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RESUMO

Lippia alba (Mill) N.E. Brown, é uma espécie medicinal cuja composigédo de seu
O0leo essencial, estd associada aos niveis de ploidia (diploide, triploide e
tetraploide). A poliploidia e variagdes ambientais podem levar a alteragdes
significativas na rota metabdlica. Devido a importancia medicinal e econdmica
da espécie, investigar respostas relacionadas a diferentes estresses, torna-se
importante para se compreender o efeito da poliploidia e modular a produgao de
compostos de interesse. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de estresses abidticos no crescimento, fisiologia, producdo de odleo
essencial e na expressao de genes relacionados a via de monoterpenos, em
acessos diploide, triploide e tetraploide de L. alba cultivados por 40 dias in vitro.
Adicionalmente, avaliaram-se genes de referéncia candidatos em diploides de L.
alba para as diferentes condi¢des de estresse. Assim, os trés niveis de ploidia
foram cultivados in vitro, com adigdo de 60 mM NaCl para indugao de estresse
salino; 1% PEG-4000 para estresse hidrico; 10 yM ABA para estresse por acido
abscisico; 10 uM AS para estresse por acido salicilico; submetidos a 4°C para
induzir estresse térmico e estresse por ferimento mecanico. Foram avaliados
seis genes de referéncia candidatos sob os seis estresses e realizadas analises
de variaveis de crescimento; bioquimicas e fisiologicas; expressao génica
relativa a biossintese de monoterpenos e microextracao de 6leo essencial. Os
estresses foram capazes de modular a morfofisiologia, expressao génica e teor
de dOleo essencial. O estresse salino e hidrico provocaram as maiores alteragoes.
Acessos poliploides, mostraram, em geral, maior crescimento e tolerancia
metabdlica sob os estresses, quando comparados ao acesso diploide. Como
resultado da avaliacdo dos genes de referéncia, o gene NADH foi o menos
variavel sob a maioria dos estresses, exceto o estresse hidrico, cujo gene TUB
foi o mais recomendado. Os resultados, em conjunto, demonstraram que
estresses abidticos sdo capazes de influenciar na morfofisiologia e expresséo
génica, assim como modular a produgdo de Oleos essenciais em Lippia alba,
fornecendo subsidios para futuras estratégias de melhoramento e uso da
especie.

Palavras-chave: Lippia alba; estresses abioticos; morfofisiologia;
monoterpenos; expressao génica; genes de referéncia.



ABSTRACT

Lippia alba (Mill) N.E. Brown, is a medicinal species whose composition of its
essential oil is associated with ploidal levels (diploid, triploid and tetraploid).
Polyploidy and environmental variations can lead to significant changes in the
metabolic pathway. Due to the medicinal and economic importance of the
species, investigating responses related to different stresses, it is important to
understand the effect of polyploidy and modulate the production of compounds
of interest. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of abiotic
stresses on growth, physiology, essential oil production and on the expression of
genes related to monoterpene pathway, in diploid, triploid and tetraploid
accessions of L. alba cultivated for 40 days in vitro. Additionally, candidate
reference genes in L. alba diploids were evaluated for different stress conditions.
Thus, the three ploidal levels were cultivated in vitro, with the addition of 60 mM
NaCl to induce salt stress; 1% PEG-4000 for water stress; 10 uM ABA for abscisic
acid stress; 10 uM AS for salicylic acid stress; subjected to 4°C to induce thermal
stress and mechanical wounding stress. Six candidate reference genes were
evaluated under the six stresses and analyzes of growth variables were
performed; biochemical and physiological; gene expression related to
monoterpene biosynthesis and microextraction of essential oil. Stresses were
able to modulate morphophysiology, gene expression and essential oil content.
The salt and water stress caused the biggest changes. Polyploid accessions
showed, in general, greater growth and metabolic tolerance under stress, when
compared to diploid accession. As a result of the evaluation of the reference
genes, the NADH gene was the least variable under most stresses, except water
stress, whose TUB gene was the most recommended. The results, taken
together, demonstrated that abiotic stresses are capable of influencing
morphophysiology and gene expression, as well as modulating the production of
essential oils in Lippia alba, providing input for future breeding and species use
strategies.

Keywords: Lippia alba; abiotic stresses; morphophysiology; monoterpenes; gene
expression; reference genes.
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RESUMO

A poliploidia pode modular o perfil metabdlico das plantas, como na morfofisiologia,
expressdo génica e rota biossintética dos 6leos essenciais. Além disso, estresses
ambientais também podem provocar alteragdes na via metabdlica. Lippia alba (Mill)
N.E. Brown, € uma espécie medicinal com ampla variacdo genética, fenotipica e
quimica, sendo a composi¢ao de seu 6leo essencial associada aos niveis de ploidia.
Devido ao potencial medicinal e econdbmico da espécie, investigar respostas
relacionadas a diferentes estresses, torna-se importante para se compreender a
producdo do seu 6leo essencial. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos de estresses abidticos (salino, estresse hidrico, hormbnios exdgenos acido
abscisico e acido salicilico, ferimento e térmico) na morfofisiologia, produgao de éleo
essencial e na expressao de genes relacionados a sintese de monoterpenos, em
acessos diploide, triploide e tetraploide de Lippia alba cultivados por 40 dias in vitro.
Para inducdo dos estresses, foram adicionados ao meio de cutivo 60 mM NaCl
(estresse salino); 1% PEG-4000 (estresse hidrico); 10 uM ABA (estresse por acido
abscisico); 10 yM AS (estresse por acido salicilico); submetidos a 4°C (estresse
térmico) e ferimento mecanico. Foram realizadas analises de varidveis de
crescimento; bioquimicas e fisioldgicas (APX, CAT, POX, MDA, H202, eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il e prolina); expressao génica relativa as enzimas (S)-
Linalol sintase (L/S7), Geraniol desidrogenase (GDS) e microextragcdo de 6leo
essencial. Dentro de cada nivel de ploidia, o estresse salino e hidrico, modularam a
morfofisiologia, expressao génica e o teor de dleo essencial para os acessos diploide
e triploide. Além disso, os estresses por hormdnio exdgeno acido salicilico, aumentou
o teor de linalol no acesso triploide, e o acido abscisico, provocaram a diminui¢ao na
expressao de linalol do acesso tetraploide. Ja o estresse térmico, provocou alteragao
em variaveis bioquimicas para o acesso diploide. O estresse por ferimento, provocou
alteracao da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il para o acesso triploide. Acessos
poliploides evidenciaram, maior crescimento e tolerancia metabdlica sob estresse,
quando comparados ao acesso diploide. Os resultados demonstraram que os
estresses abidticos foram capazes de alterar a morfofisiologia e expressédo génica,
bom como modular a produgdo de 6leo essencial em Lippia alba, abrindo novas
possibilidades de uso e melhoramento da espécie. Na tentativa de avaliar diferentes
genes de referéncia para a espécie, a técnica de RT-qPCR é uma das principais
ferramentas para o estudo da expressao génica, e precisa de normalizagdo com um
gene de referéncia estavel. Diferentes condigdes experimentais podem alterar a
expressao dos genes normalizadores. Assim, também objetivou-se com esse
trabalho, avaliar genes de referéncia para uso em analise de RT-gPCR em acesso
diploide de L. alba. Foram analisados seis genes constitutivos (NADH, CIT, G6i, TUB,
RNApol e ELONG), a partir das ferramentas BestKeeper, GeNorm, NormFinder e
RefFinder. Os resultados confirmaram o conhecimento prévio de que diferentes
condi¢cdes experimentais podem afetar a expressao dos genes de referéncia. O gene
TUB foi o mais estavel sob estresse hidrico. Entretanto, o gene NADH mostrou-se
estavel, para a maioria dos estresses abidticos (salino, horménios exdgenos,
ferimento e térmico). Ambos séo, portanto, recomendados para serem empregados
como genes de referéncia em estudos de expressado génica em acessos diploides de
L. alba sob condi¢gdes ambientais especificas. A recomendacao de genes estaveis,
permite auxiliar posteriores estudos de expressao génica para a espécie.
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Palavras-chave: Lippia alba; poliploidia; estresses abidticos; morfofisiologia;
monoterpenos; genes de referéncia; expressao génica.
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ABSTRACT

Polyploidy can modulate the metabolic profile of plants, as in morphophysiology, gene
expression and biosynthetic route of essential oils. In addition, environmental stresses
can also cause changes in the metabolic pathway. Lippia alba (Mill) N.E. Brown, is a
medicinal species with wide genetic, phenotypic and chemical variation, the
composition of its essential oil being associated with ploidal levels. Due to the
medicinal and economic potential of the species, investigating responses related to
different stresses, becomes important to understand the production of its essential oil.
Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of abiotic stresses (saline,
water stress, exogenous hormones abscisic acid and salicylic acid, wounding and
heat) on morphophysiology, production of essential oil and on the expression of genes
related to the synthesis of monoterpenes, in diploid, triploid and tetraploid accessions
of Lippia alba cultivated for 40 days in vitro. For stress induction, 60 mM NaCl (saline
stress) was added to the MS medium; 1% PEG-4000 (water stress); 10 uM ABA
(abscisic acid stress); 10 uM AS (salicylic acid stress); subjected to 4°C (thermal
stress) and mechanical wounding. Analysis of growth variables was performed;
biochemical and physiological (APX, CAT, POX, MDA, H202, photochemical
efficiency of photosystem Il and proline); gene expression related to (S) -Linalol
synthase (LIS1), Geraniol dehydrogenase (GDS) and microextraction of essential oil.
Within each ploidal level, saline and water stress, modulated morphophysiology, gene
expression and essential oil content for diploid and triploid accessions. In addition,
stresses due to exogenous hormone salicylic acid, increased the linalool content in the
triploid accession, and abscisic acid, caused the decrease in the linalool expression of
the tetraploid accession. Thermal stress, on the other hand, caused changes in
biochemical variables for diploid accession. Stress due to injury caused a change in
the photochemical efficiency of photosystem Il for triploid accession. Polyploid
accessions showed greater growth and metabolic tolerance under stress, when
compared to diploid accession. The results showed that the abiotic stresses were able
to alter the morphophysiology and gene expression, as well as modulate the
production of essential oil in Lippia alba, opening new possibilities of use and
improvement of the species. In an attempt to evaluate different reference genes for the
species, the RT-gPCR technique is one of the main tools for the study of gene
expression, and needs normalization with a stable reference gene. Different
experimental conditions, can alter the expression of normalized genes. Thus, the
objective of this work was to evaluate reference genes for RT-gPCR in diploid
accession of L. alba. Six constitutive genes (NADH, CIT, G6i, TUB, RNApol and
ELONG) were analyzed, using the BestKeeper, GeNorm, NormFinder and RefFinder
tools. The results confirmed the previous knowledge that different experimental
conditions can affect the expression of the reference genes. The TUB gene was the
most stable under water stress. However, the NADH gene proved to be stable for most
of the abiotic stresses (saline, exogenous hormones, wounding and thermal). Both are,
therefore, recommended to be used as reference genes in studies of gene expression
in diploid accessions of L. alba under specific environmental conditions. The
recommendation of stable genes, helps further studies of gene expression for the
species.

Keywords: Lippia alba; polyploidy; abiotic stresses; morphophysiology; monoterpenes;
reference genes; gene expression.

24



1 INTRODUGAO GERAL

Estimulos bidticos e abidticos, particularmente relacionados a natureza
séssil das plantas, frequentemente contribuem para modular a produgdo de
metabdlitos (MOORE et al., 2014; MOHAMMADI et al., 2019). Estudos sobre os perfis
metabdlicos em plantas poliploides, tém mostrado alteragdes nos mecanismos que
regulam a biossintese dos compostos volateis (FASANO et al., 2016) cujas vias
biossintéticas sdo complexas e ainda pouco estudadas (DELGODA e MURRAY, 2017;
HENRY et al., 2018; HEMMERLIN et al., 2012).

Diferentes estresses causam inducdo do estresse oxidativo, que pode
afetar o desenvolvimento da planta como um todo. Porém, ao longo da evolugéo, as
plantas desenvolveram sistemas antioxidantes de protecdo (CHOUDHURY et al.,
2017), através dos sistemas enzimaticos e nao-enzimaticos, para amenizar os efeitos
toxicos celulares (KAUR e ASTHIR, 2015; KONG et al.,, 2016). Foram relatadas
alteragdes no metabolismo primario, no perfil de expressdo génica e de Oleos
essenciais para diversas plantas submetidas a estresses como baixas temperaturas,
ferimento, salino, estresse hidrico e uso de horménios como &cido salicilico e
abiscisico (BAE et al., 2016; BUFALO et al., 2016; SENJI e MANDOULAKANI, 2018;
ZHOU et al., 2018; AZIZ et al., 2019; LUCHO et al., 2019; SHELKE et al., 2019).

Os Oleos essenciais estdo presentes em pequenas quantidades nas
plantas, oriundos do metabolismo secundario. Podem ser considerados insumos
importantes para a fabricagao de produtos nas industrias de cosméticos, perfumaria,
agroquimicos, farmacos e alimentos. Além disso, possuem grande papel ecolégico,
uma vez que atraem polinizadores e, atuam na defesa contra predadores e patégenos
(HUSSAIN et al., 2012; JACOB et al., 2017). Os terpenos, por exemplo, s&o uns dos
compostos secundarios mais produzidos pelas plantas que conferem importantes
propriedades medicinais e valor econémico (JACOB et al., 2017; GUERRIERO et al.,
2018).

Lippia alba (Mill) N. E. Brown (Verbenaceae) € uma espécie com grande
plasticidade fenotipica, genética e quimica. Cinco numeros cromossémicos revelaram
um complexo poliploide que produz, em maior quantidade, monoterpenos cujas
propriedades sdo amplamente utilizadas na medicina popular na industria (REIS et al.,

2014). Além disso, também pode ser considerada uma espécie com plasticidade
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fisiolégica em resposta a estresses abidticos, que podem provocar alteragdes no
metabolismo primario e secundario, bem como modular a expressao de genes
relacionados a producgao dos 6leos essenciais (BATISTA et al., 2016a, 2016b, 2017).

Em Lippia alba, estudos envolvendo os estresses luminico, por didxido de
carbono, hidrico, salinidade e fotoperiodo, demonstraram alteragdes no perfil de
expressdo génica (BATISTA et al.,, 2016a, 2017b) e do perfil de monoterpenos
majoritarios (CASTRO, et al., 2019, 2020a, 2020b), em um acesso triploide.
Entretanto, efeitos de estresses como frio, ferimento e aplicacdo de horménios
exdgenos ainda nao foram relatados para a espécie, assim como os estresses salino
e estresse hidrico ndo foram estudados in vitro, considerando-se mais de um nivel de
ploidia.

Diante da falta de informagdes, impacto econémico e medicinal, investigar
respostas morfofisioldgicas e de expressao génica relacionadas a diferentes estresses
em Lippia alba, se torna importante para otimizar a producéo de 6leos essenciais e
entender, comparativamente, o comportamento de diferentes niveis de ploidia. Desta
forma, o presente trabalho pretende responder as perguntas: (1) Qual o efeito
comparativo de diferentes estresses em Lippia alba? (2) Diploides e poliploides
respondem diferentemente a estresses abidticos?

Para responder a essas perguntas, acessos diploide, triploide e tetraploide
de Lippia alba foram avaliados do ponto de vista bioquimico, morfoldgico, da produgéo
de Oleos essenciais e da expressao de genes relacionados a sintese de
monoterpenos, sob diferentes condicbes de estresse. Adicionalmente, serao
avaliados genes de referéncia candidatos em acesso diploide, na tentativa de
contribuir para futuros estudos de expressao génica na espécie sob estresses

abioticos.
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1.2 Lippia alba

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown & um arbusto aromatico que pertence a
familia Verbenaceae. Espécie tropical amplamente usada pela populacdo da América
do Sul e Central (DI STASI et al., 2002; HENNEBELLE et al., 2008; REIS et al., 2014)
e ocorre em campos, brejos e florestas. O Brasil, € o pais que concentra maior nimero
de registros da espécie, com ampla distribuicdo ao longo do territério (PASCUAL et
al., 2001a; HENNEBELLE et al., 2008; SALIMENA e MULGURA, 2015).

A espécie é conhecida como erva-cidreira do campo, alecrim do campo,
falsa-melissa e cha-de-tabuleiro (HOLETZ et al.,, 2002) e seu uso na medicina
tradicional evidencia sua importancia. Seus extratos sao utilizados principalmente por
possuirem  propriedades neurosedativas, analgésicas, antioxidantes, e
antinflamatorias, usadas no tratamento de gripe, bronquite, infec¢ao cutanea, diarreia,
problema cardiaco e desordem menstrual (PASCUAL et al., 2001b; HENNEBELLE et
al., 2008; CONDE et al., 2011; TAVARES, MOMENTE, NASCIMENTO, 2011;
CARMONA et al., 2013; CHIES et al., 2013). Assim, é uma espécie promissora para
uso em industrias farmacéuticas e cosméticas, também possui propriedades
antifungicas, antimicrobianas e antivirais (HENNEBELLE et al., 2008).

