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CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE ENDOFITICA
RADICULAR DE Hyptis marrubioides Epling, POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO E PERFIL QUIMICO INDUZIDO POR ESSA
COMUNIDADE EM PLANTULAS MICROPROPAGADAS

Autora: Luciana Cristina Vitorino

Orientador: Prof. Dr. Fabiano Guimaraes Silva
RESUMO

A Lamiaceae Hyptis marrubioides Epling € uma espécie medicinal que ocorre no
Cerrado brasileiro. N&o existem dados sobre a microbiota endofitica dessa planta, nem
sobre a utilizacdo de mecanismos elicitores, no sentido de estimular seu metabolismo.
Este trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar linhagens endofiticas do sistema
radicular dessa planta. Para isso, fragmentos de raiz grossa e fina foram coletados para
diafanizacdo e desinfestacdo supercial para o isolamento de endofiticos em meio BDA.
Ao 10° dia de incubacédo, foi obtida a Taxa de Colonizacdo (TC) dos fragmentos e
bactérias e fungos foram purificados e mantidos em meio de cultura sob refrigeracao.
As bactérias foram caracterizadas parcialmente por coloracdo de Gram e teste de
catalase. Os fungos foram identificados observando-se e diferenciando-se as estruturas
reprodutivas pela técnica de microcultivo com auxilio de um microscépio e chaves de
identificacdo. Observando-se fragmentos de raizes diafanizados, constatou-se a presenca
de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e fungos endofiticos dark septados (DSES)
nas raizes finas e grossas de Hyptis marrubioides Epling. A TC de endofiticos foi mais
expressiva nos fragmentos de raiz grossa, sendo que nos dois tipos de raizes, o
percentual de bactérias foi superior ao de fungos. Bactérias gram positivas e catalase
positivas representaram a maioria dos isolados bacterianos, predominando a forma de

bacilo. Do total de isolados fungicos, a maioria apresentou micélio esporulante e foi
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constatada a ocorréncia dos géneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e
Papulaspora. Os isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epl. foram caracterizados
com relacdo a sua capacidade de solubilizar CaHPO,4, em meio GELP e FePO,4, em
meio de Reyes. Foram caracterizados também, quanto a capacidade de biossintetizar
Acido Indolacético (AIA) em meio GYBS (enriquecido com triptofano). Foram
analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens flangicas. Do total de
microrganismos testados, 20% formaram halos de solubilizacdo de CaHPO,, sendo
todos, bactérias. Contudo, essa solubilizacdo foi de nivel baixo. Um percentual de
66,6% dos microrganismos testados atingiram alto indice de solubilizacdo de FePO,,
sendo que entre os fungos, todos solubilizaram esse fosfato. No que se refere a
biossintese de AIA, 50% das bactérias sintetizaram esse composto. Do ponto de vista
biotecnologico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto
potencial de solubilizacdo de FePO, e produgdo de AIA. Os testes de elicitacdo
avaliaram a resposta metabolica de microplantas de Hyptis marrubioides Epling a
inoculacdo de quatro isolados endofiticos bacterianos e trés fungicos, utilizados como
elicitores bioticos. Esta resposta foi comparada a de plantas de Hyptis marrubioides Epl.
crescidas em condicBes ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofiticas
testadas e os trés fungos, se comportaram como patdgenos. As bactérias provocaram
sintomas de murcha, queda foliar e escurecimento radicular, enquanto os fungos
provocaram apenas murcha. Os extratos vegetais das amostras foram avaliados por
CLAE-DAD e CG/EM. As andlises de CLAE, revelaram duas bandas cromatogréficas
majoritarias, sendo uma correspondente ao flavonoide quercetina -7-O-glicosideo e
outra correspondente a um 4&cido clorogénico, conhecido como é&cido 3,4-O-
dicafeoilquinico. Foi detectado nas microplantas, baixa concentracdo do flavonodide,
qguando comparadas a planta ex vitro. O tratamento com o fungo Fusarium sp. foi o
mais eficiente em estimular a biossintese de acido clorogénico. As analises com CG/EM
mostraram em geral, uma alta diversidade de ésteres metilicos de &cidos graxos, sendo
que alguns metabdlitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno s6 apareceram nos
tratamentos em que houve elicitacdo. Além disso, o metabolito heptametil-hexadeceno
foi biossintetizado, especificamente em tratamento com bactéria em contraste com 4-
noneno-1-ol; 14-Heptadecenal, cloreto de 9,12-Octadecadienoila, e 1,1'-Biciclopentil, 2-

hexadecil, detectados apenas nos tratamentos com fungos.
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CHARACTERIZATION OF THE ROOT ENDOPHYTIC
COMMUNITY OF Hyptis marrubioides Epling,
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL AND CHEMICAL PROFILE
INDUCED BY THIS COMMUNITY IN MICROPROPAGATED
SEEDLINGS.

Author: Luciana Cristina Vitorino

Adviser: Prof. Dr. Fabiano Guimarées Silva
ABSTRACT

The Lamiaceae Hyptis marruboides Epling is a medical specie that appears in the
Brazilian “Cerrado”. There are not data about the endophytic microbiota of this plant,
not even about the use of elicitors mechanisms, to stimulate its metabolism. This work
had as aim to isolate and characterize endophytic lineages in the root system of this
plant. For this, fragments of thick and thin root were collected for diaphanization and
superficial disinfecting to isolate endophytics in a BDA environment. By the tenth day
of incubation, it was gotten the Colonization Rate (TC in Portuguese) of the fragments,
and bacteria and fungi were partly purified by Gram coloring and catalase test. The
fungi were identified by observing and differentiating the reproductive structures using
the microculture technique with the help of a microscope and identification keys.
Observing the diaphanized root fragments, was found the presence of arbuscular
mycorrhizal fungi (FMAs) and endophytic dark septate (DSEs) on the thick and thin
roots of Hyptis marrubioides Epling. The TC (Colonization Rate) of endophytics was
more expressive in the fragments of thick root, on which in both kinds of roots, the
percentage of bacteria was superior to the percentage of fungi. Gram positive bacteria
and catalase represented the most of bacterial isolates, prevailing the bacillus shape.
From the amount of fungal isolated, most of them presented spore mycelium and was
found the occurrence of the genders Penicillium, Fusarium, Trichoderma and
Papulaspora. The endophytic isolates of Hyptis marrubioides Epling were
characterized related to their capacity of solubilize CaHPO, in a GELP environment and
FePQ, in a Reyes way. They were characterized also, by their capacity of biosynthesize
Indoleacetic acid (AIA in Portuguese) in GYBS (enriched with tryptophan)
environment. 42 bacterial lineages and six fungal lineages were analyzed. From the
amount of tested microorganisms, 20% formed halos of solubilization of CaHPO,,

being all of them, bacteria. However, this solubilization was of a low level. A



19

percentage of 66.6% of the tested microorganisms reached a high level of solubilization
of FePO,, and among the fungi, all of them solubilized their phosphate. Referring to the
biosynthesis of AIA, 50% of the bacteria synthesized this compound. From the
biotechnological point of view, the lineages RG9, RG24 and RF18 were highlights
because they showed high solubilization potencial of FePO,4 and production of AlA.
The elicitation tests evaluated the metabolic answer of microplants of Hyptis
marrubioides Epling to the inoculation of four isolated endophytic and three fungal,
used as biotic elicitors. This answer was compared to the answer of plants of Hyptis
marrubioides Epling grown in ex vitro conditions. In the in vitro system, two of the
tested endophytic bacteria and the three fungi, behaved as pathogens. The bacteria
provoked symptoms of wilt, foliar fall and darkening, while the fungi provoked only
wilt. The vegetal excerpts of the samples were evaluated by CLAE-DAD and CG/EM.
The analysis of CLAE showed two major chromatographic bands, one of them
corresponding to the flavonoid quercetin -7-O-glycoside and another one corresponding
to a chlorogenic acid , known as acid 3,4-O-dicaffeoylquinic. It was detected in the
microplants, a low concentration of the flavonoid, when compared to the plant ex vitro.
The treatment with the fungus Fusarium sp. was the most efficient in stimulates the
biosynthesis of chlorogenic acid. The analysis with CG/EM showed, in general, a high
diversity of methyl esters of fatty acids, and some of them metabolic, such as 7-
Tetradecine and neofitadien just appeared on the treatments where the elicitation
happened. Besides, the heptametil-hexadecane was biosynthesized, specifically in
treatment with bacterium in contrast with 4-noneno-1-ol; 14-Hepatadecane, chloride of
9,12-Octadecadienoila, and 1,1’-Biciclopentil, 2-hexadecil, detected only in the

treatment with fungi.
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constatada a ocorréncia dos géneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e
Papulaspora. Os isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epl. foram caracterizados
com relacdo a sua capacidade de solubilizar CaHPO,4, em meio GELP e FePO,4, em
meio de Reyes. Foram caracterizados também, quanto a capacidade de biossintetizar
Acido Indolacético (AIA) em meio GYBS (enriquecido com triptofano). Foram
analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens flangicas. Do total de
microrganismos testados, 20% formaram halos de solubilizacdo de CaHPO,, sendo
todos, bactérias. Contudo, essa solubilizacdo foi de nivel baixo. Um percentual de
66,6% dos microrganismos testados atingiram alto indice de solubilizacdo de FePO,,
sendo que entre os fungos, todos solubilizaram esse fosfato. No que se refere a
biossintese de AIA, 50% das bactérias sintetizaram esse composto. Do ponto de vista
biotecnologico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto
potencial de solubilizacdo de FePO, e produgdo de AIA. Os testes de elicitacdo
avaliaram a resposta metabolica de microplantas de Hyptis marrubioides Epling a
inoculacdo de quatro isolados endofiticos bacterianos e trés fungicos, utilizados como
elicitores bioticos. Esta resposta foi comparada a de plantas de Hyptis marrubioides Epl.
crescidas em condicBes ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofiticas
testadas e os trés fungos, se comportaram como patdgenos. As bactérias provocaram
sintomas de murcha, queda foliar e escurecimento radicular, enquanto os fungos
provocaram apenas murcha. Os extratos vegetais das amostras foram avaliados por
CLAE-DAD e CG/EM. As andlises de CLAE, revelaram duas bandas cromatogréficas
majoritarias, sendo uma correspondente ao flavonoide quercetina -7-O-glicosideo e
outra correspondente a um 4&cido clorogénico, conhecido como é&cido 3,4-O-
dicafeoilquinico. Foi detectado nas microplantas, baixa concentracdo do flavonodide,
qguando comparadas a planta ex vitro. O tratamento com o fungo Fusarium sp. foi o
mais eficiente em estimular a biossintese de acido clorogénico. As analises com CG/EM
mostraram em geral, uma alta diversidade de ésteres metilicos de &cidos graxos, sendo
que alguns metabdlitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno s6 apareceram nos
tratamentos em que houve elicitacdo. Além disso, 0 metabdlito heptametil-hexadeceno
foi biossintetizado, especificamente em tratamento com bactéria em contraste com 4-
noneno-1-ol; 14-Heptadecenal, cloreto de 9,12-Octadecadienoila, e 1,1'-Biciclopentil, 2-

hexadecil, detectados apenas nos tratamentos com fungos.
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ABSTRACT

The Lamiaceae Hyptis marruboides Epling is a medical specie that appears in the
Brazilian “Cerrado”. There are not data about the endophytic microbiota of this plant,
not even about the use of elicitors mechanisms, to stimulate its metabolism. This work
had as aim to isolate and characterize endophytic lineages in the root system of this
plant. For this, fragments of thick and thin root were collected for diaphanization and
superficial disinfecting to isolate endophytics in a BDA environment. By the tenth day
of incubation, it was gotten the Colonization Rate (TC in Portuguese) of the fragments,
and bacteria and fungi were partly purified by Gram coloring and catalase test. The
fungi were identified by observing and differentiating the reproductive structures using
the microculture technique with the help of a microscope and identification keys.
Observing the diaphanized root fragments, was found the presence of arbuscular
mycorrhizal fungi (FMAs) and endophytic dark septate (DSEs) on the thick and thin
roots of Hyptis marrubioides Epling. The TC (Colonization Rate) of endophytics was
more expressive in the fragments of thick root, on which in both kinds of roots, the
percentage of bacteria was superior to the percentage of fungi. Gram positive bacteria
and catalase represented the most of bacterial isolates, prevailing the bacillus shape.
From the amount of fungal isolated, most of them presented spore mycelium and was
found the occurrence of the genders Penicillium, Fusarium, Trichoderma and
Papulaspora. The endophytic isolates of Hyptis marrubioides Epling were
characterized related to their capacity of solubilize CaHPO, in a GELP environment and
FePQ, in a Reyes way. They were characterized also, by their capacity of biosynthesize
Indoleacetic acid (AIA in Portuguese) in GYBS (enriched with tryptophan)
environment. 42 bacterial lineages and six fungal lineages were analyzed. From the
amount of tested microorganisms, 20% formed halos of solubilization of CaHPO,,

being all of them, bacteria. However, this solubilization was of a low level. A
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percentage of 66.6% of the tested microorganisms reached a high level of solubilization
of FePO,, and among the fungi, all of them solubilized their phosphate. Referring to the
biosynthesis of AIA, 50% of the bacteria synthesized this compound. From the
biotechnological point of view, the lineages RG9, RG24 and RF18 were highlights
because they showed high solubilization potencial of FePO4 and production of AlA.
The elicitation tests evaluated the metabolic answer of microplants of Hyptis
marrubioides Epling to the inoculation of four isolated endophytic and three fungal,
used as biotic elicitors. This answer was compared to the answer of plants of Hyptis
marrubioides Epling grown in ex vitro conditions. In the in vitro system, two of the
tested endophytic bacteria and the three fungi, behaved as pathogens. The bacteria
provoked symptoms of wilt, foliar fall and darkening, while the fungi provoked only
wilt. The vegetal excerpts of the samples were evaluated by CLAE-DAD and CG/EM.
The analysis of CLAE showed two major chromatographic bands, one of them
corresponding to the flavonoid quercetin -7-O-glycoside and another one corresponding
to a chlorogenic acid , known as acid 3,4-O-dicaffeoylquinic. It was detected in the
microplants, a low concentration of the flavonoid, when compared to the plant ex vitro.
The treatment with the fungus Fusarium sp. was the most efficient in stimulates the
biosynthesis of chlorogenic acid. The analysis with CG/EM showed, in general, a high
diversity of methyl esters of fatty acids, and some of them metabolic, such as 7-
Tetradecine and neofitadien just appeared on the treatments where the elicitation
happened. Besides, the heptametil-hexadecane was biosynthesized, specifically in
treatment with bacterium in contrast with 4-noneno-1-ol; 14-Hepatadecane, chloride of
9,12-Octadecadienoila, and 1,1’-Biciclopentil, 2-hexadecil, detected only in the

treatment with fungi.
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INTRODUCAO

Hyptis marrubioides Epling

A familia Lamiaceae pertence a ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo
cerca de 200 géneros e aproximadamente 3.200 espécies distribuidas em todo o mundo
(Botrel et al., 2010). Os géneros Salvia (500 espécies), Hyptis (350 espécies),
Scutellaria, Coleus, Plectranthus e Satachys (200 espécies), Nepeta (150) e Teucium
(100) possuem distribuicdo cosmopolita, embora as plantas destes géneros sejam
encontradas especialmente na regido do mediterraneo (Melendo et al., 2003).

O género Hyptis Jacq. (Lamiaceae) é de ampla ocorréncia na América Tropical
e alta diversidade morfoldgica, principalmente na regido do cerrado brasileiro (Willis &
Shaw, 1973; Harley, 1988). Nessa regido, a familia Lamiaceae é representada pela
subtribo Hyptidinae (Tribo Ocimeae) que mostra fortes padrGes de variacdo floristica e
taxonbmica, produzindo um grande numero de novas espécies (Almeida &
Albuquerque, 2002). H& relatos da ocorréncia de espécies extremamente diversas de
Hyptis no Cerrado brasileiro, muitas apresentando propriedades medicinais e relevancia
farmacéutica (Arrigoni-Blank et al., 2008; Coutinho et al., 2009).

As plantas desse género apresentam um aroma caracteristico, sendo algumas
espécies utilizadas no tratamento de infecgdes gastrointestinais, cdimbras, dores e no
tratamento de infeccbes de pele (Falcdo & Menezes, 2003). Sdo também importantes
fontes de constituintes bioativos com efeito antimicrobiano, citotdxico e inseticida
(Kuhnt et al., 1995). Estudos prévios tém comprovado outras atividades biol6gicas
relevantes tais como: atividades antiespasmadica, anti-inflamatoria (Di Stasi et al.,
1996), antiulcerogénica (Barbosa & Ramos, 1992), larvicida (Costa et al., 2005),

antidepressiva (Bueno et al., 2006), dentre outras.
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Hyptis marrubioides Epling € denominada vulgarmente hortel&-do-campo,
sendo considerada uma espécie medicinal do Cerrado (Rodrigues & Carvalho, 2001),
sobre a qual é crescente o interesse farmacoldgico. Os principais constituintes quimicos
encontrados em Hyptis marrubioides Epling, ao estudar a variabilidade quimica
presente no dleo volatil desta espécie em duas localidades da regido do Cerrado
brasileiro, foram cariofila-4(14),8(15)-dien-5p-ol, eudesma-4(15),7-dien-1p-ol, 6xido de

cariofileno e (B)-cariofileno (Sales et al., 2007).

