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"As plantas movem seus corpos com
uma liberdade, um desembarago e
uma graga tdo grandes quanto os do
homem ou do bicho mais capacitado
- 806 ndo apreciamos isto pelo fato de
as plantas se moverem a um passo

bem mais lento que o0 nosso."
Raoul Francé - bidlogo vienense, nos

inicios do século XX
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APRESENTACAO

Esta disserta¢do foi organizada na forma de capitulos. O Capitulo I apresenta
uma Introdu¢@o Geral sobre o assunto envolvendo metabolismo secunddrio, eliciadores
e micropropagacdo, assim como os objetivos deste trabalho. O Capitulo 2 apresenta os
resultados e discussao dos experimentos.

O Capitulo 2 (Melissa officinalis (L.) and changes in phenylpropanoids
metabolism in response to elicitors) foi organizado na forma de um artigo cientifico,

redigido em inglés, seguindo as normas exigidas pelo periédico Brazilian Journal of

Plant Physiology. Neste capitulo sdo abordadas as condi¢des de cultivo in vitro para a

otimizagdo do protocolo de micropropagacdo, bem como a avaliacdo da sintese de
compostos fendlicos e da atividade das enzimas fenilalanina amdnia-liase e polifenol
oxidase em plantas cultivadas in vitro e em vaso, apds a exposicao a eliciadores bidticos
e abidticos.

O artigo aqui apresentado discorre de forma ampla sobre os resultados obtidos.
Ap6s a avaliagdo da banca examinadora e as sugestdes propostas, pretende-se otimizar a

sua redacdo e tamanho para posterior publicacdo.
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RESUMO

AVALIACAO DE ELICIADORES DO METABOLISMO DOS FENILPROPANOIDES EM MELISSA

OFFICINALIS L. (LAMIACEAE) !

P6s-Graduanda: Siomara Dias da Costa Lemos*

Orientador: Prof. Dr. Leandro Vieira Astarita’

Melissa officinalis (melissa) apresenta elevados niveis de compostos fendlicos com
reconhecida acdo bioldgica, sendo utilizada na prevencdo de varias doengas, como asma
bronquica, tdlcera, inflamagdes, viroses e arteriosclerose. A sintese de compostos com
atividade bioldgica depende da qualidade da planta, sua origem geogréfica, condi¢gdes
climaticas, periodo de colheita e métodos de estocagem. Neste trabalho pretendeu-se
avaliar o uso de eliciadores em brotos cultivados in vitro e em plantas cultivadas em
vaso, na promog¢do da sintese e acimulo de fenilpropandides, bem como analisar a
atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase e polifenol oxidase. Pretendeu-se,
ainda, otimizar a micropropagacdo de M. officinalis, regenerando plantas-clone. Os
meios de cultura suplementados com 0,2 mg.L"' BA, independende da presenca de
ANA, foram mais eficientes na formacdo de multiplas brotagdes in vitro, sendo que a
maior taxa de alongamento foi obtida no meio com 2 mg.L'1 de BA. A maior taxa de
formacdo e crescimento de raizes foi obtida utilizando-se 1 mg.L'l de AIB. O uso do
eliciador 4cido salicilico promoveu o aumento transitério dos niveis dos compostos
fendlicos e flavondides nas plantulas in vitro, entretanto ndo foi observada a mesma
resposta em plantas envasadas. A suplementa¢do do meio de cultura com suspensdo de
bactérias fitopatogénicas mortas, resultou na reducdo dos niveis dos compostos
fendlicos e o espessamento de raizes e ramos. Contudo, nas plantas envasadas, a
suspensdo bacteriana ocasionou necrose nos bordos das folhas 24h ap6s a aspersdo. Os
eliciadores ndo promoveram mudangas significativas na atividade da fenilalanina
amonia-liase em ambos os experimentos. A atividade da polifenol oxidase teve um
aumento transitorio que coincidiu com a elevacdo dos fendlicos nas plantas eliciadas in
vitro, fato este ndo observado nas plantas envasadas.

' Dissertagio de Mestrado em Biologia Celular e Molecular (drea de concentragio Fisiologia e
Desenvolvimento Vegetal), Instituto de Biociéncias, Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul.

? Mestranda do Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular/PUCRS

? Orientador/Laboratério de Biotecnologia Vegetal/ PUCRS



CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL

1. Fitoterapicos

Conhecidas desde os povos primitivos até os atuais, as plantas com atividade
medicinal sdo tradicionalmente utilizadas na alimentagdo, na prevenc¢do e no tratamento
de doengas (Yunes e Calixto 2001). As plantas medicinais, desde arvores até ervas, sdo
capazes de produzir moléculas biologicamente ativas através de seu metabolismo
secunddrio. Estas moléculas, presentes em extratos vegetais, sdo consideradas como
fitoterapicos (Yunes et al. 2001).

Os produtos naturais de origem vegetal t€m sido utilizados tanto na terapéutica
médica, como na industria de cosméticos e de alimentos, servindo como aromatizantes,
flavorizantes e antioxidantes. A maioria dos produtos naturais utilizados
medicinalmente sdo os terpendides, as quinonas, os lignanos, os flavondides e os
alcaléides e, de uma maneira geral, apresentam agfdo tranqiiilizante, analgésica,
antiinflamatdria, citotoxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida, entre
outras (Phillipson 2001).

A utilizacdo de fitoterdpicos possibilita inimeras vantagens para o ser humano,
destacando-se o alto grau de confianga que muitos segmentos da populagcdo t&ém nestes
medicamentos. Estudos sugerem que os fitoterdpicos podem apresentar menos efeitos
colaterais desagradaveis que as drogas sintéticas, j4 que os compostos ativos se
apresentam em concentragdes reduzidas (Schulz 2002). Varios autores destacam que os
compostos com atividade bioldgica que apresentam semelhanga a farmacos, podem
atuar em alvos moleculares diferentes (Yunes et al. 2001; Darshan e Doreswamy 2004;
Miller et al. 2004; Butterweck et al. 2004; Silano et al. 2004). Além disto, o
desenvolvimento de novos fitoterdpicos e os custos de sua pesquisa podem ser menores

do que os empregados para a fabricacio de farmacos (Yunes et al. 2001).

1.1 Melissa officinalis

Caracterizando-se por ser uma planta herbdcea perene, ramificada desde a base e

ereta, a Melissa officinalis (L.) pode atingir de 30-60 cm de altura. E uma planta nativa
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da Europa que € atualmente cultivada em vdrios paises. As folhas sao membraniceas e
rugosas com aproximadamente 4 cm de comprimento, e suas flores apresentam
coloracdo levemente esbranquicada, sendo a sua multiplica¢do realizada por sementes
ou por estaquia (Lorenzi e Matos 2002).

A M. officinalis pertence a familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoidae (Janicsdk et
al. 1999), apresentando como principal cardter taxonomico a presenca do dcido fendlico
denominado de dcido rosmadrico, um éster do acido caféico (Wang et al. 2004). Em sua
constituicdo também podem ser encontrados compostos fendlicos e dleos essenciais
(Janicsdk et al. 1999). A utilizagdo na cultura popular das folhas secas e frescas desta
planta € recomendada para casos de ansiedade, insonia, estados gripais, problemas
digestivos e dores de origem reumdtica (Cuppett 1998; Lorenzi e Matos 2002).

Os Oleos essenciais desta planta caracterizam-se por uma mistura de monoterpenos e
sesquiterpenos voléteis (grupos de terpenos insoldveis em dgua e sintetizados a partir de
acetil CoA ou intermedidrios glicosideos biossintetizados a partir do metabolismo
primério), com consisténcia semelhante ao 6leo, insoliveis em dgua e soldveis em
solventes orgénicos, que lhe conferem um aroma ou sabor caracteristico (Wachowicz e
Carvalho 2002).

Carnat et al. (1998), trabalhando com 6leos essenciais de M. officinalis, observaram
que dentre os fenilpropandides, o dcido caféico e o acido rosmadrico, além de alguns
flavondides, eram os compostos mais abundantes.

Os odleos essenciais podem ser encontrados em estruturas especializadas da planta,
como tricomas glandulares (Wachowicz e Carvalho 2002), apresentando propriedades
repelentes de insetos e herbivoros, além de serem utilizados na industria de cosméticos e
alimentos (Li et al. 2005). Estes o6leos podem apresentar ainda atividades
antimicrobianas (Moreira et al. 2005) e agirem como moduladores sobre determinadas
enzimas, como a acetilcolinesterase (Salah e Jiager 2005), apresentando um potencial
interesse na drea farmacéutica.

Mrlionova et al. (2002) destacam que existem variagdes nas constituicdes dos éleos
essenciais nas diversas espécies de Lamiaceae, indicando que ocorre o aumento na
produgdo de 6leos e fenilpropandides especialmente apds o periodo de floragdo (Badi et
al. 2004). Neste sentido, o cultivo de M. officinalis em solos salinos acarreta uma
significativa redu¢do no crescimento e na sintese de 6leos essenciais (Ozturk et al.
2004), da mesma forma que o tipo de substrato e a época da colheita das partes aéreas

podem resultar na alteracdo dos constituintes do 6leo (Manukyan et al. 2004).



Além dos Oleos, a presenga de compostos fendlicos em plantas da familia
Lamiaceae (Wang et al. 2004; Kovatcheva et al. 1996) e Boraginaceae (Yamamoto et al.
2000) proporcionam uma eficaz defesa contra herbivoros e fungos, além de
desempenhar funcdo de pigmentacdo (Del Baiio et al. 2004a).

Porém, assim como os 6leos essenciais, a presenga dos fenilpropandides dependem
da qualidade da planta, origem geogréfica, condi¢des climdticas as quais o vegetal estd
exposto, periodo de colheita e métodos de estocagem (Dixon e Paiva 1995; Areias et al.

2000; Santos-Gomes et al. 2002).

2. Metabolitos Secundarios nos Vegetais

Em todo o reino vegetal o metabolismo essencial da célula é realizado pelo
metabolismo considerado primdrio, ou seja, responsdvel pelo crescimento e
funcionamento celular. Este metabolismo produz substincias como aminodcidos,
proteinas, carboidratos, lipidios e dcidos nucléicos, com funcdo de manter as estruturas
celulares, armazenamento e utilizacdo de energia (Serafini et al. 2001; Maraschin e
Verporte 1999; Taiz e Zeiger 2004).