Estudos anteriores, revelaram que a espécie possui cinco ploidias
descritas, sendo um complexo poliploide, com cinco numeros cromossémicos. Os
citotipos descritos incluem diploides (2n = 2x = 30), aneuploides (2n = 2x + 8 = 38),
triploides (2n = 3x = 45), tetraploides (2n = 4x = 60) e hexaploide (2n = 6x = 90).
Apresenta grande plasticidade fenotipica e genémica originada possivelmente por
autopoliploidia. Cruzamentos intraespecificos envolvendo gametas desbalanceados
e/ou ndo reduzidos, aliados a duplicagbes cromossdémicas ao longo do tempo
provavelmente contribuiram para formar o complexo como é visto hoje (REIS et al.,
2014; VICCINI et al., 2014; LOPES et al., 2020).

A espécie pode ser considerada um importante modelo para estudos de
poliploidizagao e do metabolismo secundario, onde predominam os terpenos (VICCINI
et al., 2014; LOPES et al.,, 2020), visto que autopoliploides naturais sdo pouco
estudados devido a semelhanga morfoldgica aos seus progenitores diploides (SOLTIS
e SOLTIS, 2000) e as rotas biossintéticas dos terpenos sdo complexas e permanecem

pouco estudadas (DELGODA e MURRAY, 2017).
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1.3 OLEO ESSENCIAL

A crescente procura por substancias biologicamente ativas permite o maior
uso dos Oleos essenciais na industria, principalmente como reagentes para a
producdo de novos compostos semissintéticos. Esses produtos sao desenvolvidos,
com o objetivo de aumentar suas atividades bioldégicas e também reduzir a
volatilidade, com finalidade em aplicagbes farmacoldgicas, alimentares e cosméticas
(ZHAO, DAVIS, VERPOORTE, 2005; FIGUEIREDO et al., 2007; FUMAGALI et al.,
2008; BIZZO, HOVELL, REZENDE, 2009; FIGUEIREDO, PEDRO, BARROSO, 2014;
JACOB et al., 2017).

Segundo Figueiredo et al. (2007), 6leos essenciais produzidos nas folhas
das plantas, sédo toxicos para pragas e alguns patdégenos, com a vantagem de nao se
acumularem no meio ambiente. Assim, o fato de que sao naturais, biodegradaveis,
possuem baixa toxicidade para mamiferos e sdo capazes de realizar, ao mesmo
tempo, a funcdo de mais de um dos seus equivalentes sintéticos, contribuem para seu
uso (FIGUEIREDO et al., 2007; ZULIAN, DORR, ALMEIDA, 2013).

Os dleos essenciais acumulam-se principalmente em estruturas secretoras
especializadas como tricomas glandulares, ductos, canais e laticiferos, em 6rgaos
como flores, folhas e caules (FIGUEIREDO et al., 2007; FIGUEIREDO, PEDRO,
BARROSO, 2014; TIWARI e RANA, 2015). Possuem composi¢ao quimica complexa
e de baixo peso molecular, que pode variar entre as espécies, sendo constituidos
principalmente por derivados terpénicos como 0os monoterpenos, sesquiterpenos e os
fenilpropanoides (MIRANDA et al., 2016).

Além disso, a composi¢cao desses 6leos depende de fatores ecoldgicos,
fisiologicos, geograficos e genéticos, além do desenvolvimento da planta
(FIGUEIREDO, PEDRO, BARROSO, 2014), garantindo aos vegetais vantagens
adaptativas no meio em que estdo inseridos. Os terpenos, em especial os
monoterpenos e sesquiterpenos, apresentam efeitos de protecéo contra a herbivoria,
patdgenos, perda de agua, temperatura, efeitos alelopaticos e também atracédo de
polinizadores (BARROS, ZAMBARDA, HEINZMANN, 2009; JACOB et al., 2017).

Os metabdlitos secundarios que compdem o0s Oleos essenciais sao
moléculas volateis, biossintetizadas a partir de isémeros de isopreno, isopentenil

pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), constituirdo os monémeros que
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dardo origem aos diferentes terpenos, principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos, principais substancias constituintes dos 6leos essenciais nas plantas
(JACOB et al., 2017).

A partir da unido de IPP com DMAPP forma-se o geranil pirofosfato (GPP),
precursor dos monoterpenos na via cloroplastidial, chamada de metileritritol fosfato
(MEP). A uniao de dois IPP com DMAPP leva a formacgao de farnesil pirofosfato (FPP),
precursor dos sesquiterpenos na via citoplasmatica do acido mevalénico (MVA). As
duas vias biossintéticas alternativas estdo localizadas em compartimentos
subcelulares diferentes, ocorrem de maneira simultdnea e trocam isOmeros de
isopreno entre si (Figura 1) (BARROS, ZAMBARDA, HEINZMANN, 2009;
NAGEGOWDA, 2010; HEMMERLIN, HARWOOD, BACH, 2012; JACOB et al., 2017).

Citoplasma Cloroplasto
MVA MEP
Acetil-CoA Pivurato G3P
MVPP MEP
\ /J\
DMAPP —— IPP ———= IPP =-—— DMAPP
\[/B Y
FPP GPP
Nerolidol ' Farnesol Linalol ' Geraniol
Sesquiterpenos Monoterpenos

Figura 1 - Vias do mevalonato (MVA) e metileritritol fosfato (MEP) na biossintese de mono e
sesquiterpenos, ocorrem no citoplasma e cloroplastos, respectivamente. As seguintes enzimas e
metabdlitos estdo representados: Acetil coenzima-A (acetil-CoA), gliceraldeido 3-fosfato (G3P), 2-C-
metil-d-eritritol 4-fosfato (MEP), isopentenil pirofosfato (IPP), dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
mevalonato-5-pirofosfato (MVPP), farnesil pirofosfato (FPP), geranil pirofosfato (GPP); 2x: dois IPP
(adaptado de YANG et al., 2012).

Para a ativacdo da biossintese dos metabdlitos secundarios sao
necessarios sinais extracelulares ou intracelulares percebidos por receptores de
membrana plasmatica ou endomembrana. Assim, a percep¢gao dos mesmos inicia

redes de transducdo de sinal que leva a ativacao dos fatores de transcricdo que
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inativam ou ativam a expressao dos genes envolvidos na produgao dos oleos
essenciais (ZHAO, DAVIS, VERPOORTE, 2005).

Uma das familias particularmente rica nestes metabdlitos secundarios € a
familia Verbenaceae, a qual exibe grande diversidade quimica como flavonoides,
alcaloides, taninos, esteroides, terpenos, entre outros (FIGUEIREDO et al., 2007;
CASER et al,, 2019). Em L. alba, o 6leo essencial € armazenado nas folhas,
particularmente na epiderme foliar, caule e parénquima (TAVARES, MOMENTE,
NASCIMENTO, 2011). Batista et al. (2016a) relataram a presenca de 6leos essenciais
nos tricomas glandulares de superficie em L. alba utilizando teste histoquimico em
secao transversal de suas folhas.

O dleo essencial de L. alba e as variacdes nos seus constituintes, dividem
a espécie em quimiotipos, termo que refere-se a gendtipos de uma mesma espécie
com compostos volateis majoritarios especificos (HENNEBELLE et al., 2008;
TAVARES, MOMENTE, NASCIMENTO, 2011; TELES et al., 2012). Estudos
anteriores sugerem uma possivel relagao entre a produgéo de 6leo e o conteudo de
DNA (VICCINI et al., 2014).

Em L. alba predominam os terpenos e, notoriamente, diploides e
tetraploides possuem como componente majoritario de seus Oleos essenciais o citral
(VICCINI et al., 2014), que possui atividade fungicida (PEIXOTO, BLANK, ARRIGONI-
BLANK, 2018) e sedativa (VALE et al., 2002). Ja os triploides produzem linalol como
principal terpeno majoritario (VICCINI et al., 2014), com atividade bactericida
(TOFINO-RIVERA et al., 2016); analgésica (OLIVEIRA et al., 2018), também usado
na perfumaria e cosméticos diversos (CHISVERT et al., 2007) e como inseticida
(SENJI; MANDOULAKANI, 2018). A biossintese desses monoterpenos inclui as
terpeno sintases (TPs) que sintetizam linalol e geraniol. Ja o citral é obtido
naturalmente pela mistura de dois isbmeros, o geranial e neral, provenientes da
degradagao do geraniol. (BARROS, ZAMBARDA, HEINZMANN, 2009; PEIXOTO,
BLANK, ARRIGONI-BLANK, 2018).

30



2.3 POLIPLOIDES E OLEO ESSENCIAL

A poliploidia € apontada como principal forga evolutiva para a diversificagéo
das angiospermas, sendo definida pela existéncia de mais de dois conjuntos
cromossOmicos no mesmo nucleo. Pode resultar em especiagao ao longo do tempo,
aumentando a biodiversidade e fornecendo novo material genético para a evolugao
(JIAO et al., 2011). Além disso, o aumento do conteudo de DNA afeta ndo s6 o
genoma, mas também o fenétipo, fisiologia e metaboloma das plantas (SHMEIT et al.,
2020). Os poliploides apresentam, muitas vezes, maior vantagem adaptativa, maior
producdo e diversidade de enzimas e metabdlitos secundarios, além de maior
tolerancia a estresses abiodticos e resisténcia a patéogenos (SOLTIS, VISGER e
SOLTIS, 2014; IANNICELLI et al., 2016; SHMEIT et al., 2020).

Existem mecanismos capazes de promover a variagao dos metabdlitos
secundarios, dentre eles, 0 acumulo de mutagdes pontuais, poliploidizacdo natural ou
induzida e fatores ambientais (CAMPOS et al., 2011; KROYMANN, 2011; WENG,
PHILIPPE, NOEL, 2012; MOORE et al., 2014; VICCINI et al., 2014). Estudos sobre os
perfis metabolicos em plantas poliploides, tém mostrado influéncia do aumento do
genoma no metabolismo das mesmas, tanto em nivel qualitativo como quantitativo.
Sendo resultado de alteragbes nos mecanismos que regulam a biossintese dos
compostos volateis, aumentando a atividade bioquimica e expressao variada dos
genes (FASANO et al., 2016).

Em estruturas como tricomas, responsaveis pelo armazenamento dos
Oleos essenciais, também foi relatado aumento de tamanho (LAVANIA et al., 2012).
O aumento de biomassa em poliploides pode estar associado ao aumento do
metabolismo secundario. Entretanto, essa relacdo nem sempre é possivel, pois a
poliploidia aumenta o tamanho das células, mas pode influenciar diferencialmente o
crescimento e biomassa, uma vez que pode haver reducdo no numero de células
(LAVANIA, 2013). Tetraploides de tomilho (SHMEIT et al., 2020), alho (YOUSEF e
ELSADEK, 2019), psyllium (SABZEHZARI et al., 2020) e Lippia integrifolia
(IANNICELLI et al., 2016) mostraram aumento de biomassa e também da biossintese
de 6leos essenciais, comparados aos progenitores diploides.

Plantas sob estresse bidtico e/ou abidtico podem apresentar diferencas no

comportamento metabdlico dependendo do nivel de ploidia (IANNICELLI et al., 2020).
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Poliploides sob estresse salino (KHALID et al., 2020), baixas temperaturas (LI e VAN
DE PEER, 2020; JIANG et al., 2020) e estresse hidrico (OLIVEIRA et al., 2017)
apresentaram maior tolerancia que as diploides. Assim, em geral, plantas poliploides
sdo consideradas promissoras por apresentarem maiores vantagens farmacolégicas
e agron6micas (SABZEHZARI et al., 2020).

1.4 EFEITOS DE ESTRESSES ABIOTICOS

O estresse ambiental esta se tornando mais frequente, principalmente
devido a condi¢ao séssil das plantas e das mudancgas climaticas globais, provocando
efeitos diversos no crescimento, desenvolvimento e rendimento das plantas (GONG
et al., 2020). A qualidade das plantas medicinais e aromaticas, depende da
composi¢ao e concentragdo dos seus metabdlitos secundarios (CASER et al., 2019).
A regulagdo da biossintese de terpenos, por exemplo, € controlada por fatores
genéticos e por condicbes ambientais (BROECK et al., 2017; MENG et al., 2018;
VALIFARD et al.,, 2018). Assim, os estimulos do ambiente levam a alteracdes
significativas na rota metabdlica para a modulacdo da biossintese de diferentes
compostos (MORAIS, 2009; VERMA e SHUKLA, 2015; RUAN et al., 2017).

Embora muitos estudos mostrem mudangas nas emissdes de compostos
volateis das plantas sob estresses bidticos, os mecanismos envolvidos nas respostas
de defesa das plantas diante dos estresses abidticos sdo pouco estudados
(CAPARROTTA et al., 2018; ASHRAF et al., 2019). As plantas, de maneira geral, sob
condigbes de estresse tém uma resposta que afeta o crescimento, morfologia,
desenvolvimento, fotossintese, producdo de horménios, metabdlitos primarios e
secundarios, expressao génica, entre outros (LIU et al., 2016; ARBONA et al., 2017;
GHASSEMI-GOLEZANI, GHASSEMI, SALMASI, 2018a; SENJI e MANDOULAKANI,
2018; ARIF, ISLAM, ROBIN, 2019; SHAKYA et al., 2019).

A salinizagao do solo é atualmente uma das causas principais da reducao
de produtividade em plantas, podendo ser causada por irrigagdo com agua de ma
qualidade, chuvas, erosao, desmatamento, intemperismo rochoso e sal proveniente
do mar, desencadeando uma ampla gama de perturbagdes osmoticas, causadas

principalmente por limitacdo hidrica, diminuindo a absor¢do de agua e nutrientes,
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provocando desequilibrio ibnico e toxicidade, podendo levar a alteragdes morfolégicas
e de desenvolvimento (PITMAN, LAUCHLI, 2002; MUNNS, TESTER, 2008; NEGRAO,
SCHMOCKEL, TESTER, 2017; CHAPAGAIN et al., 2018; FORMENTIN et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2019).

A resposta a salinidade, normalmente se desenvolve por um periodo de
tempo maior (dias a semanas) e envolve o acumulo de ions em concentragdes toxicas,
causando, por fim, a morte das plantas (NEGRAO, SCHMOCKEL, TESTER, 2017).
Porém, ainda sao escassos os estudos sobre os efeitos da salinidade em plantas
medicinais (LUCHO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

O cloreto de sodio é considerado o sal mais toxico, compreende ions sédio
(Na*) e cloreto (CI7), compondo mais de 50% do total de sais soluveis no solo salino,
tornando-o mais difundido. Sua acumulacéao, leva a uma diminuicdo da atividade dos
estdbmatos e da cadeia de transporte de elétrons, causando excesso de espécies
reativas de oxigénio (SHELKE et al., 2019).

Estudos apontam que além de afetar o crescimento e desenvolvimento das
plantas, a exposigédo ao sal leva a uma variagao na produgao das vias biossintéticas
de metabdlitos secundarios, qualitativa e quantitativamente (ABDALLAH et al., 2016;
ABIDIN et al., 2016; NEGRAO, SCHMOCKEL, TESTER, 2017; VALIFARD et al.,
2018; CARDOSO et al., 2019; LUCHO et al., 2019; SHELKE et al., 2019).

O estresse hidrico é também um dos fatores mais importantes que limitam
a produtividade das culturas, que acabou por se agravar nos ultimos anos diante das
rapidas mudangas no clima global (GAYEN et al.,, 2019) e causam aumento na
producéo de reativos de oxigénio, podendo levar & morte celular (BUFALO et al., 2016;
CHAPAGAIN et al., 2018). Além disso, a menor absor¢cao de agua causa perda de
turgor celular (desidratacado tecidual/seca) e variagdo de metabdlitos secundarios
(RAZAVIZADEH et al., 2019), além de provocar alteragcdes na expressdo génica
(YANG, SHENG, DUAN, 2012; ABIDIN et al., 2016; CHAPAGAIN et al., 2018), bem
como mecanismos de defesa como acumulacédo de enzimas antioxidantes, agucares
soluveis, prolina, entre outros (RAZAVIZADEH et al., 2019).

Com relacédo aos hormoénios e seus efeitos, € importante entender como os
metabdlitos secundarios interagem com reguladores de crescimento (MANSOURI e
ASRAR, 2009). O &cido abscisico (ABA) € um hormébnio primordial para o

desenvolvimento das plantas, afetando a germinacdo de sementes, crescimento,
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senescéncia e respostas ao estresse, principalmente osmotico, salino, baixas
temperaturas e estresse hidrico. E também importante como molécula sinal para
regular a expressao dos genes de defesa da planta e pode ocasionar o acumulo de
metabdlitos secundarios (ZHAO, DAVIS, VERPOORTE, 2005b; LI et al., 2010; SAH,
REDDY, LI, 2016). Quando exdgeno, pode provocar alteragbes no metabolismo
primario e secundario (ALONSO, BERLI, RUBE, 2016; WANG et al., 2017).

O acido salicilico (AS) € uma molécula sinal conhecida por seu efeito na
defesa contra predadores ou infecgdes, envolvida assim na resposta a estresses
ambientais; influencia também o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(DONG, WAN, LIANG, 2010; GAO et al.,, 2012). Quando exogeno, promove
modulagdo no metabolismo primario e secundario (DONG, WAN, LIANG, 2010;
WANG et al., 2017) . Além disso, ambos (ABA e AS) estao relacionados as mudancgas
na expressao génica da via de produgao de metabdlitos secundarios (DONG, WAN,
LIANG, 2010; ALONSO, BERLI, 2015; MENG et al., 2018).

