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RESUMO
O género Lippia pertence a familia Verbenaceae e apresenta cerca de 200 espécies distribuidas
na América do Sul, Central e na Africa. A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Br. ex P. Wilson é
ocorrente no semiérido nordestino brasileiro, suas folhas sdo ricas em dleo essencial o qual
apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante comprovada, com relevancia na industria
farmacoldgica e cosmética. Neste sentido, a micropropagacao surge como uma técnica de
multiplicacdo in vitro de plantas, por meio do qual os explantes sdo introduzidos em meio
nutritivo, que pode ser suplementado com substéncias conhecidas como elicitores, que visam
modulacfes no crescimento e na producdo de metabdlitos secundarios nas plantas
desenvolvidas in vitro. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
aplicacdo de elicitores no desenvolvimento in vitro e na producdo de compostos secundarios
em Lippia alba. Para isso, inicialmente foi realizada a inoculagdo de segmentos nodais da
espécie em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade da forca idnica. Os explantes
foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas. Apos a fase de
estabelecimento, as plantas foram repicadas e inoculadas em potes, contendo 50 mL do meio
MS semissolido acrescido de metil jasmonato (0, 100, 200 e 300 uM L), quitosana ou extrato
de levedura nas concentrag@es de: 0, 200, 400 e 600 mg L, durante 5 dias ou 10 dias. Depois
desse periodo os segmentos nodais (explantes) foram transferidos para tubos de ensaio
contendo meio MS na auséncia do elicitor onde permaneceram por 25 dias. Observou-se que
a elicitacdo durante 10 dias afetou o crescimento e desenvolvimento das plantas, e que a adi¢do
de 400 e/ou 600 mg L de quitosana e 400 mg L de extrato de levedura por 5 dias ao meio
promoveu 0 aumento da altura e biomassa foliar das plantas. Além disso, as plantas elicitadas
com quitosana apresentaram maior numero de compostos no perfil de 6leo essencial em
comparacgdo aos outros elicitores e ao controle. Neste contexto, para elicitacdo in vitro de L.
alba indicamos a aplicagdo de 400 e/ou 600 mg L de quitosana no meio de cultivo por 5 dias,
pois essas concentragdes proporcionaram aumento no crescimento das plantas, além de

melhores estratégias para a producdo de metabolitos secundarios.

Palavras-chave: Micropropagaco; Enzimas do estresse antioxidativo; Oleo essencial; Plantas

medicinais.
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ABSTRACT
The genus Lippia belongs to the Verbenaceae family and has about 200 species distributed in
South, Central America and Africa. The species Lippia alba (Mill.) N. E. Br. Ex P. Wilson is
found in the Brazilian Northeast semiarid; its leaves are rich in essential oil and have proven
antimicrobial and antioxidant activity, with relevance in the pharmaceutical and cosmetic
industry. In this sense, micropropagation appears as a technique for in vitro multiplication of
plants, where explants are introduced in a nutrient medium, which can be supplemented with
substances known as elicitors, which aim at modulations in the growth and production of
secondary metabolites in plants developed in vitro. Thus, the objective of this work was to
evaluate the influence of the application of elicitors on in vitro development and on the
production of secondary compounds in Lippia alba. Initially, young cuttings containing nodal
segments were removed from parent plants and the process of asepsis started. Then, the nodal
segments (1 cm) containing two lateral buds were inoculated in MS medium (Murashige &
Skoog, 1962) with half the ionic strength. The explants were kept in a growth room at 25 + 2 °
C and a 16-hour photoperiod. After the establishment phase, the plants were seeded and
inoculated in pots, containing 50 mL of the semi-solid MS medium plus methyl jasmonate (0,
100, 200 and 300 uM L 1), chitosan or yeast extract in the concentrations of: 0, 200, 400 and
600 mg L 1, for 5 days or 10 days. After that period, the nodal segments (explants) were
transferred to test tubes containing MS medium in the absence of the elicitor where they
remained for 25 days and subsequently the biometric, biochemical, anatomical parameters and
quantitative analysis of the essential oil were evaluated. The quantitative data of the experiment
were submitted to ANOVA and compared by the Scott-Knott test at 5% probability. It was
observed that the elicitation for 10 days affected the growth and development of the plants, and
that the addition of 400 and / or 600 mg L of chitosan and 400 mg L* of yeast extract for 5
days in the medium promoted the increase in plant height and leaf biomass. In addition, the
plants elicited with chitosan showed a higher number of compounds in the essential oil profile
compared to the other elicitors and to the control. In this context, for in vitro elicitation of L.
alba we indicate the application of 400 and / or 600 mg L™ of chitosan in the culture medium
for 5 days, as these concentrations provided an increase in the growth of the plants, in addition

to better strategies to produce secondary metabolites.

Keywords: Micropropagation; Enzymes of antioxidative stress; Essential oil; Medicinal

plants.



13

INTRODUCAO GERAL

As plantas produzem varios compostos que tém significativo potencial para aplicacao
nas inddstrias quimico-farmacéuticas (RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016), como € o caso das
espécies do género Lippia. Esse género pertence a familia Verbenaceae e apresenta 200
espécies, das quais, 18 sdo consideradas raras ou ameacadas de extin¢do, por causa da
fragmentacdo de habitats, ocasionada pela exploracdo agricola, agropecuéria e garimpeira,
além do extrativismo das espécies com potencial farmacologico (MARTINELLI & MORAES
2013; MARTINELLI et al. 2014).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson, popularmente conhecida como erva cidreira
(Figura 1), é nativa do territério brasileiro com distribuicdo nas Américas Central e do Sul,
Africa e no sul dos Estados Unidos (HENNEBELLE et al. 2008). L. alba é um arbusto
aromatico, onde suas folhas sdo usadas para o tratamento de doencas respiratérias, resfriados,
gripe, hipertensdo, além de doencas gastrointestinais (HENNEBELLE et al. 2008a). As
propriedades farmacéuticas do 6leo essencial dessa espécie sdo conferidas principalmente pela
presenca de: citral, carvona e linalol (JULIAO et al., 2003; HENNEBELLE et al. 2008a;
BLANK et al. 2015; TREVISAN et al. 2016). Estes compostos conferem ao 6leo essencial
atividade antimicrobiana, antioxidante e anestésica (HENNEBELLE et al. 2008; NOVAES
SIMOES et al. 2017; BATISTA et al. 2018; JOSHI et al. 2018).

A composi¢do quimica do 6leo essencial pode ser influenciada quantitativamente e
qualitativamente por fatores edafoclimaticos, fatores genéticos e estadio de desenvolvimento
da planta (GOBBO-NETO & LOPES 2007; VASCONSUELO & BOLAND 2007; GOUVEA
et al. 2012). Sendo assim, o desenvolvimento vegetal através do cultivo in vitro tem sido
considerado como uma maneira de melhorar o rendimento de metabdlitos secundérios de forma
controlada e em larga escala (PANDEY et al. 2017).

Além disso, o cultivo in vitro promove a producdo sustentdvel de metabdlitos
secundarios, com rigoroso controle de producéo e qualidade, garantindo que o material vegetal
n&o estard contaminado por microrganismos fitopatogénicos, além de apresentar independéncia
de flutuacdes geograficas ou ambientais (RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016). Essa técnica
também pode favorecer a aclimatagdo, aumentando a capacidade de tolerancia aos estresses
bidticos e abioticos, além de promover a conservacdo de espécies (THORPE 2007; IDOWU
2009; HUSSAIN et al. 2012; PANDEY et al. 2017).

Entretanto, a quantidade de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas
cultivadas in vitro ainda é reduzida, por isso, faz-se necessaria a utilizacdo de elicitores
(RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016). Essas substancias sdo usadas para desencadear respostas
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morfoldgicas e fisiologicas, que possibilitam o aumento na producdo e no acumulo de
metabolitos secundarios, devido as respostas de defesa da planta (ORLITA et al. 2008; PATEL
e KRISHNAMURTHY 2013; DIAS et al. 2016). Dentre os elicitores bidticos usados para essa
finalidade est&o o metil jasmonato, a quitosana e o extrato de levedura (RAMIREZ-ESTRADA
et al. 2016).