Microrganismos endofiticos

As plantas no geral séo repletas de bactérias e fungos que colonizam suas
estruturas tanto externa, quanto internamente. Esses microrganismos fornecem novas
vias nutricionais e de defesa, influenciando nas rotas bioquimicas das plantas. Muitos
caracteres vegetais sdo mediados pela microbiota funcional, dessa forma, os
microrganismos podem influenciar os ecossistemas através de seus efeitos funcionais
sobre a dinamica populacional de seus hospedeiros. Esses efeitos sdo atualmente
chamados de tracdes funcionais (Friesen et al., 2011). Portanto, a simbiose entre
microrganismos e plantas é um fendmeno natural bem conhecido, e possui um
importante papel nas comunidades vegetais, afetando a colonizagdo, competicdo,
coexisténcia e dinamica dos nutrientes no solo (Pyrozynski & Hawksworthy, 1998;
Clay & Holah, 1999; Lemons et al., 2005).

A infestacdo das plantas, no seu ecossistema natural, sem nenhuma
manifestacdo de doenca, pode ocorrer por uma enormidade de microrganismos. Esses
sdo entdo conhecidos como endofiticos e ocorrem em grande diversidade no interior de
seus hospedeiros (kogel et al., 2006). Em geral, microrganismos endofiticos penetram
0s 6rgdos vegetais por aberturas naturais como estdmatos e hidatddios, ou ainda através
de feridas. Outras portas de entrada sdo aberturas causadas por insetos e até mesmo
pelas estruturas de fungos patogénicos, como os apressorios. O 6rgao mais utilizado
pelos endofitos para penetracdo sdo as raizes. Também pode ocorrer penetracdo ativa de
endofiticos por producgéo de enzimas ou estruturas que facilitam o processo. Além disso,
alguns microrganismos endofiticos sdo transmitidos verticalmente (Azevedo, 1998),
mais especificamente, 0 grupo que ocorre em gramineas, conhecido como
Claviceptaceous (Méarquez et al., 2011).

A associacdo planta-endofitico é geralmente mutualistica. Como beneficio da

interacdo 0 microrganismo recebe nutricdo e abrigo da planta hospedeira, aumentando
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sua possibilidade de sobrevivéncia (Muller & Krauss, 2005; Schardl et al., 2004) e
garantindo sua disseminacdo a proxima geracdo do hospedeiro, através de transmissdo
vertical ou horizontal (Faeth & Fagan, 2002; Muller & Krauss, 2005). Da mesma forma
a planta se beneficia aumentando sua capacidade competitiva frente estresses bioticos
(Clay & Schardl, 2002) e abioticos (Schardl et al., 2004; Saikkonen et al., 1998).

A planta melhora seu “fitness” utilizando metabodlitos produzidos pelo
microrganismo, como enzimas, alcaldides e antibioticos. Também, a sintese de
substancias toxicas por determinadas plantas contra herbivoros, pode ser estimulada
pela presenca de enzimas ou outros compostos dos microrganismos endofiticos, que
atuando sobre certos genes da planta promovem a biossintese destes metabdlitos
secundarios toxicos (Neto et al., 2002).

Para a familia Lamiaceae, sdo raros os trabalhos sobre ocorréncia e/ou
caracterizagdo da microbiota endofitica. Um ascomiceto endofitico foi isolado de
culturas meristematicas de Mentha piperita por Mucciarelli et al. (2002). Huang e
colaboradores (2008) mensuraram a biodiversidade de fungos endofiticos para 29
plantas utilizadas na medicina tradicional chinesa, dentre estas, a Lamiaceae Scutellaria
indica, na qual, encontraram maior ocorréncia do género Colletotrichum. Além disso,
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e Dark septados, foram encontrados em
Lamiéaceas recolonizadoras de uma floresta no norte do estado do Texas (Stevens et al.,
2010).

AssociacBes endofiticas no género Hyptis, foram descritas em poucos
trabalhos. Entre estes se destaca o realizado por Barbosa (2005) que isolou 39
microrganismos de diferentes Orgdos vegetativos (caule, folha e peciolo) de Hyptis
suaveolens, predominando os géneros bacterianos Pseudomonas sp. (23,1%), Bacillus
sp. (23,0%), Streptomyces sp. (20,5%) e Alcaligenes sp. (17,9%). Destaca-se também o
de Selosse e colaboradores (2009) que tentaram identificar a presenca, em Hyptis
verticillata, de Sabacinales, um taxon saprofitico (Wells, 1994), de associacao
confirmada em diversas orquideas (Selosse et al., 2002; Sua‘rez et al., 2008). A
deteccdo do fungo foi feita com base na técnica da PCR, utilizando primers especificos
para Sabacinalles. Contudo, os autores ndo obtiveram sucesso no isolamento, para a
espeécie vegetal testada.

N&do existem relatos bibliograficos sobre a microbiota endofitica de Hyptis
marrubioides Epling, nem sobre a relacdo dessa microbiota com a biossintese de

metabolitos secundarios nessa espécie.
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Microrganismos endofiticos como solubilizadores de fosfato de célcio e fosfato de
ferro

Alguns microrganismos presentes nos solos possuem papel importante no ciclo
natural do fosforo (P), sendo responsaveis pela sua hidrélise para a forma inorganica,
tornando-o disponivel as plantas. Estes processos sdo mediados por enzimas (Rodriguéz
et al., 2000; Gyaneshwar et al., 2002; Sobral, 2003), acidos organicos (Whitelaw et al.,
1999) e siderdforos (Benite & Machado, 2002). As bactérias solubilizadoras de P atuam
sobre o fosfato insoltvel por meio de fosfatases, principalmente fosfatases acidas, com
a producgdo de &cidos organicos e inorganicos e/ou reducdo do pH, obtendo-se entdo o
fosfato disponivel para as plantas (Nautiyal, 1999; Vasquez et al., 2000; Vassilev &
Vassileva, 2003; Sobral, 2003). Com relacdo aos sidero6foros, sdo consideradas
moléculas que sequestram o ferro (Pelzer et al., 2011), liberando o P presente no
complexo FePQ,, estando por isso associados a promog¢do do crescimento vegetal
(Ahmad et al., 2008). Em virtude do potencial desses microrganismos, diversos estudos
vém sendo realizados para avaliar sua capacidade de solubilizacéo de P inorganico.

Dentre os microrganismos solubilizadores de fosfato inorgéanico (MSFI), as
bactérias se destacam com o maior potencial de utilizacdo para obtencdo de fosfatos
solGveis a partir da solubilizacdo biologica de fosfatos e como inoculantes para as
culturas. Os principais géneros bacterianos ja relacionados com solubilizacdo de fosfato
séo: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus,
Aereobacter e Flavobacterium (Rodriguez & Fraga, 1999). Estes géneros também estdo
relacionados a promocdo do crescimento de plantas pela secre¢do de fitormonios,
vitaminas e antibidticos (Reis et al., 2008).

A habilidade das bactérias epifiticas, que colonizam a superficie de 6rgaos
vegetais (Camatti-Sartori et al., 2006) e também das endofiticas, em relagdo a
solubilizacdo do fosfato inorganico, tem despertado grandes interesses biotecnolégicos.
As bactérias endofiticas ganham grande importancia durante o processo de colonizacéo,
porque podem inicialmente colonizar superficialmente 0 hospedeiro e,
consequentemente, fornecer P para o desenvolvimento das plantas (Sobral, 2003).

A inoculacdo de bactérias solubilizadoras de P ou 0 manejo de sua populacéo
em culturas agronomicamente importantes melhora o suprimento de P para as plantas

incrementando seu desenvolvimento (Souchie et al., 2005). Bactérias com essa
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capacidade podem também atuar como “mycorrhiza helper bacteria”, favorecendo o
estabelecimento de fungos micorrizicos (Gull et al., 2004).

A maior parte dos trabalhos envolvendo solubilizacdo de fosfato, quantificam
atividade de solubilizadores sobre fosfato de calcio, contudo, em solos acidos, tais como
os de Cerrado, P se encontra complexado com ferro (Fe) e aluminio (Al) (Bull et al.,
1997). Sobre fosfato de ferro (FePO,), os resultados de solubilizacdo ndo se apresentam
tdo satisfatorios quando comparados com outros fosfatos. Por exemplo, a solubilizacéo
de hidroxiapatita por Penicillium rugulosum foi mais eficiente do que a dos fosfatos de
ferro ou aluminio (Reyes et al., 1999). Similarmente, estes fosfatos foram pouco
solubilizados quando comparados com hidroxiapatita, CaHPO, e Caz(PO,), (Son et al.,
2006). No trabalho de Gibson & Mitchell (2004) fungos micorrizicos ericoides
solubilizaram CaHPO,4, mas ndo fosfatos de ferro ou de aluminio. No entanto, mais
recentemente, linhagens de Aspergillus niger, isoladas de solo, mostraram alta
habilidade de solubilizar fosfato de ferro em meio de cultura (Barroso & Nahas, 2005;
Barroso & Nahas, 2008).

Microrganismos endofiticos como produtores de fitormonios

Bactérias que habitam as raizes de plantas e exercem efeitos positivos sobre
elas sdo denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR). Os
efeitos positivos desses organismos podem ocorrer por influéncia direta (aumento da
solubilizacdo de P, absorcéo de nutrientes ou producdo de reguladores de crescimento
vegetal) ou indireta (supressdo de patdgenos, por producdo de siderdforos ou
antibioticos) (Asghar et al., 2002).

Entre os mecanismos utilizados por bactérias PGPRs, destaca-se a producao de
fitormdnios, como auxinas, citocininas e giberelinas (Gray & Smith, 2005). Acido
Indolacético (AIA) é uma auxina comumente produzida por Aeromonas veronas,
Agrobacterium sp., Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp.,
Enterobacter sp., entre outras (Vessey, 2003). De acordo com Arshad &
Frankenbergger (1991), bactérias endofiticas promovem o crescimento de plantas pela
producéo de hormonios vegetais ou de substancias analogas. Assumpcéo et al., (2009),
isolaram 12 ribétipos bacterianos, endofiticos de sementes de soja, por meio da analise
de restricdo do DNA ribossomal amplificado, e constataram que todos os isolados
produziram AIA em meio TSB (10%), suplementado com triptofano. A producdo AIA

por bactérias pode promover o crescimento da raiz diretamente, pela estimulagcdo da
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elongacéo da célula vegetal ou divisdo celular, ou indiretamente, pela influéncia sobre a
atividade da ACC desaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato, um precursor do
etileno) (Patten & Glick, 2002).

As bactérias produzem AIA por varias vias de sintese. O Triptofano é
considerado um precursor de AlA. Sua adi¢cdo em meios de cultura promove aumento
da sintese, mas hé vias de producédo independentes de triptofano. Bactérias diazotroficas
do género Azospirillum sintetizam AIA por diferentes vias (Kuss, 2007). Em fungos
produtores de AIA a via do triptofano também ja foi evidenciada. Em culturas do fungo
Aciculosporium tomar em meio liquido, a producdo de AIA pelos isolados atingiu 1 mg
L e os resultados mostraram que a via do &cido indol-3-pirtvico (L-triptofano — &cido
indol-3-indol pirdvico — indol acetaldeido — IAA) foi a via predominante (Tanaka et
al., 2002).

Microrganismos e elicitacdo de respostas metabolicas

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de
resposta aos diversos tipos de estresses sejam eles bidticos, como o ataque de
patdgenos, ou abidticos como os estresses ambientais. As respostas de defesa iniciam
com a percepcdo do estresse, sequido do desencadeamento de uma cascata de eventos
moleculares, que € finalizada em varios niveis de respostas fisiologicas e metabdlicas
podendo tornar a planta resistente (Margis-Pinheiro et al., 1999).

Diferentes métodos vém sendo empregados na inducdo de resisténcia vegetal,
melhorando o “fitness” da planta, controlando patogenias ou mesmo ampliando a
sintese de metabdlitos bioativos de interesse comercial. Tais métodos consistem na
ativacdo dos mecanismos de defesa latentes presentes na planta hospedeira em resposta
ao tratamento com agentes elicitores (Cavalcanti et al., 2006). Com a elicitacdo, as
plantas produzem sinais que serdo transportados por toda a planta, e que desencadeardo
a resisténcia (Ryals et al., 1996).

A resposta de resisténcia pode se dar de forma sistémica ou localizada. Esta
ultima é também chamada resposta de hipersensibilidade, e é expressa através da morte
localizada de ceélulas (Resende et al., 2003). Quanto a resisténcia sistémica, sao
considerados dois tipos: a Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) e a Resisténcia
Sistémica Induzida (SIR). A SAR ¢ induzida por patdgenos ou ativadores quimicos,
envolvendo o acumulo de PRPs (Proteinas relacionadas com a patogénese), como

mecanismos de defesa da planta. Tal indugdo € dependente de &cido salicilico e pode
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ocasionar o aparecimento de alteragOes visuais (necroses) na planta que teve seus
mecanismos de defesa ativados (Romeiro, 1999). Por outro lado, a SIR é ativada por
ndo patdgenos e é dependente de &cido jasmonico e etileno, ndo envolvendo a sintese de
PRPs e ndo exibindo alteracdes perceptiveis (Pascholate & Leite, 1995).

Muitos trabalhos tém utilizado microrganismos vidveis (Stangarlin &
Pascholati, 1994) ou mesmo inativos como elicitores bidticos. Saccharomyces
cereviseae reduziu antracnose e mancha foliar em cultivares de Sorghum bicolor
(Piccinin et al., 2005). Dong et al., (2003) avaliaram o miceélio seco de Penicillium
chrysogenum inoculado nas raizes de dois cultivares de Gossypium hirsutum e dois de
G. barbadence, obtendo protecdo contra a murcha por Verticillium dahliae, em todos os
cultivares testados. Endofiticos também tém sido caracterizados como indutores de
resisténcia. Vinte e oito rizobactérias induziram resposta a Pseudomonas syringae em
tomateiro, diminuindo o aparecimento de lesdes nos foliolos dessa planta (Silva &
Romeiro, 2004).

Especialmente sob condicBes in vitro, o uso de microrganismos tem se
mostrado promissor na obtencdo de metabdlitos de interesse. Filtrados de cultura e
cultura desidratada de vérios fungos, leveduras e bactérias tém sido aplicados como
elicitores. Os fungos Aspergillus niger, Penicillium notatum, Rhizopus oligosporus e R.
Oryzae; as leveduras Rhodotorulla glutamis, Rhodosporidium torulloides,
Saccharomyces cereviceae e Candida curvata; e ainda as bactérias Streptococcus
diacetylactis, Lactobacillus caseii, L. plantarum e Pediococcus pentaseaus foram
utilizadas como elicitores em cultura de raizes de Beta vulgares L., intensificando a
producdo de betalaina (Savitha et al., 2006). O uso de extrato de levedura como elicitor,
aumentou o conteldo de alcaldides, sobretudo escopolamina, intracelularmente e no
meio de cultura, no cultivo in vitro de raizes de Brugmansia candida (Pitta—Alvarez,
2000).

De acordo com 0 nosso conhecimento, para Hyptis marrubioides Epling, ndo
existem na literatura trabalhos que relacionem a utilizacdo de elicitores bidticos ou

mesmo abioticos, na inducdo de respostas fisioldgicas e metabolicas.
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OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve por objetivo isolar, caracterizar a comunidade endofitica das raizes
de Hyptis marrubioides Epling e avaliar seu potencial biotecnolégico quanto a
capacidade de solubilizar fosfato de célcio e fosfato de ferro, sintetizar acido

indolacético in vitro e atuarem como elicitores sobre o metabolismo de microplantas

da mesma espécie.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS
ENDOFITICOS RADICULARES DE Hyptis marrubioides Epling

ABSTRACT

Isolating and characterization of root endophytic microorganisms of Hyptis
marrubioides Epling

Endophytic microorganisms colonize asymptomatically healthy vegetal tissues, and
they can be related to the resistence of the vegetal to the attack of pathogens, or even to
the synthesis of secondaries biologically active. This work had as aim to isolate and
characterize endophytic lineages of the root system of Hyptis marrubioide Epling, a
medical Lamiaceae native from the Brazilian “Cerrado”. For this, fragments of thick
and thin roots were collected for diaphanization and superficial disinfection to isolate
the endophytics in BDA. To the tenth day of incubation, the Colonization Rate (TC in
Portuguese) of the fragments was obtained and the endophytics microorganisms were
purified and kept in a culture environment under refrigeration. The bacteria were
partially characterized by Gram coloration and catalase test. The fungi were identified
by observing and differing the reproductive structures by the microculture technige with
the help of a microscope and identification keys. When observing the fragments of
diaphanized roots, it was found the presence of arbuscular mycorrhizal fungi (FMAs in
Portuguese) and dark septate endophytic fungi (DSEs in Portuguese), on the thick and
thin roots of Hyptis marrubioides Epling. The TC (Colonization Rate) of endophytics
was more expressive on the fragments of thick root, but in both kinds of roots, the
percentage of bacteria was more than fungi. Positive gram bacteria and positive
catalase represented the most of the bacterial isolates, and the bacillus shape prevailed.
From the amount of fungal isolates, most of them showed spore mycelium, and the
occurence of the genders Penicillium, Fusarium, Trichoderma and Papulaspora were
detected.