As plantas também podem sofrer estresse apds ferimentos por meio da
herbivoria e mecanicamente, devido ao vento, granizo, areia e chuva, danificando a
parte aérea (CHASSOT et al.,, 2008; BALUSAMY et al., 2015; KANAGENDRAN,
PAZOUKI, NIINEMETS, 2018). Essas respostas surgem inclusive em suas partes
lesionadas, que podem apresentar regeneragao e até formagéo de novos ramos em
regides distantes da lesao, levando a alteragdes no transcriptoma (IKEUCHI et al.,
2017). Assim, as respostas induzidas pelo ferimento sdo um mecanismo de defesa
complexo que envolve a variagao do 6leo essencial (BALUSAMY et al., 2015; Ll et al.,
2018).

O ferimento pode levar ao acumulo de terpenos (BALUSAMY et al., 2015).
Os sinais locais sao traduzidos em sinais elétricos e quimicos que sao transmitidos
para todas as partes da planta, fazendo com que metabdlitos secundarios sejam
produzidos nas células vegetais paralelamente apds serem submetidos ao estresse
(CHASSOT et al., 2008; IKEUCHI et al., 2017; Ll et al., 2018). A produgéo de terpenos
também pode ser modulada no periodo de recuperagao da planta, cerca de horas ou
dias apos ter ocorrido a injuria (KANAGENDRAN, PAZOUKI, NIINEMETS, 2018), por
meio de subsequentes processos oxidativos, aumento de etileno, perda de textura,
perda de massa e desidratacido, diminuicdo na quantidade de nutrientes, quebra de
membrana e enfraquecimento dos tecidos (MADANI, MIRSHEKARI, IMAHORI, 2019).
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O estresse pelo frio afeta todo o metabolismo da planta. O efeito surge tanto
da inibicao direta das enzimas metabdlicas, quanto da variagdo da expressao génica
e remodelagao de estruturas celulares (LIU et al., 2016; ZHANG et al., 2017) incluindo
aumento do nivel de solutos intracelulares, acumulo de antioxidantes e espécies
reativas de oxigénio (ZHANG et al., 2017). O efeito do estresse pelo frio sobre a
produgao de terpenos e a expressdo dos genes envolvidos na via biossintética das
plantas medicinais permanecem pouco estudados (SENJI e MANDOULAKANI, 2018).

Os diversos estresses desencadeiam uma resposta chamada de estresse
oxidativo, induzido pela alta producdo e acumulo de moléculas contendo oxigénio
ativado e chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROs) danificando as células
e provocando sinalizacao e reac¢des de defesa nas plantas. Sob condigdes normais, a
producado das EROs se da nos cloroplastos, nas mitocéndrias, nos peroxissomos e no
apoplasto, sendo controlada por componentes de defesa antioxidante, como a
catalase, a peroxidase, entre outros (KAUR e ASTHIR, 2015; CHOUDHURY et al.,
2017). Os antioxidantes n&o enzimaticos sao principalmente solutos organicos, como
0 aminoacido prolina, com alto poder redutor. Pode ser acumulado pelas plantas para
manter a homeostase celular da agua (osmoprotetor) e para evitar danos causados
pela interacdo de EROs com o DNA, proteinas e lipidios (MORENO-GALVAN et al,
2020).

Assim, o acumulo de EROs afeta todo o metabolismo e desenvolvimento,
podendo ocorrer a oxidagao dos acidos nucleicos, membranas celulares (peroxidagao
lipidica), proteinas, e também inibir a fotossintese e a respiracao (KAUR e ASTHIR,
2015). Alguns estresses, por exemplo, estresse hidrico (DUDZIAK et al., 2019), salino
(KIM et al., 2005), ferimento (SUZUKI e MITTLER, 2012), por ABA e AS exdgenos
(AGARWAL et al., 2005) e por frio (JAN et al., 2018), induziram estresse oxidativo,
com variagéo na produgao de enzimas antioxidantes (JAN et al., 2018; DUDZIAK et
al., 2019) em plantas. O dleo essencial de L. alba apresenta alta atividade redutora,
sugerindo uma fonte natural de substancias antioxidantes, capazes de doar atomos
de hidrogénio ou de elétrons, transformando radicais livres em substancias estaveis
(PANDELO et al., 2012).

Estudos em alcaguz (SHIRAZI et al., 2019) sob estresse salino, funcho
(HASHMI et al., 2012) sob estresse por acido salicilico exégeno, Artemisia annua
(YADAV et al., 2014) sob estresse por estresse hidrico, Arabidopsis (BALUSAMY et
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al., 2017) sob estresse por ferimento, videira (ALONSO e BERLI, 2015) sob estresse
por acido abscisico e Malus hupehensis (WANG et al., 2017) sob estresse por baixas
temperaturas, corroboram a ideia de que estresses abiodticos provocam alteragdes no
metabolismo primario e secundario.

Em L. alba, objeto deste trabalho, o cultivo in vitro de trés quimiotipos,
carvona, linalol e citral, sob varias fontes de luz e concentracdes de COz2, resultou em
variagdes no crescimento, diferengas qualitativas nos 6leos essenciais e alteragcéo da
expressao dos genes que estdo relacionados as rotas biossintéticas de mono e
sesquiterpenos (BATISTA et al.,, 2016a, 2016b). Estudos recentes em um acesso
triploide de L. alba avaliaram efeitos do estresse hidrico, salinidade e fotoperiodo. De
modo geral, foram observadas alteragbes no metabolismo primario (crescimento,
anatomia, agucares, entre outros) e secundario, com aumento no teor de linalol, para
os trés estresses (CASTRO et al., 2019, 2020a, 2020b).

1.5 FERRAMENTAS PARA AVALIAGAO DE ESTRESSES EM PLANTAS

A cultura in vitro de plantas € um dos métodos eficientes para se estudar
os efeitos do estresse e suas respostas, uma vez que € considerada uma alternativa
para representar o ambiente externo com suas condigdes diversas (GAO et al., 2018;
REZENDE et al., 2018; SHELKE et al., 2019). Essa ferramenta permite estudos do
metabolismo primario, secundario e de tolerancia ao estresse, devido a condicéo in
vitro ser mais uniforme e asséptica quando comparada ao cultivo em campo (LUCHO
et al., 2019).

O cultivo in vitro de clones em grande numero e sob condigbes controladas
do ambiente, nutrientes e assepsia, € uma eficaz ferramenta para reproduzir com
tempo, custo e espaco reduzidos, exemplares que apresentam propriedades
importantes para a industria e medicina (TAVARES et al., 2005; ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005a; FUMAGALI et al., 2008; SHAKYA et al., 2019; SHELKE et al.,
2019).

Nos sistemas convencionais de propagacéo in vitro, as tampas atuam como

barreiras. Desta forma, ocorrem baixas taxas de transpiragao e fotossintese, o que
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pode influenciar na absor¢ao de agua e nutrientes, reduzindo a taxa de crescimento
do explante. Assim, o uso de membranas ou selos permitem uma maior troca gasosa,
aumentando o crescimento (SALDANHA et al., 2012).

As consequéncias dos estresse abidticos em plantas mantidas em cultura
de tecidos podem ser avaliadas de diferentes maneiras. Analises de crescimento sao
realizadas através de medidas de comprimento da parte aérea, comprimento de
raizes, pesos da parte aérea e das raizes, area foliar, entre outros, sendo essenciais
para medir respostas de desenvolvimento a estresses (SCHNEIDER et al., 2012;
CHAVOUSHI et al., 2020; ORREGO et al., 2020).

Analises bioquimicas das plantas sob estresse realizadas em microplacas
de ELISA (ensaio imunoabsorvente ligado a enzimas) e analisadas através de leituras
de absorbancia em espectrofotbmetro, sdo necessarias para verificar os niveis de
producdo de enzimas (catalase, peroxidase, ascorbato peroxidase, etc.) e solutos
organicos (prolina, etc.), que sdo consideradas marcadores bioquimicos da atividade
antioxidante (SADAK et al., 2019). Analises fisioldgicas que verificam a atividade
fotossintética como a razao Fv/Fm ou maximo rendimento quéantico fotoquimico do
FSII (Fv/Fm), onde folhas saudaveis apresentam valores entre 0,8 a 0,75 (abaixo do
intervalo indica-se que os centros de reacao do FSIl foram danificados), podendo ser
medida por equipamentos como Handy-PEA ou MINI-PAM, também sao importantes
para analisar as respostas das plantas sob estresse (KALAJI et al., 2016; MILLER,
COETZEE, HILL, 2019).

Para se analisar os compostos volateis utiliza-se a cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdmetro de massas (CG-EM), solvente como o n-hexano, eficaz
para a extracao de Oleo devido a sua natureza apolar (SILVA et al., 2010; RAHIMI,
TALEEI, RANJBAR, 2017). Segundo Jannuzzi et al., (2010) essa € uma técnica muito
utilizada na identificacdo de todos os constituintes quimicos, qualitativa e
quantitativamente, presentes nos dleos essenciais.

A identificagao é baseada no tempo de retencéo e area dos picos, conforme
obtidos pelos cromatogramas (DAVIS et al., 2005; GRAUSGRUBER-GROGER et al.,
2012; PAZOUKI et al.,, 2016; MOHAMMADI et al., 2019). A quantificagdo dos
constituintes do 6leo essencial pode ser feita pelo método do padrao interno, que € o

uso de substancia conhecida (padrdao conhecido de quantidade) e diferente do
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composto que se quer analisar, no solvente de extragao, usada para normalizar a area
do pico do composto desconhecido (FORTINI et al., 2017; LEGGIO et al., 2017).

Embora novas técnicas como o sequenciamento de RNA permitam uma
analise de varios genes ao mesmo tempo, a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase quantitatva em Tempo Real (RT-gPCR ou RT-RT-gPCR) ¢é
frequentemente utilizada para anadlises quantitativas, devido a sua sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, além de ser adequada para estudos de um
pequeno numero de genes envolvendo multiplas amostras (LIU et al., 2016;
NARANCIO et al., 2018).

A RT-gPCR usa tag-polimerase, tampao, dNTPs e primers para a
amplificacédo de fragmentos pequenos (80-150 pb) de cDNA (DNA complementar)
(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). A diferenga em relagdo ao método convencional é
que para cada ciclo de amplificagdo, um sinal fluorescente € emitido e monitorado por
um termociclador computadorizado, permitindo a analise em tempo real do produto
amplificado (THORNTON e BASU, 2011).

Um dos principais corantes intercalantes para deteccdo do fragmento
amplificado é o SybrGreen, que se liga de forma inespecifica a fita dupla de DNA
durante a amplificagao, gerando fluorescéncia, e pode ser usado com qualquer par de
primer para qualquer gene alvo, (BUH GASPARIC et al., 2010; THORNTON; BASU,
2011). O sinal de fluorescéncia exibido durante os ciclos da reacao (CT ou treshold
cycle) é uma quantidade detectavel de produto amplificado que foi gerada durante a
fase exponencial da reacédo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; BUH GASPARIC et al.,
2010).

1.6 ANALISE DE GENES DE REFERENCIA

Nosso grupo de pesquisa realizou a analise de transcriptoma
(sequenciamento de RNA) de um acesso triploide (BGENO04) e sua analise permitiu
encontrar genes enddgenos para L. alba, bem como genes da via biossintética de
monoterpenos (BATISTA, 2016; SOUZA, 2016; LOPES, 2019). Os perfis de cada
gene de referéncia foram recentemente analisados em trés niveis de ploidia diferentes
(diploide, triploide e tetraploide) e demonstraram que o gene de referéncia CIT
(citocromo b) mostrou-se mais estavel para as diferentes ploidias (LOPES, 2019). Até
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a presente data, poucos estudos sobre validagdo de enddgenos e analise da
expressdo génica em relagdo a poliploides foram realizados (LI et al., 2016;
ZORRILLA-FONTANESI et al., 2016; LOPES, 2019; XIONG et al., 2019). Genes de
referéncia enddégenos sdo aqueles normalmente necessarios para manter a fungéo
celular basica, permanecendo estaveis. Sdo usados para normalizar os dados da
expressao génica (HONG et al., 2008), ja que a quantidade de gene-alvo expressa
pode variar (BUH GASPARIC et al., 2010).

Plantas submetidas a estresses bidticos e/ou abibticos, ativam rotas
complexas de resposta e regulagdo que envolvem direta ou indiretamente vias
bioquimicas, que podem alterar a expressao dos genes de referéncia (WANG et al.,
2018a; BATISTA et al., 2019).

O cultivo in vitro permite estudar os efeitos do estresse e suas respostas,
uma vez que é considerada uma alternativa para representar o ambiente externo com
suas condigbes diversas (GAO et al., 2018; REZENDE et al., 2018; SHELKE et al.,
2019). Dessa forma, € importante avaliar genes que sejam estaveis em diferentes
condi¢cbes experimentais especificas (WANG et al., 2018a) sendo crucial para uma
quantificagcao confiavel na técnica de RT-qPCR (HONG et al., 2008; NARANCIO et al.,
2018).

Para avaliar os genes de referéncia, ferramentas como BestKeeper, analisa
a estabilidade de expressdo por meio da correlagdo dos padrbes dos genes
candidatos, com um indice que compara genes-alvo, para verificar se serdo expressos
diferencialmente sob um tratamento. A analise é realizada calculando-se a variacao
baseada na média geométrica do valor de CT, com desvio padrdo menor ou igual a
um (<1) (PFAFFL et al., 2004). A ferramenta GeNORM, por sua vez, classifica os
genes a partir da estabilidade de expressao média (M), média da variagao por pares,
obtendo-se um desvio padrao para as combinagdes. O gene mais estavel e a melhor
combinagdo de genes, devera apresentar menor média do valor M que deve ser
inferior a 1,5 (VANDESOMPELE et al., 2002). Outra alternativa é a utilizagcdo do
NormFinder, que propde avaliar a estabilidade inter e intra grupos, sendo o menor
desvio padrao, indicativo da estabilidade combinada (ANDERSEN; JENSEN,
ORNTOFT, 2004).

A ferramenta online RefFinder, integra quatro algoritimos (BestKeeper,
GeNorm, ACT, NormFinder) que compara separadamente e depois combina os

resultados, classificando os genes de referéncia candidatos (XIE et al., 2012). Ambas
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as quatro ferramentas, sdo muito utilizadas e possuem algoritmos desenvolvidos para
analisar quais sdo os genes de referéncia apropriados para normalizar os dados de
PCR em tempo real (GOIDIN et al., 2001; VANDESOMPELE et al., 2002; ANDERSEN;
JENSEN, ORNTOFT, 2004; BRUNNER, YAKOVLEV, STRAUSS, 2004; DHEDA et al.,
2004; RADONIC et al., 2004; DAI et al., 2018; WANG et al., 2018a).

Até o momento, ndo existem estudos que avaliam genes de referéncia em
L. alba sob diferentes condigdes de estresses abidticos. Assim, o conhecimento
gerado neste trabalho sera fundamental para posteriores estudos de expressao
génica por RT-gPCR para a espécie, principalmente para definir os genes
normalizadores mais adequados para cada condigdo, dada a plasticidade de resposta

a fatores ambientais.

2 MATERIAL E METODOS

Trés acessos de L. alba, depositados no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ)
sob o numero 48383 (BGEN-39, diploide), 48372 (BGEN- 04, triploide) e 48370
(BGEN-06, tetraploide), mantidos sob cultivo in vitro no Laboratério de Genética e
Biotecnologia, no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF, MG, Brasil) foram utilizados como material de estudo. Para avaliar
genes de referéncia sob estresse, o acesso diploide de L. alba (BGEN-39), foi utilizado
como material de estudo.

Os acessos foram micropropagados in vitro em meio de cultura MS, na
auséncia de reguladores de crescimento, em frasco de vidro contendo 60mL de
solugédo com 1,2 g L' de sacarose, 0,18 g L' de meio MS e 0,28 g L' de agar (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), utilizado como tratamento controle. O pH foi ajustado para
5,7 £ 0,01 e o meio foi autoclavado a 121°C e 108 kPa durante 20 min (MURASHIGE
e SKOOG, 1962; JULIAO et al., 2020). Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Genética e Biotecnologia, no ICB (Universidade Federal de Juiz de
Fora, MG, Brasil).
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2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

A unidade experimental foi composta por um frasco de cultivo (600 mL de
capacidade), vedados com tampas de polipropileno com dois orificios (10 mm)
cobertos com membranas para permitir a troca gasosa. As membranas foram
confeccionadas de acordo com Saldanha et al., (2012). Cada frasco continha oito
segmentos nodais micropropagados. Trés repeticoes bioldgicas foram consideradas
em todos os experimentos. Apos 40 dias, foram realizadas analises de crescimento,
folhas foram coletadas e armazenadas a -20°C para analises dos metabdlitos
primarios e secundarios. Folhas do segundo n6é foram armazenadas em -80°C para
extracdo de RNA.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com analise dos dados em esquema fatorial, realizados no ferramenta
GraphPad Software (La Jolla, USA). Adotou-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk
seguidos de anadlise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey.

Para a analise de expressao génica (duas repeticdes técnicas) e analise de
Oleo essencial, utilizou-se teste t de Student. Ambos os testes foram realizados a 5%
de probabilidade (p<0,05).