Diante do exposto, 0 presente estudo tem como hipdtese que a aplicagdo exdgena de
elicitores como a quitosana, o extrato de levedura e o metil jasmonato, podem promover
modulagBes no crescimento e aumento da producgéo de metabdlitos secundarios em Lippia alba.
Portanto, esse trabalho tem como objetivo, avaliar a influéncia de elicitores no crescimento e
desenvolvimento in vitro de Lippia alba com a finalidade de promover o aumento da producéo

de compostos secundarios.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Caracteristicas da Lippia alba

A familia Verbenaceae contém 100 géneros distribuidos principalmente na América do
Norte e do Sul, nas regides temperadas e tropicais quentes (O’LEARY et al. 2012). O género
Lippia apresenta cerca de 200 espécies distribuidas na América do Sul, Central e na Africa
(MUNIR 1993; SALIMENA 2010). No Brasil, podem ser encontradas 88 espécies, sendo 68
endémicas, estando distribuidas na Regido Amazoénica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pampa (SALIMENA & MULGURA 2015). Diversas espécies desse género apresentam
propriedades medicinais comprovadas, sendo utilizadas popularmente para o tratamento de
resfriados, gripe, bronquite, tosse e asma, além de doencas gastrointestinais e cutaneas
(PASCUAL et al. 2001; PIMENTA et al. 2007).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson (1993) popularmente conhecida como erva
cidreira, € uma espécie nativa do Brasil, que pode ser encontrada em todos os dominios
fitogeograficos do pais, assim como nas Américas Central e do Sul, Africa, no sul dos Estados
Unidos e na Australia (HENNEBELLE et al. 2008; SALIMENA & MULGURA 2015). Essa
espécie apresenta porte arbustivo com altura variando entre 0,6 a 2m, suas folhas séo opostas
com tricomas glandulares, além de inflorescéncias globosas a cilindricas de coloracéo
arroxeada (Figura 1) (SALIMENA e MULGURA 2015).

Devido a sua ampla distribuicédo e a semelhanca entre as espécies do género Lippia, L.
alba apresenta 29 sinébnimos (SALIMENA & MULGURA 2015) e é provavelmente uma das
espécies mais estudadas do ponto de vista farmacoldgico (HENNEBELLE et al. 2008a). Dentre
as propriedades mais estudadas desta espécie destacam-se as atividades antibacteriana e
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antifangica (MACHADO et al. 2014; SANTOS et al. 2016; TOMAZONI et al. 2016; Batista
et al. 2018), antiviral (ANDRIGHETTI-FROHNER et al. 2005; OCAZIONEZ et al. 2010),
antiprotozoaria (CALZADA et al. 2006; BALDISSERA et al. 2017), neurossedativa
(HENNEBELLE et al. 2006; HENNEBELLE et al. 2008b; HATANO et al. 2012; NOVAES
SIMOES et al. 2017), analgésica e anti-inflamatéria (SIQUEIRA-LIMA et al. 2019),
antioxidante (STASHENKO et al. 2004; HENNEBELLE et al. 2008b; JOSHI et al. 2018)
e citotoxica (COSTA et al. 2004).

Na medicina tradicional, a espécie é usada para o tratamento de ansiedade, hipertenséo,
anemia, coOlicas, diarreia, flatuléncia, nausea, febre, resfriado, tosse, bronquite e asma
(PASCUAL et al. 2001; DI STASI et al. 2002; HENNEBELLE et al. 2008a). Essas
propriedades medicinais devem-se, as propriedades do 6leo essencial, que apresenta uma
composicdo variavel devido a sua plasticidade morfofisioldgica em relacdo as condicdes
ambientais, sugerindo a existéncia de varios quimiotipos, mas no geral seus principais
componentes sdo: citral, carvona e linalol (Figura 1) (JULIAO et al. 2003; HENNEBELLE et
al. 2008a; BLANK et al. 2015; TREVISAN et al. 2016).

e
o

Figura 1 - L. alba e os principais componentes do 6leo essencial. (A) Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson.

Fonte: Ulisses, C. (2019); Estruturas quimicas: (B) Citral; (C) Carvona e (D) Linalol. Fonte: National Center for
Biotechnology Information (2020).

O citral € um aldeido da série monoterpeno, formado da mistura isomérica de geranial
e neral (BAKKALI et al. 2008), que apresenta atividades antibacteriana e antifingica
(SADDIQ e KHAYYAT 2010; LU et al. 2018; USACH et al. 2020) e inseticida (TAK &
ISMAN 2016). A carvona € uma cetona da série monoterpeno (BAKKALI et al. 2008) que
pode ser purificada nos enantibmeros R - (-) ou S - (+), e apresenta atividade inseticida (EL-
MINSHAWY et al. 2018), fungicida (PEIXOTO et al. 2018), antibacteriana (GUIMARAES et
al. 2019), além de combater a citotoxicidade acarretada pelo estresse oxidativo do nervo 6ptico
e da retina em ratos (CINICI et al. 2019). O linalol é um alcool da série monoterpeno
(BAKKALI et al. 2008), que apresenta atividade antifungica (SILVA et al. 2017),
antibacteriana (GUIMARAES et al. 2019), bem como propriedades ansioliticas, ou seja, atua
no combate a ansiedade (SOUTO-MAIOR et al. 2011).
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A composicdo quimica do Oleo essencial pode ser influenciada por fatores
edafoclimaticos, fatores genéticos e estadio de desenvolvimento da planta (GOBBO-NETO &
LOPES 2007; VASCONSUELO & BOLAND 2007; GOUVEA et al. 2012). Por exemplo, 0
aumento da concentracdo de linalol foi observado quando plantas de L. alba foram cultivadas
in vitro sob fotoperiodo de 24 horas (CASTRO et al. 2019), e quando submetidas a 60mM de
NaCl (CASTRO et al. 2020).

Algumas espécies do género Lippia estdo ameacadas de extin¢do devido a fragmentacdo
de habitats, ocasionada pela exploracdo agricola, agropecuaria e garimpeira, além do
extrativismo de espécies com potencial farmacolégico (MARTINELLI & MORAES 2013;
MARTINELLI et al. 2014). Diante do potencial medicinal apresentado por L. alba e dos
entraves enfrentados no manejo sustentavel e na conservacao dessa espécie, faz-se necessaria
a busca por novas técnicas biotecnoldgicas que aumentem a producdo de mudas e de

metabdlitos secundarios de forma sustentavel, como o cultivo in vitro de plantas.

Cultivo in vitro

A cultura de tecidos ou cultivo in vitro de plantas é uma ferramenta biotecnoldgica que
abrange diversas técnicas que permite que células, tecidos, 6rgdos ou a planta inteira, sejam
cultivadas em meio de cultura sob condicGes assépticas tendo o controle da luminosidade,
umidade e temperatura, para promover a producdo e/ou melhoramento das plantas (THORPE
2007; SMETANSKA 2008; HUSSAIN et al. 2012). Essa técnica foi proposta por Gottlieb
Haberlandt em 1902, por meio de experimentos realizados com cultura de células individuais,
e é baseada principalmente no conceito de totipoténcia das células vegetais, que é a capacidade
de uma célula se regenerar e formar uma nova planta (THORPE 2007; HUSSAIN et al. 2012).
Mas foi apenas em 1922 que o primeiro cultivo de células foi desenvolvido com sucesso por
Kolte e Robbins, quando cultivaram pontas de raiz e caule (DIAS et al. 2016).

A descoberta mais importante para a cultura de tecidos ocorreu em 1962 por Murashige
e Skoog, que foi o desenvolvimento do meio MS (MURASHIGE & SKOOG 1962) para
culturas de células de tabaco, que consistia em macro e micronutrientes, uma fonte principal
de carbono (sacarose, por exemplo), vitaminas do complexo B e reguladores de crescimento.
Nesse meio, 0s pesquisadores conseguiram combinar todos 0Ss requisitos nutricionais
satisfatorios para um grande grupo de espécies de plantas, de modo que varias publicactes
apontam o0 meio MS como um dos mais eficientes em trabalhos de micropropagacéo,

beneficiando a agricultura e 0 meio ambiente.



17

O cultivo in vitro é baseado na selecdo da planta-mée, estabelecimento da cultura
asséptica, multiplicacdo dos propagulos e aclimatizacdo (GAURAYV et al. 2018). Para o
estabelecimento da cultura, faz-se necessaria a utilizacdo de um meio de cultura, que tenha
agua e nutrientes minerais (macronutriente e micronutrientes), fonte de carbono e vitaminas
indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento das plantas (DIAS et al. 2016). Ja na
etapa de multiplicacdo, ocorre o subcultivo dos 6rgdos por um determinado tempo sob
condicOes assépticas em novos meios de cultura. Apos todo processo in vitro, é necessario que
as plantulas passem pelo processo de aclimatizacao que € o processo de adaptacao das plantulas
ex vitro, onde as condi¢es ambientais ndo sdo totalmente controladas (KUMAR & REDDY
2011).

A técnica de cultivo in vitro surgiu como uma ferramenta de pesquisa, mas a partir de
meados do século XX, tornou-se uma técnica de aplicacdo industrial, sendo utilizada para
micropropagacdo (IDOWU 2009). A micropropagacdo é uma técnica da cultura de tecidos
vegetais utilizada para a producédo de plantas em larga escala em um curto periodo (BHATIA
et al. 2015). Atualmente, é utilizada como uma ferramenta para a realizagdo de embriogénese
somatica, hibridizacdo somatica, inducdo de resisténcia a doencas e pragas, aumentar a
capacidade de tolerancia aos estresses bidticos e abioticos, propagacdo de plantas em larga
escala e conservacao de espécies (THORPE 2007; IDOWU 2009; HUSSAIN et al. 2012).

O cultivo in vitro é uma ferramenta importante para a conservagdo ex situ, pois auxilia
na preservacao de espécies raras ou ameacadas de extingdo (SARASAN 2010). Além disso, as
plantas propagadas in vitro podem ser usadas para reintroducdo ou aumento de populacbes
selvagens (PENCE 2011).