Key words: bacterium, fungus, root system, Lamiaceae.
INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo definidos pela sua capacidade de colonizar

tecidos vegetais sem causar sintomas ou alteragdes morfoldgicas (Strobel et al., 2004).
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O acumulo de informacgdes sobre a interacdo planta e microrganismos endofiticos
(Teixeira et al., 2007; Lacava et al., 2008; Dias et al., 2009) mostra que estes exercem
diferentes e importantes func6es ecoldgicas: atuam na promogéo de crescimento vegetal
(Ahmad et al., 2008), protegem o hospedeiro contra a herbivoria (Breen, 1994) e/ou
produzem metabolitos secundarios biologicamente ativos, sendo muitos deles, de
importancia biotecnoldgica (Caféu et al., 2005).

Existem poucos trabalhos de isolamento e caracterizacdo, ou mesmo de
variaces de populacdes endofiticas para a familia Lamiaceae. Huang e colaboradores
(2008) avaliaram a biodiversidade de fungos endofiticos para 29 plantas utilizadas na
medicina tradicional chinesa. Dentre estas, uma Lamiaceae (Scutellaria indica L.), para
a qual encontraram maior ocorréncia do fungo filamentoso do género Colletotrichum.

Associacles endofiticas no género Hyptis foram descritas em raros trabalhos.
Destaca-se o realizado por Barbosa (2005) que obteve 39 isolados, de diferentes 6rgaos
vegetativos (caule, folha e peciolo) de Hyptis suaveolens Poit. e detectou predominio
das bactérias Pseudomonas sp. (23,1%), Bacillus sp. (23,0%), Streptomyces sp.
(20,5%), Alcaligenes sp. (17,9%), Micrococcus sp. (5,1%), Comamonas sp. (2,6%),
Acinetobacter sp. (2,6%) e Staphylococcus sp. (2,6%), bem como do fungo
leveduriforme Rhodotorula sp. (2,6%). Destaca-se também o de Selosse et al., (2009)
que tentaram identificar a presenca de Sabacinales, um taxon saprofitico (Wells, 1994),
em Hyptis verticillata Jacq. A associacdo endofitica desse fungo ja foi confirmada em
diversas orquideas (Selosse et al., 2002; Sua’rez et al., 2008), sua deteccdo foi feita com
base na técnica da PCR, utilizando primers especificos para Sabacinalles. Contudo, 0s
autores ndo obtiveram sucesso no isolamento, para a espécie vegetal testada.

O género Hyptis apresenta alta diversidade morfoldgica, principalmente na
regido do Cerrado brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies (Harley, 1988). «.
Jpresentam um aroma caracteristico, sendo que algumas possuem atividade antifngica
(De Oliveira et al., 2004), antibacteriana (Souza et al., 2003), antiulcerogénica (Barbosa
& Ramos, 1992), larvicida (Costa et al., 2005) eantidepressiva (Bueno et al., 2006) .

A espécie medicinal Hyptis marrubioides Epling, que ocorre no Cerrado
(Rodrigues & Carvalho, 2001), tem chamado atengdo por concentrar em seu Oleo
essencial terpenoides como a cariofila-4(14),8(15)-dien-5b-ol, a eudesma-4(15),7-dien-
1b-ol, o 6xido de cariofileno e o (B)-cariofileno (Sales et al., 2007). Os terpenos sdo
empregados na medicina tradicional (Haslam, 1996) por apresentarem propriedades

bactericidas (Kang et al., 1992), anti-inflamatorias (Shimizu, 1990) e mesmo
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antitumorais (Zheng et al., 1992). S&o conhecidos também pelas propriedades
insetifugas (Jacobson et al., 1990). Por ndo existirem dados sobre endofitismo em
Hyptis marrubioides Epling, este trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar

linhagens endofiticas do seu sistema radicular.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do material vegetal

A planta de Hyptis marrubioides Epling selecionada para avaliar a presenca de
microrganismos endofiticos foi um exemplar provindo inicialmente do cultivo in vitro,
aclimatizado e, posteriormente, adaptado as condi¢des externas da casa de vegetacao do
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano — Campus Rio Verde, cujas
coordenadas geograficas sdo: 17° 47 e 53’ de latitude Norte e 51° 55 53”° de latitude
Sul, e altitude de 743 m. A planta foi integralmente retirada do solo com o uso de um
escavador manual, cuidadosamente manuseado para impedir danos a raiz e preservando
grande quantidade do solo rizosférico (Figura 1A). Esta foi entdo acondicionada em
uma caixa térmica de isopor e conduzida ao Laboratorio de Ecologia e Biologia
Molecular de Microrganismos Endofiticos da Universidade Federal do Mato Grosso,

onde o material foi processado em 24h.

Figura 1. (A) Hyptis marrubioides Epling sendo retirada do solo. (B) Duas classes
morfologicamente diferentes de raiz da planta de Hyptis marrubioides Epling (B1 —
Raiz Grossa; B2 — Raiz Fina). (C) Fragmentos de raiz inoculados em meio BDA

para isolamento dos endofiticos.
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Isolamento de microrganismos endofiticos

Foi possivel distinguir duas classes de raizes morfologicamente distintas do
sistema radicular de Hyptis marrubioides Epling: a primeira constituida por raizes
grossas, de tom escuro e a segunda, raizes finas, de cor clara (Figura 1B). Essas duas
classes de raizes foram analisadas separadamente quanto a ocorréncia de endofiticos.
Fragmentos de raizes de aproximadamente 10 cm de comprimento foram coletados e
submetidos ao tratamento prévio de desinfestacdo, segundo método descrito por Petrini
& Muller (1986), com modificagcdes. As amostras foram lavadas meticulosamente em
agua corrente, para a retirada de todo o solo. Alguns fragmentos de aproximadamente
um cm foram fixados e mantidos em FAA - formaldeido, &cido acético glacial e alcool
etilico (50%), nas proporcdes de 5:5:90, segundo Johansen (1940) - para serem
posteriormente diafanizados e corados para a observacdo de estruturas fangicas. As
raizes restantes foram imersas em &gua de torneira com detergente neutro e agitadas em
mesa agitadora a 150 rpm, por 5 minutos. A seguir, foram enxaguadas com &gua
destilada até a retirada completa de todo o detergente. O material foi levado ao fluxo
laminar para assepsia com alcool 70% (v/v)/ um min; hipoclorito de sodio (2,5%) de
cloro ativo (v/v)/ trés min, e novamente alcool 70% (v/v)/ 30 seg. Em seguida, 0s
fragmentos de raizes foram enxaguados trés vezes com &gua destilada estéril e o
excesso de umidade retirado com papel filtro esterilizado. Como controle do processo
de assepsia, foram coletados 500 pL da &gua utilizada no enxague final das amostras,
para inoculacdo em tubos contendo 5 mL de caldo nutriente. Os tubos foram mantidos
sob agitacdo a 150 rpm, over night, a temperatura ambiente.

Fragmentos de aproximadamente um cm foram obtidos com auxilio de pinca e
tesoura, e seis fragmentos distribuidos superficialmente em placas de Petri contendo
meio BDA (Infusdo de 200g de batata, dextrose 20g, agar 15g e agua g.s.p. 1000mL)
(Figura 1C). As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 30°C e observadas
diariamente.

Os fragmentos de raiz incubados em meio BDA permaneceram por 10 dias em
estufa bacterioldgica. A colonizagdo foi avaliada diariamente até o 10° dia para

determinacdo da taxa de colonizacdo (TC) (Petrini et al., 1992), em que:

Taxa de Colonizacdo = Numero de fragmentos com endofitico x 100

Numero total de fragmentos avaliados



42

Obtencao, purificacdo e manutencao dos endofiticos

Colonias bacterianas individuais foram purificadas por esgotamento por estria
em placas de Petri, contendo meio agar nutriente e com auxilio de al¢a de platina. Ja as
de fungo foram purificadas por obtencdo de fragmento de micélio jovem que surgiam
das bordas dos fragmentos. Os isolados foram entdo transferidos para frascos de
penicilina contendo meio de cultura agar nutriente e estocadas na colecdo de culturas do
Laboratorio de Microbiologia Biotecnoldgica e Fitopatologia do IF Goiano — Campus
Rio Verde.

Caracterizacao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram submetidos a testes de caracterizacdo morfoldgica
e bioguimica (atividade da enzima catalase). A coloracdo de Gram (Humphries, 1974)
foi realizada para observacdo de caracteristicas da parede celular, forma e arranjo das
células. A morfologia das linhagens de bactérias endofiticas foi observada em lamina,
com auxilio de um microscépio Optico. Para a coloracdo, 15uL de cultura bacteriana,
cultivada em caldo nutriente, over night, a temperatura ambiente e agitacdo de 150 rpm,
foram fixados por calor em lamina e em seguida corados. Para verificar a producéo da
enzima catalase pelas linhagens, 15uL de cultura foram colocados sobre lamina
bacterioldgica na presenca de 15uL de H,0, (30%). As linhagens catalase-positivas se

caracterizaram pela intensa producéo de bolhas.

Caracterizacdo dos isolados fungicos

Os isolados fungicos foram caracterizados pela técnica de microcultivo em
lamina. Eles foram inicialmente cultivados em meio Agar Fuba, por sete dias, a 30 °C,
de onde blocos de agar de aproximadamente um cm, contendo filamentos miceliais
jovens, foram cortados, com o auxilio de palito de dente esterilizado e transferidos para
laminas, que foram entdo cobertas com laminulas e colocadas dentro de c&maras
umidas, constituidas por placa de Petri, preenchida com papel filtro umedecido. Apo6s
sete dias de incubacdo em estufa bacterioldgica a 30 °C, as laminulas foram retiradas e
juntadas a outras laminas que continham uma gota do corante lactofenol. As estruturas
foram observadas em Fotomicroscépio Leica DM500, com camera Leica ICC 50,
adaptada a um software LAZ EZ, versdo 1.8.0, e comparadas por meio de literatura
especializada (Barron, 1968; Sutton, 1973; Sutton, 1980; Carmichael et al., 1980;
Alexopoulos et al., 1996).
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Diafanizacdo do material radicular

Para verificar a existéncia de estruturas fangicas no interior das raizes de Hyptis
marrubioides Epling, amostras previamente fixadas em FAA foram diafanizadas
utilizando-se o método de Koskey & Gemma (1989), modificado. Para isso, essas raizes
foram imersas em KOH (2%), autoclavadas a 121 °C, por 20 min e transferidas para
uma nova solucdo de KOH (2%), por 24 h, a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram transferidas para uma solucdo alcalina de peroxido de hidrogénio
amoniacal (0,5%) e H,0, (0,5%) em &gua, por 60 min. Finalmente, as raizes foram
coradas com azul de tripano 0,05% em lactoglicerol (1:1:1-&cido latico, glicerol, agua)
(Phillips & Heyman, 1970). Laminas para microscopia foram montadas com fragmentos
e observados com auxilio de microscopio. As estruturas fungicas foram classificadas de
acordo com Petrini (1986) e Peterson et al., (2004).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
o0s tratamentos, dois tipos de raizes: grossas e finas. Foram inoculadas sete placas por
tratamento. Cada placa, contendo seis fragmentos de raiz, foi considerada uma unidade
amostral. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias relativas a taxa
de colonizacdo comparadas pelo teste Tukey (5%), com o auxilio do software estatistico
SISVAR (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise microscépica das raizes de Hyptis marrubioides Epling revelou a
presenca de estruturas fangicas no interior deste 6rgdo nas duas classes de raizes
estudadas. Ndo se observou alteracbes morfolégicas nem sintomas de doencas nas
raizes coletadas para este trabalho. As estruturas observadas permitiram identificar um
grupo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e outro grupo endofitico conhecido
como dark septate (DSEs) (Figura 2). Estes grupos também foram encontrados em
todas as plantas da familia Lamiaceae analisadas por Weishampel & Bedford (2006) ao
trabalharem com espécies de quatro pantanos na cidade de Nova York. Eles estudaram
as associacdes em raizes de Lycopus americanus Muhl. ex W. Bart., Lycopus uniflorus
Michx., Mentha x piperita L. e Prunella vulgaris L., além de outras plantas de

diferentes familias. A espécie Teucrium canadense L. foi avaliada por Stevens et al.,
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(2010) quando analisavam a presen¢a de FMAs e DSEs na vegetacdo recolonizadora de
uma floresta texana. Nessa Lamiaceae, foi visualizada a presenga desses dois grupos
fangicos, ocorrendo em frequéncia mediana.

Neste trabalho, os FMAs tiveram sua presenca caracterizada por estruturas como
hifas intensamente coradas em azul, arbusculos e vesiculas (Figura 2 E e F). Algumas
dessas vesiculas ocuparam quase a totalidade do volume celular, e outras um pouco
menos desenvolvidas. Foi observada a ocorréncia de associacdo micorrizica arbuscular
do tipo Paris, caracterizada por intenso enovelamento das hifas no cortex radicular
(Figura 2 D). Associagfes do tipo Arum ndo foram visualizadas nos fragmentos
corados. Smith & Smith (1997) sugeriram uma preferéncia por associagdes Paris em
plantas do Cerrado, em condi¢Ges naturais. Contudo, trabalhnos com FMAs em
Lamiaceae, tal como o desenvolvido por Zubek & Blaszkowski (2009), identificaram
prevaléncia de associagdo do tipo Arum. Eles analisaram 31 espécies medicinais e
encontraram FMAs em 30 delas, sendo 23 do tipo Arum. Dessas espécies analisadas,
sete eram Lamiaceas, das quais apenas uma apresentou associacdo do tipo Paris. O
beneficio da associacdo com FMAs tem sido demonstrado pela eficiéncia de algumas
espécies em incrementar o desenvolvimento vegetativo e nutricional de plantas (Nunes
etal., 2010).

As condicdes edaficas e climaticas de Cerrado stricto sensu limitam o
crescimento e estabelecimento das espécies vegetais. A demanda evaporativa da
atmosfera resulta em controle de transpiracdo e diminuicdo de taxas fotossintéticas em
espécies do Cerrado por feedback (Franco & Luttge, 2002). Herbaceas, como H.
marrubioides, ndo apresentam sistemas radiculares profundos a ponto de atingirem 0s
lencbis freaticos. Consequentemente, estas espécies vegetais necessitam superar 0
estresse hidrico imposto pelos primeiros 2 m de profundidade de solo. A formacéo de
micorrizas proporciona maior volume de solo explorado (Siqueira, 2002), podendo ser
decisivo no estabelecimento e crescimento dessas herbaceas por aumentar a
disponibilidade de nutrientes e agua, fundamentais na geracdo e transporte de

fotoassimilados (Martins et al., 1999).
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Figura 2. Extensa colonizacdo por Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) e Dark
Septados (DSEs) em raizes de Hyptis marrubioides Epling. (A) Hifas endofiticas azuis
colonizando intracelularmente o cértex, HI — hifas internas; (B) Coocorréncia de hifas
endofiticas mielinizadas e azuis, DS — hifas de Dark septado; (C) Hifas azuis ocupando o
citoplasma celular; (D) Associacdo micorrizica arbuscular do tipo P — Paris e AP —
apressorio; (E) V — Vesiculas de FMAs; (F) Vesiculas de FMAs em destaque; (G) M —
Microesclerécios ocupando internamente as células corticais; (H e 1) Microesclerécios em
destaque. Barras: para A, B, E e G =50um; para C, D, F, He | =20um.

