  fatores  previamente  citados,  como  escolha  dos  explantes  podem  ter  atuado  para 

contribuir com esses resultados (DHOOGHE et al, 2011). 

          Após  experimentos  de  duplicação,  as  plantas  apresentam  instabilidade  genética, 

podendo retornar aos níveis de DNA originais, mesmo com resultados inicialmente positivos 

(VÄINÖLÄ, 2000). As quedas nos níveis de DNA apresentadas em todos os acessos tratados, 

ao longo do tempo, são prova desse fenômeno. Segundo Marques & Monteiro (2014), uma das 

prováveis  explicações  seria  a  maior  velocidade  de  divisão  das  células  diploides,  quando 

comparadas  com  outras  de  níveis  maiores  de  ploidia,  o  que  resultaria  no  aumento  de 

mixoploides ao longo do tempo, como foi observado no presente trabalho. 

          Considerando esse contexto, análises periódicas de estimativa da quantidade de DNA 

foram realizadas. Vanstechelman et al. (2010) sugerem que plantas poliploides sintéticas devem 

ser reanalisadas após o procedimento de micropropagação in vitro, visando a melhor detecção 

de quimeras setoriais. Os autores também indicam a realização de análises de citometria com 

raízes e folhas, buscando abranger mais tecidos. Por isso, essa técnica foi adotada nas análises 

dos acessos de Lippia alba estudados. 

Ademais,  visando  o  aumento  da  estabilidade  dessas  plantas,  parte  dos  poliploides  e 

mixoploides  gerados  também  foram  aclimatizados,  ou  seja,  retirados  do  ambiente  in  vitro. 

Considerando o estresse que essa forma de cultivo pode gerar nas plantas, como a contaminação 
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previamente citada, ou a limitação de trocas gasosas e na exposição à luz (DESJARDINS,2009), 

espera­se  que  a  retirada  delas  desse  ambiente  e  sua  introdução  em  condições  de  campo 

permitam que ocorra uma melhora no seu desenvolvimento, e  assim, melhora da estabilidade 

genética desses neo­poliploides sintéticos. 

A  perda  de  um  dos  acessos  usados  (BGEN­27),  reforça  a  relação  já  observada  entre 

contaminação  e  os  acessos  triploides  da  espécie  L.  alba,  quando  esta  é  cultivada  por 

micropropagação. Uma das suposições levantadas é de que esta seria uma bactéria endofítica, 

ou  seja,  que  habita  no  interior  da  planta,  e  que  em  condições  normais,  não  geraria  grandes 

alterações  para o  bem­estar  de  seus  hospedeiros.  Porém,  este  microrganismo  possivelmente 

encontra no ambiente in vitro condições favoráveis para o seu desenvolvimento, se espalhando 

pelo  meio  de  cultura  e  interrompendo  o  crescimento  da  planta  ali  cultivada 

(DESJARDINS,2009). 

Para os acessos mixoploides e poliploides sobreviventes, a exposição à colchicina não gerou 

resultados significativos para todos os parâmetros morfológicos avaliados. Nas análises de peso 

seco, peso fresco, contagem no número de folhas e nós, não houve diferença significativa entre 

os  acessos  avaliados.  Isso  pode  indicar  uma  menor  sensibilidade  desses  parâmetros  para 

alterações de tamanho do genoma, quando se trata de L. alba. Porém, mais repetições precisam 

ser realizadas, para uma compreensão mais precisa desse panorama. 

Nas  medidas  de  tamanho  de  caule,  os  poliploides  estabelecidos  apresentaram  valores 

significativamente maiores do que o acesso do diploide natural. Além disso, um desses acessos  

(97) também se apresentou significativamente maior do que um dos mixoploides (92M). Esses 

dados corroboram com diversos estudos anteriores, como de Sadat Noori et al. (2017), em que 

as plantas duplicadas também apresentaram maior crescimento caulinar.  

Por outro lado, nas medidas de comprimento das raízes e de área foliar, os acessos que se 

destacaram foram os mixoploides. Na avaliação da área foliar, os dois tetraploides apresentaram 

valores menores até mesmo em relação ao acesso diploide natural. Esses dois acessos, em geral, 

apresentaram o mesmo número de folhas dos outros, porém, com tamanho bem menor. O que, 

por sua vez, vai contra o efeito “gigas”, que é uma das consequências esperadas para o aumento 

do volume nuclear em poliploides (VAN DE PEER et al., 2017). Resultados similares já foram 

encontrados em outros estudos, em que os diploides naturais apresentaram maior comprimento 

de folhas do que os tetraploides sintéticos produzidos (ROY et al., 2001; VIEHMANNOVÁ et 

al, 2012; ZAHEDI et al., 2014). Além disso, grande variação morfológica, especialmente para 

as folhas, já foi associada antes com L. alba, no trabalho de Jezler et al. (2013). 
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Com relação à composição do óleo essencial, diversos estudos já reportaram o citral (neral 

e geranial) e o linalol como os principais constituintes presentes no óleo essencial de  Lippia 

alba (Henebelle et al., 2008; Shukla et al., 2009; Stashenko et al., 2004; Vale et al., 2000). Os 

dados  obtidos  no  presente  trabalho  corroboram  com  essa  informação,  sendo  que  esses  dois 

quimiotipos  principais  também  foram  obtidos  nos  poliploides  e  mixoploides  sintéticos 

produzidos. Os resultados também são similares aos adquiridos anteriormente por Julião et al. 