2.3 ESTRESSES ABIOTICOS

Ao meio de cultivo MS, previamente descrito, foi adicionado cloreto de
sédio (NaCl) na concentragdo de 60 mM, para indugao de estresse salino (CASTRO
et al., 2020b); para estresse hidrico, foi adicionado polietilenoglicol (PEG-4000) 1%
(m/v) (CASTRO et al., 2020a); aplicagdo aos meios MS de acido abscisico (10 uM) e
acido salicilico (10 uM), para estresses por horménios (VIVES-PERIS et al., 2018
adaptado). As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 25
+ 2°C com fotoperiodo de 16h/8h (luz/escuro) e intensidade luminosa de 35 pymol m
s" (JULIAO et al., 2020) por 40 dias. Para indugéo de estresse por ferimento, durante
a manutengdo em sala de crescimento, folhas foram feridas trés vezes com agulha

(0.8 x 25mm) esteéril (BD Vacutainer PrecisionGlide, Swindon, UK) dentro da camara
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de fluxo, sendo mantidas na sala de cultivo por 36 h, completando 40 dias de cultivo
in vitro (KANAGENDRAN, PAZOUKI, NIINEMETS, 2018, adaptado) e, para estresse
térmico, frascos foram mantidos a 4°C por 36 h dentro da camara fria com fotoperiodo
de 16h/8h (luz/escuro), completando 40 dias de cultivo in vitro (CHENG et al., 2019,
adaptado; JULIAO et al., 2020).

2.4 ANALISES DE CRESCIMENTO

Foram analisadas caracteristicas de crescimento como: massa fresca (g)
total (parte aérea), folhas e raizes, comprimento total da parte aérea (cm),
comprimento total da maior raiz (cm) e area foliar (cm?) (SALDANHA et al., 2012). A
determinagéo da area foliar foi realizada com o ferramenta ImageJ (HOLGUIN et al.,
2019).

2.5 QUANTIFICAGAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Aproximadamente 50 mg de folhas foram coletadas, posteriormente
congeladas e conservadas em ultra freezer -80 °C. As amostras foram maceradas no
equipamento TissueLyser Adapter Sets (QIAGEN, Hilden, DE), e 500 mL de &cido
tricloroacético (TCA) (0,1 %; m/v) foi adicionado. Apds homogeneizadas em vértex, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 g por 15 min, a 4°C. Foram adicionados 20
mL do sobrenadante, 80 mL de tampéao fosfato de potassio (10 mM e pH 7,0) e 100
mL de iodeto de potassio (1 M), em microplaca de ELISA. Para a reagéo, foram
incubadas no escuro por 45 min em temperatura ambiente. Leituras a 390 nm foram
realizadas e conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) foi calculado com base em
curva padrao, sendo os valores expressos em mmol g-! de matéria fresca (VELIKOVA,
YORDANOV, EDREVA, 2000).
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2.6 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Foram quantificadas as enzimas Catalase (CAT, EC1.11.1.6), Ascorbato
peroxidase (APX, EC1.11.1.11), e Peroxidase oxidoredutase (POD, EC1.11.1.7). Para
tanto, foram coletados 50 mg de folhas, posteriormente congeladas e conservadas em
ultra freezer -80 °C. Para a obtencao do extrato bruto, o material foi macerado no
equipamento TissueLyser Adapter Sets (QIAGEN, Hilden, DE) e 2 mL do meio de
extragdo (Tampao fosfato de potassio a 0,1 M, pH 6.8; acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0.1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 1% (p/v) foi adicionado. O material foi entdo centrifugado a 12.000 rpm durante
15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo de 2 mL e reservado
em gelo.

Para a determinagao da atividade da CAT foram adicionados 2,9 mL de
meio de reagao (tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM) e 10 pyL
do extrato em microplaca de ELISA. Apds homogeinizagao, a leitura foi realizada em
comprimento de onda de 240 nm por 1 minuto (a cada 10 segundos), e o calculo da
atividade enzimatica foi expresso pelo decréscimo da absorbancia (HAVIR e
MCHALE, 1987).

A determinacao da atividade da APX foi realizada através do acréscimo do
meio de reagao (tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, acido ascorbico 0,25 mM,
EDTA 0,1 mM e H202 0,3 mM) com 10 uL do extrato em microplaca de ELISA. Apéds
homogeinizagao, foi realizada a leitura em comprimento de onda de 290 nm durante
um minuto, com absorbancia decrescente (NAKANO e ASADA, 1981).

A atividade da POD foi determinada de acordo com Chance e Maelhy,
(1955). Foi adicionado o meio de reacao (13 mM guaiacol, 5 mM H202 e 50 mM de
fosfato de sédio, pH 6,5) com 10 pL extrato em microplaca de ELISA. Apods

homogeinizagao, foi realizada a leitura a 470 nm por 1 minuto.
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2.7 DETERMINAGAO DOS NiVEIS DE PEROXIDAGAO LIPIDICA

A peroxidacéo lipidica foi determinada a partir da quantificagdo dos teores
de malodialdeido (MDA), através da metodologia proposta por Heath e Packer, (1968)
com algumas modificagdes. Foi acrescentado 1 mL de acido tricloroacético 1% (TCA)
em 100 mg de material vegetal fresco e macerado. Em seguida, a solugao foi
vortexada e centrifugada a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. Foram transferidos 250
mL do sobrenadante para novos tubos, juntamente com 750 mL de acido 2-
tiobarbiturico 0,5 % (TBA,; p/v) em TCA 20% (p/v). A reagao ocorreu por incubagao em
agitacéo a 95 °C, e paralisada em banho de gelo apdés 30 min. Os sobrenadantes
foram transferidos para novos tubos, centrifugados (10.000 g, 10 min, 4 °C) e a leitura
realizada em espectrofotdbmetro a 532 e 600 nm. A concentracdo de MDA foi expressa
pela subtragdo da leitura de absorbancia na faixa de 600 nm pela leitura de
absorbancia na faixa de 532 nm, e calculada de acordo com o coeficiente de extingao
de 155 mM cm™.

2.8 MAXIMO RENDIMENTO QUANTICO FOTOQUIMICO (Fv/Fm)

Para verificar o maximo rendimento quantico fotoquimico ou razdo Fv/Fm,
folhas intactas, foram mantidas previamente ao abrigo da luz, por 30 minutos. A razao
Fv/Fm foi medida por fluorémetro portatil (Handy-PEA, Hansatech Instruments Ltd.,
King's Lynn Norfolk, UK), induzida pela luz vermelha com pico de 650 nm, de
aproximadamente 3.000 umol m2s' (MARTINAZZO et al., 2012).

2.9 PROLINA

Foram coletados aproximadamente 50 mg de folhas, que foram congeladas
e conservadas em ultra freezer -80 °C. O material ainda congelado, foi macerado no

equipamento TissueLyser Adapter Sets (QIAGEN, Hilden, DE) e liofilizado no
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equipamento Terroni LS3000 (TERRONI Equipamentos Cientificos Ltda., Sao Paulo,
BR). Para a obtengao do extrato bruto, foi adicionado 1 mL de acido sulfosalicilico 3%
(p/v), o extrato foi homogeneizado por 3 s de vortexagao, centrifugado a 7.500 rpm
por 10 min e 200 uL do sobrenadante foi coletado. Adicionou-se 400 pL de solugao
acida de niidrina e a solugao foi incubada por 1 h a 100 °C, em banho maria, seguido
de banho de gelo, sendo transferida para microplaca de ELISA. A concentragao de
prolina foi obtida através da leitura de absorbancia na faixa de 520 nm e curva padrao
(BATES et al., 1973, adaptado).

3 AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA

Folhas de L. alba do segundo n6 foram coletadas, no mesmo estagio de
desenvolvimento, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a
-80°C, até o inicio do processo de extracdo de RNA.

Para extracdo de RNA, 30 mg de folhas foram trituradas em nitrogénio
liquido utilizando-se cadinho e pistilo, previamente autoclavados a 121°C e 108 kPa
durante 20 min. O RNA total foi extraido utilizando o kit illustra RNAspin Mini (GE
Healthcare Life Sciences, SP, BR), seguindo as instrugdes do fabricante. A qualidade
e a quantidade de cada amostra de RNA foram determinadas usando o
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), razdo 260/280 de
1,9 a 2,1 e razdo 260/230 de 1,8 a 2,2.

3.2 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada usando 5 pL de RNA total, 1 yL dNTPs, 1
bL oligo dT, 9 pyL de agua, 1 pL Transcriptase Reversa e 1 pyL tampao (Ludwig
Biotecnology, Alvorada, BR) em um volume final de 18 uL para cada amostra, de
acordo com o protocolo do fabricante. A reagao foi incubada a 5 minutos a 70°C, apés

este tempo foi adicionado a enzima e incubado a 42°C por 1 hora. O cDNA foi
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armazenado a -20°C. Os produtos de cDNA foram diluidos para a concentragao de
100 ng/pL com agua livre de nucleasse, antes de serem usados nos ensaios de PCR
quantitativo em tempo real. A qualidade e a quantidade de cada amostra de cDNA
foram determinadas usando o espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA), razao 260/280 de 1,8 a 2,1 e razao 260/230 de 1,8 a 2,2.

3.3 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL

A escolha dos genes-alvo de monoterpenos se deu a partir dos compostos
majoritarios em Lippia alba, referentes as enzimas S-linalol sintase (L/S17), envolvida
na producgédo de linalol, e a geraniol desidrogenase (GDS), que transforma o geraniol
em geranial. Os perfis de expressao génica foram normalizados usando o gene de
referéncia mais recomendado para normalizacido e comparacao entre trés niveis de
ploidia (diploide, triploide e tetraploide) em L. alba, o citicromo b (CIT), proteina que
atua na cadeia transportadora de elétrons (LOPES, 2019). Os primers (Tabela 1)
foram obtidos a partir de um transcriptoma foliar previamente analisado de L. alba
(SOUZA, 2016; LOPES, 2019).

As reacbes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento StepOnePlus
Real-Time PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A detecg¢ao dos produtos de PCR
foi realizada com SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad, Hercules, USA), 1mM de
cada primer e 50ng de cDNA total foram utilizados. As condigbes de amplificacdo
foram realizadas da seguinte forma: 95°C por 10 min x 1 ciclo (ativar a polimerase), e
95°C por 15s a 66°C por 30s e 60°C por 30s x 40 ciclos
(desnaturacéol/ligagao/extensao), seguido pela curva de melting 95°C durante 15s,
60°C durante 1 min e 95°C durante 15s.

Os dados de fluorescéncia foram analisados pelo soffware ABI
StepOnePlus e analisados os valores de CT usando o método AACt (2-22C) com trés
repeticbes biolégicas e duas repeti¢cdes técnicas (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001;
VANGUILDER, VRANA, FREEMAN, 2008; BATISTA et al., 2017).
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Gene Sequéncia 5-3’ Tm (°C)

Citocromo b (CIT) F: CTCATATTGTGCCGGAATGGT 60
R: GGCTACACCTCCCGATTTGTC 60

S-linalol sintase (LIS1) F: CGCCAAGAAATTCCTCCAAG 62
R: AATGACCCAACCATGATGAGC 62

Geraniol desidrogenase (GDS) F: AAAGCTATTGCCCTTCTTGCTG 62
9 R: CCCAAGGGAAGTAGATGTACCG 62

Tabela 1- Sequéncia de primers para as reagbes de RT-qPCR. F: Forward (senso); R: Reverse (anti-
senso).

4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

Para a microextragdo de 6leo essencial, aproximadamente 100 mg de
folhas frescas foram transferidas para tubos de 2 mL, em triplicata. Foi adicionado
aproximadamente 1 mL de solugdo contendo n-hexano com padrao interno (linalol
0,2x10® mg/mL para amostras diploides e tetraploides; citral 0,4x103 mg/mL para
triploides). As amostras foram mantidas por 10 min em banho de ultrassom (Thornton-
INPEC, Vinhedo, SP, BR) com frequéncia de 70KHz. Em seguida,100 mg de sulfato
de sdédio anidro foi adicionado e o sobrenadante filtrado por uma mecha de algodao
estéril para os vials (Shimadzu, Quioto, JA) (SILVA et al., 2010, adaptado).

A anadlise quantitativa do composto majoritario foi realizada em
cromatografo gasoso acoplado a espectrdbmetro de massas GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu, Quioto, JA) e coluna Rtx-5MS (Restek, Bellefonte, PA) de 30m x 0,25mm.
1 uL da solugéo limpida obtida contendo os 6leos extraidos foi analisada. A analise
iniciou-se com a temperatura em 70°C, mantida por 3 minutos, seguida por aumento
de 6°C por 1 minuto, até 300°C. O injetor foi operado no modo ‘split (1:10), a
temperatura de 240°C, a interface e o detector de massas a 300°C. Utilizou-se hélio
como gas de arraste, com fluxo de 1,53 mL/min~". A identificagdo dos constituintes foi
realizada de acordo com o método da padronizacao interna (LEGGIO et al., 2017). A
concentracdo dos componentes marjoritarios em 100 mg de folhas foi calculada a

partir da equagao abaixo:
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_ (Aa/Api) x Cpi x Cpm
B (Ma/Va)

Onde, Q é a concentragcdo do composto majoritario; Aa é a area do pico

x 100

correspondete ao composto majoritario; Api € a area do pico correspondente ao
padrao interno; Cpi € a concentragdo, em mg/mL, da solugdo do padrao interno; Cpm
€ a constante de peso molecular da amostra/padrao interno; Ma € a massa pesada

de folhas frescas em mg e Va € o volume de solugao adicionado na amostra.

5 AVALIAGAO DE GENES DE REFERENCIA

Foram avaliados genes de referéncia para o acesso diploide (controle e
tratado, em triplicata biolégica) sob seis estresses. Os genes de referéncia candidatos
(Tabela 1) foram obtidos a partir de um transcriptoma foliar previamente analisado de
L. alba (SOUZA, 2016).

Tabela 2- Sequéncia de primers candidatos a genes de referéncia. F: Foward (senso); R: Reverse
(anti-senso).

Gene Sequéncia 5’-3’ Tm (°C)
Citozromo b (CIT) F: CTCATATTGTGCCGGAATGGT 60
R: GGCTACACCTCCCGATTTGTC 60
i} F: TTGTCCCCATTTCTGGATTTG 61
Fator de elongagao 1-a (ELONG) R: GAGGGTTGGTCCCTTGTACCA 61
Glicose-6-fosfato isomerase (G6i) F: GGGTGGGTGGCAGAACATC 62
R: CCCCAGCGAGCATTTCTTTA 62
. F: TTGGTTACCCGAAGCTCATGT 62
NADH desidrogenase (NADH) R: AAAAACCCGTAGGTTCCCAATT 62
. F: AAMAGAGGGTTGACGGTTGGA 62
RNA polimerase (RNApol) R: TAGCTCAGCACCAATCAAGAATG 62
a-tubulina (TUB) F: AGGTTTGCAAGGGTTCTTGGT 62
R: ACCGTTCCAAGAGCAACGAA 62

As reacdes foram realizadas no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR
(Life Technologies, Carlsbad, EUA). A deteccdo dos produtos de PCR foi realizada
com SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad, Hercules, USA), 1 mM de cada primer e
50 ng de cDNA total foram utilizados. As condi¢cdes de amplificagdo foram realizadas

da seguinte forma: 95°C por 10 min x 1 ciclo (ativar a polimerase), e 95°C por 15 s a
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66°C por 30 s e 60°C por 30 s x 40 ciclos (desnaturacao/ligagao/extensao), seguido
pela curva de melting 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min e 95°C durante 15 s.

Ferramentas foram utilizadas para avaliar a estabilidade da expressao dos
genes de referéncia: Bestkeeper (PFAFFL et al., 2004); GeNorm (VANDESOMPELE
et al., 2002); NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) e RefFinder, este ultimo analisa
quatro algoritimos para comparar e classificar a estabilidade dos genes: Bestkeeper,
geNorm, NormFinder e ACT (ZHANG et al., 2019, ZHANG et al., 2020).

Para avaliar a influéncia dos genes de referéncia na normalizagdao da
expressao génica de diploide de L. alba sob estresse, 0 gene mais estavel e o menos

estavel foram tomados como normalizadores.

6 RESULTADOS DOS ESTRESSES

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram
submetidos a condi¢cbes de estresse in vitro, como descritas no material e métodos
deste trabalho. Como controle, os acessos foram mantidos in vitro na auséncia de
estresse. Em seguida, utilizaram-se parametros morfofisioldgicos, quantificagcado de
Oleo essencial e expressao de genes relacionados a via de monoterpenos para avaliar

o efeito dos estresses.

6.1 ESTRESSE SALINO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram
submetidos a NaCl 60mM por 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os acessos
foram também mantidos sem a adi¢do de NaCl. Em seguida, utilizaram-se parametros
morfofisiolégicos, quantificagdo de 6leo essencial e expressao de genes relacionados

a via de monoterpenos para avaliar o efeito do estresse.
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6.1.1 ANALISE DE CRESCIMENTO

O acesso diploide (Figura 2) ndo apresentou diferenga significativa para o
comprimento da maior raiz, area foliar, massa fresca das folhas e raiz (Figura 3 B, F,
G e H). Houve diminuicdo no comprimento da parte aérea, numero de nés, numero de
folhas e massa fresca total (Figura 3 A, C, D e E).

Observou-se diferenga significativa quando o acesso diploide foi
comparado aos acessos poliploides, houve aumento para o comprimento da maior
raiz quando comparado ao acesso triploide na auséncia de NaCl (Figura 3 B).
Identificou-se diminuicdo do comprimento da parte aérea e numero de folhas quando
comparado aos acessos poliploides submetidos a 60 mMde NaCl (Figura 3 A e D);
reducdo da massa fresca das raizes comparado aos poliploides na auséncia de NaCl
(Figura 3 G) e, da massa fresca das folhas comparado ao tetraploide nas mesmas
condigdes (Figura 3 F). Observou-se ainda a redu¢gdo do comprimento da maior raiz,
numero de nds, massa fresca total, massa fresca das folhas e massa fresca das
raizes, quando o diploide foi comparado ao tetraploide sob estresse salino (Figura 3
B,C,E,FeQ).