A presenca de DSEs foi confirmada pela identificacdo intraradicular de hifas
mielinizadas e microesclerécios (Figura 2 B, G, H e 1). Microesclerécios foram
detectados no interior do cortex radicular, alguns ocupando todo o volume das células
corticais. Outras pequenas estruturas de microesclerocios coexistiram com hifas
septadas escuras, sugerindo que eles correspondam a diferentes fases de
desenvolvimento de DSEs ou diferentes espécies DSE. Em algumas plantas, os DSESs
sdo mais frequentes que os FMAs (Wilbeforce et al., 2002). Ao analisar a raiz de sete
Lamiaceas medicinais Zubek & Blaszkowski (2009) encontraram colonizagdo por esses
fungos em todas as plantas analisadas, com frequéncia de coloniza¢do de 66,9% em

Lavandula angustifolia Mill.
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A auséncia de turvagdo nos tubos com caldo nutriente, em que foi inoculada a
agua de enxague, evidenciou eficiéncia no processo de assepsia superficial das
amostras, indicando que 0s microrganismos que cresceram no meio de isolamento
tinham, de fato, origem endofitica.

A andlise de variancia para a taxa de colonizagdo mostrou diferenca entre os dois
tipos de raizes analisados, contudo, ndo foi mostrada significancia entre as repeticoes
destes tratamentos. Isso demonstra que a colonizacdo evoluiu da mesma maneira em
todas as placas consideradas. Entretanto, foi mais expressiva nos fragmentos de raiz
grossa, ou seja, foram analisados 42 fragmentos para cada tipo de raiz, dos quais 95,2%
dos fragmentos de raiz grossa e 35,6% dos de raiz fina resultaram em colonizagdo
(Figura 3). Essa diferenca pode estar relacionada a idade do tecido, ou seja, pode ser
que as raizes grossas sejam raizes mais velhas e por isso tenham demonstrado maior
taxa de colonizacdo. Essa relacdo é comprovada em estudos como os de Espinosa-
Garcia & Langenheim (1990), sendo consistente com a hipoGtese de transmisséo
predominantemente horizontal, de endofiticos em plantas. Tecidos vegetais mais velhos
teriam tido mais tempo para acumular endofiticos do meio, em oposicdo aos tecidos
com colonizacéo inicial (Taylor et al., 1999). No trabalho de Guo et al., (2008), a
colonizagdo de aciculas e da casca de Pinus tabulaeformis Carr. por fungos endofiticos,

foi maior em tecidos de mais idade.
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Figura 3. Taxa de colonizagdo de endofiticos nos
fragmentos de raizes de Hyptis marrubioides Epling
e contribuicdo de fungos e bactérias no total de
isolados  endofiticos dessas raizes. *Médias

comparadas pelo teste Tukey (5%b).
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Nos dois tipos de raizes analisadas, a contribuicdo de bactérias para o total de
colonizagdo foi superior a dos fungos (Figura 3). Esses resultados foram atingidos,
mesmo usando-se como meio de cultivo o BDA, que é um meio seletivo para fungos. E
possivel que a ndo adicdo de antibacterianos a esse meio tenha influenciado no
aparecimento de grande nimero de bactérias, com relagdo ao pequeno numero de
fungos. Monesso et al., (2008), trabalhando com Viguiera robusta Gardn, uma espécie
endémica do Cerrado, inibiram o crescimento de bactérias endofiticas foliares, em
BDA, utilizando terramicina (50mg mL™). Por outro lado, Pimentel et al., (2010)
descartaram a utilizacdo de antibiético em BDA, ao isolarem endofiticos associados a
aciculas de Pinus taeda L. e ainda assim, conseguiram obter 17 géneros de fungos.

Variagdes significativas nas populacbes de endofiticos autoctones ou mesmo
introduzidas tém sido relatadas (Souza et al., 2004; Roesch et al., 2007). Estas variaces
sdo atribuidas ao tipo de planta hospedeira, idade da planta, tipo de tecido, periodo de
amostragem e ambiente (Zinniel, 2002). Pimentel et al., (2006) encontraram maior
quantidade de endofiticos em folhas adultas, do que em folhas jovens de erva-mate.
Nesse trabalho, foram encontrados 42 isolados de bactérias endofiticas, das quais 27
foram de fragmentos de raiz grossa e 15 de raiz fina (Figura 4). A diversidade de
bactérias endofiticas também foi estudada por Assumpgao et al., (2009) que obtiveram
176 isolados de sementes de soja, sendo que 18% dos isolados controlaram o
crescimento de fungos fitopatogénicos, 100% produziram AIA e 39% solubilizaram
fosfato. No trabalho de Aravind et al., (2009), 74 bactérias endofiticas foram isoladas da
raiz e do caule de Piper nigrum L., sendo estas pertencentes a seis géneros:
Pseudomonas (20 cepas), Serratia (1 cepa), Bacillus (22), Arthrobacter (15),
Micrococcus (7), Curtobacterium (1), além de oito isolados ndo identificados. Trés
isolados foram considerados eficazes para a supressao de Phytophthora capsici, agente

causal da podridéo da raiz.
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Figura 4. Exemplos de morfoespécies de bactérias isoladas de Raiz
Grossa (RG) e Raiz Fina (RF) de Hyptis marrubioides Epling.

Barras: 20pum.

Do total de bactérias endofiticas isoladas, as Gram positivas foram maioria
(69%), correspondendo a 63% dos isolados de raiz grossa e 80% dos isolados de raiz
fina. Com relacdo a producdo da enzima catalase, 55% dos isolados demonstraram-se
capazes de biossintetiza-la; 51,8% dos isolados de raiz grossa e 60% dos de raiz fina.
Bactérias com forma de bacilo predominaram (57%) no total de isolados, representando

44,4% em raiz grossa e 73,3% em raiz fina (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo quanto a coloracdo de Gram,
atividade da enzima catalase, e morfologia dos isolados

bacterianos obtidos da raiz de Hyptis marrubioides Epling.

Tipo de (%)
Raiz

Gram + 63,0

- 37,0

Catalase + 51,8

Raiz - 48,2

Grossa Coco 22,2

Forma Bacilo 44.4

Coco-bacilo 33,4

Gram + 80,0

- 20,0

Catalase + 60,0

Raiz - 40,0

Fina Coco 13,3

Forma Bacilo 73,3

Coco-bacilo 13,4

Foram isolados também nove linhagens de fungos endofiticos, das quais, sete
diferenciaram estruturas reprodutivas e dois foram considerados miceélio estéril (Tabela
2). A taxa de colonizagdo foi maior nos fragmentos de raiz grossa, onde foram
encontrados seis isolados fangicos e menor nas raizes finas, em que foram
contabilizados trés isolados. Esses numeros sdo baixos quando comparados com outros
trabalhos de isolamento de endofiticos. Huang et al., (2009) encontraram 27 taxons
tipos morfologicamente distintos de fungos utilizando trés espécies de Artemisia
(Artemisia capillaris, A. indica, and A. lactiflora) e isolando-os a partir das folhas e
também do caule. A diversidade de fungos endofiticos também foi estudada em Taxus
chinensis, de onde isolou-se 115 fungos utilizando segmentos da casca. Estes foram

agrupados em 23 géneros, sendo que Diaporthe, Phomopsis, Acremonium e Pezicula
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foram os géneros dominantes, para 0s quais, 13 espécies representativas foram capazes
de produzir taxol (Liu et al., 2009).

Dentre os isolados fangicos de raiz grossa (Tabela 2 e Figura 5), um foi
classificado como pertencente ao género Penicillium (Ascomycota, Eurotiomycetes,
Eurotiales), um género muito comum como endofitico, amplamente investigado quanto
a producdo de substancias bioativas. Um endofitico desse género, isolado de plantas de
mangue foi caracterizado por Shao et al., (2010) como produtor da penicinolina, um
alcaloide citotdxico. Endofiticos do género Penicillium tem demonstrado capacidade de
produzir enzimas de interesse industrial, tal como queratinases (El-Gendy, 2010). Esse
tipo fangico tem sido encontrado associado a vérias espécies vegetais, como: Murraya
paniculata (L.) Jack (Rutaceae) (Marinho et al., 2007); Melia azedarach L., do qual se
isolou compostos metabdlicos bioativos, tais como 0s meroterpenos, preaustinoide,
austinolida e brasiliamida (Fill et al., 2009); Vellozia compacta Mart. ex. Schult.,
presente no Cerrado do estado de Tocantins (Rodrigues, 2010) e também no café
(Coffea arabica L.), de onde foram isoladas 13 espécies de Penicillium (Vega et al.,
2006).

Tabela 2. Caracterizacdo dos nove isolados fungicos obtidos da raiz de
Hyptis marrubioides Epling, quanto a capacidade de desenvolver estruturas

reprodutivas em meio BDA e agar fuba.

isolado em meio fuba?
BDA'

RG16 - + +
Raiz RG27 Penicillium sp. + +
Grossa RG29  Trichoderma sp. + +
RG30 - + +
RG31 Papulaspora sp. + +
RG32 Fusarium sp. + +
~ Raiz | RF12 - - -
Fina RF14 - - -
RF20 - + +

'Agar Dextrose Batata; “Fubé (40g), tween 80 (10mL) e agar (15g).
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Fusarium (Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocreales) é outro género
identificado nos isolados de raiz grossa, sendo comumente relatado como endofitico.
Fusarium foi isolado de duas Annonas, correspondendo a maior parcela de endofiticos,
sendo também relacionado a promocao de crescimento nessas plantas (Silva, 2006).
Uma referéncia especial a esse género € feita por Macid-Vicente et al., (2008), que ao
analisarem as populagBes endofiticas associadas & raiz de plantas nativas do
mediterraneo, encontraram Fusarium e Phoma como dominantes. Além disso,
preferéncia hospedeira foi encontrada por trés espécies de Fusarium estudadas.
Fusarium oxysporum e Fusarium solani foram especialmente isoladas de plantas da
familia Leguminosae, enquanto Fusarium equiseti mostraram preferéncia por Lygeum
spartum L. (Gramineae). No trabalho de Herrera (2010), Fusarium foi considerado um
importante Fungo Associado as Raizes (RFA), por apresentar ampla distribuicdo e
relacdo estreita com gramineas da América do Norte.

Neste trabalho, o género Trichoderma (Ascomycota, Sordariomycetes,
Hypocreales) foi isolado também dos fragmentos de raiz grossa. AssociacOes
endofiticas com esse fungo ja foram relatadas em diversos trabalhos incluindo o de
Bailey et al., (2009), que isolaram quatro cepas desse fungo em Theobroma cacao L.,
onde observou-se, inclusive, a utilizagdo de tricomas como porta de entrada desse
fungo, para o tronco do cacaueiro. A ampla colonizacdo de espécies vegetais por
Trichoderma tem sido explicada pelo fato deste fungo possuir atividade biocontroladora
de fitopatdgenos (Ownley et al., 2010) e também por induzir resisténcia sistémica, o
que foi comprovadamente avaliado por Perazzoli et al., (2011) em videiras, onde
Trichoderma reduziu a severidade do mildio, através da ativacdo e maior expressdo de
genes relacionados a defesa.

Entre os isolados de raiz grossa, foi encontrado também, o género Papulaspora
(Ascomycota). Esse género tem chamado atencdo pela capacidade antimicrobiana dos
extratos de suas culturas. No trabalho de Ramos et al., (2010), uma fracdo acetato de
etila, proveniente do endofitico Papulaspora imersa, isolado das raizes de Smallanthus
sonchifolius (Poepp) H. Rob., apresentou concentracdo inibitéria minima de 90pug mL™,
frente a Pseudomonas aeruginosa. Por outro lado, extratos de Papulaspora endofitico,
demonstraram no trabalho de Gallo et al., (2010), atividade citotoxica, além de terem
sido fonte para a obtencdo de 14 metabolitos secundarios, sendo trés deles, descritos
pela primeira vez. Esse género ja foi também relatado, como endofitico radicular de

orquideas, correspondendo a 2% dos isolados (Gezgin & Eltem, 2009).
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Esse trabalho isolou os endofiticos radiculares de Hyptis marrubioides Epling, e
espera-se de trabalhos futuros o isolamento a partir de outros 6rgdos dessa planta, no
sentido de avaliar a ocorréncia sistémica das linhagens encontradas nesse trabalho.
Pretende-se também, a partir dos dados aqui obtidos, a caracterizacdo dos isolados

bacterianos, utilizando-se outros pardmetros metabolicos e também sua identificacéo.

Figura 5. Exemplos de morfoespécies de fungos isoladas da Raiz Grossa e da Raiz Fina de

Hyptis marrubioides Epling. As fotos de microscopia sdo correspondentes aos isolados
fotografados em placa abaixo. (HV) Hifa Vegetativa; (C) Conidioforo; (E)
Esclerécio (RG29) Trichoderma sp.; (RG31) Papulaspora sp.; (RG32) Fusarium sp.
Barras: para A, B e C = 50um, outros = 20um.

RESUMO

Isolamento e caracterizacdo de microrganismos endofiticos radiculares de Hyptis

marrubioides Epling
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Microrganismos endofiticos colonizam assintomaticamente tecidos vegetais
saudaveis, podendo estar relacionados a resisténcia do vegetal ao ataque de patdgenos,
ou mesmo a sintese de metabolitos secundarios biologicamente ativos. Este trabalho
teve por objetivo isolar e caracterizar linhagens endofiticas do sistema radicular de
Hyptis marrubioides Epling, uma Lamiaceae medicinal, nativa do Cerrado. Para isso,
fragmentos de raiz grossa e raiz fina foram coletados para diafanizacdo e desinfestagédo
supercial para o isolamento de endofiticos em BDA. Ao 10° dia de incubacéo, foi obtida
a Taxa de Colonizacdo (TC) dos fragmentos e os microrganismos endofiticos foram
purificados e mantidos em meio de cultura sob refrigeracdo. As bactérias foram
caracterizadas parcialmente por coloragdo de Gram e teste de catalase. Os fungos foram
identificados observando-se e diferenciando-se as estruturas reprodutivas pela técnica
de microcultivo com auxilio de um microscépio e chaves de identificacdo. Observando-
se fragmentos de raizes diafanizados constatou-se a presenca de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) e fungos endofiticos dark septados (DSEs) nas raizes finas e
grossas de Hyptis marrubioides Epling. A TC de endofiticos foi mais expressiva nos
fragmentos de raiz grossa, sendo que nos dois tipos de raizes, o percentual de bactérias
foi superior ao de fungos. Bactérias gram positivas e catalase positivas representaram a
maioria dos isolados bacterianos, predominando a forma de bacilo. Do total de isolados
fangicos, a maioria apresentou micélio esporulante, e foi constatada a ocorréncia dos

géneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e Papulaspora.
Palavras-chave: bactéria, fungo, sistema radicular, Lamiaceae.
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SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE CALCIO E DE FERRO E PRODUCAO
DE ACIDO INDOLACETICO IN VITRO POR ISOLADOS ENDOFITICOS DE

Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae)

ABSTRACT

Solubilization of calcium and iron phosphate and production of indoleacetic acid in
vitro by endophytic isolates of Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae)

Vegetal growth and development are associated to the plant access to minerals and
phytohormones. Some microorganisms solubilizates phosphate, and producing
phytohormones, with functional traces of promoters of vegetal growth. Endophytic
isolates of the root of Hyptis marrubioides Epling, a Lamiaceae, were characterized
related to their capacity of solubilizate phosphate of Ca, in a GELP environment and
phosphate of Fe, in basal environemnt of Reyes et al., (1999), modified by Gadagi & Sa
(2002). They were characterized according to their capacity to biosynthesize
Indoleacetic Acid (AlA) in a GYBS environment, enriched with tryptophan. In the tests
of solubilizaton, 42 bacterial and six fungal lineages were analyzed. Form the amount,
20% formed halos of solubilization of CaHPO,, although this solubilization has been of
a low level. None of the fungi tested solubilized CaHPO4. A percentage of 59% of
microorganisms reached high levels of solubilization of FePO,, and all of the fungi
showed their capacity. On the biosynthesis test of AIA, only the bacterial isolates were
tested, and 52% of them synthesized this compound, drafting the RF18, RG9, RF13 and
RG24 lineages that showed expressive dosages of the phytohormones on the tested
conditions, respectively: 95.13; 16.21 and 11.96ug mL™. From the biotechnological
point of view, the lineages RG9, RG24 and RF18 drafted, because they present high
potencial of solubilization of FePO, and AIA production.

Key words: solubilization halos, phosphate solubilizer microorganisms, indoleacetic

acid, vegetal growth promoters.

INTRODUCAO
O crescimento e o desenvolvimento vegetal encontram-se diretamente ligados ao

acesso da planta a minerais essenciais como fdsforo (Santos et al., 2010), bem como a
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biossintese de fitormonios, como os da classe das auxinas (Multani et al., 2003;
Renhardt et al., 2003; Kieffer et al., 2010). O papel funcional de microrganismos
endofiticos, associados ao sistema radicular de plantas, tem explicado incrementos na
produtividade (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Silva et al., 2009) por
promocdo do crescimento vegetal (Payne et al., 2006; Mehnaz, 2011).

