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CARACTERIZAÇÃO DA COMUNIDADE ENDOFÍTICA 

RADICULAR DE Hyptis marrubioides Epling, POTENCIAL 

BIOTECNOLÓGICO E PERFIL QUÍMICO INDUZIDO POR ESSA 

COMUNIDADE EM PLÂNTULAS MICROPROPAGADAS 
 

Autora: Luciana Cristina Vitorino 

Orientador: Prof. Dr. Fabiano Guimarães Silva 

RESUMO 

 

A Lamiaceae Hyptis marrubioides Epling é uma espécie medicinal que ocorre no 

Cerrado brasileiro. Não existem dados sobre a microbiota endofítica dessa planta, nem 

sobre a utilização de mecanismos elicitores, no sentido de estimular seu metabolismo. 

Este trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar linhagens endofíticas do sistema 

radicular dessa planta. Para isso, fragmentos de raiz grossa e fina foram coletados para 

diafanização e desinfestação supercial para o isolamento de endofíticos em meio BDA. 

Ao 10º dia de incubação, foi obtida a Taxa de Colonização (TC) dos fragmentos e 

bactérias e fungos foram purificados e mantidos em meio de cultura sob refrigeração.  

As bactérias foram caracterizadas parcialmente por coloração de Gram e teste de 

catalase. Os fungos foram identificados observando-se e diferenciando-se as estruturas 

reprodutivas pela técnica de microcultivo com auxílio de um microscópio e chaves de 

identificação. Observando-se fragmentos de raízes diafanizados, constatou-se a presença 

de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e fungos endofíticos dark septados (DSEs) 

nas raízes finas e grossas de Hyptis marrubioides Epling. A TC de endofíticos foi mais 

expressiva nos fragmentos de raiz grossa, sendo que nos dois tipos de raízes, 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 fúngicos, a maioria apresentou micélio esporulante e foi  
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constatada a ocorrência dos gêneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e 

Papulaspora. Os isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epl. foram caracterizados 

com relação à sua capacidade de solubilizar CaHPO4, em meio GELP e FePO4, em 

meio de Reyes. Foram caracterizados também, quanto à capacidade de biossintetizar 

Ácido Indolacético (AIA) em meio GYBS (enriquecido com triptofano). Foram 

analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens fúngicas. Do total de 

microrganismos testados, 20% formaram halos de solubilização de CaHPO4, sendo 

todos, bactérias. Contudo, essa solubilização foi de nível baixo. Um percentual de 

66,6% dos microrganismos testados atingiram alto índice de solubilização de FePO4, 

sendo que entre os fungos, todos solubilizaram esse fosfato. No que se refere à 

biossíntese de AIA, 50% das bactérias sintetizaram esse composto. Do ponto de vista 

biotecnológico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto 

potencial de solubilização de FePO4 e produção de AIA. Os testes de elicitação 

avaliaram a resposta metabólica de microplantas de Hyptis marrubioides Epling à 

inoculação de quatro isolados endofíticos bacterianos e três fúngicos, utilizados como 

elicitores bióticos. Esta resposta foi comparada à de plantas de Hyptis marrubioides Epl. 

crescidas em condições ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofíticas 

testadas e os três fungos, se comportaram como patógenos. 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 análises de CLAE, revelaram duas bandas cromatográficas 

majoritárias, sendo uma correspondente ao flavonóide quercetina -7-O-glicosídeo e 

outra correspondente a um ácido clorogênico, conhecido como ácido 3,4-O-

dicafeoilquínico. Foi detectado nas microplantas, baixa concentração do flavonóide, 

quando comparadas à planta ex vitro. O tratamento com o fungo Fusarium sp. foi o 

mais eficiente em estimular a biossíntese de ácido clorogênico. As análises com CG/EM 

mostraram em geral, uma alta diversidade de ésteres metílicos de ácidos graxos, sendo 

que alguns metabólitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno só apareceram nos 

tratamentos em que houve elicitação. Além disso, o metabólito 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 Guimarães 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 CaHPO4 in a GELP environment and 

FePO4 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 CaHPO4, 

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  FePO4, 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 AIA. 