O acesso triploide (Figura 2) ndo apresentou diferengas significativas para
as variaveis de crescimento (Figura 3 A, C, D, E, F, G e H) quando submetido a 60
mMde NaCl. Porém, o comprimento da maior raiz aumentou sob estresse salino
(Figura 3 B).

O acesso tetraploide (Figura 2) ndo apresentou diferengas significativas
para as variaveis de crescimento analisadas (Figura 3). No entanto, apresentou maior
comprimento da maior raiz, massa fresca total, massa fresca das folhas e massa
fresca das raizes (Figura 3 B, E, F, e G) quando comparado ao demais niveis de

ploidia sob estresse salino.
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Estresse salino (mM)

Figura 2- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro
em meio MS com 0 e 60 mM de NaCl. Barra = 1cm.
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Figura 3- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba,
cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 60 mM de NaCl. A: Comprimento da parte aérea
(cm); B: Comprimento da maior raiz (cm); C: Numero de nds; D: Numero de folhas; E: Massa fresca
total (g); F: Massa fresca das folhas (g); G: Massa fresca das raizes (g) e H: Area foliar (cm?). Letras
iguais (maiuscula: entre 0 e 60 mM NaCl; minuscula: entre ploidias) acima das barras indicam diferenca
nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.1.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS ESTRESSE SALINO

O acesso diploide apresentou aumento das enzimas antioxidantes
ascorbato peroxidase, catalase e peroxidase, assim como aumento de peroxidos de
hidrogénio e redugao da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Figura4 A, B, C, E
e F), sob estresse salino.

Observou-se também diferenca significativa, quando o acesso diploide foi
comparado ao acesso tetraploide, submetidos a 60 mM de NaCl, para a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (Figura 4 F), e aumento de ascorbato peroxidase,
catalase, peroxidase e perdoxidos de hidrogénio, quando comparado aos poliploides,
sob as mesmas condigdes (Figura 4 A, B, C e E).

O triploide apresentou reducdo significativa da eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il (Figura 4 F), quando sob 60 mM de NaCl. No entanto, ndo houve
alteragao para os demais parametros analisados (Figura 4 A, B, C, D, E e G).

O acesso tetraploide ndo apresentou alteragdes significativas para os
parametros avaliados (Figura 4). Entretanto, apresentou maior eficiéncia fotoquimica
do fotossistema Il quando comparado ao demais niveis de ploidia sob estresse salino
(Figura 4 F).

Ambos os niveis de ploidia ndo apresentaram diferencgas significativas para
a concentragao de prolina (Figura 4 G) sob estresse salino. No entanto, os acessos
diploide e tetraploide, na auséncia do estresse, evidenciaram maior teor de prolina

quando comparados ao acesso triploide (Figura 4 G).
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Figura 4- Analises bioquimicas e fisiol6gicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 60 mM de NaCl. A: Ascorbato peroxidase;
B: Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidagao de lipideos; E: Peréxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica FS(Il); G: Prolina. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 60 mM NaCl; minuscula: entre
ploidias) acima das barras indicam diferenga n&o significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.1.3 EXPRESSAO GENICA ESTRESSE SALINO

O acesso diploide apresentou diferencga significativa na expresséo relativa

dos genes LIS1 e GDS (Figura 5 A e B). Os poliploides ndo apresentaram diferencga

significativa para ambos os genes (Figura 5), sob estresse salino.
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Figura 5- Expresséo de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vifro em meio MS com 0 e 60 mM de NaCl.
A: LIS1 (S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como
controle enddgeno. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 60 mM NaCl; minuscula: entre ploidias) acima
da barra indicam diferenga n&o significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).

6.1.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL ESTRESSE SALINO

O acesso triploide apresentou aumento do teor de linalol, entretanto, para

o diploide e tetraploide, ndo houve diferenga nos teores de citral (Figura 6 e 7), sob

estresse salino.
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Figura 6- Componente majoritario do 6leo essencial (% m/m) em acessos diploide (2x), triploide (3x) e
tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 60 mM de NaCl. A: Linalol
e B: Citral. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 60 mM NaCl; minuscula: entre ploidias) acima da barra
indicam diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste f de Student (n=3).
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Figura 7- Perfil cromatografico dos constituintes do 6leo essencial em L. alba. 0 mM NaCl (A: diploide;
C: triploide; E: tetraploide); 60 mM NaCl (B: diploide; D: triploide; F: tetraploide). Tempos de retencéo:
linalol (10,87), neral (12,68) e geranial (12,98).
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6.2 RESULTADOS ESTRESSE HIiDRICO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram
submetidos a PEG-4000 a 1% por 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os
acessos foram também mantidos sem a adigdo de PEG. Em seguida, utilizaram-se
parametros morfofisioldgicos, quantificacao de éleo essencial e expressao de genes

relacionados a via de monoterpenos para avaliar o efeito do estresse.

6.2.1 RESULTADOS ANALISE DE CRESCIMENTO

O acesso diploide (Figura 8) ndo apresentou diferenga significativa para o
comprimento da maior raiz, numero de nds, massa fresca das folhas e raizes (Figura
9 B, C, F e G), e apresentou redugdo do comprimento da parte aérea, numero de
folhas, massa fresca total e area foliar (Figura 9 A, D, E e H). Também apresentou
diferenga significativa quando comparado aos acessos poliploides. Os acessos
triploide e tetraploide apresentaram maior numero de folhas comparados ao acesso
diploide, quando ndo estavam sob estresse (Figura 9 D) e aumento da massa fresca
total quando comparados ao acesso diploide sob 1% PEG (Figura 9 E).

O acesso triploide (Figura 9) ndo apresentou diferencas significativas para
as variaveis comprimento da maior raiz, massa fresca das folhas e raizes (Figura 9 B,
F e G). No entanto, observou-se redu¢cado no comprimento da parte aérea, numero de
nos, numero de folhas, massa fresca total e area foliar (Figura 9 A, C, D, E e H) sob
estresse.

O acesso tetraploide (Figura 9) ndo apresentou diferencas significativas
para as variaveis de crescimento analisadas (Figura 9). No entanto, observou-se
maior comprimento da maior raiz e massa fresca total quando comparado ao acesso
diploide (0 e 1% PEG) (Figura 9 B e E). Além disso, apresentou maior numero de nos
e de folhas quando comparados os acessos diploide e tetraploide sob 1% PEG (Figura
9CeD).
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Figura 8- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro
em meio MS com 0 e 1% PEG. Barra = 1cm.
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Figura 9- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba,
cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 1% PEG. A: Comprimento da parte aérea (cm); B:
Comprimento da maior raiz (cm); C: Numero de nos; D: Numero de folhas; E: Massa fresca total (g); F:
Massa fresca das folhas (g); G: Massa fresca das raizes (g) e H: Area foliar (cm?). Letras iguais
(maiuscula: entre 0 e 1% PEG; minuscula: entre ploidias) acima das barras indicam diferenga néo
significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.2.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS

O acesso diploide apresentou aumento da enzima catalase e prolina sob
1% PEG (Figura 10 B e G) e o teor de prolina foi maior quando comparado aos demais
niveis de ploidia, na auséncia e presenca do estresse. Entretanto, ndo observou-se
diferencgas significativas para os demais parametros analisados (Figura 10 A, C, D, E
e F).

Observou-se que o acesso triploide, apresentou reducéo eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il e do teor de prolina (Figura 10 F e G), ndo havendo,
contudo, alteracdo para os demais parametros sob estresse por estresse hidrico
(Figura10A,B,C,D eE).

O acesso tetraploide apresentou aumento do teor de prolina (Figura 10 G),
contudo, ndo apresentou alteragdes significativas para os demais parametros
avaliados (Figura 10 A, B, C, D, E e F). Entretanto, observou-se que a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il foi maior quando comparada as demais ploidias sob
1% PEG (Figura 10 F).
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Figura 10- Analises bioquimicas e fisioldgicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 1% PEG. A: Ascorbato peroxidase; B:
Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidagao de lipideos; E: Peréxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica do FS(Il); G :Prolina. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 1% PEG; minuscula: entre ploidias)
acima das barras indicam diferenga néo significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.2.3 EXPRESSAO GENICA

O acesso triploide, apresentou aumento da expressao relativa ao gene LIS 1
sob 1% PEG. Acessos diploide e triploide, apresentaram maior produgao de LIS
quando comparados ao tetraploide sob 1% PEG (Figura 11 A). Ja para o gene GDS,

nao houve diferenga significativa para ambas as ploidias sob estresse por estresse
hidrico (Figura 11 B).
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Figura 11- Expressdo de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 1% PEG. A: LIS1
(S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como controle
enddgeno. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 1% PEG; minuscula: entre ploidias) acima das barras
indicam diferenca nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).

6.2.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

Observou-se aumento no teor de linalol sob 1% PEG para o acesso triploide
(Figura 12 A e Figura 13 C e D). Entretanto, para os acessos diploide e tetraploide,
ndo houve diferenca significativa para os teores de citral (Figura12B e 13 A, B, E e
F). Comparando-se acessos diploide e tetraploide ndo submetidos ao estresse por

estresse hidrico, o diploide apresentou menor teor de citral (Figura 12 B).
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Figura 12- Componente majoritario do 6leo essencial (% m/m) em acessos diploide (2x), triploide (3x)
e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 1% PEG. A: Linalol e
B: Citral. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 1% PEG; minuscula: entre ploidias) acima das barras
indicam diferenca nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).
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Figura 13- Perfil cromatogréafico dos constituintes do éleo essencial em L. alba. 0 PEG (A: diploide; C:
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6.3 RESULTADOS HORMONIO EXOGENO: ACIDO ABSCIiSICO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram
submetidos a 10 yM ABA por 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os acessos
foram também mantidos sem a adicdo de ABA. Em seguida, utilizaram-se parametros
morfofisiolégicos, quantificagdo de éleo essencial e expressao de genes relacionados

a via de monoterpenos para avaliar o efeito do estresse.

6.3.1 ANALISE DE CRESCIMENTO

Os acessos diploide, triploide e tetraploide (Figura 14) ndo apresentaram
diferencas significativas para as variaveis de crescimento analisadas (Figura 15).

O acesso diploide, no entanto, apresentou diferengas significativas quando
comparado aos acessos poliploides. O acesso tetraploide, quando submetido a 10 uM
ABA, mostrou-se superior ao diploide no numero de folhas, massa fresca total e massa
fresca das raizes (Figura 15 D, E e G). Sob as mesmas condigdes e também na
auséncia de ABA, o acesso tetraploide apresentou valores superiores ao diploide para
o comprimento da maior raiz, numero de folhas, massa fresca total e massa fresca
das raizes (Figura 15 B, D, E e G).

O acesso ftriploide apresentou maior massa fresca das folhas, quando
comparado ao acesso diploide (Figura 15 F), e menor comprimento da maior raiz

quando comparado ao acesso tetraploide sob estresse (Figura 15 B).
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Figura 14- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in
vitro em meio MS com 0 e 10 uM de ABA. Barra = 1cm.
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Figura 15- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L.
alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de ABA. A: Comprimento da parte
aérea (cm); B: Comprimento da maior raiz (cm); C: Namero de nés; D: Numero de folhas; E: Massa
fresca total (g); F: Massa fresca das folhas (g); G: Massa fresca das raizes (g) e H: Area foliar (cm2).
Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 yM de ABA; minuscula: entre ploidias) acima das barras indicam
diferenca n&o significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.3.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS

Os acessos diploide e tetraploide apresentaram maior teor de prolina
quando sob estresse por ABA (Figura 16 G). Contudo, os acessos diploide, triploide e
tetraploide, ndo apresentaram diferencgas significativas para as variaveis bioquimicas
e fisiologicas analisadas (Figura 16).

O teor de prolina foi maior para o acesso diploide, quando comparado aos
demais niveis de ploidia, na auséncia do estresse e também maior quando comparado
ao acesso triploide na presenca de 10 uM de ABA (Figura 16 G).

O acesso tetraploide apresentou maior produgdo de peroxido de
hidrogénio, quando comparado ao diploide sob 10 uM de ABA. Além disso, apresentou
maior teor de ascorbato peroxidase, comparado ao triploide, a 0 e 10 uM de ABA, e
também maior produgéo de peroxidase, comparado ao triploide sob estresse (Figura
16 Ae C).

69



Ascorbato peroxidase Catalase
3 2500+ G 6 Aa
- Ao b - 0 o m 0
£ 20004 == 10 pM ABA £ Aa == 10 uM ABA
% Aab -
£ £
£ 1500 £
) Aab ~
2. 10004 Aa  Aa 9
= T 2]
2 3
E- 5004 £
2 =]
w o w ol
= 2x 3x 4x % 2x 3x 4x
Ploidia Ploidia
C D
Peroxidase Peroxidacéo de lipideos
S 8000 51
Tn. -0 A - 0
o
—.E 60004 Aa mm 10 pM ABA % == 10 yM ABA
'E Aab T:,
540001 a
= ap Ab =
Q
S 2000 £
5 Ab  pg c
w 04
= 2x 3x 4x 2x 3x 4x
Ploidia Ploidia
E F
Peréxido de hidrogénio Eficiéncia fotoquimica FS(Il)
8- Aab 4 1000 8
Aa Aa Aa Aa - Aa ke s Aa  Aa -
% 64 Ab 10 uM ABA 800+ s 10 yM ABA
‘Ul
E
3,41 £
T frd
]
£ 24
=
0_
2x 3x 4x
Ploidia Ploidia
G
Prolina
250+
Ba m 0
= Ba
& 2001 = 10 yM ABA
- Aa Ab
@ 150
ks Ab A
@ 100
£
S 50
n_
2x 3x 4x
Ploidia

Figura 16- Analises bioquimicas e fisioldgicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de ABA. A: Ascorbato peroxidase;
B: Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidacao de lipideos; E: Perdxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica do FS(ll); G :Prolina. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 uM de ABA; minuscula: entre
ploidias) acima das barras indicam diferenca n&o significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.3.3 EXPRESSAO GENICA

N&o houve diferencga significativa para a expressao relativa aos genes LIS1

e GDS sob estresse por acido abscisico para ambos os niveis de ploidia (Figura 17).
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Figura 17- Expressdo de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de ABA. A:
LIS1 (S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como
controle enddgeno. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 uM de ABA; minuscula: entre ploidias) acima
das barras indicam diferenca nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste f de Student (n=3).

6.3.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

O acesso triploide apresentou maior producao de linalol sob estresse por
acido abscisico. Nao se observou, por outro lado, diferengas significativas para os
teores de citral nos acessos diploide e tetraploide, quando submetidos ao ABA
(Figuras 18 e 19).

Além disso, o diploide apresentou maior teor de citral comparado ao

tetraploide sob condi¢des de estresse (Figura 18 B).
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Figura 18- Componente majoritario do 6leo essencial (% m/m) em acessos diploide (2x), triploide (3x)
e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 yM de ABA. A:
Linalol e B: Citral. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 yM de ABA; minuscula: entre ploidias) acima
das barras indicam diferenga n&o significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).
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Figura 19- Perfil cromatografico dos constituintes do 6leo essencial em L. alba. 0 yM de ABA (A:
diploide; C: triploide; E: tetraploide); 10 uM de ABA (B: diploide; D: triploide; F: tetraploide). Tempos de
retencgdo: linalol (10,87), neral (12,68) e geranial (12,98).
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6.4 RESULTADOS HORMONIO EXOGENO: ACIDO SALICILICO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram
submetidos a 10 uM de AS por 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os acessos
foram também mantidos sem a adicdo de AS. Em seguida, utilizaram-se parametros
morfofisiolégicos, quantificagao de 6leo essencial e expressao de genes relacionados

a via de monoterpenos para avaliar o efeito do estresse.

6.4.1 ANALISE DE CRESCIMENTO

Os acessos diploide, triploide e tetraploide (Figura 20) ndo apresentaram
diferencas significativas para as variaveis de crescimento analisadas (Figura 21).
Entretanto, o acesso tetraploide apresentou maior raiz que o acesso diploide e

triploide, na auséncia e presenca de AS (Figura 21 B).
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Figura 20- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in
vitro em meio MS com 0 e 10 uM de AS. Barra = 1cm.
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Figura 21- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L.
alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de AS. A: Comprimento da parte aérea
(cm); B: Comprimento da maior raiz (cm); C: Numero de nds; D: Numero de folhas; E: Massa fresca
total (g); F: Massa fresca das folhas (g); G: Massa fresca das raizes (g) e H: Area foliar (cm2). Letras
iguais (maiuscula: entre 0 e 10 yuM de AS; minuscula: entre ploidias) acima das barras indicam diferenca
ndo significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.4.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS

Os acessos diploide, triploide e tetraploide (exceto Figura 22 G) nao
apresentaram diferencgas significativas para as variaveis analisadas (Figura 22) sob
estresse. No entanto, o acesso diploide e triploide apresentaram maior teor de prolina
quando comparado ao acesso tetraploide na auséncia do estresse (Figura 22 G).