O desenvolvimento de plantas através do cultivo in vitro tem sido considerado como
uma maneira econdmica de melhorar o rendimento de metabdlitos secundarios em larga escala
(PANDEY et al. 2017). Por isso, tem-se investido em pesquisas sobre 0 uso de substancias,
como os elicitores, que estimulam o crescimento e desenvolvimento das plantas e
consequentemente a producdo de metabolitos secundarios in vitro. Muitos trabalhos ja vém
sendo realizados nessa area, principalmente com plantas medicinais como, Thevetia peruviana
(MENDOZA et al. 2018), Hypericum perforatum (WANG et al. 2015), Gymnema sylvestre
(CHODISETTI et al. 2015), Polygonum minus (HASSAN et al. 2018), Carum copticum
(RAZAVIZADEH et al. 2020) e Cayratia trifolia (ROAT & RAMAWAT 2009).

Com relacdo a Lippia alba pesquisas apontam que a exposicdo dessa especie a condicdes
adversas, como fotoperiodo de 24 horas e a salinidade (60mM de NaCl), in vitro podem
influenciar a producdo e composicdo de metabdlitos secundarios (CASTRO et al. 2019;
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CASTRO et al. 2020). Entretanto, ainda sdo poucos os trabalhos relacionados ao uso de
diferentes elicitores em L. alba, bem como sobre o conhecimento acerca das respostas
metabdlicas dessa espécie submetidas a diferentes substancias, diante disso, faz-se necesséario

0 investimento em pesquisas sobre o uso de elicitores in vitro.

Utilizacdo de Elicitores Bidticos

Os elicitores sdo substancias usadas para desencadear respostas morfologicas e
fisiologicas, possibilitando o aumento na producdo e no acumulo de metabolitos secundarios,
atuando como mecanismos de defesa da planta (ORLITA et al. 2008; PATEL &
KRISHNAMURTHY 2013; DIAS et al. 2016).

Os elicitores podem ser classificados quanto a sua origem em abidticos e bidticos. Os
abidticos sdo substancias inorganicas, como sais e ions metalicos (Cu, Cd, Ca?*, AICls, CaCls,
CdCl, e CoCly), além de fatores fisicos como o pH alto, por exemplo (NAMDEO 2007;
RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016). Enquanto os elicitores bidticos sdo substancias de origem
organica, que compreendem moléculas como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos
e 4&cidos graxos, além de polissacarideos derivados da parede celular de plantas e
microrganismos (pectina ou celulose, quitina ou glucanos) (BARBOSA & MEDEIROS,
NAMDEO 2007). Os elicitores bidticos podem ser divididos em enddgenos e exdgenos. Os
elicitores enddgenos sdo compostos produzidos pelas plantas apds a percepgdo do estresse,
enquanto os elicitores exdgenos sdo substancias introduzidas na planta (NAMDEO 2007,
RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016).

A resposta de defesa da planta ao elicitor pode desencadear diferentes rotas
metabdlicas, assim como pode se iniciar na membrana plasmatica ou no citosol, isso vai
depender do tipo de elicitor utilizado. Na membrana plasmatica ocorre a percepcao do elicitor
pelo receptor, seguida pela fosforilagdo reversivel e desfosforilagéo de proteinas da membrana
plasmatica e proteinas citosélicas, promovendo a entrada de Ca ?* e H* e saida de ClI" e K*, 0
que favorece a ativacdo da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e da NADPH
oxidase. Em seguida, ocorre a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e
RNS), o que aciona a expressdo precoce de genes de defesa, 0 metabolismo secundario, e
impulsiona a produgdo de jasmonatos, que ativa a expressao génica da resposta de defesa tardia
e 0 acumulo de metabdlitos secundario (Figura 2) (RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016). Vale
salientar, que este € um mecanismo geral de acdo dos elicitores, sendo assim diferentes

elicitores podem possuir rotas distintas.
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Figura 2 - Representacdo esquematica das possiveis respostas das células a elicitacdo. R: receptor; PL: fosfolipase;
MAPKSs: proteinas quinases ativadas por mitogénio; ROS: espécies reativas de oxigénio; RNS: espécies reativas

de nitrogénio; FT: fatores de transcricéo. Fonte: Ramirez-Estrada et al. (2016).

Varios elicitores tém sido empregados com a finalidade de estimular mecanismos de
defesa, aumentando a producgdo de metabdlitos secundarios (ORLITA et al. 2008), dentre estes

0 metil jasmonato, a quitosana e o extrato de levedura.

Metil Jasmonato

Os jasmonatos (JAS), como sdo conhecidos coletivamente o &cido jasmonico (JA) e seu
éster metilico, metil jasmonato (MeJa) e conjugado de isoleucina (JA-lle), sdo compostos de
sinalizacdo, derivados de lipidios (RUAN et al. 2019, WASTERNACK 2015). A sintese de
JAs, pode ocorrer por meio da via do octadecano a partir do acido a-linolénico e da via do
hexadecano a partir do &cido hexadecatrienoico, precisando de trés locais de reacdo: o
cloroplasto, o peroxissomo e o citoplasma. A sintese de acido 12-oxo-fitodiendico (12-OPDA)
ou acido diénico vegetal desoximetilado (dn-OPDA\) a partir de acido graxo insaturado ocorre
no cloroplasto, que é entdo convertido em JA no peroxissomo. No citoplasma, o JA é
metabolizado em diferentes estruturas por varias reagdes quimicas, como Mela, JA-lle, cis-
jasmona (CJ) e acido 12-hidroxiasmonico (12-OH-JA) (Figura 3) (RUAN et al. 2019).

Por ser uma molécula sinalizadora especifica de plantas, o MeJa, pode atuar como um
sinal chave para a expressdo génica de defesa, principalmente contra estresses bidticos, além

de influenciar os processos de desenvolvimento e decrescimento, como a formacgéo de raizes
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laterais e adventicias, germinacdo de sementes, senescéncia de folhas, formacao de tricomas
glandulares e desenvolvimento de embrides e polen (DEUNER et al. 2015, WASTERNACK
2015, RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016).

A cultura de suspensdo de células de Thevetia peruviana elicitada com 3 pmol L de
MeJa apresentou aumento de 1,49 vezes no teor de compostos fendlicos em relacdo ao controle.
Esses compostos apresentam potencial antimicrobiano e antineoplasico. Comprovou-se
também, aumento de 1,66 vezes na atividade antioxidante e 2,55 vezes no contetdo de
flavonoides em comparacéo ao controle. Os flavonoides dessa planta sdo responsaveis pela
inibicdo da enzima integrase e a transcriptase reversa associada a polimerase do DNA do virus
da imunodeficiéncia humana HIV-1 (M ENDOZA et al. 2018).
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Figura 3 - Representacdo esquematica das possiveis rotas de sintese de JAs no cloroplasto, peroxissomo e

citoplasma. LOX: lipoxigenase; AOS: 6xido aleno sintase; AOC: 6xido aleno ciclase; OPR3: redutase OPDA,;
JARL: jasmonato resistente 1; JMT: JA carboxil metiltransferase; OPDA: &cido 12-oxo-fitodiendico; dnOPDA:
acido dinor-12-oxo-fitodiendico; OPC8: 8- (3-ox0-2- (pent- Acido 2-enil) ciclopentil) octanoico; OPCB6: acido 6-
(3-ox0-2- (pent-2-enil) ciclopentil) hexanoico; OPC4: 4- (3-oxo0-2- (pent-2-enil) &cido ciclopentil) butanoico;
tnOPDA: tetranor-OPDA; 4,5-ddh-JA: 4,5-didesidrjasmonato, JA: &cido jasmodnico; JA-lle: jasmonoil-L-

isoleucina e MeJa: metil jasmonato. Fonte: Adaptado de Ruan et al. (2019).

Fagopyrum tataricum, popularmente conhecida como trigo sarraceno, ap0s ser

elicitada in vitro com MeJa nas concentracdes de 1 e 10 umol, apresentou um aumento na
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formacdo de compostos fendlicos. Além disso, observou-se que em concentragdes crescentes
de Mela, o acimulo de compostos fendlicos foi acompanhado pelo declinio na atividade
antioxidante, resultado contrario ao observado por Mendoza et al. (2018), provavelmente
devido ao aumento do estresse oxidativo na cultura de suspenséao de células (GUMEROVA et
al. 2015).

A espécie Hypericum perforatum, usada na medicina tradicional chinesa para o
tratamento de feridas na pele, eczema, queimaduras, doencas do trato alimentar e distarbios
psicoldgicos, apresentou uma maior producdo de flavonoides (280 mg L) apds ser elicitada
in vitro com 100 pmol L de MeJa. Além disso, o tratamento com MeJa inibiu as atividades
da catalase (CAT), enquanto aumentou as atividades da fenilalanina aménia liase, o que
promoveu 0 aumento da producdo desses flavonoides. Esses flavonoides, especificamente a
quercetina e seus derivados glicosideos, constituem o principal grupo de metabodlitos
biologicamente ativos e sdo marcadores bioquimicos importantes na autenticacdo de materiais
vegetais a base de plantas (WANG et al. 2015).