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 ocorrência dos gêneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e 

Papulaspora. Os isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epl. foram caracterizados 

com relação à sua capacidade de solubilizar CaHPO4, em meio GELP e FePO4, em 

meio de Reyes. Foram caracterizados também, quanto à capacidade de biossintetizar 

Ácido Indolacético (AIA) em meio GYBS (enriquecido com triptofano). Foram 

analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens fúngicas. Do total de 

microrganismos testados, 20% formaram halos de solubilização de CaHPO4, sendo 

todos, bactérias. Contudo, essa solubilização foi de nível baixo. Um percentual de 

66,6% dos microrganismos testados atingiram alto índice de solubilização de FePO4, 

sendo que entre os fungos, todos solubilizaram esse fosfato. No que se refere à 

biossíntese de AIA, 50% das bactérias sintetizaram esse composto. Do ponto de vista 

biotecnológico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto 

potencial de solubilização de FePO4 e produção de AIA. Os testes de elicitação 

avaliaram a resposta metabólica de microplantas de Hyptis marrubioides Epling à 

inoculação de quatro isolados endofíticos bacterianos e três fúngicos, utilizados como 

elicitores bióticos. Esta resposta foi comparada à de plantas de Hyptis marrubioides Epl. 

crescidas em condições ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofíticas 

testadas e os três fungos, se comportaram como patógenos. 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 análises de CLAE, revelaram duas bandas cromatográficas 

majoritárias, sendo uma correspondente ao flavonóide quercetina -7-O-glicosídeo e 

outra correspondente a um ácido clorogênico, conhecido como ácido 3,4-O-

dicafeoilquínico. Foi detectado nas microplantas, baixa concentração do flavonóide, 

quando comparadas à planta ex vitro. O tratamento com o fungo Fusarium sp. foi o 

mais eficiente em estimular a biossíntese de ácido clorogênico. As análises com CG/EM 

mostraram em geral, uma alta diversidade de ésteres metílicos de ácidos graxos, sendo 

que alguns metabólitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno só apareceram nos 

tratamentos em que houve elicitação. Além disso, o metabólito 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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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 CaHPO4 in a GELP environment and 

FePO4 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 CaHPO4, 

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  FePO4, 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 AIA. 

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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Hyptis marrubioides Epling 

A família Lamiaceae pertence à ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo 

cerca de 200 gêneros e aproximadamente 3.200 espécies distribuídas em todo o mundo 

(Botrel et al., 2010). Os gêneros Salvia (500 espécies), Hyptis (350 espécies), 

Scutellaria, Coleus, Plectranthus e Satachys (200 espécies), Nepeta (150) e Teucium 

(100) possuem distribuição cosmopolita, embora as plantas destes gêneros sejam 

encontradas especialmente na região do mediterrâneo (Melendo et al., 2003). 

O gênero Hyptis Jacq. (Lamiaceae) é de ampla ocorrência na América Tropical 

e alta diversidade morfológica, principalmente na região do cerrado brasileiro (Willis & 

Shaw, 1973; Harley, 1988). Nessa região, a família Lamiaceae é representada pela 

subtribo Hyptidinae (Tribo Ocimeae) que mostra fortes padrões de variação florística e 

taxonômica, produzindo um grande número de novas espécies (Almeida & 

Albuquerque, 2002). Há relatos da ocorrência de espécies extremamente diversas de 

Hyptis no Cerrado brasileiro, muitas apresentando propriedades medicinais e relevância 

farmacêutica (Arrigoni-Blank et al., 2008; Coutinho et al., 2009). 