Diferentemente do metabolismo primadrio, as plantas apresentam uma diversidade de
moléculas biologicamente ativas, denominadas de metabdlitos secundarios, que nao sdo
comuns a todos os vegetais e que caracterizam determinados grupos taxondmicos (Chen
e Chen 2000). Estes metabdlitos ndo participam diretamente do crescimento e do
desenvolvimento do vegetal, mas sdo responsaveis pela sobrevivéncia da planta no meio
que a cerca (Serafini et al. 2001; Taiz e Zeiger 2004), promovendo protecdo contra a
herbivoria e a infecgdes por microrganismos patogénicos, bem como na atragdo de
animais polinizadores e atuando como aleloquimicos na competicdo planta-planta,
garantindo a adaptacdo da espécie no ecossistema (Maraschin e Verporte 1999). Estes
metabdlitos podem apresentar ainda atividades bioldgicas em baixas concentracdes e
estarem relacionados com aromas, sabores e corantes naturais (Brown et al. 1989),
variando conforme o desenvolvimento da planta.

Durante o florescimento de Rosmarinus officinalis ocorre o aumento nos niveis do
dcido carndsico (composto fendlico diterpénico) nas folhas e flores (Del Bafio et al.
2004a), enquanto que a concentragdo de flavondides nos ramos das folhas aumenta
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durante o desenvolvimento das folhas (Del Bafio et al. 2004b). Deste modo, a
concentracdo de determinados metabdlitos secunddrios pode estar relacionada aos
estdgios de desenvolvimento do vegetal, ocorrendo o acimulo de diferentes compostos
devido a processos de sintese e transporte nas diferentes etapas do desenvolvimento da
planta. Dentre os metabdlitos secunddrios produzidos pelos vegetais, os
fenilpropandides representam um dos grupos mais importantes que desempenham
atividade protetora nas plantas, evitando o ataque de patdgenos, herbivoria e
parasitismo, principalmente nas condi¢des de estresse (Dixon e Paiva 1995).

O uso de técnicas modernas como a engenharia genética e a biologia molecular,
representa um avanco no conhecimento e na manipulagdo dos compostos produzidos no
metabolismo secunddrio. Desta forma, pode-se alterar a quantidade de certos grupos de
compostos (Verpoorte e Memelink 2002), como flavondides em tricomas glandulares,
que atuam reduzindo a herbivoria em Medicago sativa (Aziz et al. 2005), clonar
enzimas importantes na rota de biossintese de fenilpropandides (Yu et al. 2001) e
modificar o metabolismo da cisteina (Riemenschneider et al. 2005), bem como utilizar
marcadores moleculares para a selecdo de plantas medicinais com menores niveis de

componentes toxicos (Canter et al. 2005).

2.1 Fenilpropandides

Os fenilpropandides, também conhecidos como compostos fendlicos, sdo
amplamente distribuidos no reino vegetal (Kurkin 2003; Kosar et al. 2004) e vem
atraindo a atencdo dos pesquisadores devido ao seu uso potencial como antioxidantes
naturais (Cuppett 1998). Estas moléculas atuam como seqiiestradoras de radicais livres,
como o superéxido O, e espécies reativas de nitrogénio (Sokmen et al. 2005),
prevenindo a peroxidacdo de lipideos (Dixon e Paiva 1995), agindo, na prevengdo de
doencas que envolvam a acdo de radicais livres e a oxidagdo de lipoproteinas, como
problemas cardiovasculares, arteriosclerose e trombose (Manach et al. 1998; Wang e
Zhang 2005), além de agirem modulando respostas fisioldgicas em animais, como a
vasodilatacdo e a inflamacgao (Rice-Evans e Packer 2003).

Os fenilpropandides sdo caracterizados por apresentarem um grupo fenol (grupo
hidroxila funcional e um anel aromdtico), sendo produzidos pelo metabolismo
secunddrio dos vegetais onde desempenham uma variedade de func¢des (Simoes et al.

2000; Taiz e Zeiger 2004). Tal classe de compostos naturais encontra-se freqiientemente
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conjugada a agucares e ocasionalmente presentes em proteinas, alcaldides e terpenos
(Harborne 1988).

Estes compostos podem ser formados através de duas rotas biogenéticas (Figura 1):
pelo 4cido chiquimico, a partir de carboidratos, ou pela via do mevalonato, que se inicia
pela acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. Esta ultima rota é a menos significativa

devido a estar restrita aos fungos e bactérias (Taiz e Zeiger 2004).

Piruvato + 3PGA

Via do Mevalonato

—
—
.

Aminoacidos
Via do acido Chiquimico aromaticos

Figura 1: Principais vias do metabolismo de fenilpropandides e suas interligacdes

(adaptado de Taiz e Zeiger 2004)

A via de formacdo dos fenilpropandides é considerada uma das mais importantes
rotas metabdlicas responsavel pela sintese de muitos produtos naturais em plantas,
como os flavondides e antocianinas, os taninos, as ligninas e os 4cidos fendlicos. Os
flavondides sdo responsdveis pela coloragdo das flores, frutas e algumas folhas,
possuindo ainda propriedades de inibir infec¢des causadas por patdégenos, proteger a
célula contra a radiagdo UV, induzir a germinagdo do pdlen e regular o transporte de
auxinas (Hao et al. 1996; Harborne e Williams 2000; Nugroho et al. 2002).

Os 4cidos fendlicos apresentam duas diferentes classes, os dcidos hidroxibenzdicos
e os acidos hidroxicindmicos, derivados respectivamente do dcido benzdico e do acido
cinamico (Fleuriet e Macheix 2003). Dentre os dcidos fendlicos de maior importancia
para o homem, o dcido rosmadrico e o dcido caféico, presentes em grandes quantidades
nas espécies da familia Lamiaceae, vém chamando a aten¢do dos pesquisadores devido
a uma série de atividades bioldgicas como propriedades antidepressiva (Takeda et al.
2002), antioxidante (Akowuah et al. 2004) e antiespasmddica (Darshan e Doreswamy
2004). Estes acidos derivados da via do acido cinamico (Dixon e Paiva 1995), além de

apresentarem potenciais terapéuticos, também sao utilizados no tratamento de vdrias
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doencas, entre elas a asma brdnquica, ulcera, inflamag¢des e hepatotoxicidade (Al-
Sereitia et al. 1999).

O 4cido caféico (AC), ocorrendo normalmente em concentragdes menores que do
dcido rosmdrico, pode ser encontrado em vérias partes da planta como folhas, flores e
caule. Entretanto, também pode estar presente no solo, inibindo a germinagdo e o
crescimento de plantas (Banthorpe et al. 1989; Janicsék et al. 1999), e juntamente com a
lignina, fornecendo rigidez mecanica as plantas, impedindo o consumo e dificultando a
digestdo destas pelos herbivoros (Taiz e Zeiger 2004). Dentre as suas principais
propriedades, destaca-se a antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Kurkin 2003).

Considerado uma neolignina, o dcido rosmarico (AR) pode ser utilizado como um
marcador de autenticidade e qualidade das plantas de R. officinalis e de M. officinalis
(Kurkin 2003). Com estrutura de um dissacarideo, este acido atua como intermediario
biossintético no metabolismo dos fenilpropandides das dicotiledoneas (Moolgaard e
Ravn 1988).

Virios trabalhos indicam que o AR possui a propriedade de reverter processos
inflamatérios (Molnar e Garai 2005), inibindo a atividade enzimadtica de lipooxigenases,
ciclooxigenases e xantina oxidase (Chung et al. 2004), além da acdo antioxidativa (Al-
Sereitia et al. 1999). Devido as propriedades antioxidantes, os compostos fendlicos,
entre eles o AR, podem atuar como protetores contra o cincer humano (Al-Sereitia et al.
1999; Kovatcheva et al. 1996).

A sintese de AR pode ser promovida a partir da manipulagdo das condi¢des do meio
de cultura, como em culturas de células de Coleus blumei (Petersen e Simmonds 2003;
Banthorpe et al. 1989; Yamamoto et al. 2000). Neste sentido, poderia-se promover a
biossintese do AR através da indugdo de respostas de defesa especificas do vegetal

(Chen e Chen 2000; Petersen e Simmonds 2003).

2.2 Fatores que Interferem no Metabolismo Secunddrio

A biossintese de metabdlitos secundarios esta intimamente relacionada as condic¢des
ambientais. Estas condi¢gdes promovem altera¢des tanto em rotas de sintese e
degradac@o de compostos quanto na expressdao génica em resposta a algum tipo de
estresse (Wilt e Miller 1992; Badi et al. 2004), promovendo alteracdes no crescimento e
na quantidade ou qualidade dos compostos secundarios produzidos pelos vegetais (Badi

et al. 2004).
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A tolerancia das plantas ao estresse envolve respostas adaptativas relacionadas a
processos moleculares e celulares, resultando na limitacdo do dano e na prevencdo de
doencas (Tester e Bacic 2005). Condi¢des ambientais extremas, como a salinidade, a
aridez e as temperaturas extremas, podem atuar com fatores limitantes do crescimento e
da produtividade (Atienza et al. 2004). Estudos realizados com Glycine max indicam
que as condigdes abidticas, como a baixa temperatura, o pH e a alta salinidade,
promovem a alteracdo dos niveis de transcricdo de genes de nodulagcdo (genes Nod),
promovendo a deformacao de raizes (Duzan et al. 2004). No milho, tanto o frio quanto a
deficiéncia de fosfato no solo promovem a sintese e o acimulo de antocianinas (Christie
etal. 1994).

Tester e Bacic (2005) observaram em cereais o efeito de condicdes ambientais
como salinidade e acidez do solo, ocasionando a redug@o do crescimento e a resisténcia
a condicdes de estresse; enquanto Georgiev et al. (2004) descreveram que a exposicdo
de culturas in vitro de Lavandula vera a diferentes temperaturas promove alteracdes na
sintese e acimulo de AR.

As plantas respondem as condi¢des de estresse abidtico e bidtico alterando o perfil
dos metabdlitos secundarios (Dixon e Paiva 1995), sendo os fenilpropanéides o grupo
que apresenta as maiores alteracdes (Randhir et al. 2002). Sendo assim, os dcidos
fendlicos estdo diretamente implicados nas respostas a estresses mecanicos, quimicos e
biolégicos, sendo que certas moléculas deste grupo podem ser sintetizadas de novo em
resposta ao ataque de patégenos (Fleuriet e Macheix 2003).