O P € o segundo elemento que mais limita a produtividade das plantas, sendo
muito requerido, pois esta presente em componentes estruturais das células como nos
acidos nucléicos e fosfolipidios das biomembranas, e também em componentes
metabdlicos moveis armazenadores de energia, como o ATP (Almeida et al., 2009). A
deficiéncia de P limita a producéo agricola principalmente em solos &cidos, tais como
os de Cerrado (Nakayama et al., 1998). Neste bioma, o P solivel em &gua transforma-se
em fosfato de Fe e fosfato de Al (Silva et al., 2011), ou seja, complexos moderadamente
soluveis (Yadav et al., 2010). Alguns microrganismos do solo solubilizam essas formas
inorganicas ndo disponiveis de P (Son et al., 2006; Chai et al., 2011). Trabalhos
recentes tém atestado essa capacidade, para microrganismos endofiticos. Em
associacfes micorrizicas arbusculares, as plantas adquirem fosfato por meio de uma
extensa rede de hifas extra-radiciais do fungo, que ultrapassam as zonas de deplecdo da
raiz em direcdo as regies do solo onde este mineral se encontra (Harrison et al., 1995).

Os estudos de solubilizacdo de fosfato, normalmente avaliam a capacidade da
microbiota edafica e endofitica em solubilizar o complexo Ca-P, sendo que o0s
resultados refletem somente a realidade de solos alcalinos (Gadagi & Sa, 2002). Alguns
microrganismos tém demonstrato capacidade de solubilizar também Fe-P e/ou Al-P,
representando melhor a analise de interesse, no contexto de solos tropicais (Chagas Jr et
al., 2010).

Ha diversos relatos sobre a capacidade de endofiticos biossintizarem fitormonios
(Gray & Smith, 2005). O acido indolacético (AlA) é conhecido por desencadear tanto
respostas rapidas (aumento da elongacdo celular) como lentas (divisdo e diferenciagédo
celular) (Dobbelaere et al., 2003). Este hormdnio vegetal é comumente produzido por
bactérias promotoras de crescimento como Aeromonas veronas, Agrobacterium sp.,
Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp., entre
outras (Vessey, 2003). El-Khawas & Adachi (1999) demonstraram que as espécies
Azospirillum brasilense (ATCC 2970) e Klebsiela pneumoniae (ATCC 13883) tém

potencial para a produgdo de AIA em condicdes laboratoriais. Além disso, verificaram
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gue a quantidade deste hormonio vegetal produzido pode ser ajustada in vitro,
caracteristica estratégica para a promogao do crescimento vegetal.

Diversas espécies do género Hyptis (Lamiaceae) ocorrem no Cerrado brasileiro e
apresentam caracteres bem distintos. Muitas possuem propriedades medicinais e
relevancia farmacéutica (Arrigoni-Blank et al., 2008; Coutinho et al., 2009). A espécie
Hyptis marrubioides Epling é uma medicinal nativa dessa regido (Rodrigues &
Carvalho, 2001). Pela auséncia de dados sobre o potencial biotecnolégico da microbiota
endofitica de Hyptis marrubioides Epling, esse trabalho visa identificar tracos
funcionais (Friezer et al., 2011) nos isolados endofiticos dessa espécie, ou seja, verificar
a capacidade desses de solubilizar fosfato de Ca e de Fe em meio de cultura sélido e de

sintetizar AlA in vitro.

MATERIAL E METODOS
Avaliacdo da capacidade dos endofiticos em solubilizar CaHPO,

Isolados bacterianos obtidos a partir das raizes de Hyptis marrubioides Epling e
estocados na colecdo de culturas do Laboratorio de Microbiologia Biotecnoldgica e
Fitopatologia do IF Goiano — Campus Rio Verde, foram pincados dos frascos de
armazenamento (frascos de penicilina) e crescidos em caldo nutriente (extrato de carne
39, peptona 5g e H,O g.s.p. 1000mL) over night, sob agitacdo, a 30°C. O volume de
5uL de cada uma das culturas foi depositado sobre placas de Petri contendo meio
GELP, descrito por Sylvester-Bradley et al., (1982), modificado (sem a adicdo de
extrato de solo). O fosfato de célcio foi obtido pela adicdo de 1 mL de uma solugéo de
KoHPO, (5%) e 1 mL de uma solucdo de CaCl, (10%) por 10 mL de meio. Para os
isolados fungicos, foram utilizados discos de micélio de aproximadamente 0,5cm de
diametro, ativados em BDA por sete dias, a temperatura ambiente. Estes discos foram
distribuidos em placas de Petri com meio GELP (um disco por placa). As placas foram
incubadas em estufa bacteriol6gica a 30 °C, durante 15 dias.

Avaliacéo da capacidade dos endofiticos em solubilizar FePO,

Para a realizacdo deste teste, os isolados bacterianos e fungicos foram crescidos
conforme metodologia descrita no item anterior. Transferiu-se os inoculos das culturas
bacterianas e discos das culturas flngicas (um disco por placa) para placas contendo o
meio basal de Reyes et al., (1999), modificado por Gadagi & Sa (2002). Como
indicador de pH do meio, foi utilizado o corante verde de bromocresol (BCG), para o
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qual foi preparada uma solugdo estoque na concentragdo de 0,5%, em &lcool 70%, com
pH ajustado para 6,5, utilizando KOH (1N). Uma aliquota de 5 mL dessa solucdo
estoque foi adicionada a 1000 mL do meio Reyes. As placas foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 30 °C, durante 15 dias.

Avaliacéo da solubilizacdo de CaHPO, e FePO,

A avaliacdo da solubilizacdo de fosfato de Ca e de Fe nos meios sélidos ocorreu
até o 15° dia de incubacédo. O didmetro dos halos ao redor das col6nias foi mensurado a
cada 5 dias e ao final de 15 dias, calculou-se o indice de Solubilizacéo (IS) (Berraqueiro
etal., 1976).

IS = Diametro do Halo

Diametro da coldnia

Para as linhagens fungicas testadas, o IS foi calculado ao 5° dia de incubacdo,
antes que as col6nias tomassem toda a area da placa. O potencial de solubilizacdo das
linhagens foi classificado de acordo com Silva Filho & Vidor (2000): baixa
solubilizacdo (IS < 2), média solubilizagdo (2< IS < 3) e alta solubilizagdo (IS > 3).

Os testes foram realizados com 48 linhagens endofiticas previamente isoladas
das raizes de Hyptis marrubioides Epling, sendo 42 linhagens bacterianas e seis
fangicas. A capacidade de solubilizacdo foi analisada em quadruplicata para cada
linhagem e para cada fosfato testado. Os dados relativos a evolucdo dos halos de
solubilizacdo foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste Scott-Knott (5%), utilizando-se o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

Quantificacao da biossintese de AIA

Este teste foi realizado exclusivamente com o0s 42 isolados bacterianos de Hyptis
marrubioides Epling. A producdo de AIA foi avaliada por meio do método
colorimétrico descrito por Gordon & Weber (1951). Inicialmente, as bactérias foram
crescidas em 10 mL de meio de cultura DYGS (Rodriguez Neto et al., 1986) por 24 h, a
30 °C, sob agitacdo constante (160 rpm). Foram assepticamente coletados 3 mL dessas
culturas para se determinar a densidade Optica (DO) a 600nm. Todas as amostras
tiveram sua DO corrigida, através de diluicdo com solucdo salina (0,85%).
Posteriormente, 50uL de cada uma das suspensdes com DO 0,1, foram inoculados em
meio DYGS suplementado com 100 pg mL™ de triptofano (Da Silveira, 2008). As
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culturas permaneceram incubadas sob agitagdo constante (160 rpm), a 30 °C por 72h,
quando procedeu-se a quantificacdo da producéo de AlA.

- Quantificacdo da producéo de AlA pelos isolados bacterianos

As amostras crescidas em meio DYGS enriquecido com triptofano, ap6s 72h,
foram centrifugadas por 10 min, a 10.000 x g e temperatura de 10 °C. Em seguida, 1 mL
do sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos de ensaio, sendo adicionados
2 mL do reagente de Salkowski (1 mL de FeCl; — 1,35g/10mL; 50 mL de HCIO, —
35%). Os tubos foram mantidos no escuro por 30 min (Hartmann et al., 1983). A
presenca do hormonio foi visualizada pela coloragdo résea e quantificada pela leitura
em espectrofotdmetro (530 nm). Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.
Como controle negativo, utilizou-se apenas o meio de cultura DYGS com triptofano. A
concentracdo de AIA foi determinada utilizando a equacdo da curva padrdo de AlA e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) formaram em torno de si
um halo facilmente visivel por contraste com o meio opaco, conforme descrito por
Kang et al., (2002). Entre os microrganismos testados para solubilizacdo de fosfato de
Ca, pouco mais de 20% das linhagens apresentaram capacidade solubilizadora (Tabela
1), sendo que para todas as linhagens em que se constatou formacdo de halo em meio
GELP, a solubilizacéo foi caracterizada como baixa (1S<2) (Figura 2). Esses resultados
estdo abaixo dos obtidos por Pedrinho et al., (2010) que observaram, ap6s os 15 dias de
cultivo, em todos os seus 27 isolados, halos com didmetro variando entre 12 e 55 mm.
No trabalho de Assumpcdo et al., (2009) foi avaliada a solubilizacdo de Caz(POy,), por
62 isolados bacterianos endofiticos de sementes de soja, dos quais, 39% demonstrou
atividade solubilizadora, com halos variando entre 0,2 e 8,3 cm.

A evolucdo do crescimento dos halos formados pelas linhagens bacterianas em
meio GELP foi avaliada a cada cinco dias, e analisada para as linhagens que tiveram
IS>1, a qual apresentou comportamento quadratico (Figura 1A). 1S>1 foi tomado como
referéncia em funcdo de que todos os indices de solubilizacdo obtidos nesse teste foram

baixos, sendo mais expressivos, aqueles entre 1 e 2.
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Figura 1. (A) Evolucdo do Indice de Solubilizacdo de
fosfato de calcio em meio GELP, por linhagens endofiticas
bacterianas isoladas de Hyptis marrubioides Epling, que
tiveram 1S>1 ao 15° dia de avaliacdo. (B) Evolucdo do
indice de Solubilizacdo de fosfato de ferro em meio Reyes
por linhagens endofiticas bacterianas, isoladas de H.
marrubioides Epling, que atingiram 1S>6 ao 15° dia de

avaliagéo.
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Nenhum dos fungos testados demonstrou capacidade solubilizadora de CaHPOy,
esse dado pode estar relacionado ao fato desses fungos terem sido isolados do sistema
radicular de uma nativa do Cerrado, ou seja, uma planta adaptada a solos &cidos, nos
quais o P encontra-se complexado ao Fe** e a0 AI** (Khan et al., 2009). Portanto, é
possivel que o traco funcional desses fungos esteja relacionado a solubilizacdo de
FePO, ou AIPO4 e ndo CaHPO,. De acordo com Ilimer et al., (1995) os MSF utilizam
estratégias bioquimicas para solubilizar formas inorganicas de P a formas solUveis, que
pode ser a producdo de acidos organicos, ou mesmo um mecanismo que envolve o
crescimento microbiano e favorece a secrecdo de prétons (H*). Além disso, Yadav et
al., (2010) isolaram um transportador de fosfato de alta afinidade no enddfitico
radicular Piriformospora indica, demonstrando que a presenca desse fungo esta

associada ao suprimento de P a raiz.

Figura 2. Placas demonstrando variagdes nos halos de

solubilizacdo de CaHPO,, formados por diferentes linhagens
bacterianas endofiticas radiculares de Hyptis marrubioides Epling.

Barra=1cm.

No teste de solubilizacdo de FePO,, foi observado o contrario do ocorrido com o
CaHPOq,, ou seja, mais de 57% dos microrganismos testados formaram halos bastante
visiveis, pois sua atividade alterou o pH do meio, evidenciado pela cor do indicador que

passou de azul para amarelo (Figura 3). Em trabalho desenvolvido com Aspergillus
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niger, Yuan et al., (2005) elucidaram que a significativa reducdo do pH resulta da
producdo de acidos organicos, como consequéncia do consumo de acucar pelo
microrganismo. A atividade produtora de acidos por microrganismos rizosféricos,
também foi relacionada a diminui¢bes no pH do meio de cultura, por Bizukojc &
Ledakowicz (2004) e Barroso & Nahas (2008). Esses &cidos organicos atuam na
complexacdo do cétion do fosfato inorganico para liberar fosfato soltvel (Whitelaw et

al., 1999), o que favorece a disponibilizacdo de P as plantas.

Figura 3. Placas demonstrando variagdes nos halos de

solubilizacdo de FePO,, formados por diferentes linhagens
bacterianas endofiticas radiculares de Hyptis marrubioides Epling.

Barras=1cm.

Do total de solubilizadores de FePO4, 59% apresentaram IS alto (1S>3), 11%
possuem IS médio (2< IS < 3) e 30%, demonstraram 1S<2. A evolucdo dos halos
formados pela solubilizacdo de FePO, pelas linhagens bacterianas foi avaliada a cada
cinco dias e analisada para as linhagens que obtiveram 1S>6, a qual também demonstrou
comportamento quadratico (Figura 1B). Todos os fungos testados, incluindo
Papulaspora sp., Trichoderma sp. e Fusarium sp., demonstraram capacidade
solubilizadora de FePOy, esse dado esta em desacordo com o encontrado por Chai et al.,
(2011), que isolou microrganismos solubilizadores de fosfato de amostras de solo
chinés, e encontrou um Penicillium com alta capacidade solubilizadora de rocha
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fosfatica e fosfato de Al, esse fungo contudo, ndo solubilizou fosfato de Fe. Rawat &
Tewari (2011) exploraram a capacidade de Trichoderma sp. na solubilizagéo de fosfato,
e também encontraram uma cepa solubilizadora de fosfato de Fe. Para as bactérias que
solubilizaram simultaneamente, CaHPO, e FePO,, 0s halos, em meio Reyes, foram
sempre superiores aos halos em meio GELP (Tabela 1).

O alto percentual de endofiticos solubilizadores de FePO, encontrado nas raizes
de Hyptis marrubioides Epling contrasta com muitos trabalhos atuais que demonstram a
solubilizacdo de FePO, como pouco satisfatoria, se comparada a outros fosfatos. Por
exemplo, a solubilizacdo de hidroxiapatita, CaHPO, e Caz(PO,), por Pantoea
aglomerans, uma bactéria rizosférica da soja, foi mais eficiente do que a de FePQO, e
AIPO,4 (Son et al., 2006). Segundo Gibson & Mitchell, (2004) fungos micorrizicos
ericoides solubilizaram CaHPO,4 mas ndo FePO, ou de AIPO,. No entanto, mais
recentemente, isolados de A. niger, obtidas de amostras de solo, mostraram alta
habilidade de solubilizar FePO, em meio de cultura (Barroso & Nahas, 2005; Barroso &
Nahas, 2008).

Muitos trabalhos tém comprovado a existéncia de coevolucdo entre espécies
endofiticas e seus hospedeiros (Barrett, 1983; Thompson, 1989; Schardl, 1997). O
equilibrio entre os nichos ambientais requer espécies coadaptadas, e as relacdes
simbioticas também exigem individuos que evoluiram conjuntamente, caracteres
intrinsecos (Schardl, 1997), sejam esses morfologicos, ecofisioldgicos, bioguimicos ou
demograficos. A baixa disponibilidade de P em solos acidos, potencialmente
produtivos, como o0s do bioma Cerrado, requer que as plantas se associem
simbioticamente com bactérias e fungos adaptados as condicdes desse solo (Zapata &
Axmann, 1995). Exige também, que estes sejam capazes de atuar sobre os complexos
que adsorvem fosfato em condicdes acidas, que sdo o FePO,4 e 0 AIPO4 (Andrade et al.,
2003). A existéncia de coevolucdo simbidtica entre a microbiota endofitica e H.
marrubioides Epling. pode explicar o grande nimero de solubilizadores de fosfato de
ferro isolados de suas raizes. O fato dessa planta ser uma nativa do Cerrado, justifica a
alta capacidade de solubilizacdo de FePO, evidenciada por seus endofiticos. De acordo
com Khan et al., (2009), Pseudomonas colonizadoras de raizes possuem um sistema de
captacdo de Fe, com base no langamento de sider6foros com alta afinidade a este cation.
Além disso, anions carboxilicos podem substituir o PO,*, quelando tanto Fe**, quanto

AI**| liberando assim o PO,> e tornando-o disponivel as plantas.



Tabelal. Solubilizagdo de CaHPO,; FePO, e producdo de Acido
Indolacético (AIA) por microrganismos endofiticos radiculares de

Hyptis marrubioides Epling.