O acesso tetraploide apresentou maior teor de prolina sob estresse (Figura
22 G) e maior eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il quando comparado aos

acessos diploide e triploide sob 0 € 10 uM de AS (Figura 22 E).
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Figura 22- Analises bioquimicas e fisiol6gicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de AS. A: Ascorbato peroxidase;
B: Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidagao de lipideos; E: Peréxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica do FS(Il); G: Prolina. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 uM de AS; minuscula: entre
ploidias) acima das barras indicam diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).

77



6.4.3 EXPRESSAO GENICA

Para a expressao relativa ao gene LIS7 os acessos diplide e triploide n&o
apresentaram diferengas significativas. No entanto, o acesso tetraploide apresentou
reducdo para a expressao de LIS71 quando submetido ao estresse por AS (Figura 23
A). Nao houve diferenga significativa para a expressao relativa ao gene GDS para os
acessos diploide, triploide e tetraploide (Figura 23 B).
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Figura 23- Expressao de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de AS. A:
LIS1 (S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como
controle endégeno. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 yM de AS; minuscula: entre ploidias) acima
das barras indicam diferenga nédo significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).

6.4.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

O acesso triploide apresentou diferenga significativa para o teor de linalol
sob estresse por acido salicilico (Figura 24 A e Figura 25 C e D). Entretanto, os
acessos diploide e tetraploide, ndao revelaram diferencas para os teores de citral
(Figuras 24 B e 25 A, B, D e E). Além disso, o acesso tetraploide, na auséncia e

presenca de AS, apresentou maior teor de citral, quando comparado ao diploide
(Figura 24 B).
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Figura 24- Componente majoritario do 6leo essencial (% m/m) em acessos diploide (2x), triploide (3x)
e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS com 0 e 10 uM de AS. A: Linalol
e B: Citral. Letras iguais (maiuscula: entre 0 e 10 yM de AS; minuscula: entre ploidias) acima das barras
indicam diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste f de Student (n=3).
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Figura 25- Perfil cromatografico dos constituintes do éleo essencial em L. alba. 0 uM de AS (A: diploide;
C: triploide; E: tetraploide); 10 uM de AS (B: diploide; D: triploide; F: tetraploide). Tempos de retengéo:

linalol (10,87), neral (12,68) e geranial (12,98).
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6.5 RESULTADOS ESTRESSE POR FERIMENTO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram mantidos
em sala de crescimento e submetidos a ferimento mecanico por 36 horas,
completando 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os acessos foram mantidos
sem ferimento. Em seguida, utilizaram-se parametros morfofisiolégicos, quantificagao
de 6leo essencial e expressao de genes relacionados a via de monoterpenos para

avaliar o efeito do estresse.

6.5.1 ANALISE DE CRESCIMENTO

Os acessos diploide, triploide e tetraploide (Figura 26) ndo apresentaram
diferencgas significativas para as variaveis de crescimento analisadas comparando-se
o material submetido ao ferimento com o controle (Figura 27).

Os poliploides apresentaram maior comprimento da maior raiz, nimero de
folhas, massa fresca total e das raizes, com e sem ferimento (Figura 27 B, D, E e G).
Os poliploides apresentaram ainda maior peso da massa total das folhas, quando
comparados ao acesso diploide, quando o estresse por ferimento foi aplicado (Figura
27 F).

O acesso tetraploide, quando ndo submetido ao estresse por ferimento,
apresentou maior comprimento da maior raiz e massa fresca total, quando comparado

aos demais niveis de ploidia (Figura 27 B e E).
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Figura 26- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in
vitro em meio MS, sem e com ferimento. Barra = 1cm.
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Figura 27- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L.
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diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.5.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS

Os acessos diploide e tetraploide n&do apresentaram diferencas
significativas para as variaveis bioquimicas e fisiolégicas analisadas comparando-se
o material submetido ao ferimento com o controle (Figura 28). Contudo, o acesso
diploide apresentou maior eficiéncia fotoquimica do fotssistema Il quando comparado
aos demais niveis de ploidia na auséncia do estresse (Figura 28 G). O acesso triploide
apresentou reducgao da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Figura 28 F).

Os poliploides apresentaram menor produgédo de ascorbato peroxidase e
malondialdeido sem ferimento e peréxido de hidrogénio, com ferimento, quando
comparados ao acesso diploide (Figura 28 A, D e E).

O acesso tetraploide apresentou maior producao de catalase e eficiéncia
fotoquimica do fotossistema |l, quando comparado aos demais niveis de ploidia,

submetidos ao ferimento (Figura 28 B e F).
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Figura 28- Analises bioquimicas e fisioldgicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sem e com ferimento. A: Ascorbato peroxidase;
B: Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidacao de lipideos; E: Peréxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica do FS(Il); G: Prolina. Letras iguais (mailscula: entre sem e com ferimento; mindscula: entre
ploidias) acima das barras indicam diferenga néo significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.5.3 EXPRESSAO GENICA

N&o houve diferencga significativa para a expressao relativa aos genes LIS1
e GDS para todos os niveis de ploidia (Figura 29).
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Figura 29- Expressao de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sem e com ferimento. A:
LIS1 (S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como
controle endégeno. Letras iguais (mailscula: entre sem e com ferimento; mindscula: entre ploidias)
acima das barras indicam diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).

6.4.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

Os acessos nao apresentaram diferengas siginificativas para os teores de
linalol e citral analisados (Figuras 30 e 31).
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Figura 30- Componente majoritario do 6leo essencial (% m/m) em acessos diploide (2x), triploide (3x)
e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sem e com ferimento. A: Linalol
e B: Citral. Letras iguais (maiuscula: entre sem e com ferimento; minuscula: entre ploidias) acima da
barra indicam diferenca nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t de Student (n=3).
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retencgao: linalol (10,87), neral (12,68) e geranial (12,98).
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6.6 RESULTADOS ESTRESSE TERMICO

Os acessos de Lippia alba (diploide, triploide e tetraploide) foram mantidos
em sala de crescimento e submetidos a baixa temperatura (4°C) por 36 horas,
completando 40 dias de cultivo in vitro. Como controle, os acessos foram mantidos na
sala de crescimento (25°C). Em seguida, utilizaram-se parametros morfofisiolégicos,
quantificacdo de o6leo essencial e expressdo de genes relacionados a via de

monoterpenos para avaliar o efeito do estresse.

6.6.1 ANALISE DE CRESCIMENTO

Os acessos diploide, triploide e tetraploide (Figura 32) ndo apresentaram
diferencgas significativas para as variaveis de crescimento analisadas (Figura 33).

Entretanto, o acesso triploide apresentou maior peso da massa freca das
folhas e massa fresca das raizes, quando comparado ao acesso diploide submetidos
a 4°C (Figura 33 E e G).

O acesso tetraploide, apresentou maior comprimento da maior raiz, quando
comparado aos acessos diploide e triploide, sob 25°C e 4°C (Figura 33 B). Além disso,
também apresentou maior numero de folhas, massa fresca total e massa fresca das
raizes, quando comparado ao acesso diploide, sob 25°C e 4°C (Figura 33 D, E e G).

Os poliploides apresentaram maior massa fresca total (Figura 33 E),

quando comparados ao acesso diploide, submetidos a baixa temperatura (4°C).
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Figura 32- Acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in
vitro em meio MS, sob 25°C e 4°C. Barra = 1cm.
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Figura 33- Variaveis de crescimento em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x) de L.
alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sob 25°C e 4°C. A: Comprimento da parte aérea (cm);
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(maiuscula: entre 25°C e 4°C; minuscula: entre ploidias) acima das barras indicam diferenga nao
significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.6.2 ANALISES BIOQUIMICAS E FISIOLOGICAS

O acesso diploide submetido a 4°C, revelou redugdo da eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (Figura 34 F) apresentou maior produgao de peroxidase
comparado ao controle (25°C) e quando comparado aos poliploides (Figura 34 C). O
teor de prolina foi maior no acesso diploide quando comparado aos demais niveis de
ploidia na auséncia e presenga do estresse (Figura 34 G).

O acesso triploide apresentou maior produgdo de catalase, quando
comparado ao acesso tetraploide, a 4°C (Figura 34 B).

O acesso tetraploide, sob 25°C e 4°C, apresentou maior eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il, quando comparado ao acesso diploide (Figura 34 F).

Os acessos ploliploides ndo apresentaram diferencas significativas para as
variaveis bioquimicas e fisiolégicas analisadas, quando submetidos a 4°C (Figura 34).
No entanto, observou-se maior eficiéncia fotoquimica do fotossistema IlI, quando

comparados ao acesso diploide, submetidos a 4°C (Figura 34 F).
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Figura 34- Analises bioquimicas e fisioldgicas em acessos diploide (2x), triploide (3x) e tetraploide (4x)
de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sob 25°C e 4°C. A: Ascorbato peroxidase; B:
Catalase; C: Peroxidase; D: Peroxidagcdo de lipideos; E: Peréxido de hidrogénio; F: Eficiéncia
fotoquimica FS(Il); G: Prolina. Letras iguais (maiuscula: entre 25°C e 4°C; minuscula: entre ploidias)
acima das barras indicam diferenga néo significativa a 5% (p<0,05) pelo teste de Tukey (n=3).
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6.6.3 EXPRESSAO GENICA

N&o houve diferencga significativa para a expressao relativa aos genes LIS1
e GDS para todos os niveis de ploidia (Figura 35). No entanto, a expresséao relativa
ao gene GDS no acesso tetraploide, mantido a 4°C, foi maior que acesso diploide
também submetido ao estresse (Figura 35 B).
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Figura 35- Expressdo de genes relacionados a sintese de terpenos em acessos diploide (2x), triploide
(3x) e tetraploide (4x) de L. alba, cultivados por 40 dias in vitro em meio MS sob 25°C e 4°C. A: LIS1
(S-linalol sintase) e B: GDS (geraniol desidrogenase) O gene CIT (citocromo b) foi usado como controle
endogeno. Letras iguais (mailscula: entre 25°C e 4°C; minuscula: entre ploidias) acima das barras
indicam diferenga nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste f de Student (n=3).

6.6.4 MICROEXTRAGAO DE OLEO ESSENCIAL

Os acessos nao apresentaram diferengas siginificativas para os teores de
linalol e citral analisados, quando submetidos a 4°C (Figuras 36 e 37).

93



0.006- 0.25-
= 25°C

z mm 4°C __0.20
£ E
0.004- £

£ E 0.15-
= =

5 = 0.10
S 0.002 £
= o

0.05-

0.00-

3x
Ploidia

Ploidia

Aa
H 25°C

mm 4°C
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7 RESULTADOS GENES DE REFERENCIA

Foram avaliados genes de referéncia para o acesso diploide (controle e
tratado, em triplicata bioldgica) sob seis estresses e a analise se deu através dos

programas BestKeeper, GeNorm, NormFinder e RefFinder.

7.1 BestKeeper

Pela ferramenta BestKeeper (Tabela 3), classificou-se o gene de referéncia
mais recomendado para os estresses salino e hidrico como NADH. O gene CIT
mostrou-se mais estavel para os estresses por horménios exégenos enquanto TUB e
RNApol foram melhor avaliados para ferimento e estresse térmico, tendo como base
0 meior coeficiente de variagado e desvio padrao.

O gene menos recomendado para os estresses salino e por acido salicilico
foi o ELONG. O gene G6i mostrou-se mais estavel para os estresses hidrico e por
acido abscisico. Os genes CIT e TUB foram menos recomendados para ferimento e
estresse térmico, respectivamente, tendo como base o maior coeficiente de variagao

e desvio padrao.

Tabela 3- Valores de estabilidade da expresséo de seis genes de referéncia candidatos em L. alba (2x)
cultivado in vitro, sob estresses salino (0 e 60 mM NacCl); hidrico (0 e 1% PEG); horménios exdgenos

(0 e 10 uM de ABA e AS); com e sem ferimento e térmico (25°C e 4°C) pela ferramenta BestKeeper.

Estresses Classificagdo
1 2 3 4 5 6
Salino NADH CIT G6i TUB RNApol ELONG
193+045 246+042 425+121 526+1,46 7,56+153 11,25+3,24
Hidrico NADH TUB RNApol ELONG CIT G6i
268+055 212+056 347+067 323+0,75 364079 3,63+£0,97
Acido CIT NADH TUB RNApol ELONG G6i
abscisico 290+0,79 4,00x+1,05 332+1,06 462+114 531+152 553+1,66
Acido CIT NADH RNApol G6i TUB ELONG
salicilico 3,72+0,87 4,73+1,07 515+1,08 4,62+127 6,54+1,71 12,86+ 3,06
Ferimento TUB NADH ELONG RNApol G6i CIT
276+0,78 453+1,03 456+121 574+123 573+160 9,18+2,16
Térmico RNApol NADH CIT G6i ELONG TUB
1,09+0,21 087+021 143+036 128+037 197+052 3,16+0,91

* CV: coeficiente de variagao; DP: desvio padrao.
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7.2 GeNorm

Por meio da ferramenta Genorm (Tabela 4), estipulou-se o gene de
referéncia NADH como o mais estavel para os estresses salino, hormonios exégenos,
ferimento e térmico. Para o estresse hidrico, o gene recomendado foi o TUB. Ambas
as recomendacodes foram baseadas no menor valor de estabilidade (M < 1,5).

O gene menos recomendado para os estresses salino e por acido salicilico
foi o ELONG, enquanto o gene CIT mostrou-se menos estavel para os estresses
hidrico e por ferimento. O gene G6i foi menos recomendado para estresse por acido

abscisico e TUB para estresse térmico, tendo como base o valor (M < 1,5).

Tabela 4- Valores de estabilidade da expressao (M) de seis genes de referéncia candidatos em L. alba
(2x) cultivado in vitro, sob estresses salino (0 e 60 mM NaCl); hidrico (0 e 1% PEG); horménios
exégenos (0 e 10 uM de ABA e AS); com e sem ferimento e térmico (25°C e 4°C) pela ferramenta
GeNorm.

Estresses Classificagdo
1 2 3 4 5 6
salino NADH CIT G6i TUB RNApol ELONG
0,097 0,106 0,108 0,113 0,147 0,173
Hidrico TUB NADH RNApol ELONG G6i CIT
0,043 0,045 0,047 0,051 0,064 0,074
Acido abscisico NADH CIT RNApol TUB ELONG G6i
0,054 0,063 0,067 0,074 0,075 0,098
Acido salicilico NADH TUB G6i CIT RNApol ELONG
0,085 0,089 0,092 0,098 0,107 0,160
Ferimento NADH TUB RNApol G6i ELONG CIT
0,092 0,098 0,104 0,125 0,142 0,182
Térmico NADH RNApol CIT G6i ELONG TUB
0,032 0,032 0,034 0,038 0,048 0,056
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7.3 NormFinder

Pela ferramenta NormFinder (Tabela 5), classificou-se o gene de referéncia
NADH como o gene mais recomendado para os estresses salino, horménios
exdgenos, ferimento e térmico. J4 o gene TUB teve melhor avaliagédo para o estresse
hidrico, baseando-se nos menores valores de estabilidade calculados.

A melhor combinagao de dois genes foi NADH e TUB para os estresses
salino (0,009), hidrico (0,006), acido salicilico (0,011) e ferimento (0,008). Para o
estresse por acido abscisico os genes CIT e NADH (0,008) foram a melhor
combinacao e, para o estresse térmico os genes NADH e RNApol (0,005).

O gene menos recomendado para os estresses salino e por acido salicilico
foi o ELONG. O gene CIT apresentou maior variacdo para os estresses hidrico e
ferimento. O gene G6i foi o menos estavel para estresse por acido abscisico e o gene

TUB para o estresse térmico.

Tabela 5- Valores de estabilidade da expressao de seis genes de referéncia candidatos em L. alba (2x)
cultivado in vitro, sob estresses salino (0 e 60 mM NacCl); hidrico (0 e 1% PEG); horménios exdgenos
(0 e 10 uM de ABA e AS); com e sem ferimento e térmico (25°C e 4°C) pela ferramenta NormFinder.

Estresses Classificagao
1 2 3 4 5 6
Salino NADH G6i TUB CIT RNApol ELONG
0,009 0,015 0,016 0,017 0,035 0,037
Hidrico TUB NADH RNApol ELONG G6i CIT
0,008 0,010 0,014 0,017 0,020 0,022
Acido abscisico NADH CIT RNApol TUB ELONG G6i
0,004 0,014 0,021 0,025 0,027 0,031
Acido salicilico NADH TUB G6i RNApol CIT ELONG
0,017 0,021 0,032 0,042 0,045 0,071
Ferimento NADH TUB RNApol G6i ELONG CIT
0,021 0,022 0,034 0,051 0,053 0,061
Térmico NADH RNApol CIT G6i ELONG TUB
0,006 0,006 0,009 0,010 0,017 0,019
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7.4 RefFinder

A ferramenta RefFinder (Tabela 6), possui quatro algoritmos de analise
(BestKeeper, GeNorm, NormFinder e ACT), cuja classificagao geral evidenciou o gene
de referéncia NADH como o gene mais recomendado para os estresses salino,
horménios exdgenos, ferimento e térmico. O gene TUB foi 0 mais estavel para o
estresse hidrico, baseando-se na média de todos os valores de estabilidade
calculados.

Os genes menos recomendados de acordo com a classificagao geral da
ferramenta, foram: ELONG para os estresse salino e por acido salicilico; CIT para os
estresses hidrico e ferimento; G6i para estresse por acido abscisico e o gene TUB

para estresse térmico.
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Tabela 6- Valores de estabilidade da expressao de seis genes de referéncia candidatos em L. alba (2x)
cultivado in vitro, sob estresses salino (0 e 60 mM NacCl); hidrico (0 e 1% PEG); hormdnios exdgenos
(0 e 10 uM de ABA e AS); com e sem ferimento e térmico (25°C e 4°C) e recomendagéo geral, pela
ferramenta RefFinder.