Segundo Staniszewska et al. (2003), é possivel promover a biossintese de
compostos secunddrios, como a umbeliferona, em raizes de Ammi majus cultivadas in
vitro, eliciadas com células mortas de Enterobacter sakazaki. Ja Dietrich et al. (2005)
descrevem que a aplicacdo exdgena da bactéria Pseudomonas syringae em Arabidopsis
sp. promove respostas sistémicas resultando no aumento da atividade de peroxidase e
chitinase em folhas infectadas. Da mesma forma, a aplicacdo exdgena de organismos
fitopatogénicos em plantas pode desencadear o aumento da sintese de moléculas de
interesse, como o 4cido rosmdrico em Colleus sp. (Petersen e Simmonds 2003),
producdo de precursores de dopamina em Vicia faba (Randhir et al. 2002), producdo de
fenilpropandides em Brassica napus L. var. oleifera (Plazek et al. 2005), compostos
oxidantes em Triticum aestivum (Ortmann et al. 2004) e escopolamina e hiosciamina

em Brugmansia candida (Pitta-Alvarez et al. 2000).
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Desta forma, pode-se promover a via dos fenilpropandides utilizando-se de

compostos (eliciadores) que simulem condi¢Ges ambientais adversas.

2.3 Eliciadores

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para melhorar a produtividade de
compostos de interesse nos vegetais, incluindo a selecdo de linhagens, otimizagdo das
condicdes de cultivo, uso de eliciadores e engenharia metabdlica (Chen e Chen 2000). A
utilizacdo de moléculas eliciadoras representa uma abordagem eficiente para o aumento
do metabolismo secundario. Estas moléculas podem ser enddgenas ou exdgenas,
dependendo de como atuam no vegetal, e bidticas ou abidticas, dependendo de sua
origem (Dornenburg e Knorr 1995).

Segundo Pitta-Alvarez et al. (2000), extratos de diversos micro organismos (como
bactérias e fungos patogénicos) e moléculas sinalizadoras dos mecanismos de defesa
das plantas (como 4cido salicilico, dcido jasmonico, etc.), bem como enzimas (celulase,
pectinase, etc.), sdo considerados eliciadores bidticos. Segundo os mesmos autores, 0S
eliciadores abidticos incluem radiacdo ultravioleta, metais pesados e compostos
quimicos.

A utiliza¢do de técnicas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos e células in
vitro, possibilita a identificacdo de eliciadores bidticos e abidticos capazes de estimular
a producdo de metabdlitos de interesse agricola, farmac€utico e alimentar (Altman
1999; Qin e Lan 2004). Além da determinacdo de moléculas eliciadoras, tais técnicas
possibilitam ainda estudos voltados para o conhecimento dos mecanismos de infec¢io
de patégenos em plantas (Puchooa 2004) e vias de sintese de metabdlitos, como a do
acido rosmarico (Petersen 1997).

A suplementagdo de eliciadores como o metil jasmonato e o quitosano induzem o
aumento na sintese de paclitaxel em culturas celulares de Taxus chinensis (Luo e He
2004). Plantas envasadas de Hypericum perforatum inoculadas com esporos de fungo
dobram a producdo de hipericina, uma antraquinona com ag¢do farmacoldgica (Sirvent e
Gibson 2002), existindo varios trabalhos que relatam o aumento na sintese e acimulo de
compostos de interesse em resposta a acdo de eliciadores, como a producdo de berberina
(Brodelius et al. 1989), do taxol (Ciddi et al. 1995; Dornenburg e Knorr 1995) e de

novas umbeliferonas em Ammi majus L. (Staniszewska et al. 2003).
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2.3.1 Patégenos como eliciadores

A invasdo de uma planta intacta por patdégenos ativa inimeros mecanismos de
defesa vegetal, incluindo a sintese de metabdlitos antimicrobianos (Doérnenburg e Knorr
1995).

Em geral, os vegetais se defendem naturalmente contra patégenos utilizando uma
combinagdo de duas estratégias: (i) estrutural, desenvolvendo barreiras fisicas que
impedem tanto a entrada do patégeno quanto a disseminagéo pelos tecidos da planta; (ii)
reacOes bioquimicas das células e tecidos, produzindo compostos téxicos que impedem
o desenvolvimento do patégeno na planta (Medeiros et al. 2003). As reacdes
bioquimicas locais, que levam a morte celular localizada e a formagdo de lesdes
necrdticas no sitio de penetracdo do patégeno, sdo consideradas como respostas de
hipersensibilidade (RH) (Sticher et al. 1997).

Entretanto, tanto a RH quanto outro mecanismo de resposta ao ataque do patdégeno
pode induzir no vegetal uma resisténcia de longa duracdo e de amplo espectro a
infecgOes subseqiientes. Esta resposta de resisténcia induzida a doengas € conhecida ha
muitos anos como resisténcia sistémica adquirida — SAR (do inglés, Systemic Acquired
Resistance) (Ryals et al. 1994). A inducdo de SAR pode ocorrer apés o tratamento de
plantas com substancias de origem bidtica e abidtica, podendo ou ndo ser acompanhada
de acimulo de marcadores moleculares, como o acido salicilico (Curtis et al. 2004).

Os flavondides, as cumarinas e os dcidos fendlicos como o caféico, o clorogénico e
o ferilico, correspondem as defesas quimicas dos vegetais. Estes compostos podem
estar presentes constitutivamente ou serem sintetizados de novo devido a presenca de
patégenos (Friedmam 1997). Estas moléculas que ndo estavam presentes antes da
infec¢do sdo denominadas de fitoalexinas e possuem propriedades antimicrobianas.

Dentre as fitobactérias de interesse para eliciacdo de plantas a fim de induzir a
SAR, destaca-se a utilizagdo da Erwinia carotovora. Esta bactéria gram negativa é a
mais severa no ataque em Solanum tuberosum, podendo causar sintomas em Vvarias
partes da planta, como folhas, raizes, ramos, tecidos e tubérculos. No ataque desta
bactéria, o acimulo de fitoalexinas € considerado um dos mais importantes mecanismos
de defesa, estando relacionada com a reducdo da susceptibilidade de plantas a esta

bactéria (Abenthum et al. 1995).
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2.3.2 Acio do Acido Salicilico (AS)

A aplicagdo exdgena do dcido salicilico (AS) nas plantas desencadeia rotas
biossintéticas para o crescimento e o desenvolvimento, assim como a expressdo de
genes de defesa, que sdo ativados quando ocorre a infec¢@o por patdgenos. Tanto o AS
quanto o metil jasmonato estdo envolvidos em sistemas de transdug@o de sinais que
induzem a produgdo de compostos de defesa, como alcaldides, polifendis e proteinas
relacionadas com a patogénese. Esta resposta resulta na defesa, na protecdo e na
resisténcia da planta contra patégenos (Yao e Tian 2005).

O écido salicilico (AS) pode induzir a floragdo em Lamiaceae (Hatayama e Takeno
2003), proteger Triticum aestivum contra o estresse hidrico (Singh e Usha 2003) e
promover RH, essencial para a resisténcia local e sist€émica contra patégenos (Pastirovd
et al. 2004). O AS e seus derivados quimicos, como o acido acetilsalicilico (ASA),
podem atuar ainda como agentes indutores do metabolismo dos tropanos em células e
tecidos de Atropa belladona cultivados in vitro (Lee et al. 2001), de antraquinonas em
Morinda citrifolia (Komaraiah et al. 2005), modular a atividade da glutationa-S-
transferase (Gong et al. 2005), além de promover a atividade da fenilalanina amdnia-
liase, das peroxidases e a lignificacdo em plantas envasadas de Asparagus officinalis
(He e Wolyn 2005).

O AS pode regular a via de formacdo dos flavondides, sendo considerado por
alguns autores como um fitohormonio envolvido nas reagdes de defesa da planta
(Gutiérrez-Conrado et al. 1998; Nugroho et al. 2002), induzindo a resposta sistémica
adquirida (Gutiérrez-Conrado et al. 1998; Nugroho et al. 2002; Verpoorte e Memelink
2002; Curtis et al. 2004). Além de desencadear tais respostas, o AS também estd
envolvido na ativacdo de genes relacionados a respostas de estresse a seca, ao frio, ao
calor, a salinidade e a radiacdio UV (Peng e Jiang 2006); e atuando ao nivel da
biossintese de etileno, na despolarizacio da membrana, no aumento da atividade
fotossintética e a da quantidade de clorofila em algumas plantas, como a soja
(Gutiérrez-Conrado et al. 1998).

A aplicacdo exdgena do AS pode reduzir o crescimento dos vegetais. Sendo assim,
Gutiérrez-Conrado et al. (1998) descrevem que diferentes concentragdes de AS podem
resultar em diminuicdo de 20% a 23% no crescimento de Glycine max, sendo que o
efeito mais dramdtico € observado nas raizes, as quais foram reduzidas em

aproximadamente 45%.
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Existe uma estreita relacio entre a atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) e a
biossintese de AS (Figura 2), sendo que o aumento da atividade desta enzima pode
promover a inibicdo da sinalizacdo pelo AS (Pastirova et al. 2004; Peng e Jiang 2006;

Yao e Tian 2005).

PAL Acido ACidO

e OH
OH » trans-cinAmico —— Benzoéico —>

NH, OH

Acido Salicilico
Fenilalanina v

Acido p-coumérico ———p

OH ——» Antocianinas

Flavonoides

Figura 2: Rota de sintese dos compostos fendlicos derivados da via da fenilalanina

amonia-liase (PAL) (adaptado de Taiz e Zeiger 2004).

2.4 Atividade da Fenilalanina Aménia-liase (PAL)

A inducgio de estresse em organismos vegetais promovidos por fatores bidticos e
abidticos resulta em respostas de defesa. A producdo de moléculas de defesa, como
antocianinas, os flavondides, os taninos condensados e os isoflavonéides, representa a
reacdo denominada RH, que pode levar a morte localizada de células do vegetal situadas
nos locais onde o agressor penetra (Pastirova et al. 2004).