As plantas desse gênero apresentam um aroma característico, sendo algumas 

espécies utilizadas no tratamento de infecções gastrointestinais, cãimbras, dores e no 

tratamento de infecções de pele (Falcão & Menezes, 2003). São também importantes 

fontes de constituintes bioativos com efeito antimicrobiano, citotóxico e inseticida 

(Kuhnt et al., 1995). Estudos prévios têm comprovado outras atividades biológicas 

relevantes tais como: atividades antiespasmódica, anti-inflamatória (Di Stasi et al., 

1996), antiulcerogênica (Barbosa & Ramos, 1992), larvicida (Costa et al., 2005), 

antidepressiva (Bueno et al., 2006), dentre outras.  
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Hyptis marrubioides Epling é denominada vulgarmente hortelã-do-campo, 

sendo considerada uma espécie medicinal do Cerrado (Rodrigues & Carvalho, 2001), 

sobre a qual é crescente o interesse farmacológico. Os principais constituintes químicos 

encontrados em Hyptis marrubioides Epling, ao estudar a variabilidade química 

presente no óleo volátil desta espécie em duas localidades da região do Cerrado 

brasileiro, foram cariofila-4(14),8(15)-dien-5β-ol, eudesma-4(15),7-dien-1β-ol, óxido de 

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

 

Microrganismos endofíticos 

As plantas no geral são 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 bioquímicas das plantas. Muitos 

caracteres vegetais são mediados pela microbiota funcional, dessa forma, os 

microrganismos podem influenciar os ecossistemas através de seus efeitos funcionais 

sobre a dinâmica populacional de seus hospedeiros. Esses efeitos são atualmente 

chamados de trações funcionais (Friesen et al., 2011). Portanto, a simbiose entre 

microrganismos e plantas é um fenômeno natural bem conhecido, e possui um 

importante papel nas comunidades vegetais, afetando a colonização, competição, 

coexistência e dinâmica dos nutrientes no solo (Pyrozynski & Hawksworthy, 1998; 

Clay & Holah, 1999; Lemons et al., 2005).  

A infestação das plantas, no seu ecossistema natural, sem nenhuma 

manifestação de doença, pode ocorrer por uma enormidade de microrganismos. Esses 

são então conhecidos como endofíticos e ocorrem em grande diversidade no interior de 

seus hospedeiros (kogel et al., 2006). Em geral, microrganismos endofiticos penetram 

os órgãos vegetais por aberturas naturais como estômatos e hidatódios, ou ainda através 

de feridas. Outras portas de entrada são aberturas causadas por insetos e até mesmo 

pelas estruturas de fungos patogênicos, como os apressórios. O órgão mais utilizado 

pelos endófitos para penetração são as raízes. Também pode ocorrer penetração ativa de 

endofíticos por produção de enzimas ou estruturas que facilitam o processo. Além disso, 

alguns microrganismos endofíticos são transmitidos verticalmente (Azevedo, 1998), 

mais especificamente, o grupo que ocorre em gramíneas, conhecido como 

Claviceptaceous (Márquez et al., 2011). 

A associação planta-endofítico é geralmente mutualística. Como benefício da 

interação o microrganismo recebe nutrição e abrigo da planta hospedeira, aumentando 
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sua possibilidade de sobrevivência (Muller & Krauss, 2005; Schardl et al., 2004) e 

garantindo sua disseminação à próxima geração do hospedeiro, através de transmissão 

vertical ou horizontal (Faeth & Fagan, 2002; Muller & Krauss, 2005). Da mesma forma 

a planta se beneficia aumentando sua capacidade competitiva frente estresses bióticos 

(Clay & Schardl, 2002) e abióticos (Schardl et al., 2004; Saikkonen et al., 1998). 