Codigo do IScarpos =@H  ISpepos=2H | [ 1de AlApg
isolado @C @gc | mL* de cultura
RG1 1,35a" NS 0,77u°
RG2 NS 5,75b 0,60v
RG3 NS NS 0,00z
RG4 NS 0,32c 0,00z
RG5 NS 5,10b 2,030
RG6 NS NS 0,00z
RG7 NS 6,80a 4,81h
RG8 0,35bC 8,48aA 7,35f
RG9 0,27bC 6,67aA 39,28b
RG10 NS 0,30d 1,17t
RG11 NS NS 3,671
é RG12 NS 0,30d 4,42i
1]
= RG13 NS NS 1,88p
E RG14 0,40bc NS 2,13n
§ RG15 0,32bC 5,00bB 0,00z
% RG17 NS NS 0,00z
g RG18 0,52bC 3,20cB 0,00z
-§ RG19 1,822 NS 5,539
E'j" RG20 NS NS 4,13j
% RG21 NS 0,40d 0,00z
RG22 NS NS 0,00z
RG23 1,49aC 4,30bB 0,00z
RG24 NS 4,10b 11,96d
RG25 NS 0,50d 1,35s
RG26 0,47b NS 0,00z
RG28 NS NS 0,00z
RG33 NS NS 0,00z
RF1 NS NS 1,38r
RF2 NS 1,90c 0,00z
RF3 NS 6,90a 10,21e
RF4 NS NS 3,35m
RF5 NS 5,8a 0,00z
RF6 NS NS 0,00z
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RF7 NS NS 0,00z

RF8 NS 2,4¢ 0,51y

RF9 0,54bC 4,60bB 0,00z

RF10 NS NS 0,00z

RF11 NS NS 0,00z

RF13 NS NS 16,21c

RF15 NS NS 0,00z

RF18 0,35hC 4,90bB 95,13a

RF19 NS 0,40c 1,53q

RG16 NS 3,00c NT

° g Trichoderma sp. NS 3,50b NT
2 S RG30 NS 3,30¢ NT
E’ é Papulaspora sp. NS 4,00b NT
= 5 Fusarium sp. NS 1,20d NT
S RF20 NS 3,50b NT

!Letras mindsculas comparam as linhas e maidsculas comparam as colunas. Médias seguidas
de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). “Médias seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%). NS = ndo formaram halos de solubilizacéo,

NT = linhagens ndo testadas.

Dentre as 42 linhagens bacterianas testadas para a biossintese de AlA, 52%
demonstraram capacidade de produzir essa auxina. Contudo, essas linhagens se
diferenciam com relacdo ao percentual de producédo desse fitorménio em meio DYGS,
com triptofano (Tabela 1). Zaharova et al., (1999) afirmaram que 80% das bactérias
isoladas da rizosfera sdo capazes de produzir AIA. O triptofano funciona como
precursor fisioldgico para a biossintese de auxinas em plantas e em microrganismos
(Contreras et al., 2010) e a enzima IpdC (indol-3-piruvato decarboxilase-EC 4.1.1.74) é
essencial para a biossintese deste fitormonio (Kochar & Srivastava, 2011).

De modo especial, as linhagens RF18, RG9, RF13 e RG24 sintetizaram
quantidades expressivas de AIA nas condi¢es testadas, respectivamente; 95,13; 39,28;
16,21 e 11,96 pg mL™ (Tabela 1). Kuss et al., (2007) obtiveram valores entre 2,79 e
13,47 pg mL™, testando diazotréficas endofiticas, também em meio DYGS. Crozier et
al., (1988) avaliaram a producéo de AIA por isolados de A. brasilense, provenientes de
Zea mays e obtiveram valores entre 1,4 e 26,1 pg mL™, em culturas incubadas por 24
horas a 32 °C. Mascarua-Esparza et al., (1988) detectaram valores de 36,5 a 77 pg mL™,

e6,5al75ug mL? para endofiticos radiculares de cactaceas.
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Do ponto de vista biotecnoldgico, destacaram-se as linhagens RG9, RG24 e
RF18 com indicagdo de alto potencial de solubilizagdo de FePO, e producdo AlA.
Estudos futuros poderdo ser desenvolvidos no sentido de identificar essas linhagens,
quantificar as solubilizacBes testadas nesse trabalho, em meio de cultura liquido e
também testar a capacidade desses isolados em promover crescimento vegetal, visando

sua utilizacdo como inoculantes para solos acidos.

Figura 4. Padrbes colorimétricos gerados por isolados bacterianos
endofiticos de H. marrubioides Epling, para quantificacdo da producao
de Acido Indolacético em meio GYBS enriquecido com triptofano. (C)

Controle - meio GYBS na auséncia de bactérias.
RESUMO

Solubilizagéo de fosfato de calcio e de ferro e producéo de 4cido indolacético in

vitro por isolados endofiticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae)

O crescimento e o desenvolvimento vegetal estdo associados ao acesso da
planta a minerais e fitorménios. Alguns microrganismos solubilizam fosfato, e
produzindo fitormonios, como tracos funcionais de promotores do crescimento vegetal.
Isolados endofiticos da raiz de Hyptis marrubioides Epling, uma Lamiaceae, foram
caracterizados com relacdo a sua capacidade de solubilizar fosfato de Ca, em meio
GELP e fosfato de Fe, em meio basal de Reyes et al., (1999), modificado por Gadagi &
Sa (2002). Foram caracterizados também quanto & capacidade de biossintetizar Acido
Indolacético (AIA) em meio GYBS, enriquecido com triptofano. Nos testes de

solubilizacdo, foram analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens fungicas. Do
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total, 20% formaram halos de solubilizagdo de CaHPO,, embora essa solubilizacdo
tenha sido de nivel baixo. Nenhum dos fungos testados solubilizou CaHPO,. Um
percentual de 59% dos microrganismos atingiram niveis altos de solubilizacdo de
FePO,, sendo que todos os fungos demonstraram essa capacidade. No teste de
biossintese de AIA, foram testados apenas os isolados bacterianos, sendo que 52%
destes sintetizaram esse composto, destacando-se as linhagens RF18, RG9, RF13 e
RG24 que apresentaram doses expressivas do fitorménio nas condicdes testadas,
respectivamente: 95,13; 39,28; 16,21 e 1196 pg mL™. Do ponto de vista
biotecnoldgico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto
potencial de solubilizacdo de FePO, e producdo de AlA.

Palavras-chave: halos de solubilizacdo, microrganismos solubilizadores de fosfato,

acido indolacético, promotores do crescimento vegetal.
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RESPOSTA METABOLICA INDUZIDA POR FUNGOS E BACTERIAS
ENDOFITICAS EM MICROPLANTAS DE Hyptis marrubioides Epling

ABSTRACT

Metabolic answer induced by endophytic fungi and bacteria in microplants of
Hyptis marrubioides Epling

The elicitors mecanisms, through the induction of answers of resistence, can lead to the
accumulation of secondar metabolites in vegetal issues, since they have their synthesis
stimulated in the presence of the elicitor. Hyptis marrubioides Epling is a medical
Lamiaceae, native from Brazilian “Cerrado”, for which there are no data related to its
elicitaton. This work evaluated the metabolic answer of microplants of this specie to the
inoculation of four bacterial and three fungal endophytic isolates, used as biotic
elicitors, and compared this answer to the answers of plants of Hyptis marrubioides
Epling grown in ex vitro conditions. In the in vitro system, two of the endophytic
bacteria tested and the three fungi behaved as pathogens. The bacteria provoked wilt
symptoms, foliar fall and root darkening, while the fungi provoked just wilt. The
vegetal extracts of the samples were evaluated by CLAE-DAD and CG/EM. The CLAE
analysus revealed two major peaks, being one of them corresponding to the flavonoid
quercetin-7-O- glycoside and another one coresponding to the chlorogenic acid , 3,4-O-
dicaffeoylquinic acid. On the microplants was detected a low concentration of the
flavonoid, when compared to the ex vitro plant and the treatment with the Fusarium
fungus was the most efficient in stimulating the biosynthesis of the chlorogenic acid.
The analysis with CG/EM showed, in general, a high diversity of methyl esters of fatty
acids, and some of the metabolits, such as 7- Tetradecine and neofitadien only appeared
in the treatments where the elicitation happened. Besides, the metabolit heptametil-
hexadecane was biosynthesized specifically in treatment with bacterium in contrast with
4-noneo-1-ol; 14-Heptadecane, chloride of 9,12-Octadecadienoila, and 1,1°-

Biciclopentil, 2-hexadecil, detected only in treatments with fungi.

Key words: elicitation, in vitro culture, secondar metabolits.
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INTRODUCAO

Muitos sdo 0s mecanismos atualmente utilizados para induzir respostas de
resisténcia em plantas. Esses métodos consistem na ativacdo de mecanismos de defesa
latentes do vegetal, que aumentam sua habilidade em prevenir ou retardar o
estabelecimento dos microrganismos fitopatogénicos (Alves, 2007). As defesas pos-
formadas podem ser acionadas por exposicdo a agentes indutores, que funcionam como
elicitores da resposta de defesa (Choudhary et al., 2007). A inducéo de resisténcia inclui
muitas vezes o acumulo de metabolitos secundarios nos tecidos vegetais (Alwis et al.,
2009), a producéo de fitoalexinas com propriedades antimicrobianas, por parte da planta
(Barros et al., 2010), ou a biossintese de compostos ativos por parte de
microrganismos. Um exemplo disso é a producdo da subtilina, antibidtico produzido
pelo Bacillus subtilis, uma espécie de bactéria saprofitica, gram-positiva, que € comum
no solo, no esterco e nos biofertilizantes. Esse composto pode agir de forma deletéria
sobre acaros fitoparasitas e insetos fitéfagos sugadores e também sobre os fitopatdgenos
causadores de doencas de plantas (Barbosa & Medeiros, 2007).

Os elicitores podem ser de natureza quimica ou bioldgica, tais como
microrganismos ndo patogénicos (Coqueiro et al., 2011), formas avirulentas ou ragas
incompativeis de um patégeno, ou patégenos virulentos. S&o utilizados também
filtrados de culturas fangicas (Hwang et al., 2011), extrato de levedura (Chong et al.,
2005) e polissacarideos de parede de microrganismos (Guzzo et al., 1993; Oliveira et
al., 2009). Microrganismos rizosféricos tambem tém sido testados como agentes
indutores e a eficiéncia de rizobactérias promotoras de crescimento, extensivamente
estudada (Teixeira et al., 2005). Os principais determinantes bacterianos de induc¢édo de
resisténcia sistémica, que podem funcionar como elicitores, sdo os lipopolissacarideos
presentes na membrana (LPS), siderdforos, acido salicilico e acido jasmonico (Sharma
etal., 2011).

Trabalhos tém mostrado que fungos costumam associar-se simbioticamente com
plantas hospedeiras, de forma a contribuir para a promoc¢do do crescimento e acumulo
de metabdlitos secundarios simultaneamente. Estes podem ser alcal6ides ou terpendides
com caracteristicas farmacologicas (Zhi-lin et al., 2007). O trabalho de Osbourne
(2010) demonstra a existéncia de genes do metabolismo secundério, que sdo comuns a
plantas e microrganismos.

A cultura de tecidos é uma ferramenta bastante Gtil para a reproducdo de

explantes com caracteristicas desejaveis, tais como: resisténcia a pragas e outras
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condicOes de estresse, alta produtividade e elevado rendimento de substancias ativas de
interesse (Srivastava & Srivastava, 2007). A elicitacdo in vitro tém se mostrado um
eficiente processo biotecnoldgico para inducéo e obtencdo de metabdlitos secundarios a
partir de células ou tecidos vegetais. Chong et al., (2005) utilizaram extrato de levedura,
acido jasmonico, micélios homogenizados de Aspergillus niger e Aspergillus flavus,
quitosana e glucano em suspensdes celulares de Morinda elliptica (Hook.f.) Ridl. Estes
elicitores tiveram efeitos diferentes sobre a producdo de antraquinona. Extrato de
levedura incrementou o contetdo intracelular dos alcaloides escopolamina e
hiosciamina (cerca de 3 vezes) em culturas radiculares de Brugmansia candida (Pitta-
Alvarez, 2000). No trabalho de Naoumkina et al., (2008), o uso de extrato de levedura
em culturas celulares de Medicago truncatula, induziu o acumulo de flavonoides e
triterpenos, moléculas relacionadas a defesa.

Diversas espécies do género Hyptis (Lamiaceae) ocorrem no Cerrado brasileiro,
muitas apresentando propriedades medicinais e relevancia farmacéutica (Arrigoni-Blank
et al., 2008; Coutinho et al., 2009). A espécie Hyptis marrubioides Epling € uma
medicinal, nativa dessa regido (Rodrigues & Carvalho, 2001), para a qual ndo existem
dados cientificos sobre elicitacdo, apesar dessa planta ter chamado atencdo por
concentrar em seu 06leo essencial terpendides como a cariofila-4(14),8(15)-dien-5b-ol, a
eudesma-4(15),7-dien-1b-ol, o éxido de cariofileno ¢ o (B)-cariofileno (Sales et al.,
2007). Este trabalho tem por objetivo avaliar o perfil fitoquimico de microplantas de

Hyptis marrubioides Epling expostas & inoculacdo de isolados endofiticos.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo, estabelecimento in vitro e manutencdo do material vegetal

Foram utilizadas plantulas previamente estabelecidas, via germinacdo in vitro de
sementes aptas a inoculagdo obtidas na fazenda Trés Barras — Lavras, MG. As sementes
foram conduzidas ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano —
Campus Rio Verde, desinfestadas com alcool 70% (v/v)/ 30 seg, seguido de hipoclorito
de sadio (2,5%) de cloro ativo (v/v)/ 20 min, e inoculadas em meio de cultura MS (50%
das concentragdes dos sais) (Murashige & Skoog, 1962). As plantulas obtidas foram
repicadas, utilizando-se como explantes, segmentos caulinares com aproximadamente
um cm de altura, e mantidas em MS 50%. As culturas foram incubadas em sala de
crescimento por 45 dias, a 0,5 pmol m?s™de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR),

temperatura média de 25 °C e fotoperiodo de 16 horas.
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Preparo dos inoculantes
- Crescimento e inoculagéo dos isolados bacterianos

Como inoculantes bacterianos foram selecionados os isolados RG8 — cocos
simples, gram positivos, catalase negativa; RG12 — coco-bacilos, gram positivos,
catalase negativa; RF10 — coco-bacilos, gram positivos, catalase negativa e RF11 —
bacilo grande, gram positivo, catalase negativa. Esses isolados foram cultivados em
caldo nutriente (extrato de carne, 3g; peptona, 5g e H,O q.s.p. 1L), over night, a 30 °C,
sob agitacdo de 150 rpm. Posteriormente, aliquotas de 15uL das culturas foram
inoculadas nas proximidades das raizes das microplantas de Hyptis marrubioides Epling
que cresciam em meio MS 50%. Como controle, foram inoculados 15pL de caldo

nutriente axénico.

- Crescimento e inoculacdo dos isolados flingicos

As linhagens fungicas utilizadas como elicitores foram RG29 — Trichoderma sp.,
RG31 — Papulaspora sp. e RG32 — Fusarium sp. Esses fungos cresceram em BDA
solido (Infusdo de 200g de batata; dextrose, 20g; agar, 159 e H,O g.s.p. 1L) e tiveram
suas colbnias fragmentadas, utilizando-se o fundo de ponteiras de 1000uL. Esta
fragmentacdo gerou discos com 5mm de didmetro. Estes discos foram ent&o inoculados
nas proximidades do colo de microplantas de Hyptis marrubioides Epling que cresciam
em meio MS 50%. Como controle, foram utilizados discos de BDA sem presenca de

micélio.

Condicdes de cultivo

Os elicitores foram inoculados em microplantas de Hyptis marrubioides Epling
com 45 dias de estabelecimento em MS 50%. Apds a inoculacdo, os frascos com as
culturas foram mantidos em BOD, a 15 umol m™ s PAR, temperatura média de 30 °C
e fotoperiodo de 16 horas. As plantas foram avaliadas diariamente quanto ao
aparecimento de sintomas de patologias, sendo que as submetidas a inoculacdo dos
isolados bacterianos tiveram sua parte aérea coletada ao 10° dia de inoculagdo e as
submetidas aos isolados fangicos, ao 5° dia de inoculagdo. Essas partes aéreas, bem
como as de plantas de Hyptis marrubioides Epling cultivadas ex vitro, foram secas em
estufa de ventilagdo forcada a 35 °C até atingirem massa constante. Em seguida, foram
conduzidas ao Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade de Franca, para

analise do perfil fitoquimico.
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Anédlise da constituicdo quimica dos extratos vegetais de plantas ex vitro para
obtencéo dos padrdes
- Preparacdo do extrato bruto e Particéo liquido-liquido

Foram utilizadas as partes aéreas de plantas de Hyptis marrubioides Epling
cultivadas ex vitro, estas foram secas e moidas, obtendo-se 5029 de pd, o qual foi
extraido em EtOH exaustivamente. ApGs a concentracdo em evaporador rotativo,
obteve-se 26,10 g do extrato bruto. O extrato etandlico (20g) foi dissolvido na mistura
MeOH/H,0 (2:8, v/v) e sucessivamente particionado com n-hexano, acetato de etila, n-
butanol. Ap6s a remogdo do solvente sob presséo reduzida, as seguintes fracbes foram
obtidas n-hexanica (H1, 4,01g); acetato de etila (H2, 3,67g); n-BuOH (H3, 6,28 g) e
Hidroalcdolica (H4, 2,16 g).