A RH ¢é desencadeada por enzimas da rota dos fenilpropandides, ativadas
principalmente pela fenilalanina amoénia-liase (FAL, ou do inglés PAL), a primeira e
mais importante enzima envolvida nesta rota (Figura 2) (Pastirova et al. 2004; Yao e
Tian 2005). A PAL é uma enzima que utiliza a L-fenilalanina como substrato

produzindo o dcido trans-cindmico (Hao et al. 1996).
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Estando relacionada ao sistema de defesa da planta, a atividade da PAL pode ser
induzida pela suplementacdo exdgena de eliciadores como o 4cido salicilico e o metil
jasmonato (Yao e Tian 2005) resultando no aumento da producdo de compostos
fendlicos (Taiz e Zeiger 2004). Neste sentido, o ataque de virus em leguminosas
promove a rapida elevacdo da atividade da PAL, estando esta atividade intimamente
relacionada com o estado fisioldgico da planta (Nugroho et al. 2002).

Além da PAL, a atividade da enzima chalcona sintase (CHS) pode ser também
promovida por condi¢des de estresse. A CHS € uma enzima chave na sintese de
flavondides (Figura 3), formando antocianinas, flavonéides, taninos condensados e
isoflavondides. Os flavondides, como a quercetina, e flavonas sdo importantes nio sé
como agentes antipatogénicos, mas também para a prote¢do das plantas contra a
radiacdo UVB (280-320 nm). Mutantes de Arabidopsis thaliana que ndo expressam esta
enzima sdo mais sensiveis a radiagdo UVB, crescendo pouco sob condi¢des normais

devido a auséncia da produgdo de flavonéides (Dixon e Paiva 1995).

OH
. CHS
4-coumaroil-CoA OH OH
+ malonoil-CoA
Chalcona Flavonoides

Taninos condensados 4J I—» Antocianinas

Figura 3: Rota de sintese dos flavondides, na qual a chalcona sintase (CHS) ¢é a

principal enzima envolvida na biossintese de antocianinas, isoflavondides e

taninos (adaptado de Taiz e Zeiger 2004).

2.5 Atividade da Polifenol oxidase (PPO)

A polifenol oxidase (PPO) é uma enzima amplamente distribuida na natureza,
conhecida por fazer parte de um grupo de enzimas que estdo relacionadas com o
escurecimento de frutas e vegetais danificados (Gauillard et al. 1993), assim como a
melaniza¢cdo em animais (Shi et al. 2001). Este grupo de enzimas catalisa dois eventos

distintos relacionados com o oxigénio molecular, denominados (a) a hidroxilacdo de
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monofendis em difendis, e (b) a subseqiiente oxidacdo de difendis em quinonas (Valero
e Garcia-Carmona 1992; Gauillard et al. 1993; Shi et al. 2001).

Os compostos fendlicos, localizados nos vacuolos, sdo intermedidrios do
metabolismo de fenilpropandides e estdo envolvidos na formacao das paredes celulares,
tecidos e orgdos vegetais. Precursores para a sintese de lignina, a deposicdo de
fenilpropandides na parede celular apds a infec¢do por patégeno apresenta-se como um
importante mecanismo de defesa vegetal. Por outro lado, a PPO est4 localizada nos
cloroplastos, nas membranas dos tilacéides, e em algumas espécies, pode apresentar
uma forma latente (Valero e Garcia-Carmona 1992). Ao ocorrer a lesao no tecido
vegetal, inicia a oxidacdo destes compostos fendlicos pela PPO (Felton et al. 1992).
Cvikrova e colaboradores (1996) observaram em alfafa que a atividade maxima da PPO
estava relacionada com a presenca de compostos fendlicos livres.

A fim de esclarecer as suas vdrias fun¢des bioldgicas, muitas rotas de sintese
vém sendo propostas. Autores sugerem que fungOes desta enzima podem estar
relacionadas a resisténcia vegetal contra patologias (Constabel et al. 1995; Ray e
Hammerschmidt 1998), bem como contra a herbivoria e insetos (Felton et al. 1992). Em
algumas plantas o incremento da atividade da PPO esta relacionado com a producio de
compostos secunddrios, como &4cido jasmoOnico e metil jasmonato, envolvidos na
transducdo de sinais de defesa. Entretanto, este fato ndo é generalizado nos vegetais,
pois algumas plantas apresentam pouca ou nenhuma indugdo desta enzima quando
ocorre o ferimento ou eliciacdo (Constabel et al. 1995).

Mazzafera e Robinson (2000) trabalhando com Coffea arabica, descrevem um
aumento na atividade da PPO em resposta ao ataque de patdégeno, induzindo a defesa
antinutritiva. Neste sentido, durante o ferimento no vegetal quinonas sdo formadas pela
oxidacdo de fendis induzida pela PPO, podendo modificar proteinas vegetais, reduzindo
o valor nutritivo destas para os herbivoros. Estes mesmos autores relatam que folhas
jovens desta planta apresentam grande atividade desta enzima, sendo que esta atividade

declina concomitante com o desenvolvimento foliar.
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3. Micropropagacao

Dentre as diversas técnicas biotecnoldgicas utilizadas nos vegetais, a
micropropagacdo destaca-se devido ao uso potencial no controle do crescimento e no
desenvolvimento vegetal, possibilitando estudos aprofundados das 4reas bioquimica,
farmacéutica e alimentar, através do controle da sintese de produtos naturais.

A micropropagagdo caracteriza-se por ser uma técnica que ndo necessita de muita
tecnologia e pertence a uma categoria de técnicas de baixo custo (Puchooa 2004).
Através desta técnica, obtém-se um grande nimero de clones de plantas com alta
qualidade, podendo-se propagar, rapidamente e em larga escala, novos gendtipos a
partir de uma pequena amostra de germoplasma (Altman 1999).

E extremamente dificil comparar a quantidade de uma substincia produzida em
células e tecidos cultivados com aquelas produzidas pela planta in vivo, pois alguns
metabdlitos sdo freqiientemente sintetizados em um tecido e transportados para outros,
onde sdo acumulados. Apesar desta limitacdo, existem vantagens para o uso da cultura
de tecidos como fonte de compostos biologicamente importantes, como por exemplo, a
independéncia de fatores ambientais, incluindo clima, pragas, doencas e limitacdes
geograficas (Mantell et al. 1994).

Existem vérios protocolos para a regeneracdo das mais diversas espécies vegetais de
interesse, sendo estes baseados em variacdes e combinagdes de reguladores de
crescimento suplementados ao meio de cultura (Djilianov et al. 2005).

As técnicas empregadas na cultura de tecidos permitem a producdo de diversas
moléculas de interesse, como flavorizantes e corantes empregados na industria (Millam
et al. 2005). Devido a esta capacidade, plantas t€ém sido geneticamente modificadas
visando a produ¢do de moléculas mais complexas, como anticorpos ou vacinas, abrindo
uma nova era para a agricultura molecular (Puchooa 2004).

Com o objetivo de produzir mudas uniformes e com identidade genética conhecida,
a cultura de nés e apices caulinares (Figura 4) permite a obten¢do de grande quantidade
de individuos idénticos a partir de plantas selecionadas (homogeneidade), producido de
mudas durante todo o ano, além de desenvolver técnicas para a conservacdo de

germoplasma e o melhoramento genético (Serafini et al. 2001).
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Figura 4: Etapas da micropropagacio (adaptado de George 1993).

3.1 Inducdo de Metabdolitos Secunddrios

A producdo de metabdlitos secundarios in vitro apresenta um grande potencial para
o conhecimento dos processos de biossintese. Tal fato é compreendido porque as
culturas celulares podem ser submetidas a distintas condi¢des fisicas e quimicas, como
o uso de precursores, eliciadores, estresses e bloqueadores de vias de sintese, levando a
mudangas na produ¢@o de um determinado metabdlito (Djilianov et al. 2005).

Muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos na cultura de tecidos de vérias espécies
vegetais de interesse comercial. Alguns destes, realizados com Salvia officinalis,
permitiram estudar o efeito da concentracdo de cinetina na produgdo de diterpenos
fendlicos, principalmente do carnosol (Santos-Gomes et al. 2002). Segundo
Staniszewska et al. (2003), o uso de eliciadores como fungos e silica promovem a
sintese de metabdlitos secunddrios em células e raizes cultivadas in vitro de Ammi
majus. Em paises europeus destaca-se esta alternativa de manipulacio e cultivo, visto
que a aclimatacdo de determinadas espécies vegetais nestas regides € dificil
(Staniszewska et al. 2003). Além destes estudos, Amaral e Silva (2003) destacam os
trabalhos realizados para a producdo de clones de Aloe vera, produgdo de hibridos por
hibridiza¢do soméatica em Nicotiana tabacum, hapléides em Hyosciamus niger e plantas
geradoras de vacinas em Solanum tuberosum.

A técnica de cultura de tecidos permite ainda utilizar eliciadores (agentes quimicos e
estressantes), para alterar as rotas metabdlicas afetando qualitativamente e
quantitativamente as moléculas bioativas produzidas. Neste sentido, trabalhos com
Atropa belladona e Lithospermum erythrorhizon apresentam bons resultados quanto a
producao de metabdlitos com propriedades terapéuticas (Lee et al. 2001, Yamamoto et

al. 2000).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais

Avaliar a acdo eliciadora do 4cido salicilico e de suspensdo bacteriana no
metabolismo dos fenilpropandides em plantas de Melissa officinalis cultivadas in vitro e

€m vaso.

4.2. Objetivos Especificos:

a) Induzir a organogénese in vitro de Melissa officinalis;

b) Avaliar o efeito de diferentes reguladores de crescimento na micropropagagao
de M. officinalis;

¢) Awvaliar o efeito eliciador do 4cido salicilico e da suspensdo de bactéria Erwinia
carotovora no metabolismo dos fenilpropandides;

d) Promover o aumento da sintese e acimulo de compostos fendlicos e
flavonéides em brotos cultivados in vitro e plantas cultivadas em vaso;

e) Avaliar a atividade da PAL (fenilanina amonia-liase) e da PPO (polifenol

oxidase) em brotos cultivados in vitro e em plantas cultivadas em vaso;
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Changes in phenylpropanoids metabolism of Melissa officinalis (L.) in response to
elicitors: Melissa officinalis (lemon balm) has essential oils and poliphenols with
reported biological activity. Micropropagation represents an important tool for the
standardization and selection of elite plants. Production of secondary metabolites in
plants depends on the biotic and abiotic conditions of the culture environment. Plants
induced to produce specific biologically active compounds by exogenous molecules
may have their nutraceutical value increased. The present work intended to
micropropagate and evaluate the effect of salicylic acid and lysed phytobacteria
suspension elicitors in poliphenols and flavonoids metabolism of in vitro shoots and
envased plants of M. officinalis. Culture media supplemented with 2 mgL™”
benzyladenine (BA) and 0.2 mg.L"' naphthaleneacetic acid (NAA) or only 0.2 mg.L™"
BA were the most efficient for shoot proliferation. The linear shoot growth was

obtained in medium containing 2 mg.L"' NAA, while the highest rooting frequency and
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root growth were obtained using 1 mg.L™" indolebutyric acid (IBA). In culture in vitro,
elicitor salicylic acid (AS) induced transient increment of phenolic compounds and
flavonoids. However, medium supplementation with lysed phytobacteria suspension
reduced phenolic compounds levels and lead to development of thick roots and stems.
The medium supplementation with elicitors promoted no significant changes in
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activity, and the polyphenol oxidase (PPO)
activity showed a transitory increase which coincided with the increase of phenolic
compounds levels. No significant differences were observed in the PAL acivity either
along the time culture or among treatments used on envased plants. However, PPO
activity changed when plants were sprayed with lysed bacteria suspension. In this
treatment, necrose in the leaf edges occurred 24h after spraying. No significant
differences were observed in the level of phenolic compounds and flavonoids in
response to elicitors. However, the synthesis of these compounds was reduced in all
envased plants after 10 and 20 days, which may be attributed to environmental changes.
Keywords: salicylic acid, Erwinia carotovora, phenylalanine ammonia-lyase,

micropropagation, organogenesis, polyphenol oxidase.