A atividade biolégica do MeJa ¢ altamente variavel e dependente de sua concentragdo
nos tecidos ou no meio de cultura de células vegetais (SOARES & MACHADO 2007). Na
cultura de suspensdo de células de Gymnema sylvestre, observou-se que quando elicitada com
150 umol de MeJa, a concentracdo de acido gimnémico foi 15,4 vezes maior em comparacao
ao controle, mas quando ultrapassou essa concentracdo ocorreu uma reducdo de 36,3% na
concentracdo do acido. Os &cidos gimnémicos sdo usados para a producdo de medicamentos
antidiabéticos (CHODISETTI et al. 2015).

Ainda néo hé trabalhos na literatura relacionados ao uso de MeJa em L. alba in vitro ou
em casa de vegetacdo. Entretanto, Moreno-Rodriguez et al. (2019) relataram que a aplicacao
do &cido jasmonico nas folhas Lippia origanoides possibilitou a formacéo de novos tricomas
glandulares local e sistemicamente, assim como o0 aumento significativo de timol e carvacrol.
Isso destaca a necessidade de mais pesquisas sobre respostas metabolicas de L. alba ao uso de

elicitores.

Quitosana

A quitosana (QT) é um polissacarideo importante para a composi¢do estrutural da
parede celular de varios fungos patogénicos de plantas, sendo obtida por meio da desacetilacao
parcial da quitina solida, em condicdes alcalinas ou por hidrolise enzimatica com a quitina
desacetilase (GALLAO et al. 2010; FERRI & TASSONI, 2011; RAMIREZ-ESTRADA et al.
2016). O mecanismo de acdo desse polissacarideo ainda ndo foi totalmente desvendado, mas
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sabe-se que apos o reconhecimento da QT por receptores celulares especificos, 0s mensageiros
secundarios devem transduzir o sinal para induzir respostas fisiologicas. Os mensageiros
secundarios podem ser espécies reativas de oxigénio (ROS), H20,, Ca?*, 6xido nitrico (NO) e
fitormonios (Figura4) (MALERBA & CERANA, 2016; HIDANGMAYUM et al. 2019). Esses
mensageiros podem promover a resisténcia aos estresses bidticos e abidticos, a sintese de
oligossacarideos, induzir enzimas antioxidantes e regular o uso da agua (HIDANGMAYUM
et al. 2019).

A QT aumenta as respostas fisiologicas de defesa e diminui os efeitos adversos dos
estresses bioticos e abioticos, por meio da inducédo de enzimas de defesa (como fenilalanina
amonia liase e peroxidase), sintese de metabolitos secundarios (como polifendlicos, lignina,
flavonoides e fitoalexinas), producdo de &cidos organicos e acucares, além de estimular a
formac&o e deposicéao de calose (FERRI & TASSONI 2011; MALERBA & CERANA, 2016;
HIDANGMAYUM et al. 2019).

A utilizacdo de quitosana como elicitor fez com que plantas de Ruta graveolens L.
cultivadas in vitro apresentassem aprimoramento na taxa de crescimento, bem como aumento
na biossintese de cumarinas simples, furanocumarinas lineares, diidrofuranocumarinas e
alcaloides (ORLITA et al. 2008).

Hypericum perforatum, popularmente conhecida como erva de Sdo Jodo ao ser elicitada
in vitro com 200mg L* quitosana, ndo foi favorecida quanto ao aumento de biomassa, no
entanto os niveis de valina, isoleucina, glutamina, acido y-aminobutirico, frutose, sacarose,
acidos graxos poliinsaturados, epicatequina, xantonas, dimetilalilpirofosfato e estigmasterol
aumentaram, enquanto os niveis de histidina diminuiram. Essa resposta aponta para uma
mudanca metabdlica em direcdo ao armazenamento de compostos de carbono e nitrogénio,
como sacarose e aminoacidos, além de refletir um processo de adaptacdo as condigdes de
estresse induzidas pelo tratamento com quitosana (BRASILI et al. 2014).

A cultura de suspensdo de células de Decalepis salicifolia quando elicitada com
200pumol L de quitosana apresentou aumento de biomassa, contetido fendlico, flavonoides e
2-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (2H4MB) em comparacéo ao controle e ao extrato de levedura.
O 2H4MB ¢ um isémero estrutural da vanilina, com alto valor farmacoldgico e usado como
agente aromatizante em nivel industrial para a fabricacdo de refrigerantes e produtos de
panificacdo (AHMAD & SHARMA 2019).

A cultura de suspenséo de células de Carum copticum, espécie que apresenta atividade
antimicrobiana e antisséptica, devido a presenca de compostos fenolicos, flavonoides e

monoterpenos como timol, terpeno, p-quimeno e B-pineno, quando elicitada co m 20 mg L*
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quitosana apresentou um aumento na producao de timol e p-quimeno. No entanto, a quitosana
suprimiu o acumulo fenolico e as atividades de enzimas antioxidantes sob tratamento com NaCl
(RAZAVIZADEH et al. 2020).

Extrato de Levedura

O extrato de levedura (EL) é produzido pela digestdo desse microrganismo por enzimas
exogenas ou endogenas ou em condicOes &cidas (RAMIREZ-ESTRADA ET AL. 2016). Esse
elicitor é considerado rico em vitaminas do complexo B, além de conter quitina, oligbmeros de
N-acetil-glucosamina, B-glucano, glicopeptideos e ergosterol, esses compostos estimulam as
respostas de defesa da planta, desencadeando a sintese de metabolitos (MAQSOOD & ABDUL
2017). Assim como outros elicitores, a concentracao e o tempo de exposicdo ao EL sdo fatores
importantes na biossintese de metabolitos, e seu nivel ideal pode ser diferente para cada espécie
de planta (KOCHAN et al. 2017).

A elicitacdo in vitro com 1,59 L™ de extrato de levedura em Catharanthus roseus,
promoveu aumento no rendimento dos antineoplasicos vimblastina e vincristina, compostos
com atividade anticancerigena (MAQSOOD & ABDUL 2017).

A cultura de suspensao de células de Cayratia trifolia quando elicitada com 500 mg L
1 de extrato de levedura apresentou aumento no crescimento, nos teores de estilbenos, viniferina
e ampelopsina, 0s quais estdo associados a atividades antioxidantes, anticancerigenas e
antiaterosclerose (ROAT & RAMAWAT 2009).

A cultura de raizes pilosas de Silybum marianum, quando elicitada com 2,5 mg mL*
de extrato de levedura por 72 h, apresentou maior concentracdo de silimarina, composto que
apresenta atividade anticancerigena, neurodegenerativa, gastrointestinais, sendo utilizada no
tratamento cardiopulmonar e dermatolégico (HASANLOO et al. 2008).

Estudos sobre os efeitos dos elicitores no metabolismo secundario das plantas in vitro,
além de permitirem o aprimoramento do conhecimento das vias de atuagdo dessas moléculas
nas plantas, favorecem a producéo sustentavel de compostos secundarios, devido as condic¢oes
ambientais controladas in vitro, colaborando de maneira direta com a inddstria de produtos

terapéuticos, meio ambiente e a sociedade.
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RESUMO

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Br. ex P. Wilson é ocorrente no semiérido nordestino
brasileiro, suas folhas s@o ricas em 0leo essencial que apresenta atividade antimicrobiana e
antioxidante comprovada, com relevancia na industria farmacologica e cosmética. Sendo
assim, este estudo avaliou a influéncia de elicitores no desenvolvimento in vitro e na producéo
de compostos secundarios em Lippia alba. Para isso, estacas de L. alba foram inoculadas em
meio MS semissolido acrescido de metil jasmonato (0, 100, 200 e 300 uM L 1), quitosana ou
extrato de levedura nas concentragdes de: 0, 200, 400 e 600 mg L %, durante 5 dias ou 10 dias.
Observou-se que a elicitagdo durante 10 dias afetou o crescimento e desenvolvimento das
plantas, e que a adi¢do de 400 e/ou 600 mg L de quitosana e 400 mg L* de extrato de levedura
por 5 dias ao meio promoveu 0 aumento da altura e biomassa foliar das plantas. Além disso, as
plantas elicitadas com quitosana apresentaram maior nimero de compostos no perfil de 6leo
essencial em comparacdo aos outros elicitores e ao controle. Neste contexto, para elicitacao in
vitro de L. alba indicamos a aplicacdo de 400 e/ou 600 mg L™ de quitosana no meio de cultivo
por 5 dias, pois essas concentracfes proporcionaram aumento no crescimento das plantas, além
de melhores estratégias para a producao de metabdlitos secundarios.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Micropropagacdo; Enzimas do estresse antioxidativo;
Oleo essencial.

Programa de P6s-graduagdo em Botéanica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife
—PE, 52171-900, Brasil. pamelathais194@gmail.com

2Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, Recife - PE, 50740-545, Brasil.

3Programa de P6s-Graduagio em Ciéncias Naturais, Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte, Mossoro - RN, 59610-210, Brasil.

“Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife — PE, 52171-
900, Brasil.