Método Classificagao
1 2 3 4 5 6
Estresse salino
BestKeeper NADH CIT G6i TUB ELONG RNApol
GeNorm CIT NADH G6i RNApol TUB ELONG
Normfinder NADH TUB G6i CIT RNApol ELONG
ACT NADH CIT G6i TUB RNApol ELONG
Recomendagio NADH CIT G6i TUB RNApol ELONG
Estresse hidrico
BestKeeper TUB NADH RNApol CIT ELONG G6i
GeNorm RNApol TUB ELONG NADH G6i CIT
Normfinder NADH TUB RNApol  ELONG G6i CIT
ACT NADH TUB RNApol  ELONG G6i CIT
Recomendagéao TUB NADH RNApol ELONG G6i CIT
Estresse por acido abscisico
BestKeeper NADH RNApol CIT TUB ELONG G6i
GeNorm CIT NADH TUB RNApol ELONG G6i
Normfinder NADH CIT RNApol TUB ELONG G6i
ACT NADH CIT RNApol TUB ELONG G6i
Recomendagdo NADH CIT RNApol TUB ELONG G6i
Estresse por acido salicilico
BestKeeper CIT RNApol NADH G6i TUB ELONG
GeNorm CIT RNApol NADH G6i TUB ELONG
Normfinder NADH TUB G6i RNApol CIT ELONG
ACT NADH G6i RNApol TUB CIT ELONG
Recomendacido NADH RNApol CIT G6i TUB ELONG
Estresse por ferimento
BestKeeper TUB NADH RNApol  ELONG G6i CIT
GeNorm NADH RNApol TUB G6i ELONG CIT
Normfinder NADH TUB RNApol G6i ELONG CIT
ACT NADH RNApol TUB G6i ELONG CIT
Recomendagdo NADH RNApol TUB GG6i ELONG CIT
Estresse térmico
BestKeeper RNApol NADH ELONG G6i CIT TUB
GeNorm CIT NADH RNApol G6i ELONG TUB
Normfinder NADH RNApol CIT G6i ELONG TUB
ACT NADH RNApol CIT G6i ELONG TUB
Recomendacio NADH RNApol CIT G6i ELONG TUB
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8 EXPRESSAO GENICA GENES DE REFERENCIA

A expressao relativa ao gene TUB, ndo apresentou variagdes entre os
acessos diploides normalizados com NADH e ELONG, sob estresse salino. No
entanto, a expressao relativa ao gene TUB na auséncia de NaCl foi maior, quando a
normalizagao foi realizada com o gene ELONG (Figura 38 A). Para o estresse hidrico,
a expressao relativa ao gene RNApol, nao apresentou variagdes entre 0s acessos
diploides normalizados com TUB e CIT. No entanto, a expressao relativa ao gene
RNApol, para ambos os tratamentos (0 e 1% PEG) foi maior quando normalizado com
CIT (Figura 38 B).

Sob estresse por acido abscisico, a expressao relativa ao gene TUB, nao
apresentou variagdes entre os acessos diploides normalizados com NADH e G6i, sob
efeito do acido abscisico. No entanto, a expressao relativa do gene TUB na auséncia
de ABA foi maior, quando foi realizada a normalizagdo com o gene NADH (Figura 38
C). A expresséo relativa ao gene G6i, ndo apresentou variagdes entre 0s acessos
diploides normalizados com NADH e ELONG sob estresse com acido salicilico (Figura
38 D).

Sob estresse por ferimento, a expressao relativa ao gene RNApol, nao
apresentou variacdes entre os acessos diploides normalizados com NADH e CIT
(Figura 38 E). A expressao relativa ao gene G6i, ndo apresentou variagées entre os
acessos diploides normalizados com NADH e TUB, quando sob estresse térmico
(Figura 38 F).
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Figura 38- Expresséo relativa aos genes TUB (salino e ABA); RNApol (hidrico e ferimento) e G6i (AS
e térmico) em L. alba (2x-BGEN-39), cultivada por 40 dias in vitro. Os genes NADH e ELONG (salino e
AS); TUB e CIT (hidrico); NADH e G6i (ABA); NADH e CIT (ferimento) e NADH e TUB (térmico), foram
tomados como genes referéncia separadamente. Letras iguais (maiuscula: entre mesma ploidia;
minuscula: entre ploidias) acima da barra indicam diferenc¢a nao significativa a 5% (p<0,05) pelo teste t
de Student (n=3).

9 DISCUSSAO

Estresses abidticos promovem alteracbes no desenvolvimento e
rendimento das plantas, principalmente devido a sua condicédo séssil (GONG et al.,

2020). Os estresses salino e hidrico provocaram diminuicdo do comprimento da parte
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aérea, do numero de folhas e da massa fresca das folhas para o acesso diploide. Além
disso, o estresse hidrico também reduziu o comprimento da parte aérea para os
poliploides.

Resultados semelhantes foram encontrados para L. alba cultivada in vitro
sob estresse salino, como a reducdo da massa fresca total e do comprimento da parte
aérea (CASTRO et al., 2020) e diferentes concentragdes de PEG (1, 2 € 3%), também
mostrou reducao da massa fresca total e da area foliar (CASTRO et al., 2020a). Lippia
gracilis também apresentou reducado de biomassa quando foram irrigadas com agua
contendo diferentes concentragdes de sal (91,59 e 122,12 mM NaCl) (OLIVEIRA et
al., 2019). Em tomilho cultivado in vitro, sob concentracéo de 8% de PEG, também
houve diminuigdo do tamanho da parte aérea e da raiz (RAZAVIZADEH et al., 2019),
corroborando os resultados encontrados. Niveis elevados de sais soluveis,
principalmente o cloreto de sddio, provocam redugéo do desenvolvimento vegetal
devido ao estresse oxidativo causado pelo desbalanco i6nico e/ou osmoético
(SCHOSSLER et al., 2012; MOUSAVI et al., 2019).

Sob estresse hidrico houve também uma reducao da area foliar para o
acesso diploide; do numero de nés, de folhas e area foliar para o acesso triploide e
também redugdo da massa fresca das folhas para os acessos poliploides. Sabe-se
que o polietilenoglicol (PEG), pode causar efeito inibitério no desenvolvimento em
geral das plantas, devido a limitacdo hidrica e estresse osmotico causado pela
diminuicao da pressao de turgor celular. Assim, as raizes fornecem menos agua para
a parte aérea, principalmente para as folhas, resultando em menor crescimento,
expansao foliar e limitagao fotossintética (RAZAVIZADEH et al., 2019).

Sob estresse salino, também houve consequente diminuigdo do numeros
de nds para o acesso diploide e aumento no comprimento da maior raiz para o acesso
triploide. Em tomates, o crescimento das raizes sob estresse salino (100 mM NacCl),
foi associado a respostas induzidas por auxina e redes regulatérias de genes
(MERCHAN et al., 2007) e em poliploide de Brassica napus, o aumento de 20% da
area de superficie radicular pode ter ocorrido, para uma melhor absor¢cdo de agua e
nutrientes, permitindo a adaptagéo da planta sob condi¢cdes de estresse salino (100
mM NaCl) (ARIF et al., 2019).

A salinidade pode modificar a anatomia radicular e influenciar a modulagao

da razéo raiz/parte aérea, podendo ser uma resposta relacionada a fatores associados
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ao efeito osmoético (HSIAO, XU, 2000; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2014; ACOSTA-
MOTOS et al., 2017). Assim, uma maior proporgao de raizes sob estresse salino é
uma forma de reter ions toxicos neste 6rgao, controlando sua translocagao para a
parte aérea (CASSANITI et al., 2009).

Os estresses por ABA, AS, ferimento e térmico, ndo promoveram
diferengas significativas dentro dos niveis de ploidia. Para ABA e AS, sugere-se
aumentar a concentragdo e também realizar estudos em correlagdo a estresses
abidticos, promovendo tolerancia, participando da regulagao de processos fisioldgicos
como a sintese de proteinas, transpiragao e fotossintese (MUTLU et al., 2016; KHALIL
et al., 2018).

Segundo Sato et al., (2001), a aplicagdo exdégena de ABA pode estar
envolvida no controle do desenvolvimento. Os autores observaram, em mandioca,
reducdo do comprimento da parte aérea, tamanho e niumero das raizes, perda de
folhas iniciais e menor numero de folhas, na presenca de ABA, sob diferentes
concentragcbes de acido abscisico (0,1, 1 e 10 mg/L) e Cultura de raizes de Salvia
miltiorrhiza sob concentracbes de 2% PEG e 200 uM de ABA, reduziram
significativamente o crescimento e aumentaram a producéo de tanshinona, oriunda
do metabolismo secundario (YANG et al., 2012).

A aplicacéio foliar de AS (10-° M) em Catharanthus roseus reduziu o efeito
prejudicial da salinidade no crescimento das plantas (50, 100 e 150 mM de NaCl)
(IDREES et al., 2011). Para erva-doce em condigdes de campo (HASHMI et al., 2012),
o crescimento da parte aérea e raizes, além do peso fresco das plantas foi aumentado,
quando borrifado com solugdo contendo 100 pM de AS exdégeno nas folhas,
associando seus efeitos regulatérios na divisao celular.

Ja para ferimento e térmico, sugere-se aumentar o tempo de exposi¢ao aos
estresses. O ferimento em Arabidopsis thaliana foi aplicado a cada 12 horas, durante
um total de quatro dias e oito feridas por planta. Observaram que apés o ferimento,
houve realocacdo de jasmonato enddgeno através do floema, provocando alteragao
nas raizes (SCHULZE et al., 2019). Plantas de Stevia rebaudiana foram cultivadas in
vitro e incubadas a 5°C durante o periodo de 30 dias, aumentando a massa e a area
foliares (HAJIHASHEMI et al., 2018).

Para a maioria das variaveis de crescimento analisadas de todos os

estresses abidticos aplicados e entre os niveis de ploidia, os acessos poliploides,
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principalmente o tetraploide, evidenciaram maior vigor e tolerancia quando
comparados ao acesso diploide, na auséncia e/ou presenca dos estresses. Sabe-se
que as plantas poliploides podem apresentar uma maior tolerancia, tendo mais
sucesso do que seus parentais diploides na colonizagcéo e perpetuacdo em novos
ambientes, sendo eles antropizados ou que apresentem estresses bidticos e/ou
abioticos. (STEBBINS, 1971; SOLTIS e SOLTIS, 2000; SOLTIS et al.,, 2010;
IANNICELLI et al.,, 2020). Assim, a duplicacdo genbmica promove vantagem
adaptativa e efeito de tamponamento genético (SOLTIS et al., 2010; RAMSEY, 2011,
BEEST ET AL., 2012; HOLLISTER, 2014; SHMEIT et al., 2020). Autopoliploides
podem apresentar maior vigor quando comparados aos diploides, devido ao aumento
do material genético nas células e, como consequéncia, o tamanho dos 6rgéos e de
toda a planta pode ser aumentado (LAVANIA, 2013; IANNICELLI et al., 2020).

Em poliploides de citrus sob 50 mM de NaCl (SALEH et al., 2008) e sorgo
sob 150 mM NaCl (CECCARELLI et al., 2006), foi observada maior tolerancia a altas
concentracbes de sal, como resposta adaptativa ao estresse. Tu et al. (2014)
observaram em arroz cultivado in vitro que o tetraploide apresentou um crescimento
da raiz mais rapido e maior que o diploide, sugerindo que a poliploidia pode influenciar
no aumento da tolerancia ao estresse salino (150 mM NaCl). Em poliploides induzidos
de Coccinia palmata e Lagenaria sphaerica com limitagdo hidrica de rega,
apresentaram maior resisténcia a seca em comparagao com as plantas diploides
parentais (NTULI e ZOBOLO, 2008).

Além de influenciar no crescimento, estresses abidticos desencadeiam uma
resposta por EROs que danificam as células. Para evitar os danos causados pela
interacdo dos mesmos com o DNA, proteinas e lipidios, promovem sinalizacéo e
produgdo de componentes enzimaticos como a catalase, peroxidase, entre outros
(KAUR e ASTHIR, 2015; CHOUDHURY et al., 2017) e ndo enzimaticos, como o
aminoacido prolina, com alto poder redutor, podendo também manter a homeostase
celular da 4gua (osmoprotetor) (MORENO-GALVAN et al, 2020).

O estresse salino provocou aumento da produgao de ascorbato peroxidase
e peroxido de hidrogénio para o acesso diploide. Além disso, para 0 mesmo acesso,
os estresses salino e hidrico promoveram aumento de catalase e salino e térmico

provocaram aumento de peroxidase, evidenciando que as enzimas antioxidantes
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desempenham importante papel no controle do estresse oxidativo e adaptagao aos
estresses para o acesso diploide, sugerindo plasticidade fisioldgica.

O cloreto de soédio acumulado, leva a uma diminuicao da atividade dos
estdbmatos e da cadeia transportadora de elétrons, causando excesso de espécies
reativas de oxigénio (SHELKE et al., 2019). Em soja a 100 mM NaCl (SHELKE et al.,
2019) e grao-de-bico (25, 50 e 100 mM NaCl) (RASOOL et al., 2013), também houve
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, sugerindo presenga de estresse
oxidativo e tentativa de controle para o mesmo. Ja o estresse hidrico por PEG, resulta
em alteragdes osmaticas e limitagao hidrica, proporcionando a formacédo de EROs.
Razavizadeh et al., (2019), também observaram aumento na producdo de enzimas
antioxidantes em tomilho sob estresse hidrico (4%).

Os mecanismos de defesa contra o estresse térmico (baixas
temperaturaas) sdo complexos, no entanto, sabe-se que um dos principais é o sistema
antioxidante (MUTLU et al., 2016). Em cevada, também foi observado aumento da
atividade de POX sob estresse por baixas temperaturas (7/5°C) (MUTLU et al., 2016)
e em fava a 2°C (ZHOU et al., 2018) e Stevia a 5°C (HAJIHASHEMI et al., 2018),
observou-se o mesmo, corroborando com os resultados encontrados a 4°C.

Os estresses salino, hidrico e ferimento, diminuiram a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il no acesso triploide. A acumulacdo de EROs pode levar
ao estresse oxidativo no processo fotossintético (RAZAVIZADEH et al., 2019). Além
disso, para o acesso diploide também houve redugao da eficiéncia fotoquimica so
fotossistema Il sob estresse térmico.

A diminuigao da eficiéncia fotoquimica do FSIlI € um indicativo de estresse
(ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Plantas de ricula a 100 mmol/L NaCl (HNILICKOVA
et al., 2017) e arroz a 50, 100, 150 mM NaCl (TSAI et al., 2019) sob estresse salino,
também apresentaram diminuicdo da eficiéncia fotoquimica do FSII. Plantas de
Arabidopsis thaliana cultivadas em estufa, foram regadas com 15% de PEG-6000 e
foram realizadas analises da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, onde
observaram diminuigdo sob estresse (GURURANI et al., 2017). Sabe-se que a ferida,
como fator de estresse, leva a producao de radicais livres e pode afetar a eficiéncia
fotossintética (LUKASZUK et al., 2017; LI et al., 2018). O ferimento mecéanico em
Arabidopsis thaliana, também causou diminuigdo da razdo Fv/Fm (LUKASZUK et al.,

2017). Em Stevia rebaudiana, a 5 £ 1°C por 30 dias, houve diminui¢do do rendimento
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quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) em todas as cultivares (HAJIHASHEMI et
al., 2018).

Para os demais estresses e niveis de ploidia, onde nao ha efeito
significativo observado, sugere-se tolerancia para os processos bioquimicos e
fisiologicos. Como exemplo, os estresses por ABA e AS aplicados, que para testar os
efeitos de horménios exdégenos em L. alba in vitro, sugere-se aumentar a
concentracdo dos mesmos. No entanto, o acido salicilico, foi capaz de ativar a sintese
de enzimas antioxidantes, sendo eficaz no ajuste osmaético, como foi observado em
arroz cultivado em hidroponia e solo (0.5 e 1 mmol/L de AS) por Sohag et al., (2020)
e trigo cultivado em vasos, sob 5 e 10 mM de AS pulverizados (SAHU e SABAT, 2011).
Em Triticum aestivum cultivado em vasos, concentragdes de ABA (0,5 e 1,0 mM) e SA
(1,0 e 2,0 mM) foram pulverizadas, sendo que ambas aumentaram as atividades de
ascorbato peroxidase, catalase, entre outros, em comparacdo com plantas controle
nao pulverizadas (AGARWAL et al., 2005).

O acumulo de prolina € uma resposta de ajuste osmotico e redutor,
mantendo as estruturas subcelulares seguras da oxidagdo, que pode ocorrer com o
acumulo de radicais livres devido & aplicacdo de estresse (MORENO-GALVAN et al.,
2020). Os estresses hidrico e ABA promoveram o aumento de prolina para todos os
niveis de ploidia. Além disso, o estresse por AS, aumentou o teor de prolina para o
acesso tetraploide. Para ambos os resultados, sugere-se algum nivel de ajuste
osmaético ou aumento de EROs. Sabe-se que o PEG induz estresse osmoético e,
portanto, aumenta o teor de prolina (osmoprotetor) (RAZAVIZADEH et al., 2019). Em
feijao-caupi (ZEGAOUI et al., 2017) e Salvia nemerosa (BAYAT e MOGHADAM, 2019)
o estresse hidrico por interrupcéo de rega procovou aumento do teor de prolina.