INTRODUCTION

Constituents of Melissa officinalis (L.) (lemon balm) have been used in the
treatment of ansiety, epilepsy, reumatism pains and also are known for antispasmodic
properties (Carnat et al. 1998; Mészéros et al. 1999; Lorenzi and Matos 2002; Ivanova
et al. 2005; Salah and Jdger 2005). This plant has essential oils which are largely
applied as food flavours (Gbolade and Lockwood 1989), as well as in the treatment of

diseases (Sadraei et al. 2003). Besides the essential oils, M. officinalis is rich in
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hydroxycinamic acid derivatives and flavonoid derivatives, as rosmarinic acid and
luteolin, respectively (Carnat et al. 1998; Janicsdk et al. 1999). The high polyphenols
contents in the leaves constitute the major biologically active fraction, presenting
antispamodic and antiinflamatory action (Carnat et al. 1998; Petersen and Simmonds
2003) and high antioxidant properties (Ivanova et al. 2005).

Polyphenols levels in plants change according to the biotic and abiotic
conditions of the environment and depend on light type, phenological stage and
presence of pathogens (Randhir et al. 2002). Pathogen attack may lead to production of
specific secondary metabolites for defense, which might present biological properties
(Pasternak et al. 2005), e.g. scopolamine in Brugmansia candida (Pitta-Alvarez et al.
2000), hypericin in Hypericum perforatum (Sirvent and Gibson 2002) and scopoletin in
Ammi majus (Staniszewska et al. 2003). Elicitors of the secondary metabolism have
been used to produce valuable compounds (Pasternak et al. 2005). Exogenous use of
elicitors like salicylic acid enhanced synthesis of coumarins in Matricaria chamomilla
(Pastirova et al. 2004). It is also know that elicitors may promote Glycine max growth
(Gutiérrez-Coronado et al. 1998), reduce the activity of enzymes related to the synthesis
of defense secondary metabolites in Eleocharis tuberosa (Peng and Jiang 2006) and
promote phenylalanine ammonia-lyase activity in Prunus avivum (Yao and Tian 2005).

Since the amounts of compounds with biological activity differ significantly in
each plant, the main goal of breeding is to select highly productive individuals and to
propagate them vegetatively in order to maintain their valuable characteristics
(Mészaros et al. 1999). In vitro regeneration of adventitious shoots can be an effective
tool either for mass cloning of selected genotypes or to establish a model of metabolic
pathway in order to enhance production of natural products and synthesis of novel

materials (Capell and Christou 2004).
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Aiming the synthesis of essential oils (Arikat et al. 2004) and antioxidant
compounds (Santos-Gomes et al. 2002), micropropagation procedures have been
applied to many species of the Lamiaceae family, like Salvia officinalis (Santos-Gomes
et al. 2002); Hedeoma multiflorum, utilized in the folk medicine (Koroch et al. 1997)
and Mentha arvensis, as a menthol source (Bhat et al. 2001). Optimization of in vitro
culture conditions for M. officinalis has been reported by many authors (Tavares et al.
1996; Gbolade and Lockwood 1989; Mészdros et al. 1999), establishing efficient
procedures for cells and multiple shoot cultures of this species.

Therefore, exposuring in vitro cultures to elicitors may provide a tool to promote
changes on secondary metabolism aiming to determine the necessary conditions to
stimulate the production of specific groups of biologically active compounds (Pasternak
et al. 2005).

The aim of the present work was to develop a micropropagation protocol for
Melissa officinalis and evaluate the phenolic compounds and flavonoids content, and
the enzymatic activities of phenylalanine ammonia-lyase and polyphenol oxidase,
induced by the elicitors salicylic acid and lysed phytobacteria suspension in in vitro

shoots and envased plants.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material

Nodal segments from 2 months old commercial M. officinalis were used as
explants for the establishment of the in vitro cultures. Plants were maintained at the

greenhouse until use as source of explants. Plants were watered as needed.
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Explants desinfestation consisted of a pre-treatment of the plants, during three
days, using the fungicide Benlate® (3 g.L™). Following the pre-treatment, branches were
collected and desinfested by immersion in NaOCI (0.5 % active chlorine) followed by
Benlate® (3 gL, being kept 10 minutes in each solution. After rinsed three times with
sterilized water, nodal segments (1 cm long) were excised from the branches and placed
in tubes with MS culture medium (Murashige and Skoog 1962), supplemented with 30
g.L'1 sucrose and different cytokinin and auxin concentrations.With pH adjusted to 5.8
before autoclaving (1 atm, 15 minutes). After inoculation, explants were kept in the
culture room at 16h photoperiod and 25 + 2°C, under cool-white light (26 pmol. m?. s™).

For the experiment of spraying, plants of Melissa officinalis, approximately 2
months old and about 20” cm height, were grown on plastic pots (4L) filled with a
mixture of red loam:organic soil (1:2) during the spring season. Plants were maintained

at the greenhouse under natural light and regular watering during the experiments.

Organogenesis

Nodal segments (1 cm) were cultivated on MS medium supplemented with 0.2,
2,30r4 mg.L'1 benzyladenine (BA) and 0.2 mg.L'1 naphthaleneacetic acid (NAA). This
was denominated as induction phase. Culture medium without growth regulators was
considered as control. Nodal segments were kept on induction medium for 30 days.
Percentage, of shoot formation and lenght of formed shoots in each treatment were
evaluated at this timepoint.

Shoots formed on induction phase were transferred to MS medium
supplemented with 1 mgL' BA and 0.1 mgL' NAA, on multiplication phase.
Experimental design was fully randomized with five replicates and two explants per

replicate.
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Shoots longer than 3 cm were transferred to MS culture medium supplemented
with combinations among 0.5 mg.L" BA, 1 mg.L"' NAA and 3 mg.L" indolebutyric
acid (IBA) to induce rooting. Melissa shoots were kept on this medium for 40 days.
Number of roots formed, and root length were evaluated at the end of this period.
Plantlets were then transferred to MS medium, without growth regulators, supplemented
with 1% sucrose and 0.3 % activated charcoal. Rooted shoots were transferred to plastic
pots covered with transparent plastic bags, containing a sterile mixture of soil :
vermiculite (1:1). The plastic bags were used to ensure high humidity around the plants
at the initial stage of growth and were dayly opened along the acclimatization period.
Cover was removed after 15 days. Survival of acclimatized plants was recorded as
percentage after 30 days.

Experimental design was fully randomized with three replicates and nine shoots

per replicate.

Treatments with elicitors

The biotic elicitor consisted of a suspension of lysed phytobacteria not
compatible Erwinia carotovora spp. atroseptica pv. Potato, supplied by Dr. Valmir
Duarte from the Departamento de Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, UFRGS.
Bacteria were cultivated in nutrient broth with 2% agar and 2 g.L’1 soy tryptone.

Bacteria were lysed with chloroform, according to Rodriguez and Pfender
(1997) and Langley et al. (2003), and subsequently exposed to ultraviolet light (UV) for
45 minutes. Cells were suspended in sterile saline solution (0.85%). Lysed bacterial
suspension was centrifuged at 1,000g for 10 minutes, the supernatant was discarded and
the precipitate was ressuspended in saline solution. This procedure was repeated three

times.
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The optical density of the lysed bacterial suspension was adjusted to O.D. 400 nm=
0.3 and added to the culture medium (2 mL.L™). Inactivity of the bacteria was
confirmed by culturing the bacterial suspension in nutrient broth. While salicylic acid
(SA) solution was filter sterilized and supplemented to the culture medium, aerial parts

of envased plants were sprayed with SA.

Treatments in vitro with Elicitors

Shoots used for the treatments with elicitors were selected from cultures
previously micropropagated for six months on MS medium supplemented with 1 mg.L™
BA and 0.1 mg.L" NAA. Treatments with elicitors consisted of MS medium growth
regulators free and supplemented with 100 uM, 500 uM of SA or 2 mLL" of lysed
bacteria suspension. No elicitors were added to the control treatment. Shoots were kept
on these medium for 25 days. Activity of the enzymes phenylalanine ammonia-lyase
(PAL; EC 4.3.1.5) and polyphenol oxidase (PPO; EC 1.10.3.2), as well as production
and accumulation of phenolic compounds and flavonoids, were analysed at 0, 2, 10, 15,
20 e 25 days. Experimental design was fully randomized with three replicates and two
shoots per replicate.

Aerial parts of envased plants were sprayed with lysed bacteria suspension and
salicylic acid solutions (500 and 1,000 uM SA). Plants from the control treatment were
sprayed with distilled water. Surfactant Agral™ was used at 0.1 % in aspersion
solutions and the soil was isolated with plastic film along the spraying.

Only one aspersion was conducted in each envased plant, and the activities of
the enzymes PAL and PPO were evaluated, as well as leaf content of polyphenols at 0,
1, 2,5, 10 and 20 days after spraying. Experimental design was fully randomized with

three replicates and two plants per replicate.
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Quercetin Derivates

Fresh leaves (1g) were extracted with methanol 80 %, followed by filtration and
centrifugation at 1,000g for 10 min.