°Departamento de Biologia, Botanica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife —
PE, 52171-900, Brasil.

Introducgéo
A Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson (Verbenaceae) é uma das especies mais
estudadas do ponto de vista farmacologico (HENNEBELLE et al. 2008). Trata-se de uma

espécie nativa do Brasil e que pode ser encontrada em todos os seus dominios fitogeograficos,



bem como no sul dos Estados Unidos, na Australia, nas Américas Central e Sul e na Africa
(HENNEBELLE et al. 2008; SALIMENA & MULGURA 2015).

Dentre as propriedades mais estudadas de L. alba destacam-se as atividades
antibacteriana e antifungica (MACHADO et al. 2014; TOMAZONI et al. 2016),
neurossedativa (NOVAES SIMOES et al. 2017), analgésica e anti-inflamatoria (SIQUEIRA-
LIMA et al. 2019) e antioxidante (JOSHI et al. 2018). Na medicina tradicional, a espécie €
usada para o tratamento de ansiedade, hipertensdo, anemia, colicas, diarreia, flatuléncia,
nausea, febre, resfriado, tosse, bronquite e asma (PASCUAL et al. 2001; DI STASI et al. 2002;
HENNEBELLE et al. 2008a).

As propriedades atribuidas a L. alba existem gracas ao subproduto do seu metabolismo
secundario, do qual é proveniente o 6leo essencial extraido de diversas partes da planta,
principalmente das folhas. Outra carateristica marcante dessa espécie é a plasticidade
morfofisioldgica ocasionada pelas condi¢cdes ambientais, que proporcionam a existéncia de
varios quimiotipos (GOBBO-NETO & LOPES 2007; VASCONSUELO & BOLAND 2007;
GOUVEA et al. 2012). No geral os principais componentes do 6leo essencial dessa espécie
s&o: citral, carvona e linalol (JULIAO et al. 2003; HENNEBELLE et al. 2008a; BLANK et al.
2015; TREVISAN et al. 2016).

Devido a producdo de compostos que tém potencial na industria quimico-farmacéutica,
por L. alba, tem-se investido em pesquisas sobre 0 uso de substancias conhecidas como
elicitores. Essas substancias, podem desencadear o aumento na producdo e no acumulo de
metabolitos secundarios, mediante respostas de defesa da planta a um determinado estresse
(AHMAD et al. 2019). Assim, essas substancias podem estimular o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e consequentemente a producdo de metabdlitos secundéarios
(ORLITA et al. 2008; PATEL & KRISHNAMURTHY 2013; DIAS et al. 2016).

Alguns trabalhos ja vém sendo realizados nessa area, principalmente com plantas
medicinais como, Thevetia peruviana (MENDOZA et al. 2018), Hypericum perforatum
(WANG et al. 2015), Gymnema sylvestre (CHODISETTI et al. 2015), Carum copticum
(RAZAVIZADEH et al. 2020) e Cayratia trifolia (ROAT & RAMAWAT 2009). Porém, ainda
sdo poucos os trabalhos relacionados ao uso de diferentes elicitores em L. alba e
consequentemente é escasso 0 conhecimento acerca das respostas metabdlicas dessa espécie a
exposicdo de diferentes substancias. Por isso, faz-se necessario o investimento em pesquisas
sobre 0 uso de elicitores in vitro. Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo, avaliar a
influéncia da aplicacdo de elicitores no desenvolvimento in vitro, no sistema de defesa

antioxidante e na producéo de compostos secundarios em Lippia alba.



Metodologia
Material vegetal e condic¢des do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fisiologia e Cultivo in vitro de Plantas
(LFC-Planta) e as andlises foram realizadas no Laboratorio de Anatomia e Bioquimica de
Plantas (LAB-Planta), ambos pertencentes ao Departamento de Biologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

As plantas matrizes de L. alba foram coletadas no municipio de Camaragibe-PE, e
cultivadas no laboratério em um sistema hidrop6énico com solucgéo nutritiva de Hoagland com
100% da forca ionica e 1mL L™ de hipoclorito de sodio, com a finalidade de controle
fitossanitéario. Cada sistema hidrop6nico tinha cerca de 50 estacas e 10 L de solugdo nutritiva.
O volume da solucdo era aferido a cada dois dias.

Foram retirados dessas plantas ramos contendo os 3 primeiros segmentos nodais (o
segmento apical e os dois segmentos abaixo deste), como fonte de explantes. Esses ramos
passaram por processos de assepsia, iniciando por uma lavagem em &gua corrente por 20
minutos e posteriormente, em camara de fluxo laminar, foram submetidos a uma solugdo de
alcool etilico a 70% por 1 minuto sob agitacdo, em seguida foram imersos em solucdo de
hipoclorito de so6dio a 2% com 50 uL de Tween® 20, onde permaneceram por 8 minutos sob
agitagcdo. Em seguida, os ramos foram enxaguados trés vezes com agua deionizada esterilizada,
para remover o agente desinfestante.

Posteriormente, os ramos foram seccionados em segmentos nodais (explantes) medindo
aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo duas gemas laterais opostas e inoculados
em tubos de ensaio (15cm x 2,5cm) contendo 15 mL do meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
com metade da concentragdo ionica dos sais, suplementados com 15 g L™ de sacarose, 2,59 L
1 de phytagel, 0,5 g L de polivinilpirrolidona (PVP) e 1 mL L™ de Preservative for Plant
Tissue Culture Media (PPM). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Os tubos de ensaio foram fechados com papel de filtro
quantitativo (faixa branca C40; porosidade entre 4 e 7 um). Os explantes foram mantidos em
sala de crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de 16 horas. Apds a fase de estabelecimento
(30 dias), as plantas foram repicadas e inoculadas em frascos de vidro com capacidade de 250
mL, contendo 50 mL do meio MS semissdlido com metade da forca i6nica, com 0S mesmos
compostos supracitados, acrescido de metil jasmonato (MeJa) (0, 100, 200 e 300 uM L™),
quitosana (QT) (0, 200, 400 e 600 mg L) ou extrato de levedura (EL) (0, 200, 400 e 600 mg
L), durante 5 dias e 10 dias. Além de dois controles, controle A (controle para todos os



tratamentos) e controle B (controle especifico para o tratamento com &cido acético, pois esse
acido foi o utilizado para dissolver a quitosana). Ap6s o periodo de elicitacdo (5 e 10 dias), 0s
segmentos nodais foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio MS com a metade da
concentragéo dos sais, na auséncia do elicitor, permanecendo nessa condigdo por mais 29 dias,
0s que tiveram 5 dias de elicitacdo, e 24 dias, os que tiveram 10 dias de elicitacdo, totalizando
34 dias de experimento. Apos esse periodo foram avaliados os parametros biométricos,
biogquimicos e a andlise qualitativa do Oleo essencial. Foi utilizado um delineamento
experimental fatorial (3x4x2), com 3 repeticdes de 10 unidades experimentais por repeticéo.

Cada unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio contendo uma Unica planta.

Avaliagdes Biométricas
Foram avaliadas as seguintes varidveis: altura da parte aérea (cm), comprimento da
maior raiz (cm), nimero de folhas e de brotos e a massa fresca da parte aérea e radicular. Essas

variaveis foram aferidas com o auxilio de uma régua e uma balanca analitica.

Anélises Bioquimicas
Proteinas soluveis totais e enzimas antioxidantes

Ao final do experimento foram coletados 100 mg de tecido vegetal fresco proveniente
de trés repeticdes de cada tratamento. O material vegetal foi homogeneizado com nitrogénio
liqguido em 1 mL de tampao fosfato de sédio 100mM (pH 7,5) com 20% polivinilpirrolidona
(PVP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm a uma temperatura de 4°C durante 30
minutos (modificado de ZERAIK et al. 2008). O sobrenadante foi utilizado para determinar o
contetido de proteinas soluveis totais (BRADFORD 1976) e a atividade das enzimas catalase
(HAVIR & MCHALE 1987; AZEVEDO et al. 1998), ascorbato peroxidase (NAKANO &
ASADA 1981) e superdxido dismutase (GIANNOPOLITIS & RIES 1977; AZEVEDO et al.
1998).

Quantificacao de Proteinas Soluveis Totais

A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradford
(1876), utilizando-se o BSA (Bovine Serum Albumin) como padréo. A reacdo foi realizada
com adicdo de 20 pL de amostra (previamente diluida) a 1 mL do reagente de Bradford e

incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.

Atividade da catalase (CAT, EC 1. 11. 1. 6)



A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Havir e Mchale (1987)
com modificacdes conforme Azevedo et al. (1998). Em solucdo contendo 1 mL de tampéo
fosfato de potédssio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de perdxido de hidrogénio (H202) a 1 mM. A
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 25 pL do extrato proteico e a atividade determinada seguindo
a decomposic¢do do H>O> por 60 segundos, através das alteragdes a 240 nm, sob temperatura
de 25°C, em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteinas/min,
considerando uma unidade de catalase decompde 1 pmol de H20- por mg de proteina em 1
minuto a pH 7,5.