De maneira geral, ambos os estresses aplicados promoveram menor teor
de prolina para os poliploides quando comparados ao acesso diploide, na auséncia
de estresse, sugerindo maior tolerancia, o mesmo ocorreu para poliploides sob os
estresses hidrico (Fv/Fm), ABA (APX, POD e peréxido de hidrogénio), ferimento (APX,
peroxidagao lipidica e peroxido de hidrogénio) e térmico (APX), em que apresentaram
menor producdo das variaveis analisadas, quando comparados aos acesso diploide.

Isso pode evidenciar, mais uma vez, que os poliploides tém seu
metabolismo menos influenciado por estresses abidticos. A duplicagdo gendbmica nao

leva necessariamente ao aumento da producdo de metabdlitos idénticos aos
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presentes no diploide. Sabe-se que poliploides podem apresentar maior diversidade
de enzimas e outros metabdlitos, quando comparados ao diploide, devido a mudancgas
complexas em rotas bioquimicas e fisiolégicas (LOPEZ-PUJOL et al., 2004; BADUEL
et al., 2018; IANNICELLI et al., 2020).

A peroxidacao lipidica ndo apresentou alteracdo sob todos os estresses
aplicados, o que pode ser consequéncia da maior atividade antioxidante, protegendo
a membrana celular (GOLKAR e TAGHIZADEH, 2018).

O metabolismo secundario também pode apresentar modulagao (LUCHO
et al., 2019; OLIVEIRA et al.,, 2019). O acesso diploide apresentou aumento da
expressao relativa a LIST e GDS como resposta ao estresse salino. O acesso triploide
apresentou aumento da expressao génica relativa de LIS7 sob estresse hidrico,
assim, o PEG permitiu aumentar a producédo de linalol frente a restricdo hidrica.
BATISTA et al., (2016), observaram aumento da expressao relativa de geraniol em
acessos diploide e triploide de L. alba. Além disso, observaram aumento de
linalol/nerolidol em acesso ftriploide de L. alba, quando estressados por diferentes
concentracdes de COo..

O acesso tetraploide evidenciou uma redugdo na expressao relativa ao
gene LIS1 sob estresse hidrico e por acido salicilico. Como o acesso tetraploide
produz majoritariamente o composto citral, esses resultados evidenciam que a
producao de linalol pelo mesmo, nao foi alterada pelas condigcbes de cultivo,
mantendo-se em niveis baixos mesmo sob estresse. Em Ginkgo biloba, solugao
borrifada com diferentes concentragées de AS (0.5, 1, e 2 mmol/L), promoveram
modulagao da expressao de genes envolvidos na via biossintética de terpeno-lactona,
aumentando sua producéo (YE et al., 2020).

No entanto, para o gene GDS sob estresse térmico, o acesso tetraploide
apresentou maior expressao quando comparado ao acesso diploide. Os poliploides
podem apresentar complexidade de redes regulatorias de genes sob variagdes
ambientais (IANNICELLI et al., 2020) e modulagao de 6leo essencial (SHAKYA et al.,
2019), tornando dificil a interpretagao de relagdes diretas entre a expressao de genes
e os componentes do metabolismo secundario (LAVANIA et al., 2012).

Sabe-se que em condi¢cdes ndo estressantes, as plantas produzem 6leos
essenciais constitutivamente (BATISTA et al., 2017a) em pequenas quantidades,

corroborando os dados encontrados quando o estresse nao foi aplicado no presente
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trabalho e também quando néo foi possivel observar diferengas significativas para os
niveis de ploidia sob os estresses salino (triploide e tetraploide para os genes LIS7 e
GDS), hidrico (diploide para o gene LIS1 e todos os niveis de ploidia para o gene
GDS), acido abscisico (todos os niveis de ploidia para os genes LIS1 e GDS), acido
salicilico (diploide e triploide para o gene LIS1 e todos os niveis de ploidia para o gene
GDS), ferimento (todos os niveis de ploidia para os genes LIS1 e GDS), térmico (todos
os niveis de ploidia para os genes LIS1 e GDS).

Outros estudos também identificaram baixos niveis de expressao génica
relacionados a biossintese de terpenos quando as amostras ndo estavam sob
estresse (LIU et al., 2017; NIE et al., 2018). Apesar de ocorrer duplicagdo genémica
nos poliploides, n&o significa que a expressao dos genes € necessariamente maior,
devido a complexidade de redes regulatorias, as mudangas epigenéticas e a
compensagao de dosagem génica (IANNICELLI et al., 2020).

A biossintese de terpenos esta sob controle genético e ambiental, sendo
regulados por diferentes fatores de transcricdo que afetam o fluxo metabdlico
(BROECK et al., 2017; GUERRIERO et al., 2018; NIE et al., 2018; VALIFARD et al.,
2018; SHAKYA et al., 2019). Os estresses salino, hidrico e horménios exégenos (ABA
e AS), provocaram alteragdes no perfil majoritario do 6leo essencial no acesso triploide
de L. alba, promovendo aumento do teor de linalol, evidenciando a possibilidade de
se modular de forma induzida a produgao desse composto. O aumento sob estresse
hidrico, foi corroborado pela expressao relativa ao gene LIS1, sugerindo que o acesso
triploide produziu e acumulou linalol como resposta a um longo periodo de restricao
hidrica (40 dias) e apresentou maior plasticidade genética e quimica.

O aumento de linalol ja foi relatado em estudos anteriores para a espécie,
sob estresse salino (60 mM de NaCl) (CASTRO et al., 2020b), déficit hidrico (1, 2 e
3% de PEG-4000) (CASTRO et al., 2020a) e fotoperiodo (CASTRO et al, 2019). Além
disso, também foi encontrado aumento no teor de linalol sob estresse salino para
tomilho (ZRIG et al., 2019).

Sob 200 uM de ABA exogeno, para Salvia (YANG, SHENG, DUAN, 2012),
houve aumento na biossintese de tanshinonas. Acredita-se que as vias MVA e MEP,
as mesmas vias de producdo de terpenos, como o linalol, estejam envolvidas na
biossintese desse composto. Em Ajowan, 50 uM de &cido abscisico exdgeno,
aumentou o teor de 6leo essencial produzido (GHASSEMI-GOLEZANI, GHASSEMI,
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SALMASI, 2018). Aplicando diferentes concentragdes de AS com borrifador (2.5, 5,
10 e 20 mM), em Lippia citriodora (2.5, 5, 10 e 20 mM), ocorreu aumento do teor de
alguns compostos e reduziram o teor de outros, revelando a possibilidade de modular
a constituicao de seu 6leo essencial utilizando esse horménio exégeno (NOURAFCAN
et al., 2014).

No entanto, para todos os niveis de ploidia (estresses por ferimento e
térmico) e acessos diploide e tetraploide (estresses salino, hidrico, ABA e AS), n&o
houve diferenca significativa nos teores de linalol. Além disso, o teor de citral
permaneceu o mesmo para todos os niveis de ploidia sob os estresses aplicados,
sugerindo os mesmos ndo promoveram acumulo do composto em suas folhas. Dessa
forma, o aumento da expressao relativa aos genes LIS7T e GDS sob estresse salino,
nao alterou o teor de citral para o acesso diploide. Sabe-se que a expressao de genes
pode nao estar diretamente relacionada ao teor do componente majoritario do
metabolismo secundario (LAVANIA et al., 2012), corroborando os resultados
encontrados onde nao houve relagao observada entre o gene LIS7 e teor de linalol e
0 gene GDS e teor de citral.

Na presencga de estresse por ABA, foi possivel observar maior produgao de
citral para o acesso diploide quando comparado ao tetraploide, sugerindo que o
diploide foi mais reativo ao estresse. Ja sob estresse por AS, o acesso tetraploide
apresentou maior producgao de citral quando comparado ao acesso diploide. Sugere-
se assim, que o estresse promoveu alteracdes no teor de citral quando comparados
0s niveis de ploidia.

No entanto, na auséncia dos estresses por AS, hidrico e ferimento, foi
possivel observar maior produgao de citral pelo acesso tetraploide quando comparado
ao diploide. Sabe-se que modulagdes nos perfis metabodlicos de plantas poliploides,
pode ser resultado de alteragcbes nas rotas de biossintese dos compostos volateis
(FASANO et al., 2016), devido ao aumento de vigor, crescimento e duplicagédo
gendmica (LAVANIA et al., 2012; IANNICELLI et al., 2016, 2020; SHMEIT et al., 2020).

Como os monoterpenos séo sintetizados em plastideos, sua producao
pode competir com a fotossintese e o desenvolvimento (BATISTA et al., 2016b),
corroborando os dados anteriores, no presente trabalho, nos quais os acessos

diploide e triploide aumentaram a biossintese de monoterpenos, com redugédo do
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crescimento e diminuigao da eficiéncia fotoquimica do FSII, sob os estresses salino e
hidrico, respectivamente.

Estudos recentes sugerem o uso de genes de referéncia em condigcbes
experimentais diferentes. Sdo genes que atuam de modo constitutivo, capazes de
manter sua expressao estavel e importantes para a acuracia da expressao génica por
RT-gPCR (SHUKLA et al., 2019; WANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2019; ZHANG et
al., 2020). Deste modo, foram avaliados seis diferentes genes candidatos por quatro
ferramentas (BestKeeper, NormFinder, geNorm, e RefFinder) com algaritmos
diferentes de analise. Em L. alba, espécie medicinal e com potencial econdmico
devido a produgao majoritaria de linalol e citral, observou-se modulagao na expressao
génica relacionada a via biossintética destes monoterpenos sob estresses abidticos
(BATISTA et al., 2016a, 2017b; CASTRO et al, 2019, 2020a, 2020b), como também
observado, no presente trabalho (ver capitulo anterior).

O gene para a enzima NADH desidrogenase, foi identificado como o gene
mais estavel, em geral, pelos algoritmos de analise e, portanto, o mais recomendado
para uso como gene de referéncia sob os estresse salino, hormodnios exdgenos (ABA
e AS), ferimento e térmico. O gene NADH, participa da via ciclica da cadeia de
transporte de elétrons em torno do fotossistema | em diferentes espécies de plantas
(STORTI et al., 2020). Este gene, também foi considerado um dos mais apropriados
como gene de referéncia para o dendezeiro sob estresse bidtico (KWAN et al., 2016).

O gene TUB (a-tubulina), codifica uma proteina associada ao reticulo
endoplasmatico e foi o gene considerado mais estavel sob estresse hidrico com uso
de polietilenoglicol (PEG-4000) para o acesso diploide de L. alba. O gene aTUB (a-
tubulina), também foi considerado um dos mais apropriados como gene de referéncia
para a cana-de-agucar sob restricdo hidrica (SILVA et al., 2014). Considerando-se a
classificagdo geral das ferramentas utilizadas, este gene foi diferente daquele
recomendado para os demais estresses avaliados para quais o gene NADH mostrou-
se mais estavel. Dessa forma, corrobora-se a informacao de que um gene expresso
sob uma condi¢ao experimental, pode nao ser expresso da mesma forma sob outra
(BATISTA et al., 2019a).

O gene CIT foi considerado o gene menos recomendado sob os estresses
hidrico e por acido abscisico para o acesso diploide de L. alba, de acordo com a

classificagdo geral. Para o pinhdo chinés, esse gene também foi considerado menos
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estavel sob estresse hidrico, utilizando PEG-6000 (CHEN et al., 2019). Por outro lado,
o gene CIT foi o mais recomendado para analisar comparativamente trés niveis de
ploidia em L. alba, diploide, triploide e tetraploide, podendo ser utilizado para a analise
da expressao génica das vias biossintéticas de monoterpenos de ambos os niveis de
ploidia por RT-gPCR (LOPES, 2019). Este resultado foi corroborado também, pelas
analises anteriores da expressao de genes relacionados a via de biossintese de
monoterpenos no presente trabalho, quando se comparou as trés ploidias sob
diferentes estresses abidticos. Além disso, o gene CIT esta entre os trés primeiros
genes na classificagdo para os estresses salino (BestKeeper e GeNorm) e térmico
(Bestkeeper, GeNorm e NormFinder), apresentando niveis aceitaveis para uso.

Os genes ELONG; G6i e TUB, foram considerados menos estaveis para os
estresses salino e acido salicilico; acido abscisico e térmico, respectivamente, de
acordo com a classificagdo geral das ferramentas de analise. Dessa forma, esses
genes podem mascarar a expressao de genes-alvo em fungdo da modulagéo das vias
biossintéticas sob diferentes condi¢des ambientais (BATISTA et al., 2019a; LIU et al.,
2020).

Além de NADH ser o gene de referéncia mais recomendado sob a maioria
dos fatores abidticos testados para o estresse salino, hormdnios exdgenos (ABA e
AS), ferimento e térmico, aplicados in vitro, a analise de expressao relativa corrobora
estes resultados, pois, com excegao ao estresse por acido salicilico, houve diferenca
de expressao relativa do gene-alvo quando normalizado pelo gene mais estavel e o
gene menos estavel. O mesmo ocorreu quando a expressao relativa ao gene RNApol
foi normalizada com gene mais recomendado (TUB) e o menos estavel (CIT), para o
estresse hidrico. Sugere-se assim, utilizar o gene NADH (estresse salino, horménios
exdégenos, ferimento e térmico) e o gene TUB (estresse hidrico) para normalizar a
expressdo génica em diploides de L. alba. Destaca-se que o gene menos
recomendado, pode ndo evidenciar uma expressao eficiente, podendo mascarar e
causar variagcao na expressao de genes-alvo (BATISTA et al., 2019b; LIU et al., 2020).

Este é o primeiro estudo de genes de referéncia para diploide de L. alba
sob diferentes condi¢des de estresse abidtico. Assim, o conhecimento gerado neste
trabalho sera util para posteriores estudos de expressao génica por RT-qPCR para a

espécie em resposta a fatores ambientais.
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10 CONCLUSOES

Observou-se variagdes provocadas pelos diferentes estresses, para os trés
niveis de ploidia de Lippia alba. O estresse salino e o estresse hidrico,
provocaram maior plasticidade morfoldgica, genética e quimica, quando

comparados aos demais estresses abidticos.

As respostas aos estresses abidticos evidenciaram que, os poliploides, de
forma geral, apresentaram maior vigor e tolerancia, quando comparados ao

acesso diploide, possivelmente devido ao efeito de tamponamento genético.

Os resultados em conjunto demonstraram que, estresses abidticos sao
capazes de influenciar na morfofisiologia e expressao génica, assim como
modular a producéo de Oleos essenciais em Lippia alba, contribuindo para o
conhecimento da via biossintética de monoterpenos e, abrindo novas

possibilidades de uso e melhoramento da espécie.

Na tentativa de contribuir para otimizar futuros estudos da expressao de genes
de interesse comercial em L. alba, dentre os genes de referéncia candidatos
para as condicoes de estresses abidticos aos quais o acesso diploide foi
submetido, o gene NADH foi considerado o mais recomendado para os
estresses salino, hormonios exogenos (ABA e AS), ferimento e térmico. O gene
TUB, apresentou maior estabilidade sob estresse hidrico. Assim, ambos os
genes proporcionardo uma resposta mais acurada para a expressao de genes-

alvo com a técnica de RT-qPCR em Lippia alba.
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APENDICE A - Quadro comparativo

Quadro 1- Quadro comparativo para os estresses salino, estresse hidrico, horménios exdégenos (ABA
e AS), ferimento e temperatura (4°C), entre os tratamentos dos acessos diploide (2x), triploide (3x) e
tetraploide (4x) e entre ploidias (2x e 3x; 2x e 4x) de L. alba, cultiva in vitro por 40 dias. +: diferenga; -:

auséncia de diferenga.

Salino (60 mMNacCl)

2x vs 3x

2x vs 4x

Crescimento

+

Enzimas

Razao Fv/IFm

+| 4]+

Prolina

Expresséo génica LIS1

+

Expresséo génica GDS

Teor de linalol

Teor de citral

Estresse hidrico (1% PEG)

Crescimento

Enzimas

Razao Fv/IFm

Prolina

Expresséo génica LIS1

Expresséo génica GDS

Teor de linalol

Teor de citral

Acido abscisico (10 uM)

2x vs 3x

2x vs 4x

Crescimento

Enzimas

Razéao Fv/IFm

Prolina

Expresséo génica LIS1

Expressao génica GDS

Teor de linalol

Teor de citral

Acido salicilico (10 pM)

2x vs 3x

2x vs 4x

Crescimento

+

Enzimas

Razao Fv/IFm

Prolina

+| +

Expresséo génica LIS1

Expresséao génica GDS

Teor de linalol

Teor de citral

+

Ferimento

2x vs 4x

Crescimento

Enzimas

Razao Fv/IFm

Prolina
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Expressao génica LIS1

Expresséo génica GDS

Teor de linalol

Teor de citral - - - - +
Temperatura (4°C) 2x 3x 4x 2x vs 3x 2x vs 4x
Crescimento - - - + ¥
Enzimas + - - + +
Razéo Fv/Fm + - - + ¥
Prolina - - - + +
Expresséao génica LIS1 - - - -
Expresséo génica GDS - - - - +

Teor de linalol

Teor de citral

APENDICE B - Graficos BestKeeper, GeNorm, NormFinder
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APENDICE C - Graficos RefFinder
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