Flavonoid content from different fractions was determined using a colorimetric
assay (Maia 1997; Park et al. 1998). A known volume (100 puL) of extract was added to
AINO; (10%) and CH3COOK 1 M. Absorbance was read at 415 nm against the blank
(methanol 80%) and flavonoid content was calculated using a standard calibration curve

established with quercetin. Flavonoid content was expressed as mg. g'1 of fresh weight.

Total Phenolics

Total phenolics were measured using Folin-Ciocalteau reagent. A known
volume (250 pL) of extract was oxidized with Folin-Ciocalteau and the reaction
neutralized with Na,COs (20 % w/v). Reaction was vortexed and incubated at 25°C on
darkness for 30 min. Absorbance was measured at 765 nm against blank (methanol 80
%). Phenolics contents were calculated using a stardard calibration curve established

with galic acid. Phenolic was expressed as mg. g'1 of fresh weight.

PAL activity

Fresh leaves were grounded at 4°C in 25 mM sodium borate buffer, pH 8.8,
containing 1.4 mM B-mercaptoethanol, 5 % (w/v) polyvinyl pirrolidone and 500 mM
ascorbic acid. Homogenate was filtered and centrifuged at 1,000g for 30 min at 5°C.
Supernatant was used for enzymatic assay. Protein content was determined according to
the method of Bradford (Bradford 1976), with bovine serum albumine as standard.

PAL activity was determined by measuring the increase of absorbance (290 nm)

due to the formation of cinnamic acid over a period of 60 min at 37°C. The reaction
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mixture consisted of 25 mM sodium borate buffer, pH 8.8, containing 300 uM L-
phenylalanine (Camacho-Cristébal et al. 2002). A sample without L-phenylalanine was
used as a blank. The activity was expressed as UM cinnamic acid formed per min per

mg of protein.

PPO activity

Fresh leaves were grounded at 4°C in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0,
containing 2 % Triton X-100 (v/v). Homogenate was filtered and centrifuged at 1,000g
for 30 min at 5°C. Supernatante was used for enzymatic assay. Protein content was
measured by the method of Bradford (Bradford 1976), with bovine albumine as
standard.

PPO activity was determined in spectrophotometer (370 nm) from a reaction
mixture containing 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, and 1 mM caffeic acid. A
sample without caffeic acid was used as blank, and the reaction which was maintaned at
30°C for 30 min.

The increase in absorbance (AAbs) was used to determine the PPO activity. The
enzyme activity unit was defined as the change in AAbs per min per mg protein

extracted.

Statistical analysis

Phenolics and flavonoids contents and enzymes activities were analysed by one-
way ANOVA (p < 0.05). Means were separated using Tukey test (p < 0.05). When
necessary, data were transformed by Vx+0.5 or arc-sen Vx/100 in order to homogeneity

of variances.
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RESULTS
Organogenesis

All explants produced shoots on induction medium. Although the highest
organogenic frequency was obtained when explants were cultived either on BA (0.2
mg.L'l) and NAA used individually or in combination of both regulators (Table 1).
When the level of BA was increased in the presence of NAA, a decrease in shoot
formation was observed (ranging from 100 to 33.3 %).

Addition of either 2 mg.L" BA + 0.2 mg.L" NAA or 0.2 mg.L"' BA alone,
resulted in the highest responses for shoots formation per explant (3.1 and 3.8 shoots,
respectively) (Table 1). However, concentrations higher than 0.2 mg.L"' BA induced
morphological abnormalities (vitrification) in shoots, regardless of NAA concentration
(Figure 1A). In the lowest citokinin concentration (0.2 mg.L'l), shoots showed the
characteristic healthy aspect of the mature plant (Figure 1B). When vitrified shoots were
transferred to MS medium without growth regulators, normal growth was recovered
after 30 days.

Longest shoots (4.3 cm lenght) were observed on medium suplemented with 0.2
mg.L'1 NAA (Table 1). However, culture medium without growth regulators or
supplemented with 0.2 mg.L'1 BA + NAA also promoted shoot elongation (2.7 cm).

The analysis of root formation and growth showed that highest number (13.11
roots per shoot) and length (2.57 cm) of roots were obtained in the medium
supplemented with 1 mg.L'1 IBA (Figures 1C; 2 and 3). On the other hand, the highest
IBA concentrations (3 mg.L'l) inhibited both rhizogenesis and rooting growth (Figures
2 and 3). Rooting rate was not different for shoots placed on MS supplemented with
NAA or IBA when these regulators were combined with BA (ranging from 4.56 to 7.56

roots per shoot) (Figure 2 and 3). When three months-old shoots were cultivated onto
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medium without growth regulators, they showed the ability to root and increase in
length.

Plants from the best rooting treatments were transferred to plastic pots covered
with plastic bags containing a sterile mixture of soil:vermiculite (1:1). When established
ex vitro, 100% of plantlets from treatments with 1 mg.L'1 IBA and BA + IBA survived
(Figure 1D), against only 50% of plantlets rooted in presence of BA + NAA, regardless

the concentration used.

Elicitors activity
Salicylic acid and lysed bacteria suspension were not efficient as elicitors to
increase the poliphenols and flavonoids contents in both in vitro shoots (Figure 4 and

Table 2) and envased plants (Tables 3 and 4).

Phenylpropanoids - production and accumulation

Treatment supplemented with lysed bacteria suspension showed no significant
change in phenolic compounds (PC) content, whose production did not change during
cultivation period, when compared to the control (Figure 4).

Inoculation of shoots in fresh medium caused drastic reduction in PC levels in
all treatments, except in the bacteria suspension (Figure 4). In the treatment with 100
UM SA, after this initial reduction (reaching 1.67 mg. g'1 FW), PC levels raised to 11.68
and 12.45 mg.g'1 FW at 10 and 20 days, respectively. After this period, no significant
variation was observed.

Treatment with lysed bacteria showed a different response in PC content when

compared with others treatments (Figure 4). Bacteria suspension did not reduce the PC
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level at the day two. However, it promoted a slow increasing in PC content along the
culture time.

Significant and transient increase in flavonoids content was observed either on
the treatment with 100 uM SA (1,92 mg.g™' FW) after 10 days or with 500 uM SA (1.83
mg. g’1 FW) after 20 days in culture. Generally, treatments with SA or lysed bacteria had
no effect on flavonoids synthesis along cultivation (Table 2).

Content of PC in envased plants did not vary significantly among the tested
treatments (Table 3). However, drastic reduction in the levels of these compounds was
observed 10 days after the aspersion in all treatments, ranging from 70.24 at day 2 to
15.4 mg.g' FW at day 20. These differences could be attributed to changes on
temperature at the greenhouse.

Nevertheless, flavonoids content from envased plants decreased 10 days after
spraying in all treatments (Table 4), changing from 2.93 at day O to 0.52 mg.g‘1 FW at

day 20. No significant differences were observed among the treatments.

Phenylpropanoids and related enzymes

No significant differences were observed in PAL activity during in vitro
cultivation time or among the treatments with different elicitors (Table 5), ranging from
0.35 at the day zero to 0.74 mg.g’1 FW at day 25. Nevertheless, PPO activity from in
vitro shoots varied significantly, showing a transient peak at 10 days in treatment with
100 uM SA (0,0103 Aabs.min'l.mg’1 protein) (Table 6). Addition of 500 uM SA to
culture medium leads to reduction in PPO activity in the shoots after 20 days in the
culture (from 0.0083 at the day 15 to 0.0033 AAbs.min".mg”" protein at day 20).

In the envased plants, salicylic acid at 500 UM promoted a transient elevation of

PAL activity (0,4228 uMol.min".mg"' protein) 24 hours after spraying (Table 7), but
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the highest activity (0,4530 pMol.min".mg" protein) was observed 20 days after
aspersion with 1,000 uM SA. Spraying with bacteria suspension resulted in no
significant changes in PAL activity, as compared to the other treatments. However, 24
hours after aspersion with bacterial suspension necrose in leaf edges appeared (Figure
5).

The sprayed treatments did not promote significative change in PPO activity
among treatments (Table 8), ranging from 0.018 to 0.029 AAbs.min’l.mg’1 protein.

Althought SA and lysed bacteria suspension were not efficient as elicitors to
increase the phenolic pathway; they induced the highest rooting frequency in shoots
cultivated on medium supplemented with elicitors and without any growth regulators
(Table 9). The addition of bacterial suspension resulted in the highest rooting frequency
reaching average of 24.3 roots per shoot, approximately twice as much as shoots treated
with 100 uM SA.

Rooted shoots from the medium with bacterial suspension showed
morphological abnormalities, with branches and roots thicker than in treatments with
SA, but without vitrification morphology. One year-old shoots cultured on medium

without elicitors and growth regulators were not able to form roots.

DISCUSSION
Organogenesis

Results suggest a close relation between the number of shoots formed and the
concentration of BA, regardless the presence of auxin. Lemon balm explants showed
higher regeneration in presence of either 0.2 mg.L'1 BAor2 mg.L'1 BA combined with

0.2 mg.L'1 NAA. BA and NAA are known to be effective phytorregulators in nodal
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segments and leaves cultures of lemon balm (Mészaros et al. 1999) and many medicinal
plants as Mentha arvensis (Bhat et al. 2001), Pueraria lobata (Thiem 2003) and the
Salvia fruticosa (Arikat et al. 2004).

Faisal and Anis (2005) reported that low BA concentrations increase shoot
regeneration in Tylophora indica. The same has been reported by Koroch et al. (1997)
in Hedeoma multiflorum (Lamiaceae), showing that increasing BA concentration lead to
reduction of shoot elongation. In lemon balm, Mésziros et al. (1999) described
significant increase in the number of shoots promoted by BA concentrations higher than
1 mg.L'l. However, Misra and Chaturvedi (1984) observed that the concentration of 0.2
mg.L" BA resulted in the formation of approximately 6.8 shoots per explant in
Rosmarinus officinalis, while Santos-Gomes et al. (2002) obtained shoot proliferation
and growth in Salvia officinalis with 1.5 mg.L™" BA.