Atividade da Ascorbato peroxidase (APX, EC 1. 11. 1.1)

A atividade da APX foi determinada conforme descrito por Nakano e Asada (1981). O
meio de reacdo composto por 650 pL de tampao fosfato de potassio 80 mM, pH 7,5, 100 uL
de ascorbato 5 mM, 100 pL de EDTA 1 M, 100 uL. de H202 1 mM e 50 pL do extrato protéico.
A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a
290 nm, a 30°C, durante 60 segundos, em espectrofotometro. Os resultados foram expressos
em umol/mg de proteinas/min, considerando que uma unidade da atividade da APX foi
definida como a conversdo de 1uM de acido ascorbico em monodehidroascorbato durante um

minuto.

Atividade de superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

O protocolo foi padronizado de acordo com Giannopolitis e Ries (1977), com
modificacbes descritas por Azevedo et al. (1998). Por esse método, é determinada a inibicao
da reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacao
do cromoforo formazana. A solugédo de reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampéo
fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50
ul de extrato enzimatico. A solugdo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz branca
(lampada fluorescente de 15W) por 10 minutos. Apds esse periodo de exposic¢éo, a solugéo foi
analisada por espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a formacg&o de formazana por grama de proteina, com resultados

expressos em U/mg de proteina.

Peroxido de hidrogénio e Malondialdeido
O teor do peroxido de hidrogénio foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al.
(2001), em que as amostras frescas foram maceradas com acido tricloroacético (TCA) 0,1%,



narelacdo de 1 g/10 mL (w:v) e posteriormente centrifugadas a 10.000g por 15 minutos, a 4°C.
Do sobrenadante, foi retirado 200 pL e adicionados 200 uLL de tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,5) e 800 uL de solugdo 1 M de iodeto de potassio. As amostras permaneceram em
gelo e no escuro durante uma hora. Apos este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e
mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo e, em seguida, foi realizada a
leitura em espectrofotébmetro a 390 nm.

Para a realizagdo da analise de malondialdeido, ap6s a homogeneizacéo foi retirado do
sobrenadante 0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de solucgéo
contendo 20% de TCA e 0,5% de acido 2-tiobarbiturico (TBA). A mistura foi mantida em
banho-maria a 95°C durante 30 minutos, em seguida passou por rapido resfriamento por 10
minutos. Antes da leitura em espectrofotometro a 535 e 600 nm, as amostras foram
centrifugadas por mais 10 minutos a 10.000g (modificado de HEATH & PACKER 1968).

Analise Qualitativa do Oleo Essencial
A analise do O6leo essencial foi conduzida no Laboratério de Produtos Naturais
Bioativos, pertencente ao Departamento de Quimica da UFRPE.

Analise GC-FID de 6leos essenciais

As analises quantitativas de GC foram realizadas usando um aparelho PerkinElmer
Clarus 500 GC equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna capilar
de silica fundida DB-5 néo polar (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (J & W Scientific). A temperatura
do forno foi programada de 60 a 240 ° C a uma taxa de 3 ° C mint. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 260 ° C. O hidrogénio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo
de 1 mL min't em modo dividido (1:30). O volume de injec&o foi de 1,0 pL de solugdo diluida
(1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir das areas
dos picos de GC-FID na ordem da eluigéo da coluna DB-5 e expressa como uma porcentagem

relativa da area total dos cromatogramas.

Analise GC-MS

As analises qualitativas por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) foram
realizadas usando um sistema cromatografico CG-EM QP2010 SE Plus Shimadzu com detector
seletivo de massa, espectrometro de massa em El 70 eV com intervalo de varredura de 0,5 de
fragmentos de 40 a 550 Da. equipado com a mesma coluna e programa de temperatura dos
experimentos GC-FID, com o0s seguintes parametros: gas portador = hélio; taxa de fluxo = 1



mL mint; modo de divisdo (1:30); injetado no autoinjetor AOC-20i um volume = 1 pL de

solucdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

Identificacéo de componentes

A identificacdo dos componentes foi baseada em indices de retencdo de GC-MS com referéncia
a uma série homologa de C8-C40 n-alcanos calculados usando a equacdo de Van der Dool e
Kratz (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963) e por computador comparando a massa espectral
com a biblioteca do sistema de dados GC-MS (NIST 14 e WILEY 14°) e co-injecdo com
padrdes auténticos, bem como outros espectros de massa publicados (ADAMS, 2017). As
porcentagens de area foram obtidas a partir da resposta do GC-FID sem o uso de um padrao

interno ou fatores de correcéo.

Anélises Estatisticas

Os dados quantitativos do experimento foram submetidos a ANOVA e comparados
pelo teste de Scott-Knott (SK) a 5% de probabilidade, assim como a Analise de Componentes
Principais (ACP) no Software R (R CORE TEAM, 2017) com pacote agricolae
(MENDIBURU, 2017).

RESULTADOS
Biometria

A elicitacdo durante 5 dias promoveu o aumento significativo na altura de Lippia alba
cultivada in vitro em todas as concentracdes com QT, enquanto o EL promoveu maior
comprimento da parte aérea (altura) nas concentragdes de 400 e 600 mg L (Figura 1). A
biomassa foliar foi significativa nas maiores concentracfes de QT e na concentracao
intermediéria (400 mg L) do EL (Figura 2).

As plantas submetidas aos elicitores por 10 dias, apresentaram menor crescimento em
todos os tratamentos, principalmente nas concentragdes de 100 e 300 uM L™ de MeJa e 400 e
600 mg L de QT, quando comparadas com as plantas elicitadas por 5 dias (Figura 1 e 2).

Quanto ao desenvolvimento radicular, observou-se que os maiores tamanhos das raizes
foram obtidos no controle A, bem como nos tratamentos com QT (200 mg L™) nos dois
periodos de elicitacdo (5 e 10 dias) e com 600 mg L™ com 5 dias de elicitagdo. Ja com o EL,
as concentragdes que promoveram maior comprimento radicular foram as maiores (400 e 600
mg L7), nas plantas elicitadas por 5 dias (Figura 3). A biomassa radicular foi afetada

negativamente em todos os tratamentos com o uso dos elicitores (Figura 4).



O namero de nds no caule nas concentragdes de 400 e 600 mg Lt de QT foi maior em
plantas elicitadas por 5 dias, enquanto no EL foi maior em todas as concentra¢fes quando
elicitadas por 5 dias, no entanto na concentragio de 200 mg L™ também foi maior quando as
plantas foram elcitados por 10 dias. Ja o numero de folhas foi maior nos tratamentos de 600
mg L QT elicitado por 5 dias e 200 mg L™ de EL elicitado por 10 dias (Figura 6). Os explantes
que receberam o MelJa como elicitor, apresentaram varidveis biométricas inferiores quando
comparadas aos demais tratamentos (Figuras 1, 2, 3, 5 e 6), exceto para a variavel biomassa
radicular que se equiparou aos demais tratamentos quando submetidos a elicitagdo por 5 dias
(Figura 4).

A Analise de Componentes Principais (ACP), mostrou que aproximadamente 78,1% da
variacdo encontrada pode ser explicada pelos parametros biométricos (Figura 7). Pode-se
observar que o Numero de Folhas (NF) e o Numero de N6s (NB) estdo correlacionados
positivamente, isso significa que os tratamentos com maior nimero de nos, tendem a presentar
um maior namero de folhas. Assim como, a Biomassa Foliar (BF), Comprimento Radicular

(CR), Altura e Biomassa Radicular (BR) estdo correlacionados positivamente.
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Figura 1 - Altura de plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bioticos e avaliadas ao final
do experimento (34 dias). (Controle A: meio nutritivo sem a adicdo de elicitores; Control B: meio nutritivo com
a adicdo de acido acético).

As letras mailsculas comparam entre os elicitores e 0 tempo de elicitacdo e as letras minusculas entre as
concentracdes do mesmo elicitor e o tempo de elicitacdo. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 1 - Biomassa da parte aérea de plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e

avaliadas ao final do experimento (34 dias). (controle A: meio de nutritivo sem a adi¢do de elicitores; controle B:

meio nutritivo com a adicdo de acido acético).

As letras mailsculas comparam entre os elicitores e o tempo de elicitacdo e as letras mindsculas entre as

concentracdes do mesmo elicitor e o tempo de elicitagdo. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 2 — Comprimento Radicular de plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e

avaliadas ao final do experimento (34 dias). (Controle A: meio de nutritivo sem a adicdo de elicitores; Control B:

meio nutritivo com a adicgdo de acido acético).
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As letras mailsculas comparam entre os elicitores e o tempo de elicitacdo e as letras mindsculas entre as

concentragcdes do mesmo elicitor e o tempo de elicitagdo. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3 - Biomassa Radicular de plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e

avaliadas ao final do experimento (34 dias). (Controle A: meio de nutritivo sem a adic¢do de elicitores; Control B:

meio nutritivo com a adigdo de &cido acético).

As letras maidsculas indicam a comparacdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras mindsculas entre

tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 4 — NUmero de nés de plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e avaliadas
ao final do experimento (34 dias). (Controle A: meio de nutritivo sem a adi¢do de elicitores; Control B: meio
nutritivo com a adicdo de &cido acético).