(2020), em que se mantém a associação entre os diploides e tetraploides com o citral e entre os 

triploides com o linalol, mesmo nos poliploides sintéticos. 

          O principal efeito esperado na poliploidização de plantas  medicinais é o aumento na 

produção de metabólitos secundários. Além disso, alterações no perfil do óleo essencial também 

já  foram  reportadas,  devido  a  mudanças  na  regulação  da  síntese  desses  metabólitos 

(IANNICELLI et al., 2020). Lopes et al. (2014) associaram a  formação de dois quimiotipos 

diferentes em L. alba com variações em uma mesma cadeia de biossíntese, a via MEP, como 

consequência das variações no nível de ploidia. O linalol, neral e geranial são monoterpenos, 

que  possuem  o  geranilpirofosfato  (GPP)  como  precursor  comum  (CROTEAU,  1987).  A 

diferença entre eles está na variação das enzimas envolvidas em sua produção: a linalol sintase 

catalisa a conversão direta de GPP em linalol, enquanto diversas enzimas atuam na formação 

do  geranial,  e  subsequentemente,  na  do  neral.  (CROTEAU  et  al.,  1994;  GERSHENZON  & 

CROTEAU, 1993; MCGARVEY & CROTEAU, 1995; WISE & CROTEAU, 1999). 

  A presença do amyl vinyl carbinol (1­octen­3­ol) em altas concentrações foi observada 

apenas nas plantas presentes no campo, tanto nos acessos naturais quanto nas plantas sintéticas 

que passaram pelo processo de aclimatização. O 1­octen­3­ol é descrito por Adibe et al. (2019) 

como um composto de relevância no controle de insetos, atuando como um eficiente repelente 

e estando associado a propriedades inseticidas nas plantas. Essa informação sustenta o padrão 

encontrado  nos  acessos  analisados  neste  trabalho,  uma  vez  que  essa  substância  só  esteve 

presente em altas quantidades nas plantas do campo, condição em que estas se encontram sob 

risco  de  herbivoria.  Além  disso,  esse  composto  volátil  também  é  associado  a  propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes apresentadas por diversos fungos e plantas (AL­FATIMI et al., 

2016). Vale notar que essas mesmas características também são descritas para o óleo essencial 

de Lippia alba (SANTOS FILHO et al., 2023).  
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5 CONCLUSÃO 

Os  resultados  obtidos  contribuíram  para  compreender  o  processo  de  indução  de 

poliploidia para a espécie Lippia alba, assim como para otimizar o protocolo de  indução de 

materiais sintéticos. Podemos concluir, por exemplo, que a aplicação do tempo de indução mais 

baixo  testado  e o  uso  de  explantes  mais  basais  foram  os  parâmetros  que  geraram  melhores 

resultados na sobrevivência e duplicação dos indivíduos. Porém, mais experimentos mantendo 

controle  sobre  o  tipo  de  explantes  escolhidos  precisam  ser  realizados,  uma  vez  que  só 

conseguimos realizar esse acompanhamento para um dos acessos testados.  

O experimento revelou­se promissor, resultando na produção de novos indivíduos que 

poderão ser utilizados para delinear estratégias que permitam investigar os efeitos de alterações 

no nível de ploidia para a evolução da espécie. A partir dos resultados já obtidos, foi possível 

reforçar  mais  uma  vez  a  associação  já  estabelecida  entre  quantidade  de  DNA  e  o  perfil  de 

constituintes do óleo essencial em Lippia alba. Sendo que, também foi possível inferir sobre a 

influência do ambiente de cultivo na síntese desses metabólitos.  

Paralelamente, a obtenção de neo­poliploides sintéticos constitui material valioso para 

estudos futuros que busquem adicionar aos conhecimentos sobre a dinâmica de poliploidização 

nas  plantas.  Sendo  que  mais  estudos  se  fazem  necessários,  principalmente  envolvendo  a 

duplicação dos acessos triploides da espécie. Além disso, o acompanhamento do material  já 

produzido também será essencial, de forma a gerar dados sobre os poliploides e mixoploides 

sintéticos a longo prazo.  
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