Lemon balm shoots formed on medium supplemented with combination of 2
mg.L'1 BA +0.2 mg.L'1 NAA showed vitreous aspect. Vitrification is a morphological,
anatomical and physiological malformation which has been correlated to water
availability, microelements and/or hormonal imbalance in the tissue culture medium
(Ueno and Shetty 1997; Lai et al. 2005). Ibafiez et al. (2003) observed that increasing
BA concentration in culture of Vitis vinifera resulted in 100% vitrified shoots. In
Dianthus caryophyllus, 0.05 mg.L’1 BA inhibited vitrification (Cuzzuol et al. 1995),
while medium without BA was recommended to obtain healthy, vigorous and non-
vitrified plants in Maranta leuconeura (Ebrahim and Ibrahim 2000). Normal
morphology of vitrified shoots of M. officinalis was recovered when they were
transferred to medium without growth regulators.

Shoot length was affected by the presence of NAA (0.2 mg.L™). Moura et al.

(2001) reported that NAA promoted shoot elongation and high rooting (80%) in Citrus.
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According to Thiem (2003), Pueraria lobata shoots rooted with NAA were thicker and
shorter, without branches, and had reduced capacity to survive when transfered to soil
with vermiculite (1:1). Lemon balm shoots rooted with IBA exhibited higher
acclimatization percentage (100%) the presence of BA, compared to those rooted with
NAA and BA (50%).

Besides NAA, IBA is largely used to induce adventitious roots becaused its
effect on inhibiting ethylene synthesis, which inhibits longitudinal growth of plant
(Peres and Kerbauy 2000). In lemon balm, the highest rooting rate (13.1 roots) has been
obtained in medium supplemented with 1 mg.L™' IBA. Caruso et al (2000), working
with Rosmarinus officinalis, used 3 mg.L'l IBA to increase rooting in callus, while
Jabbarzadeh and Khosh-Khui (2005) applied 2.5 to 3 mg.L™" IBA for root proliferation
of Rosa damascena.

Explants cultivated for a long period in presence of BA show inhibition of shoot
elongation, leaf expansion and rooting, along with increased vitrification (Arigita et al.
2005). In this study, similar effect has been observed in lemon balm where one year-old
shoots had lost the capacity of rooting on medium without growth regulators. On the
other hand, three month-old shoots were able to root even in absence of growth
regulators. Ibafiez et al. (2003) observed that after multiple subcultures the plants
maintained in vitro lack the capacity of shooting. General decrease in proliferation rate
after first subculture and continuous subcultures has been observed in Rosa damascena
(Jabbarzadeh and Khosh-Khui 2005).

Culture medium supplemented with salicylic acid at 100 uM promoted transient
increase of PC levels and PPO activity after 10 days. These may be related to the stress

caused by SA, characterizing a defense response associated to pathogen attacks, which
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promote quinones formation through the oxidation of phenols by PPO (Mazzafera and
Robinson 2000).

Envased plants sprayed with 500 pM AS showed an induction of PAL activity
24 hours after aspersion, the same occurring at day 20 of treatment with 1,000 uM SA.
Exogenous utilization of SA in Matricaria chamomilla and Pisum sativum induced
resistance to diseases by raising PC levels (Mazzafera and Robinson 2000; McCue et al.
2000), which are the intermediary pathway to flavonoid synthesis. Sirvent and Gibson
(2002) reported that SA led to growth and biomass decrease in Hypericum perforatum,
while promoted the synthesis of hypericins and hyperforin. Chen and Chen (2000)
reported inhibition of the synthesis of some PC, as rosmarinic acid in Salvia
miltiorrhiza cultured in vitro in the presence of fungal elicitors.

Peng and Jiang (2006) and Campos et al. (2003) reported increase in PAL
activity in Eleocharis tuberosa and Phaseolus vulgaris, respectively, following
exogenous use of SA. According to Yao and Tian (2005), SA induces responses of
defense, protection and resistance in plants and it is also involved in signal transduction
systems that induce synthesis of defense specific compounds. The increase of PAL
activity, an enzyme related to the synthesis of phenylpropanoids (Pastirova et al. 2004),
may be related to the inhibition of the stress caused by SA (Yao and Tian 2005; Peng
and Jiang 2006). This kind of response suggests that exogenous SA could work as a
stress signal in M. officinalis.

Rooting was higher (24.3 roots) in shoots cultured for one year and treated with
bacterial suspension than in three month-old shoots treated with 1 mg.L'1 IBA (13.1
roots). These responses may be related to natural production and accumulation of
ethylene in the culture vessel (Dietrich et al. 2005) or due to ethylene synthesis is up-

regulated by biotic and abiotic stress (Cao et al. 2006). Pasternak et al. (2005) working

48



with Arabidopsis thaliana, reported that many hormones, like ethylene, are related to
cell elongation and reorientation of vegetal growth, playing a key role in primary and
lateral roots formation. On the other hand, oxidative stress may be involved in
morphological abnormalities observed on rooted shoots from the culture medium
supplemented with bacterial suspension. Oxidative metabolism promotes hydrogen
peroxide production, which is a substrate to peroxidase (Malassiotis et al. 2004).
Furthermore, the necrose in leaf edges, observed 24 hours after aspersion of envased
plants with bacteria suspension, reinforce an oxidative response of M. officinalis. This
effect was not studied in this work. Treatment with lysed bacteria suspension has not
changed PC content in shoots. Low PC concentrations and intense formation of thick
branches and roots suggest the deviation of these compounds to the thickening of cell
walls.

Reduction of PC content on envased plants occurred in every treatment 10 days
after aspersion. Biosynthesis of secondary metabolites is tightly related to
environmental conditions, which are therefore able to alter synthesis and degradation
pathways, as well as gene expression (Wilt and Miller 1992; Badi et al. 2004). Plants
used in this work were subjected to sudden temperature variation after the 5t day from
aspersion, which was refleted in the analysis done by day 10 and 20. During this period,
ambient temperature raised over 35°C, incurring in hydric stress. It is likely that under
such severe environmental conditions which the plants were exposed to, changes in
metabolism occurred, resulting in the responses observed.

Environmental conditions affect growth as well as quantity and quality of
secondary metabolites produced (Badi et al. 2004). Areias et al. (2000), working with

Salvia officinalis, observed that season and temperature affected the quality of the
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essential oils. According to Atienza et al. (2004), environmental conditions, such as
high temperatures, are considered the most stressing situation to plants.

PPO activity showed no significant change on envased plants, while PAL
activity decreased (0,1941 pM.min".mg™ protein), what is related to the low synthesis
of flavonoids. Abenthum et al. (1995) reported that the bacterium E. carotovora may
cause severe hypersensibility responses, with oxidative burst in various parts of the
plant, and this effect was more significative in Solanum tuberosum.

It is extremely difficult to compare quantities of compounds produced in
cultivated cells or tissues with quantities produced by envased plants, since some
metabolites are commonly synthetized in one tissue and transported to others, where
they are accumulated. Despite this limitation, there are advantages in using tissue
culture for studing plant metabolism and interaction plant-pathogen, such as a more
controlled environment, with reduction of external disturbs, and a smaller experimental

area and amount of biological material.
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Figure 1. Organogenesis of M. officinalis. (A) adventitious shoots on MS medium
supplemented with 2 mg.L'1 BA + 0.2 mg.L’1 NAA showing vitrification (Bar
represents 2.4 cm); (B) healthy shoots on medium supplemented with 0.2 mg.L'1 BA
(Bar represents 2.4 cm); (C) rooted plants on medium supplemented with 1 mg.L’1 IBA
(Bar represents 1.3 cm); (D) acclimatizaton of plants from treatment with 1 mg.L™' IBA

(Bar represents 0.42 cm).
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Table 1. Shoot formation on nodal segments of M. officinalis cultured on different types

and concentrations of growth regulators for 30 days. BA, benzyladenine; NAA,

naphthaleneacetic acid.

Growth regulators (mg.L'l)

Explants formed Number of formed Shoot lenght®

shoots' (%) shoots (cm)
No regulators 83.3 ab* 1.6 ab 2.7 ab
0.2 BA 100.0 a 3.1a 1.9 be
2.0 BA 80.0 ab 2.8 ab 1.0cd
3.0 BA 16.6 ¢ 1.5 ab 0.5cd
4.0 BA 80.0 ab 2.0 ab 1.4 bc
0.2 NAA 100.0 a 1.8 ab 43a
0.2 BA + 0.2 NAA 100.0 a 2.0 ab 2.7 ab
2.0 BA + 0.2 NAA 90.0 ab 3.8a 1.3 bc
3.0 BA + 0.2 NAA 50.0 abc 1.6 ab 0.7cd
4.0 BA + 0.2 NAA 33.3 bc 0.3b 0.1cd

* Means within a column followed by the same letters are not different according to Tukey’s test at the

probability level p < 0.05. Data was transformed by arc-sen and msquare root.
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Figure 2. Shoots of M. officinalis cultivated for 40 days in different rooting treatments
with growth regulators. BA, benzyladenine; NAA, naphthaleneacetic acid; IBA,
indolebutyric acid. Means followed by the same letters are not different according to

Tukey s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Figure 3. Root length of M. officinalis induced from shoots cultivated 40 days on
different growth regulators. Means followed by the same letters are not different
according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by

square root.
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Figure 4. Phenolic compounds content in M. officinalis shoot cultivated in vitro under
different treatments with salicylic acid (SA) and lysed bacteria suspension (E.
carotovora). Means followed by the same letters within the evaluated time points are
not different according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was

transformed by square root.
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Table 2. Flavonoids content (mg.g”' FW) in shoots of M. officinalis cultivated on

medium supplemented with salicylic acid (SA) and lysed bacteria suspension (E.

carotovora,).

Days
Treatments 0 2 10 15 20 25
Control 0,68 aB* 1,95 aA 1,33aAB 1,28aAB 1,18 abAB 1,53 aAB

100 uM SA 0,68 aB 1,20 aAB 1,92aA  1,28aAB 1,33 abAB 1,79 aA
500 uM SA 0,68 aA 0,95 aA 1,47 aA 1,25 aA 1,83 aA 1,76 aA
Bacteria 0,68 aA 1,22 aA 0,79 aA 0,66 aA 0,77 bA 0,87 aA

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Table 3. Phenolic compounds levels (mg.g” FW) in envased plants of M. officinalis

sprayed with salicylic acid (SA) and lysed bacteria suspension (E. carotovora,).

Days
Treatments 0 1 2 5 10 20
Control 70.08 aA* 66.18aA 70.24aA 68.24aA 18.68aB 16.99 aB
500 M SA  70.08aA  60.82aA 62.25aA 59.23aA 19.18aB 15.40aB
1000 uM SA  70.08 aA  66.45aA 61.10aA 49.60aA 22.47aB 17.15aB
Bacteria 70.08 aA  43.24aA 64.00aA 51.73aA 15.71aB 15.79 aB

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Table 4. Flavonoids content (mg.g”’ FW) in envased plants of M. officinalis sprayed

with salicylic acid (SA) and lysed bacteria suspension (E. carotovora).