As letras mailsculas comparam entre os elicitores e o tempo de elicitacdo e as letras mindsculas entre as

concentragdes do mesmo elicitor e o tempo de elicitagcdo. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 5 - Numero de Folhas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e avaliadas ao final
do experimento (34 dias). (Controle A: meio de nutritivo sem a adi¢do de elicitores; Control B: meio nutritivo
com a adicdo de 4cido acético).

As letras mailsculas comparam entre os elicitores e o tempo de elicitacdo e as letras minusculas entre as
concentragdes do mesmo elicitor e o tempo de elicitacdo. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 7 — Andlise de Componentes Principais (ACP) de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores
bidticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). NF: Nimero de Folhas; NB: Nimero de N6s; BF: Biomassa

Foliar; CR: Comprimento Radicular; BR: Biomassa Radicular.

Bioquimica

Diante da reducdo da biomassa das plantas elicitadas por 10 dias em todos o0s
tratamentos, incluindo o controle B, ndo foi possivel obter a quantidade de material vegetal
necessaria para a realizacdo das andlises bioquimicas.

Quanto as enzimas do estresse antioxidativo, observou-se que a SOD apresentou
aumento de sua atividade nas plantas submetidas a 300 uM L de MeJa e 400 mg Lt de QT
(Figura 8). Ja a APX teve sua atividade aumentada em 194% nas plantas elicitadas com 400
mg L™ de QT, em comparagdo ao controle A (Figura 9). A atividade da CAT foi maior nas
plantas tratadas com 100 uM L de MeJa e 200 mg L de QT, quando comparados ao controle
e demais tratamentos (Figura 10).

Observou-se que o teor de H2O> foi maior nas plantas do tratamento controle em relacéo
as plantas dos demais tratamentos (Figura 11). Em relacdo a peroxidacéo lipidica, os maiores
teores de MDA foram encontrados nas plantas tratadas com 200 uM L™ de MeJa e 200 mg L™
de QT (Figura 12). Além disso, teor de proteinas solUveis totais foi maior nas plantas do
tratamento controle A, mas também nas plantas que receberam 100 pM Lt de MeJa, 400 mg
Lde QT e 200 mg L de EL, as quais apresentaram valores semelhantes ao controle A (Figura
13).
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A Analise de Componentes Principais (ACP), mostrou que aproximadamente 61,56 %
da variacdo encontrada pode ser explicada pelos parametros bioquimicos (Figura 14). De modo
que o teor de Proteinas Sollveis Totais (PST) e a atividade da APX estdo correlacionados
positivamente, o que significa que os tratamentos com maior atividade de APX, tendem a
apresentar um maior teor de PST. Assim como, pode-se observar que as demais variaveis estao
negativamente correlacionadas com a APX e PST, principalmente os teores de MDA e H20..
Isso significa que quanto maior for a atividade da APX e o teor de PST, os teores de MDA e

H,0O- tendem a serem menores.
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Figura 8 — Atividade da superdxido dismutase (SOD) (U SOD mg * proteina) em plantas de Lippia alba
submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores biéticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). Controle A: meio
de nutritivo sem a adicao de elicitores.

As letras maiusculas indicam a comparacdo entre os tratamentos com elicitores e as letras minusculas entre
tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 9 — Atividade da Ascorbato peroxidase (APX) (umol min * mg * proteina) em plantas de Lippia alba
submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores biéticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). Controle A: meio
de nutritivo sem a adicdo de elicitores.

As letras mailsculas indicam a comparacdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras minusculas entre

tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 10 — Atividade da catalase (CAT) (umol min * mg ! proteina) em plantas de Lippia alba submetidas por
5 ou 10 dias a elicitores bidticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). Controle A: meio de nutritivo sem

a adicdo de elicitores.
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As letras maiusculas indicam a comparagdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras mindsculas entre
tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 11 — Teor de Perdxido de hidrogénio (H20,) (umol g ** de massa fresca) em plantas de Lippia alba
submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores biéticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). Controle A: meio

de nutritivo sem a adicdo de elicitores.
As letras maiusculas indicam a comparagdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras mindsculas entre

tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 12 — Teor de Malondialdeido (MDA) (nmol g ! de massa fresca) em plantas de Lippia alba submetidas
por 5 ou 10 dias a elicitores bi6ticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias). Controle A: meio de nutritivo
sem a adicdo de elicitores.

As letras mailsculas indicam a comparacdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras mindsculas entre

tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
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Figura 13 — Teor de Proteinas Soltveis Totais (mg/mL) em plantas de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a
elicitores bidticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias).

As letras maiulsculas indicam a comparagdo entre os tratamentos dos elicitores, e as letras mindsculas entre
tratamentos do mesmo elicitor. As médias (n=3) foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

PCA graph of variables

Dim 2 (21.44%)
5

05

0.0

-05

-1.0 -0.5 00 05 1.0
Dim 1 (40.12%)



18

Figura 14 — Analise de Componentes Principais (ACP) de Lippia alba submetidas por 5 ou 10 dias a elicitores

bidticos e avaliadas ao final do experimento (34 dias).

Composicéo do 6leo essencial

Os elicitores bidticos — metil jasmonato, quitosana e extrato de levedura — promoveram
alteracBes na composicdo dos Oleos essenciais em L. alba (Tabela 1). Esses elicitores
estimularam a producgéo de 26 compostos, entretanto a presenca ou auséncia de cada um deles,
assim como a concentracéo, variou de acordo com o tipo de elicitor e o tempo de elicitacdo das
plantas.

Os Oleos essenciais das plantas apresentaram principalmente: methyl-1,4-
cyclohexadiene, 5-methylene-2-norbornene, ethyl pent-4-enoate, exo-2-norboneol, p-cymene,
limonene, geraniol e geranial. Desses compostos, apenas o geranial, methyl-1,4-
cyclohexadiene e exo-2-norboneol estavam presentes nas plantas do tratamento controle
(Tabela 1). Sendo, o limonene, geraniol e geranial, 0s compostos com a maior concentragéo.

Observamos que dependendo do elicitor, 0 composto que apresentava a maior
concentracdo variava, de forma que o geranial foi o principal composto do dleo essencial das
plantas controle e das elicitadas com MelJa, enquanto o limonene foi o principal componente
do 6leo essencial das plantas elicitadas com QT e EL.

As plantas submetidas a 200 mg L™ de QT por 5 dias apresentaram a maior
concentracdo de methyl-1,4-cyclohexadiene (11,65%). Enquanto as tratadas com 200 mg L™
de QT por 10 dias apresentaram o maior teor de ethyl pent-4-enoate (1,73%). Ja as plantas
tratadas com 400mg L de EL por 10 dias tiveram o maior teor de 5-methylene-2-norbornene
(5,87%). O maior teor de p—~Cymene foi observado nas plantas elicitadas com 400mg L™ de EL
por 5 dias (12,30%). As plantas tratadas com 400 mg L™ de QT por 5 dias apresentaram o
maior teor de Limonene (44,79%). As maiores concentracdes de geraniol (22,64%) e geranial
(38,52%) foram verificadas nas plantas tratadas com 300 uM L™ de MeJa elicitados por 5 e 10
dias, respectivamente. As plantas do controle B apresentaram a maior concentracéo de exo-2-
norboneol (7,54%).
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Tabela 1 — Percentual dos compostos encontrados no 6leo essencial de Lippia alba submetidas a 5 ou 10 dias a elicitores bidticos e avaliados ao

final do experimento (34 dias). RI: Indice de retenc&o.

Elicitor Contr Contro Metil Jasmonato Quitosana Extrato de levedura
ole le

Concentra 0 0 100uM 200uM 300uM 200mg 400mg 600mg 400mg 600mg
cao

Tempo RI A B 5 100 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 10 5 10
(Dias)
1-Methyl- 771 41 296 0,17 0,25 0,05 0,02

1,3- 4
cyclohexa

diene

(32)- 797 15 056 085 1,09 0,92 0,89 0,83 0,34
Hexanal 1

MethyI- 804 3,54 220 36 31 48 49 17 20 11, 102 3,87 4,16 395 3,78 4,62 507 508 6,84 4,26 4,21