A planta melhora seu “fitness” utilizando metabólitos produzidos pelo 

microrganismo, como enzimas, alcalóides e antibióticos. Também, a síntese de 

substâncias tóxicas por determinadas plantas contra herbívoros, pode ser estimulada 

pela presença de enzimas ou outros compostos dos microrganismos endofíticos, que 

atuando sobre certos genes da planta promovem a biossíntese destes metabólitos 

secundários tóxicos (Neto et al., 2002). 

Para a família Lamiaceae, são raros os trabalhos sobre ocorrência e/ou 

caracterização da microbiota endofítica. Um ascomiceto endofítico foi isolado de 

culturas meristemáticas de Mentha piperita por Mucciarelli et al. (2002). Huang e 

colaboradores (2008) mensuraram a biodiversidade de fungos endofíticos para 29 

plantas utilizadas na medicina tradicional chinesa, dentre estas, a Lamiaceae Scutellaria 

indica, na qual, encontraram maior ocorrência do gênero Colletotrichum. Além disso, 

fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e Dark septados, foram encontrados em 

Lamiáceas recolonizadoras de uma floresta no norte do estado do Texas (Stevens et al., 

2010). 

Associações endofíticas no gênero Hyptis, foram descritas em poucos 

trabalhos. Entre estes se destaca o realizado por Barbosa (2005) que isolou 39 

microrganismos de diferentes órgãos vegetativos (caule, folha e pecíolo) de Hyptis 

suaveolens, predominando os gêneros 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 presença, em Hyptis 

verticillata, de Sabacinales, um táxon saprofítico (Wells, 1994), de associação 

confirmada em diversas orquídeas (Selosse et al., 2002; Sua´rez et al., 2008). A 

detecção do fungo foi feita com base na técnica da PCR, utilizando primers específicos 

para Sabacinalles. Contudo, os autores não obtiveram sucesso no isolamento, para a 

espécie vegetal testada.  

Não existem relatos bibliográficos sobre a microbiota endofítica de Hyptis 

marrubioides Epling, nem sobre a relação dessa microbiota com a biossíntese de 

metabólitos secundários nessa espécie.  
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Microrganismos endofíticos como solubilizadores de fosfato de cálcio e fosfato de 

ferro 

Alguns microrganismos presentes nos solos possuem papel importante no ciclo 

natural do fósforo (P), sendo responsáveis pela sua hidrólise para a forma inorgânica, 

tornando-o disponível às plantas. Estes processos são mediados por enzimas (Rodriguéz 

et al., 2000; Gyaneshwar et al., 2002; Sobral, 2003), ácidos orgânicos (Whitelaw et al., 

1999) e sideróforos (Benite & Machado, 2002). As bactérias solubilizadoras de P atuam 

sobre o fosfato insolúvel por meio de fosfatases, principalmente fosfatases ácidas, com 

a produção de ácidos orgânicos e inorgânicos e/ou redução do pH, obtendo-se então o 

fosfato disponível para as plantas (Nautiyal, 1999; Vasquez et al., 2000; Vassilev & 

Vassileva, 2003; Sobral, 2003). Com relação aos sideróforos, são consideradas 

moléculas que sequestram o ferro (Pelzer et al., 2011), liberando o P presente no 

complexo FePO4, estando por isso associados a promoção do crescimento vegetal 

(Ahmad et al., 2008). Em virtude do potencial desses microrganismos, diversos estudos 

vêm sendo realizados para avaliar sua capacidade de solubilização de P inorgânico. 

Dentre os microrganismos solubilizadores de fosfato inorgânico (MSFI), as 

bactérias se destacam com o maior potencial de utilização para obtenção de fosfatos 

solúveis a partir da solubilização biológica de fosfatos e como inoculantes para as 

culturas. Os principais gêneros bacterianos já relacionados com solubilização de fosfato 

são: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus, 

Aereobacter e Flavobacterium (Rodríguez & Fraga, 1999). Estes gêneros também estão 

relacionados a promoção do crescimento de plantas pela secreção de fitormônios, 

vitaminas e antibióticos (Reis et al., 2008). 