Days

Treatments 0 1 2 5 10 20
Control 293 aA* 251aA 2.44aA 1.88aAB 0.67aBC 0.52aC

500 uM SA  293aA 1.79aAB 2.03aA 1.778aAB 0.58aB  0.53 aB
1000 uM SA  293aA 281aA 2.08aAB 1.29aAB 0.63aB  0.69 aB
Bacteria 293aA 1.09aB 1.39aAB 1.37aAB 0.66aB 0.62aB

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.



Table 5. Phenylalanine ammonia-lyase activity (umol.min".mg’ protein) in M.
officinalis shoots submitted to different treatments with salicylic acid (SA) and lysed

bacteria suspension (E. carotovora).

Days

Treatments 0 2 10 15 20 25

Control 0.3508 aA* 0.5588aA 0.6325aA 0.3762aA 0.2763 aA 0.5186 aA
100 uM SA  0.3508 aA  0.6816 aA 0.6026 aA 0.3788 aA 0.4811 aA 0.2681 aA
500 uM SA  0.3508 aA  0.5627 aA 0.3561 aA 0.3249 aA 0.3603 aA 0.5525 aA
Bacteria 0.3508 aA  0.4652aA 0.5024 aA 0.6369 aA 0.4445aA 0.7471 aA

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Table 6. Polyphenol oxidase activity (AAbs.min™".mg" protein) in in vitro shoots of M.

officinalis submitted to different treatments with salicylic acid (SA) and lysed bacteria

suspension (E. carotovora).

Days
Treatments 0 2 10 15 20 25
Control 0.0069 aA* 0.0040 aB 0.0058 bA  0.0056 aA  0.0061 aA 0.0053 aA
100 uM SA  0.0069 aAB 0.0047 aB  0.0103 aA 0.0074 aAB 0.0053 aB  0.0040 aB
500 uM SA  0.0069 aA  0.0055aB 0.0056bB 0.0083 aA 0.0027 aC 0.0033 aC
Bacteria 0.0069 aA 0.0043aB 0.0048bB  0.0088 aA  0.0029 aB  0.0071 aA

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Table 7. Phenylalanine ammonia-lyase activity (umol.min".mg" protein) in plants of

M. officinalis sprayed with differents treatments with salicylic acid (SA) and lysed

bacteria suspension (E. carotovora).

Days

Treatments 0 1 2 5 10

20

Control 0.1882 aA* 0.1277 bA 0.2718 aA 0.2051 aA 0.1915aA 0.1467 bA

500 uM SA  0.1882aA 0.4228 aA 0.3785aA 0.2463 aA 0.2426 aA 0.0443 bA

1000 uM SA  0.1882aA 0.1633bA 0.0834 aA 0.2686 aA 0.2321 aA 0.4530 aA

Bacteria 0.1882aA 0.1941 bA 0.2019 aA 0.3623 aA 0.2087 aA 0.2082 abA

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data wastransformed by square root.
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Figure 5. M. officinalis envased. (A) Plant sprayed with distilled water; (B) plants
sprayed with lysed bacteria suspension. Arrow points to necrose spot. Bars represent 1.5

cm.
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Table 8. Polyphenol oxidase activity (AAbs.min".mg’ protein) in M. officinalis

sprayed submitted to different treatments with salicylic acid (SA) and lysed bacteria

suspension (E. carotovora).

Days
Treatments 0 1 2 5 10 20
Control 0.0276 Aa* 0.0227 Aa  0.0240 Aa  0.0275 Aa  0.0237 Aa 0.0272 Aa
500 M SA  0.0276 Aa  0.0237 Aa  0.0215 Aa  0.0226 Aa  0.0248 Aa 0.0287 Aa
1000 pM SA  0.0276 Aa  0.0239 Aa 0.0188 Aa  0.0217 Aa  0.0227 Aa  0.0260 Aa
Bacteria 0.0276 Aa  0.0180Ba 0.0273 Aa 0.0254 ABa 0.0235 ABa 0.0291 Aa

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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Table 9. Average number of roots induced in M. officinalis shoots cultivated in vitro

submitted to treatments with salicylic acid (SA) and lysed bacteria suspension (E.

carotovora).
Days
Treatments 10 15 20 25
Control 0 bcA* 0 bA 0 bcA 0 bA

100 uM SA 2.6 bcB 5.8 aAB 3.8 bAB 12.5 abA
500 uM SA 7.8 aA 11.2 aA 13.0 abA 0.5 abA
Bacteria 5.5 abB 124 aAB 16.0 aAB 24.3 aA

* Means followed by the same capital letters in line or the same small letters in column are not different

according to Tukey’s test at the probability level p < 0.05. Data was transformed by square root.
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CONCLUSAO GERAL

= Brotos multiplicados in vitro por 3 meses mostraram-se competentes em enraizar,
mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, enquanto que brotos
multiplicados por 12 meses perderam esta capacidade.

= As maiores taxas de formagdo de brotos em melissa ocorreram no meio
suplementado com 0.2 mg.L’1 BA, independente da presenca de ANA.

= O meio de cultura sumplementado com 1 mg.L'1 IBA resultou na maior taxa de
produgdo de raizes, assim como no melhor desenvolvimento destas aos 40 dias de
cultivo.

= As plantas regeneradas no meio suplementado com IBA exibiram as maiores
porcentagens de aclimatizacido do que as plantas regeneradas em meio
suplementado com NAA.

= O uso do eliciador AS promoveu o aumento transitorio dos niveis dos compostos
fendlicos e flavondides em brotos cultivados in vitro, entretanto ndo foi observada
a mesma resposta em plantas envasadas.

= A suplementacdo do meio de cultura com suspensdo de bactérias fitopatogénicas
mortas promoveu a redugdo dos niveis dos compostos fendlicos e o espessamento
de raizes e ramos dos brotos. Contudo, nas plantas envasadas, a suspensio
bacteriana ocasionou necrose nos bordos das folhas 24h apds a aspersao.

= Os eliciadores ndo promoveram mudangas significativas na atividade da PAL
tanto nos brotos in vitro quanto nas plantas envasadas.

= A atividade da PPO teve um aumento transitério que coincidiu com a elevagdo dos
compostos fendlicos nas plantas in vitro, fato este ndo observado nas plantas

envasadas.
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CONSIDERA COES FINAIS

Neste trabalho foram avaliados vdrios aspectos referentes ao metabolismo dos
fenilpropandides, principalmente a sintese e atividade das enzimas envolvidas neste
processo, assim como na otimizacdo da técnica de micropropagacdo de Melissa
officinalis.

Em um primeiro momento otimizou-se a técnica de micropropagacdo desta
espécie, através da utilizacdo de fitorreguladores em concentracdo adequada para
obterem-se clones, com capacidade de regeneracdo e aclimatacdo. Esta otimizacdo
possibilitou a obtencdo de plantas clone com aspecto normal e homogenidade genética,
possibilitando a realizagdo de futuros experimentos, sem haver a interferéncia de
caracteres genotipicos. Além destes fatores, a micropropagacdo pode permitir a futura
selecdo de plantas com alta atividade metabdlica.

Em segundo momento direcionam-se todas as aten¢des para a utilizacdo de
eliciadores bidticos. Plantas envasadas de M. officinalis apresentaram resposta de
hipersensibilidade a bactéria E. carotovora, evidenciada pela rdpida necrose nos bordos
das folhas.

Por outro lado, a suspensdo bacteriana promoveu uma inesperada resposta de
formacgdo de raizes nos brotos cultivados in vitro, indicando uma possivel reacdo de
estresse pela presenca de fragmentos de bactérias incompativeis. Esta resposta de
formagdo de raizes, juntamente com a formagdo de plantas com 6rgdos espessados,
indica uma altera¢do na atividade de lignificacdo, podendo envolver mecanismos de
estresse oxidativo.

Apesar do 4cido salicilico fazer parte do mecanismo de sinalizagdo contra

patégenos em diversas espécies vegetais, as concentracdes testadas em M. officinalis
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ndo promoveram alteracdes perceptiveis nas atividades da fenilalanina amdnia-liase e
polifenol oxidase, bem como nos niveis de polifendis, tanto nas condicdes in vitro,
quanto nas plantas envasadas. Contudo, o dcido salicilico pode ter representado um
agente estressante, pois na sua presenca ocorreu a formacao de raizes.

Em conclusdo, é importante ressaltar que os estudos aqui realizados apontam
para uma resposta diferenciada entre as plantas cultivadas in vitro e em vaso. Tal fato
incentiva a utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas para a obtengdo de respostas
especificas no cultivo de plantas de interesse nutracéutico e medicinal, principalmente

no Brasil.
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PERPECTIVAS

Este trabalho destacou a possibilidade e investigagdo, através de técnicas
alternativas e modernas, da producdo de determinados metabdlitos secunddrios em
plantas de Melissa officinalis tratadas com eliciadores. Acredita-se ser importante
através da cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), possa ser interessante a separacio e
identificacdo de compostos de interesse produzidos em resposta a agentes indutores do
metabolismo secundario.

Outra persperctiva aberta por este trabalho, e também colocada em pratica no
Laboratério, e identificar o fator estressante que promoveu a formagdo de raizes em
plantas de M. officinalis expostas ao eliciador fitobactéria. Acredita-se que o etileno, gas
produzido pelas plantas em situagdo de estresse, esteja envolvido nesta resposta. No
entanto, falta adaptar a técnica de micropropagacdo a fim de identificar a presenca e
acdo deste hormonio.

Por tltimo, e ndo menos importante, a perpectiva de estudos de manipulacio
genética visando a clonagem e caracterizacdo de genes envolvidos com a resposta ao

estresse.
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The homepage of the BJPP presents abbreviations for the most used journals in plant
science. Align to the third letter.

Table 1. Table headings should be concise. Tables and figures should be numbered
consecutively with arabic numbers. Center numerals in the cells.

Actual activity Calculated activity”
1
Ion (LWEq.g")
K 62 64
NOy 26 0.026

# Footnotes to tables should be in font size 10
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Figure 1. Figure legends must be presented in a separated page. It is very important that
text and numbers in figure ordinates are typed in font size no smaller than 12.
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