1,4- 7 8 0 5 5 0 65 3
cyclohexa

diene
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5- 807 48 3,6 2,3 39 440 436 568 488 4,75 500 542 534 587 522 5,36
Methylene 7 0 0 5
-2-
norbornen
e
E-Salvene 858 1,2 1,02 0,46 0,78
5
Ethyl 888 1,3 0,6 04 15 1,73 121 144 122 146 134 108 1,09 145 1,38 1,11
pent-4- 5 3 1 6
enoate
Tricyclene 921 01 0.2 0,77 0,52
1 5
a-Pinene 932 05 0,7 04 01 005 056 069 1,02 089 0,53 0,55
5 2 2 2
4-Methyl 945 0,0 0,0 0,42 0,36
pent-2- 1 4

enolide
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Camphene 946 0,7 0,6 03 05 70 513 124 1,19 0,63 0,68 1,67 1,05
0 8 6 4 2
Exo-2- 970 44 42 37 41 36 386 556 577 425 443 535 569 4,00 4,88 4,45 3,78
Norboneol 4 3 8 1 5
mesitylene 994 0,7 09 05 0,8 1,72 1,76 1,28 1,53 1,31 1,09
5 4 8 6
a- 1014 03 0,7 0,70 0,54
terpinene 6 0
p-Cymene 1020 69 4,0 45 48 67 666 103 100 7,14 619 7,66 879 123 10,1 877 7,67
7 3 5 0 5
1-p- 1021 01 0,7 1,28 1,40
menthene 3 9
0-Cymene 1022 04 0,6 0,8 0,98 0,51 0,44
4 7 2
Limonene 1024 25, 22, 17, 17, 23, 22,3 44,7 435 342 323 285 30,1 39,4 383 38,2 408
95 13 02 39 64 6 9 2 4 3 1 7
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Santalone 1180 23 20 25 27 19 18 4,13 421 3,64 3,65 3,45 3,36 4,01 3,22 3,72

Cis- 1219 05 0,6 1,84 1,59
sabinene 6 7
hydrate
acetate
Geraniol 1249 3,58 11, 13, 13, 13, 22, 21, 75 8,22 569 557 941 100 6,83 6,93 469 500 11,5 12,0
42 58 42 02 64 66 4 1 6 5

Geranial 1264 7,10 790 28, 25, 33, 32, 37, 38, 15 164 7,13 7,49 160 17,2 110 112 119 12,1 152 16,1

53 20 31 13 12 52 77 2 2 9 8 6 5 5 1 4
Trans- 1291 10,92 1265 18 19 15 0,85
verbenyl 9 1 9
acetate
Gerayl 1298 21 14 09 11 12 11 20 168 166 237 217 174 221 223 245 287
formate 8 9 8 8 1 0 5
Methyl 1322 49,83 47,88 2.8 39 303 5,15 5,80

geranate 9 4
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6-Elemene 1335 10 14 1,0 058 202 302 215 1,95 2,13 2,74 2,30 344 257
2 2 3
p-elemene 1389 1,47 0,42 1,08
Total 89,02 9500 97, 91, 96, 96, 94, 96, 97, 90,6 934 96,3 97,2 93,6 89,0 949 87,6 949 988 97,9

64 13 37 99 44 61 98 7 1 4 8 5 2 0 6 9 3 3
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DISCUSSAO

Os tratamentos submetidos a elicitagdo apresentaram reducdo da biomassa radicular, o
que pode ter sido provocada pela acao direta do elicitor no sistema radicular ou na base das
microestacas (local do surgimento das raizes adventicias), inibindo o desenvolvimento
radicular. Isso sugere que a planta pode ter realizado uma realocacdo de recursos como
estratégia de defesa contra um possivel ataque por patdgenos, dessa forma, esse mecanismo
pode ser interpretado como uma tentativa da planta de privar o patdgeno dos nutrientes
necessarios (SCHULTZ et al., 2013). Essa estratégia pode ter possibilitado o aumento do
crescimento da parte aérea das plantas elicitadas com QT e EL, devido a realocacdo dos
recursos.

O MeJa promoveu a reducdo da biomassa radicular e do comprimento da raiz. O efeito
inibitdrio desse elicitor sobre a raiz foi observado anteriormente em culturas de soja (Glycine
max) (GHASSEMI-GOLEZANI & FARHANGI-ABRIZ 2018) e centela (Centella asiatica)
(VAN NGUYEN et al. 2019). Além disso, esse elicitor também afetou o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Isso pode ter acontecido, porque a sintese deste composto simula
a defesa apds-injurias (RAMIREZ-ESTRADA et al. 2016). O que sugere que a planta ao
absorver uma quantidade excessiva de metil jasmonato, teve o sistema de defesa ativado
promovendo um aumento na producdo de metabdlitos secundarios, e como consequéncia houve
uma reducdo no crescimento, ja que 0s jasmonatos sdo potenciais reguladores do crescimento
vegetal (GHASEMI PIRBALOUTI & SAJJADI 2014).

A elicitagéo durante 10 dias afetou negativamente o crescimento e desenvolvimento de
L. alba. Isso porque um dos fatores que influenciam no processo de elicitacdo € o tempo de
exposi¢édo da planta ao elicitor, como foi observado em Silybum marianum (HASANLOO et
al. 2008), Gymnema sylvestre (CHODISETTI et al. 2015) e Castilleja tenuiflora (RUBIO-
RODRIGUEZ et al. 2021).

De modo geral, observou-se uma interacdo inversamente proporcional entre a atividade
da APX e os teores de MDA. Quando o sistema de defesa é ativado, a SOD comeca a catalisar
a conversdo de O2” em H20O2, e a CAT e a APX sdo responsaveis por remové-lo, entretanto, a
APX tem maior especificidade e consegue eliminar o H2O, antes mesmo que este alcance
concentracgdes elevadas nas células vegetais, o que pode preceder a uma condicéo de estresse

oxidativo nas plantas (MONDAL et al. 2004). Assim, 0 H202 pode ser reduzido e removido
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pela APX atraves do ascorbato como redutor, formando o radical monodehidroascorbato
(RESENDE et al. 2003).

Nas plantas tratadas com 200mg L de QT, percebe-se que a resposta do sistema
antioxidativo ndo foi eficiente, pois houve um aumento no teor de MDA. Ja nas plantas
submetidas a 400 e 600 mg L, observamos o inverso, pois a adi¢io de QT reduziu o dano &
membrana celular, j& que houve uma reducdo nos niveis de MDA nesses tratamentos. 1Sso
sugere, que a QT estimulou os mecanismos de defesa da planta, atuando na produgéo
aumentada de enzimas antioxidantes, como a SOD, APX, CAT e no ciclo ascorbato-glutationa,
minimizando os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio (ERO) (HIDANGMAYUM
et al. 2019; KHAN et al. 2019; ZENG et al. 2010).

A QT afeta as vias de transducdo de sinal da planta, pois esse composto mimetiza a
patogenicidade fungica de ocorréncia natural (IRITI & FAORO 2009; KHAN et al. 2019), o
que possibilita a ativacdo desses mecanismos de defesa. Além da producdo aumentada de
enzimas antioxidantes, a QT atua na sintese de metabolitos secundarios, como compostos
fendlicos e flavonoides (HIDANGMAYUM et al. 2019; KHAN et al. 2019; ZENG et al. 2010).
Como pode ser observado nas plantas elicitadas com 200 e 400mg L de QT, que apresentaram
as maiores concentracdes de methyl-1,4-cyclohexadiene e limoneno, respectivamente.

Os elicitores promoveram alteracdes no perfil de composicao dos 6leos essenciais de
L. alba, possibilitando o aumento de p-cymene, limonene, geraniol e geranial, que foram
estimulados por todos os elicitores e concentracdes avaliadas. Esses compostos séo
monoterpenos que apresentam atividades antioxidante, antinociceptiva, antiinflamatoria,
ansiolitica, anticancer, antifangica, antibacteriana, antidiabético, cardioprotetor e inseticida
(MARCHESE et al. 2017; HAN et al. 2020; LIRA et al. 2020).

O oleo essencial de L. alba apresenta uma composicdo variavel devido a sua
plasticidade morfofisiolégica em relacdo as condi¢cbes ambientais, 0 que proporciona a
existéncia de varios quimiotipos (HENNEBELLE et al. 2008a; BLANK et al. 2015;
TREVISAN et al. 2016). A composi¢do quimica do 6leo essencial pode ser influenciada por
fatores edafoclimaticos, fatores genéticos e estadio de desenvolvimento da planta (GOBBO-
NETO & LOPES 2007; VASCONSUELO & BOLAND 2007; GOUVEA et al. 2012). Como
foi observado anteriormente por Castro et al. (2019, 2020), o cultivo de L. alba in vitro sob
condicdes adversas como fotoperiodo de 24 horas ou submetidas a 60mM de NaCl,
proporcionou aumento da concentracdo de linalol. Diferente de Castro et al. (2019, 2020),

observamos que a elicitagdo ndo s6 aumenta a concentragdo de compostos, mas também
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estimula a sintese de novos compostos em L. alba, o que proporciona a existéncia de diferentes
quimiotipos.

Diante desses resultados, pode-se concluir que a aplicacdo exdgena de elicitores como a
quitosana, o extrato de levedura e o metil jasmonato, promovem modulagfes no crescimento,
no sistema antioxidativo e no aumento da producao de metabolitos secundarios em L. alba.
Sendo que a elicitagdo nas plantas com 400 e 600 mg L™ de quitosana proporcionou melhores

estratégias para a producgdo de metabdlitos secundérios de Lippia alba cultivada in vitro.

Concluséo

No presente estudo, verificamos que a elicitacdo de Lippia alba com quitosana in vitro é
uma alternativa promissora para induzir o aumento da producao de metabolitos secundérios de
interesse farmacoldgico e cosmético. Esse resultado foi obtido principalmente quando as

plantas foram elicitadas com 400 e 600 mg L™ de quitosana por 5 dias.
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