A habilidade das bactérias epifíticas, que colonizam a superfície de órgãos 

vegetais (Camatti-Sartori et al., 2006) e também das endofíticas, em relação à 

solubilização do fosfato inorgânico, tem despertado grandes interesses biotecnológicos. 

As bactérias endofíticas ganham grande importância durante o processo de colonização, 

porque podem inicialmente colonizar superficialmente o hospedeiro e, 

consequentemente, fornecer P para o desenvolvimento das plantas (Sobral, 2003).  

A inoculação de bactérias solubilizadoras de P ou o manejo de sua população 

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 micorrízicos (Gull et al., 2004). 

A maior parte dos trabalhos envolvendo solubilização de fosfato, quantificam 

atividade de solubilizadores sobre fosfato de cálcio, contudo, em solos ácidos, tais como 

os de Cerrado, P se encontra complexado com ferro (Fe) e alumínio (Al) (Büll et al., 

1997). Sobre fosfato de ferro (FePO4), os resultados de solubilização não se apresentam 

tão satisfatórios quando comparados com outros fosfatos. Por exemplo, a solubilização 

de hidroxiapatita por Penicillium rugulosum foi mais eficiente do que a dos fosfatos de 

ferro ou alumínio (Reyes et al., 1999). Similarmente, estes fosfatos foram pouco 

solubilizados quando comparados com hidroxiapatita, CaHPO4 e Ca3(PO4)2 (Son et al., 

2006). No trabalho de Gibson & Mitchell (2004) fungos micorrízicos ericóides 

solubilizaram CaHPO4, mas não fosfatos de ferro ou de alumínio. 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 endofíticos como produtores de fitormônios 

Bactérias que habitam as raízes de plantas e exercem efeitos positivos sobre 

elas são denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR). Os 

efeitos positivos desses organismos podem ocorrer por influência direta (aumento da 

solubilização de P, absorção de nutrientes ou produção de reguladores de crescimento 

vegetal) ou indireta (supressão de patógenos, por produção de sideróforos ou 

antibióticos) (Asghar et al., 2002).  

Entre os mecanismos utilizados por bactérias PGPRs, destaca-se a produção de 

fitormônios, como auxinas, citocininas e giberelinas (Gray & Smith, 2005). Ácido 

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 endofíticas promovem o crescimento de plantas pela 

produção de hormônios vegetais ou de substâncias análogas. Assumpção et al., (2009), 

isolaram 12 ribótipos bacterianos, endofíticos de sementes de soja, por meio da análise 

de restrição do DNA ribossomal amplificado, e constataram que todos os isolados 

produziram AIA em meio TSB (10%), suplementado com triptofano. A produção AIA 

por bactérias pode promover o crescimento da raiz diretamente, pela estimulação da 
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elongação da célula vegetal ou divisão celular, ou indiretamente, pela influência sobre a 

atividade da ACC desaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato, um precursor do 

etileno) (Patten & Glick, 2002). 

As bactérias produzem AIA por várias vias de síntese. O Triptofano é 

considerado um precursor de AIA. Sua adição em meios de cultura promove aumento 

da síntese, mas há vias de produção independentes de triptofano. Bactérias diazotróficas 

do gênero Azospirillum sintetizam AIA por diferentes vias (Kuss, 2007). Em fungos 

produtores de AIA a via do triptofano também já foi evidenciada. Em culturas do fungo 

Aciculosporium tomar em meio líquido, a produção de AIA pelos isolados atingiu 1 mg 

L
-1

 e os resultados mostraram que a via do ácido indol-3-pirúvico (L-triptofano → ácido 

indol-3-indol pirúvico → indol acetaldeído → IAA) foi a via predominante (Tanaka et 

al., 2002). 