- Fracionamento da fracdo acetato de etila para o isolamento dos padrées

A fracdo em acetato de etila (H2) 3,67g foi inicialmente cromatografada em
coluna de silica gel Merck (h= 30 cm; ¢ = 3,5 cm), empregando-se como eluente
misturas de hexano /AcOEt (98:2 v,v) — (1:1 v/v); AcOEt e MeOH, obtendo-se 66
fracOes. A fragdo H2-65 (1,61g-MeOH) foi recromatografada em coluna de sephadex
LH-20® marca Sigma-Aldrich (h = 37,5 cm; ¢ = 3,0 cm), empregando-se como eluente
MeOH e a mistura MeOH:H,0 (1:1 v/v). A fragdo H2-65-25 obtida foi purificada por
CCDP (Cromatografia em Camada Delgada Preparativa) eluente: CHCIl3:MeOH:H,0
(43:37:20 v/viv), permitindo a obtencdo da fracdo H2-65-1 (18 mg), a qual foi utilizada
como padrédo nas anélises quantitativas realizadas via CLAE-DAD, para as microplantas
inoculadas com os microrganismos endofiticos e para as microplantas controle, em

comparagdo com as plantas ex vitro de Hyptis marrubioides Epling.

- Analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN *H e *3C foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian
500 e 400 MHz, empregando-se TMS (tetrametilsilano) como padrdo interno. Os
espectros de (1) foram obtidos em DMSO-ds marca Sigma-Aldrich® e os espectros de
(2) em CDsOD marca Sigma-Aldrich®.

- Andlises quantitativas por CLAE-DAD
As analises quantitativas realizadas por CLAE-DAD foram desenvolvidas em

um cromatografo de sistema binario SHIMADZU Prominence-LC-6AD, equipado com
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um injetor manual, com loop de 20 pL, acoplado a um detector Diode Array
Prominence SPD-M20A. Condigdo de analise: CLAE analitica, coluna Phenomenex, C-
18, 250 x 4,6 mm, 5 p, equipada com pré-coluna, volume de injecdo: 20 pL, fluxo: 1,0
mL/min e Fase Mdvel: CH3OH:H,O:HACc (40:59,9:0,1, v/v/v) gradiente linear até 100%
CH30OH em 30 minutos, 10 minutos em 100% de CH3OH e 15 minutos para retornar a
condigdo inicial, A 230, 254 e 325 nm. O flavondide (1) e o &cido (2) foram utilizados

como padrdes externos.

- Preparo das solugdes estoque e construcao da curva dos padroes externos

A solucdo do flavonoide (1) e do &cido (2) foram preparadas em MeOH grau
HPLC (2 mg/mL). Dilui¢bes da solucdo estoque foram realizadas em MeOH grau
HPLC para obter solugdes contendo 0,05; 0,109; 0,218; 0,436; 0,872 mgmL™  de 1 e
0,102; 0,203; 0,406; 0,813; 1,626 mg mL™ de 2, as quais foram injetadas em triplicata.
Uma curva de calibracdo de quatro pontos foi construida para determinar a linearidade
do método. A curva de calibracdo foi obtida plotando a area do pico versus a

concentracdo da substancia em mg mL™.

- Andlises por CG/EM

Apbs a reacdo de esterificacdo com o diazometano, os extratos das microplantas
de Hyptis marrubioides Epling inoculadas com os microrganismos elicitores e as
microplantas controle, foram analisadas em equipamento Shimadzu modelo QP-2010
(baixa resolucgéo). Foi utilizada coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25
um de filme), gas de arraste He a fluxo 1,1mL min™, Split 1:10. A temperatura do
injetor foi ajustada em 250 °C e a temperatura do forno foi controlada de 100 a 290 a 3
°C min™, permanecendo em 290 °C por 30 min. Os espectros de massas, obtidos a 70eV,
foram comparados com os das Bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 através do
software GCMS Solution (Shimadzu), que forneceu o indice de similaridade (SI),

expresso em porcentagem.

- Preparo das amostras para a analise por CG/EM

Os extratos dos diferentes tratamentos testados foram preparados empregando-se
25 mg do po, obtido das partes aéreas, em 3 mL de acetato de etila P.A. (Synth). Apds
20 min de banho de ultrassom, as amostras foram filtradas, obtendo-se os respectivos

extratos brutos.
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- Reacgéo de esterificacao

Os extratos obtidos foram dissolvidos em éter etilico e resfriados em banho de
gelo. A seguir, uma solucdo de diazometano foi adicionada as amostras até ndo se
observar a evolucéo de gas N». Para a preparacdo da solucdo de diazometano, dissolveu-
se 2,24g de N-metil-N-nitroso-4 toluenosulfonamida em 30 mL de éter etilico, e
adicionou-se 0,4g de KOH em 10 mL de etanol, resfriando-se a solugdo final
empregando-se um banho de gelo. Apds 5 min, destilou-se a solucdo etérea de
diazometano, utilizando-se um banho de aquecimento da mistura racional e recolheu-se
o produto formado (diazometano) sobre éter etilico resfriado em banho de gelo. Essa

reacdo foi realizada com o objetivo de se identificar &cido jasmonico nas amostras.

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
11 tratamentos (Tabela 1). Cada frasco de cultivo foi considerado uma unidade
amostral, sendo que cada frasco continha quatro microplantas. As amostras foram
analizadas em triplicada. As meédias para o aparecimento de sintomas bem como as de
quantificacdo do flavondide quercetina -7-O-glicosideo e do &cido 3,4-O-
dicafeoilquinico, obtidas pelas analises por CLAE-DAD, foram submetidas a teste
Tukey (5%), com o auxilio do software estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no estudo fitoquimico da planta cultivada ex vitro
e das microplantas de Hyptis marrubioides Epling ap6s sua exposi¢cdo aos

microrganismos elicitores.

Tratamento
Plantas 1 Planta ex vitro
2 Microplanta
3 Microplanta + caldo nutriente
Elicitacéo 4 Microplanta + RF11
bacteriana 5 Microplanta + RG8
6 Microplanta + RF10
7 Microplanta + RG12
8 Microplanta + BDA
Elicitacéo 9 Microplanta + Trichoderma sp.
Fangica 10 Microplanta + Papulaspora sp.
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11 Microplanta + Fusarium sp.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da incidéncia de sintomas de doenca foi realizada diariamente e para
a analise estatistica observou-se a ultima, das 10 avaliacGes realizadas nas plantas que
sofreram inoculagédo de bactérias e a ultima das cinco avaliacfes realizadas nas plantas
que sofreram inoculacéo de fungos. As bactérias RF11 e RG8 foram bastante virulentas,
desencadeando murcha, morte descendente da folha e escurecimento radicular, sendo
que a primeira provocou murcha em 100% das microplantas inoculadas (Tabela 2).
Esses caracteres tém sido descritos como sintomas tipicos de bacterioses (Nery-Silva et
al., 2007; Zoccoli et al., 2009).

O fungo Papulaspora sp. também provocou murcha generalizada nas
microplantas, contudo, ndo desencadeou queda foliar, assim como as outras espécies de
fungos testados. Na presenca das bactérias RF10 e RG12, as plantas ndo apresentaram

sintoma aparente de patologia (Figura 1).

Tabela 2. Sintomas de patogenia provocados por bactérias (ao 10° dia de
inoculacgéo) e fungos (ao 5° dia de inoculacéo) endofiticos utilizados como elicitores

em microplantas de Hyptis marrubioides Epling.

% de plantas % de plantas Coloragéo das

Tratamento com murcha com queda foliar raizes

~ Microplanta ~ 0d* O  Clara
Microplanta + caldo nutriente 0d Ob Clara
Microplanta + RF11 100a 80a Escura
Microplanta + RG8 80b 80a Escura
Microplanta + RF10 0d Ob Clara
Microplanta + RG12 0d Ob Clara
Microplanta + BDA 0d Ob Clara
Microplanta + Trichoderma sp. 30c Ob Clara
Microplanta + Papulaspora sp. 100a Ob Clara
Microplanta + Fusarium sp. 30c Ob Clara

*Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo se diferem pelo teste Tukey (5%).

De acordo com Lanna Filho et al., (2010), dos mecanismos bioguimicos de

resisténcia pos-formados, dois se destacam por apresentarem amplo espectro de agdo: a
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resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sisttmica induzida (ISR), que
podem ser ativadas por microrganismos. Ambas sdo reguladas pela proteina NPR1,
onde se cruzam na rota de sinalizacdo (Choudhary et al., 2007). No entanto, as rotas de
sinalizacdo sdo distintas, pois SAR é governada pela rota do acido salicilico e ISR pela
rota do acido jasmonico e etileno. Conforme Pieterse et al., (1998), a inducdo salicilato-
dependente pode resultar em alteracGes visuais (necroses, por exemplo) na planta que
teve seus mecanismos de defesa ativados.

Com isso, conclui-se que as bactérias RF11 e RG8, bem como os fungos,
Trichoderma sp., Papulaspora sp. e Fusarium sp., mesmo sendo linhagens endofiticas,
isoladas da raiz de Hyptis marrubioides Epling, no sistema in vitro, passaram a atuar
como patdgenos. Comportamento comprovado pelo aparecimento de sintomas visuais,
nas plantas afetadas. O comportamento simbidtico dos endofiticos estd diretamente
relacionado as condi¢des do ambiente e ao estado fisioldgico do hospedeiro, podendo,
em condicBes adversas, manifestarem-se como patégenos. Nesse caso, o endofitico
pode ser considerado um patdgeno latente (Azevedo, 1998; Rolddo & Pfenning, 2001).

Os géneros Trichoderma, Papulaspora e Fusarium sdo géneros comuns em
simbioses endofiticas (Errasti et al., 2010). H& poucos relatos sobre patogenicidade de
espécies desses géneros no sistema in vitro (Almeida et al., 2005). Espécies de
Trichoderma tém sido utilizadas no controle bioldgico de fitopatdgenos, podendo esse
controle ser realizado por micoparasitismo ou antibiose (Ownley et al., 2010). O género
Papulaspora, também tem demonstrado atividade antimicrobiana (Ramos et al., 2010),
além de potencial para a obtencdo de metabdlitos secundarios (Gallo et al., 2010). Por
outro lado, o género Fusarium é conhecido por desencadear a murcha por Fusarium, ou
Fusariose, caracterizada por hipertrofia de xilema (Pinto et al., 2010) e murcha seguida
de morte nas plantas acometidas (Costa et al., 2010). Estes sintomas foram observados
nas plantas do tratamento 7 (RG32), que foram submetidas a inoculacdo de Fusarium
(Figural), comprovando que esse endofitico se comportou patogenicamente no sistema

in vitro.
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Figura 1. Microplantas de Hyptis marrubioides Epling utilizadas nos diversos

tratamentos, controle e elicitacdo por bactérias (RF11, RG8, RF10 e RG12) e
fungos (RG29, RG31 e RG32) endofiticos obtidos a partir do sistema radicular de
uma planta da mesma espécie. Sintomas de murcha e queda foliar (T4 e T5);

sintoma de murcha (T9, T10 e T11). Barra: para C1 = 15 cm, outros = 1,5 cm.

A fracdo acetato de etila do extrato bruto, quando analisada em CLAE-DAD,
evidenciou a existéncia de picos majoritatios, aos 20 min e 12 min.

O espectro no UV do composto 1 apresentou bandas de absorcdo a 204, 258 e
357 nm, tipicas de flavondides. Os dados de RMN 'H e '*C apresentam sinais
caracteristicos de um nucleo flavonoidico, cujo padréo de acoplamento do anel B sugere
um nuacleo quercetina. Observam-se ainda neste espectro os sinais referentes a uma
unidade monoglicosidica. A estrutura do composto 1 foi proposta com base no conjunto

dos dados espectrais de RMN'H, *C e HMBC, os quais apresentaram boa
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concordancia com os reportados na literatura para o flavonodide quercetina -7-O-
glicosideo (Clae et al., 2002).

O flavondide quercetina vem sendo estudado como potencial atenuante de
processos inflamatdrios (Schultke et al., 2010) e também por reduzir o fator de
crescimento vascular endotelial em tumores (Luo et al., 2008). Nos resultados de
quantificacdo da quercetina -7-O-glicosideo (Pico 12 min) nas microplantas de Hyptis
marubioides Epling submetidas a inoculacdo de isolados endofiticos, bacterianos e
fangicos, em comparacdo com a planta ex vitro, todas as microplantas, elicitadas ou
controle, apresentaram valores baixos para esse composto, comparadas & quantidade
apresentada pela planta ex vitro, que foi de 19,02 mg g™ de peso seco (Tabela 3). Este
trabalho detectou baixas quantidades desse nas plantas de Hyptis marrubioides Epling
provindas o sistema in vitro, contudo, outros trabalhos tém mostrado aumento na sintese
de flavondides in vitro, com o uso ou ndo de elicitores. Quercetina -3-O-glicosideo foi
identificada como metabolito secundario obtido do extrato etandlico de culturas de
Drosera binata cultivada in vitro (Marczack et al., 2005). Martin & Dusek (2007)
ampliaram a sintese de baicalina e baicaleina em suspensdes celulares de Scutellaria
baicalensis Georgii, utilizando como elicitor, cinamato de sédio. Para células dessa
mesma planta, o tratamento com metil jasmonato aumentou o indice de flavonas (Xu et
al., 2010).
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Tabela 3. Quantidades de flavondide e acido clorogénico
presentes na massa seca das partes aéreas da planta ex vitro de
Hyptis marrubioides Epling, da microplanta e de microplantas

submetidas a inoculacéo de bactérias e fungos elicitores.

Tratamento  Quercetina-7-  Acido 3,4-O-

O-glicosideo  dicafeoilquinico

mg/gPS mg/gPS
Plantas 1 19,02a* + 0,47** 1,91b + 0,31
2 1,26b + 0,20 32,84b + 8,08
3 1,74b £ 0,44 34,50b £ 7,50
Elicitacdo 4 0,92b + 0,06 16,32b + 4,56
bacteriana 5 0,85b + 0,01 19,13b + 6,70
6 0,94b + 0,03 38,13b £ 2,23
7 1,27b £ 0,17 29,71b + 8,16
8 1,59b + 0,36 60,57ab + 10,8
Elicitacéo 9 2,36b + 1,15 58,54ab + 8,6
Fungica 10 2,19b £ 0,20 16,57b + 10,5
11 1,00b + 0,04 128,74a + 35,20

*Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo se diferem pelo teste Tukey (5%),

**Erro padrdo da média.

Com relacdo ao espectro de UV da banda cromatografica obtida a 20 min
(Figura 2 e 3), o composto 2 apresentou trés méaximos de absor¢do em 199, 232 e 329
nm. Os dados espectroscépicos de RMN *H e *3C, juntamente com o experimento em
duas dimensdes HMBC evidenciaram a presenca de duas unidades cafeoila, bem como
os sinais referentes a molécula do acido quinico. As posicdes dos grupos cafeoila foram
determinadas com base nos valores de deslocamentos quimicos e das constantes de
acoplamento para os hidrogénios H-3, H-4 e H-5. A comparacéo dos dados obtidos com
os registrados na literatura, permitiu a confirmacdo a identidade da estrutura de 2 como
sendo a do acido 3,4-O-dicafeoilquinico (Arbiser et al., 2005; Han et al., 2008).
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Figura 2. Cromatograma obtido por CLAE a 325 nm a partir do extrato de
microplantas de Hyptis marrubioides Epling submetidas a inoculacéo do isolado
endofitico Fusarim sp. (T11), confirmando a presenca do Acido Clorogénico
(Pico 20 min) como pico majoritéario.