 

Microrganismos e elicitação de respostas metabólicas 

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de 

resposta aos diversos tipos de estresses sejam eles bióticos, como o ataque de 

patógenos, ou abióticos como os estresses ambientais. As respostas de defesa iniciam 

com a percepção do estresse, seguido do desencadeamento de uma cascata de eventos 

moleculares, que é finalizada em vários níveis de respostas fisiológicas e metabólicas 

podendo tornar a planta resistente (Margis-Pinheiro et al., 1999).  

Diferentes métodos vêm sendo empregados na indução de resistência vegetal, 

melhorando o “fitness” da planta, controlando patogenias ou mesmo ampliando a 

síntese de metabólitos bioativos de interesse comercial. Tais métodos consistem na 

ativação dos mecanismos de defesa latentes presentes na planta hospedeira em resposta 

ao tratamento com agentes elicitores (Cavalcanti et al., 2006). Com a elicitação, as 

plantas produzem sinais que serão transportados por toda a planta, e que desencadearão 

a resistência (Ryals et al., 1996). 

A resposta de resistência pode se dar de forma sistêmica ou localizada. Esta 

última é também chamada resposta de hipersensibilidade, e é expressa através da morte 

localizada de células (Resende et al., 2003). Quanto à resistência sistêmica, são 

considerados dois tipos: a Resistência Sistêmica Adquirida (SAR) e a Resistência 

Sistêmica Induzida (SIR). A SAR é induzida por patógenos ou ativadores químicos, 

envolvendo o acúmulo de PRPs (Proteínas relacionadas com a patogênese), como 

mecanismos de defesa da planta. Tal indução é dependente de ácido salicílico e pode 
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ocasionar o aparecimento de alterações visuais (necroses) na planta que teve seus 

mecanismos de defesa ativados (Romeiro, 1999). Por outro lado, a SIR é ativada por 

não patógenos e é dependente de ácido jasmônico e etileno, não envolvendo a síntese de 

PRPs e não exibindo alterações perceptíveis (Pascholate & Leite, 1995). 

Muitos trabalhos têm utilizado microrganismos viáveis (Stangarlin & 

Pascholati, 1994) ou mesmo inativos como elicitores bióticos. Saccharomyces 

cereviseae reduziu antracnose e mancha foliar em cultivares de Sorghum bicolor 

(Piccinin et al., 2005). Dong et al., (2003) avaliaram o micélio seco de Penicillium 

chrysogenum inoculado nas raízes de dois cultivares de Gossypium hirsutum e dois de 

G. barbadence, obtendo proteção contra a murcha por Verticillium dahliae, em todos os 

cultivares testados. Endofíticos também têm sido caracterizados como indutores de 

resistência. Vinte e oito rizobactérias induziram resposta a Pseudomonas syringae em 

tomateiro, diminuindo o aparecimento de lesões nos folíolos dessa planta (Silva & 

Romeiro, 2004). 

Especialmente sob condições in vitro, o uso de microrganismos tem se 

mostrado promissor na obtenção de metabólitos de interesse. Filtrados de cultura e 

cultura desidratada de vários fungos, leveduras e bactérias têm 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 raízes de Beta vulgares L., intensificando a 

produção de betalaína (Savitha et al., 2006). O uso de extrato de levedura como elicitor, 

aumentou o conteúdo de alcalóides, sobretudo escopolamina, intracelularmente e no 

meio de cultura, no cultivo in vitro de raízes de Brugmansia candida (Pitta–Alvarez, 

2000). 

De acordo com o nosso conhecimento, para Hyptis marrubioides Epling, não 

existem na literatura trabalhos que relacionem a utilização de elicitores bióticos ou 

mesmo abióticos, na indução de respostas fisiológicas e metabólicas. 
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OBJETIVOS GERAIS 

 

 

 
Este trabalho teve por objetivo isolar, caracterizar a comunidade endofítica das raízes 

de Hyptis marrubioides Epling e avaliar seu potencial biotecnológico quanto à 

capacidade de solubilizar fosfato de cálcio e fosfato de ferro, sintetizar ácido 

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

da mesma espécie. 
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ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE MICRORGANISMOS 

ENDOFÍTICOS 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 techniqe 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. 