O acido 3,4-O-dicafeoilquinico (Figura 4) é um acido clorogénico com potencial
anti-inflamatorio e antioxidante (Barros et al., 2008; Lima et al., 2010). Estudos
mostram que o &cido clorogénico pode ser utilizado também, na prevencao do cancer e
doencas cardiovasculares (Laranjinha et al., 1994; Sawa et al., 1999), bem como do
diabetes e da obesidade (Narita & Inouye, 2009), tendo sido investigado como bioativo
para o tratamento de infec¢des fungicas. Sung & Lee (2010) em estudos realizados com
Candida albicans, sugeriram que esse acido pode exercer atividade antifungica por
perturbar a estrutura da membrana celular. Os resultados de quantificacdo do acido
clorogénico neste trabalho, mostraram que T11, ou seja, a utilizacdo de Fusarium sp.
como elicitor, dobrou a quantidade produzida desse &cido (128,74 mg/gPS), se
comparada ao controle para os tratamentos com fungos (T8) (60,57 mg/gPS) (Tabela 3
e Figura 2).
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Figura 3. Espectros no UV obtidos dos picos 12 min (A) e 20 min (B)
presentes no extrato de microplantas de Hyptis marrubioides Epling
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submetidas a inoculacdo dos fungos endofiticos Trichoderma sp. (A) e
Fusarium sp. (B), representando o padrdo de absorcdo no UV tipico de

flavonoides e do Acido Clorogénico, respectivamente.

A producéo desse &cido, pelas microplantas elicitadas, pode ser considerada uma
resposta de defesa ao comportamento patogénico que esse endofitico assumiu no
sistema in vitro, ja que o &cido clorogénico tem sido descrito como um composto
relacionado a resisténcia vegetal ao ataque de pragas como lagartas, besouros,
cigarrinhas e pulgdes, bem como de fungos e bactérias (Leiss et al., 2011). De acordo
com Nicholson & Hammerschmidt (1992), fenois antibidticos podem ser formados em
resposta ao ingresso de patdgenos e ser parte dos mecanismos de resposta ativa ou, por
outro lado, ocorrer constitutivamente nas plantas e funcionar como inibidores pré-
formados associados a resisténcia de plantas ndo hospedeiras (defesa constitutiva ou
pré-formada). Baptista et al., (1999) inocularam plantas de Eucalyptus urophylla, in
vitro, com duas espécies ectomicorrizicas isoladas de Pisolithus tinctorius e, em 96
horas apds a inoculagdo, verificaram que as raizes inoculadas com os isolados
apresentaram um maior significativamente de A&cido clorogénico em relacdo a
testemunha.

Quanto aos resultados de CG/EM, de forma generalizada, nos 10 tratamentos
avaliados, foi possivel detectar a presenca das seguintes classes de compostos:
hidrocarboneto (alcano, alceno, dieno e alcino), aldeido, amida, alcool, aglcar, acido
graxo, um derivado do acido cindmico e um diterpeno (Tabela 4).

Nos tratamentos T2 e T3, considerados como controle geral e controle para os
experimentos associados a bactérias, respectivamente, constatou-se a predominancia de
acidos graxos e a presenca da acetamida (0,16%). Pollmann et al., (2004), utilizando
uma combinagdo de CLAE/CG-EM/EM, conseguiram isolar um derivado inddlico de
acetamida de sementes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, submetidas a germinacao.
O declinio nos niveis de AlA durante a germinacao foi acompanhado por uma reducéo
nos niveis de Indol-3-acetamida. A enzima nitrilase, conhecida por sintetizar AlA a
partir de indol-3-acetonitrila, tem se destacado por produzir quantidades significativas
de Indol-3-acetamida in vitro, como um produto final dessa reacéo.

A inoculagdo das bactérias RF11, RG8, RF10 e RG12, respectivamente, 0
constituinte heptametil-hexadeceno se apresentou em maior proporgéo relativa (63,7%),

ocorrendo apenas no tratamento T5. A segunda classe de compostos representativa
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nestes quatro tratamentos foi a dos acidos graxos, sendo o éster metilico do acido 12-
acetiloxi-9-octadecendico o seu maior representante (28,1%). A presenca da lactona
diterpénica andrografolideo (3), foi constatada em T4 (26,8%) e T5 (5,62%), (Figura 4).
Os interesses sobre a sintese de andrografolideo tém crescido consideravelmente, visto
que essa molécula, ou mesmo seus derivados, tém demonstrado propriedades
anticancerigenas (Zhou et al., 2010), antibacterianas (Chen et al., 2011), anti-
inflamatdrias (Lee et al., 2011) e mesmo anti-HIV (Wang et al., 2011). Quanto a
producdo do alcino 7-tetradecino, foi observada apenas em T5 (0,87%). Este
hidrocarboneto também foi identificado por Bryant & McClung (2011) como
componente volatil de Oryza sativa (L.) ao analisarem, por CG/EM, os compostos que

conferem aroma e sabor ao grao.
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Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos (1) quercetina -7-O-

glicosideo, (2) acido 3,4-O-dicafeoilquinico e (3) andrografolideo.

Considerando os experimentos realizados com os fungos endofiticos T9 a T11
em comparacdo ao controle T8, o 3,4-dimetoxi-cinamato de metila (15,5%) e o
diterpeno andrografolideo (3,73%) mostram-se presentes apenas em T8. Ja o éster
metilico do &cido hexadecandico (7,53%) foi o Unico representante dos &cidos graxos
produzido em T8.

Nos tratamentos T9 a T11, observou-se que a elicitagdo com fungos possibilitou

uma intensificacdo na biossintese do 7-tetradecino (10,2%) e permitiu uma
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diversificacdo maior das classes estruturais. Este fato € comprovado pela presenga do
alcool 4-noneno-1-ol (2,47%), do aldeido 14-heptadecenal (4,42%), do neofitadieno
(10,65%) e do cloreto de 9,12-Octadecadienoila (12,5%). Heptadecenal foi um dos
aldeidos de cadeia longa, insaturados e com atividade antibiotica, obtidos por Gallo et
al., (2004) a partir da cultura do fungo Cladosporium sp., obtido de um sedimento
marinho. Neste trabalho, ele foi detectado apenas no tratamento em que houve
inoculacdo do fungo FG31. Ja o neofitadieno tem sido associado a propriedades
antivirais e anti-inflamatorias. Santoyo et al., (2011) isolaram neofitadieno como parte
da composic¢do do extrato etandlico da microalga Dunaliella salina, sendo que 0 mesmo
extrato mostrou atividade inibitoria contra o virus herpes simplex tipo I. Este composto
também foi encontrado como componente do 6leo essencial de Conyza bonariensis (L.)
Cronquist, sendo que o extrato alcodlico dessa planta se mostrou eficiente em conter
acessos inflamatorios (Santana et al., 2011).

Outro fato interessante é que, quando se compara a producdo de &cidos graxos
nos experimentos envolvendo bactérias e fungos, observa-se que em ambos 0s casos 0S
acidos graxos predominantes sdo o é&cido hexadecandico e o acido 9,12,15-
octadecatriendico, na forma de seus ésteres metilicos. Ribeiro et al., (1998)
demonstraram que fragOes obtidas das folhas de gergelim (Sesamum indicum L. -
Pedaliaceae), continham uma mistura de 4&cido graxos, onde 0s componentes
majoritarios eram o0s acidos tetradecanoico, hexadecandico, octadecandico, icosandico,
docosanoico e 9,12,15 octadecatriendico. Estas foram capazes de inibir fortemente o
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (Mdller) Singer, sin. de Rozites
gongylophora Médller, cultivado pela formiga cortadeira Atta sexdens L. O cultivo in
vitro, por ser um sistema altamente estressante (Gaspar et al., 2002), pode ter
funcionado como estimulante a sintese de acidos graxos na forma de seus ésteres
metilicos, pelas plantas de Hyptis marruboides Epling testadas. No entanto, para a
maioria dos fungos e bactérias testados como elicitores, a producdo desses acidos foi
maior se comparada aos tratamentos controle, o que pode constituir uma resposta da
planta a presenca do microrganismo.

Os dados obtidos nos tratamentos realizados sugerem que em relacdo as
bactérias, T5 foi o experimento que proporcionou maior diversificagdo estrutural e
namero de metabolitos produzidos, enquanto para as espécies flngicas, isto correu com
0 T10 (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma obtido via CG/EM do extrato de microplantas de Hyptis
marrubioides Epling submetidas a inoculagdo do isolado endofitico RG31 (T10),
demonstrando a diversidade de ésteres metilicos de &cidos graxos presentes na
amostra.

A técnica da elicitacdo in vitro tem se mostrado uma importante estratégia para a
producéo de compostos ativos de plantas medicinais. Culturas de raiz de Angelica gigas
Nakai, elicitadas com uma combinacédo de extrato de levedura e ions cobre, aumentou a
acumulacdo do decursinol angelato (Rhee et al., 2010). A elicitacdo in vitro por
minerais e acido jasmonico, também foi eficiente em aumentar os indices de alcal6ides
produzidos pelas raizes de Datura estramonium L. (Amdoun et al., 2009). Neste
trabalho, alguns metabdlitos como neofitadieno foram sintetizados apenas nos
tratamentos em que houve elicitacdo, sugerindo que esse método pode ser mais
elaborado, para se obter esse metabolito através de plantas de Hyptis marrubioides
Epling elicitadas in vitro. O alceno heptametil-hexadeceno foi produzido apenas nos
experimentos com bactérias, contrastando com o0s metabolitos: 4-noneno-1-ol; 14-
heptadecenal, cloreto de 9,12-Octadecadienoila, e 1,1'-Biciclopentil, 2-hexadecil,
detectados apenas nos tratamentos com fungos. Isso significa que os isolados
endofiticos bacterianos e fungicos utilizados como elicitores induziram respostas

metabolicas diferentes em microplantas de Hyptis marrubioides Epling. Contudo, outros
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Tabela 4. Metabolitos obtidos via CG/EM do extrato de microplantas de Hyptis
marrubioides Epling submetidas ou n&o a elicitacdo por isolados endofiticos
bacterianos e fungicos.

Composto Férmula PM TR Area (%)
T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11
Acetamida C,HsNO 59 21,09 0,16 0,03 0,27 0,18
4-Noneno-1-ol CyH130 142 35,90 2,47
1,6-Anidro-beta-D-glucofuranose CgH1005 162 30,84 25,7
Ester metilico do acido nonantico Cio Ho O, 172 30,49 2,86
Metil-a-D-ribopiranosideo Cs Hi, Os 164 19,30 3,30
7-Tetradecino CiHzs 194 35,90 0,87 10,15 10,21
Ester metilico do acido 8-metil Cyp Hpy Oy 200 36,91 5,95
decandico
3,4-dimetoxi-cinamato de metila CioH1404 222 67,65 15,5
14-Heptadecenal Cy7H3,0 252 27,53 4,42
Ester metilico do acido 12-metil- Ci6 H3, O, 256 36,9 2,32 2,99 1,07
tetradecanéico
Ester metilico do 4cido 9,12- Ci7H300; 266 35,92 9,06
hexadecadienéico
Ester metilico do 4cido Ci7 H3 O, 270 30,50 11,0 16,8 4,31 25,0 37,9 7,53 21,6 41,5 15,5
hexadecandico
1-(2-Hidroxietoxi)-2-metil- Cy7 H3s O, 272 2131 0,26
tetradecano
Neofitadieno Cyo Hag 278 27,50 1,94 10,6
Acido 9,12-Octadecadientico C1H30, 280 35,92 1,31
Ester metilico do acido Cy5 Hzs O, 284 30,48 2,99 0,88 9,86 8,70

heptadecandico
Ester metilico do 4cido 9,12,15- C1oH3,0, 292 36,13 16,2 17,4 2,50 19,7 37,4 18,3 32,6 22,2
Octadecatriendico
Ester metilico do 4cido 9,12- Cyg H34 O, 294 35,93 534 148 13,8 744

Octadecadiendico

Continuacéo da tabela 4.

Composto Férmula PM TR Area (%)
T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11
Ester metilico do acido octadecandico C19H330, 298 36,92 11,9
Ester metilico do acido 11,14,17-Eicosatriendico Cp1 Has 320 36,12 5,05 7,72
0,
Andrografolideo CaoH300s 350 22,37 26,8 5,62 3,73
Ester metilico do acido 12-acetil6xi-9- Cy1 Hag Oy 354 30,49 2,78 28,1 21,8
octadecendico
1,1"-Biciclopentil, 2-hexadecil Cys Hso 362 27,50 4,13
1,2,6A,6B,9,9,12A-Heptametil- Cai HigO, 452 77,70 63,7
1,3,4,5,6,6A,6B,7,8,8A,9,12,12A,12B,13,14B-
Hexadeceno

elicitores bidticos, ou mesmo abidticos devem ser testados, visando a obtencdo de

metabolitos de interesse.

RESUMO

Resposta metabolica induzida por fungos e bactérias endofiticas em microplantas

de Hyptis marrubioides Epling
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Os mecanismos elicitores, através da inducdo de respostas de resisténcia, podem
levar ao acimulo de metabolitos secundérios nos tecidos vegetais, ja que estes tém sua
sintese estimulada na presenca do elicitor. Hyptis marrubioides Epling € uma
Lamiaceae medicinal, nativa do Cerrado, para a qual ndo existem dados relacionados a
elicitacdo. Este trabalho avaliou a resposta metabdlica de microplantas dessa espécie a
inoculagdo de quatro isolados endofiticos bacterianos e trés fangicos, utilizados como
elicitores bioticos, e comparou essa resposta a de plantas de Hyptis marrubioides Epling
crescidas em condicdes ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofiticas
testadas e os trés fungos se comportaram como patogenos. As bactérias provocaram
sintomas de murcha, queda foliar e escurecimento radicular, enquanto os fungos
provocaram apenas murcha. Os extratos vegetais das amostras foram avaliados por
CLAE-DAD e CG/EM. As analises de CLAE revelaram dois picos majoritarios, sendo
um correspondente ao flavonoide quercetina -7-O-glicosideo e outro correspondente ao
acido clorogénico, &cido 3,4-O-dicafeoilquinico. Foi detectada, nas microplantas, uma
baixa concentracdo do flavonoide, quando comparadas a planta ex vitro e o tratamento
com o fungo Fusarium sp. foi o mais eficiente em estimular a biossintese do acido
clorogénico. As analises com CG/EM mostraram no geral, uma alta diversidade de
ésteres metilicos de acidos graxos, sendo que alguns metabodlitos, tal como 7-
Tetradecino e neofitadieno s6 apareceram nos tratamentos em que houve elicitacdo.
Além disso, o metabolito heptametil-hexadeceno foi biossintetizado especificamente em
tratamento com bactéria em contraste com 4-noneno-1-ol; 14-Heptadecenal, cloreto de
9,12-Octadecadienoila, e 1,1'-Biciclopentil, 2-hexadecil, detectados apenas nos

tratamentos com fungos.

Palavras-chave: elicitacdo, cultivo in vitro, metab6litos secundarios.
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CONCLUSAO GERAL

Este trabalho identificou a presenca de FMAs e DSEs em fragmentos de raizes
de Hyptis marrubioides Epling, além de isolar 42 bactérias endofiticas, das quais 27
foram de fragmentos de raiz grossa e 15 de fragmentos de raiz fina. Foram isolados
também nove linhagens de fungos endofiticos, seis de raiz grossa e trés de raiz fina.
Bactérias gram positivas e catalase positivas representaram a maioria dos isolados
bacterianos, predominando a forma de bacilo. Do total de isolados fungicos, a maioria
apresentou miceélio esporulante e foi constatada a ocorréncia dos géneros Penicillium,
Fusarium, Trichoderma e Papulaspora. Esses isolados endofiticos foram avaliados
quanto a sua capacidade de solubilizar fosfatos de Ca e de Fe em meio de cultura sélido,
bem como de sintetizar AIA in vitro, sendo que pouco mais de 20% solubilizou
CaHPO,. Contrariamente, 59% dos microrganismos testados solubilizaram FePO,. Das
linhagens bacterianas testadas para a biossintese de AIA, 50% demonstraram
capacidade de produzir essa auxina. Do ponto de vista biotecnoldgico, destacaram-se as
linhagens RG9, RG24 e RF18, com indicacdo de alto potencial de solubilizacdo de
FePQO, e producdo AlA. Os testes de elicitacdo de microplantas de Hyptis marrubioides
Epl. com quatro isolados endofiticos bacterianos e trés fangicos, em comparacdo com
plantas cultivadas ex vitro revelaram duas bandas cromatograficas majoritarias, sendo
uma correspondente ao flavondide quercetina -7-O-glicosideo e outra correspondente ao
acido clorogeénico, acido 3,4-O-dicafeoilquinico. Nas microplantas, foi detectada uma
baixa concentracdo do flavondide, quando comparadas a planta ex vitro. O tratamento
com o fungo Fusarium sp. foi 0 mais eficiente em estimular a biossintese de &cido
clorogénico. Os extratos vegetais mostraram uma alta diversidade de ésteres metilicos
de acidos graxos, sendo que alguns metabdlitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno

sO apareceram em tratamentos em que houve elicitacdo. Além disso, o metabolito
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heptametil-hexadeceno foi biossintetizado, especificamente, em tratamento com
bactéria em contraste com 4-noneno-1-ol; 14-Heptadecenal, cloreto de 9,12-
Octadecadienoila, e 1,1'-Biciclopentil, 2-hexadecil, detectados apenas nos tratamentos

com fungos.