 

INTRODUÇÃO 

Microrganismos endofíticos são definidos pela sua capacidade de colonizar 

tecidos vegetais sem causar sintomas ou alterações morfológicas (Strobel et al., 2004). 
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O acúmulo de informações sobre a interação planta e microrganismos endofíticos 

(Teixeira et al., 2007; Lacava et al., 2008; Dias et al., 2009) mostra que estes exercem 

diferentes e importantes funções ecológicas: atuam na promoção de crescimento vegetal 

(Ahmad et al., 2008), protegem o hospedeiro contra a herbivoria (Breen, 1994) e/ou 

produzem metabólitos secundários biologicamente ativos, sendo muitos deles, de 

importância biotecnológica (Cafêu et al., 2005).  

Existem poucos trabalhos de isolamento e caracterização, ou mesmo de 

variações de populações endofíticas para a família Lamiaceae. Huang e colaboradores 

(2008) avaliaram a biodiversidade de fungos endofíticos para 29 plantas utilizadas na 

medicina tradicional chinesa. Dentre estas, uma Lamiaceae (Scutellaria indica L.), para 

a qual encontraram maior ocorrência do fungo filamentoso do gênero Colletotrichum.  

Associações endofíticas no gênero Hyptis foram descritas em raros trabalhos. 

Destaca-se o realizado por Barbosa (2005) que obteve 39 isolados, de diferentes órgãos 

vegetativos (caule, folha e pecíolo) de Hyptis suaveolens Poit. e detectou predomínio 

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 presença de Sabacinales, um táxon saprofítico (Wells, 1994), 

em Hyptis verticillata Jacq. A associação endofítica desse fungo já foi confirmada em 

diversas orquídeas (Selosse et al., 2002; Sua´rez et al., 2008), sua detecção foi feita com 

base na técnica da PCR, utilizando primers específicos para Sabacinalles. Contudo, os 

autores não obtiveram sucesso no isolamento, para a espécie vegetal testada.  

O gênero Hyptis apresenta alta diversidade morfológica, principalmente na 

região do Cerrado brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies (Harley, 1988). Estas 

apresentam um aroma característico, sendo que algumas possuem atividade antifúngica 

(De Oliveira et al., 2004), antibacteriana (Souza et al., 2003), antiulcerogênica (Barbosa 

& Ramos, 1992), larvicida (Costa et al., 2005) e antidepressiva (Bueno et al., 2006) . 

A espécie medicinal Hyptis marrubioides Epling, que ocorre no Cerrado 

(Rodrigues & Carvalho, 2001), tem chamado atenção por concentrar em seu óleo 

essencial terpenóides como a cariofila-4(14),8(15)-dien-5b-ol, a eudesma-4(15),7-dien-

1b-ol,  o óxido de cariofileno e  o (β)-cariofileno (Sales et al., 2007). Os terpenos são 

empregados na medicina tradicional (Haslam, 1996) por apresentarem propriedades 

bactericidas (Kang et al., 1992), anti-inflamatórias (Shimizu, 1990) e mesmo 
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antitumorais (Zheng et al., 1992). São conhecidos também pelas propriedades 

insetífugas (Jacobson et al., 1990). Por não existirem dados sobre endofitismo em 

Hyptis marrubioides Epling, este trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar 

linhagens endofíticas do seu sistema radicular. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção do material vegetal 

A planta de Hyptis marrubioides Epling selecionada para avaliar a presença de 

microrganismos endofíticos foi um exemplar provindo inicialmente do cultivo in vitro, 

aclimatizado e, posteriormente, adaptado às condições externas da casa de vegetação do 

Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano – Campus Rio Verde, cujas 

coordenadas geográficas são: 17º 47‟ e 53‟‟ de latitude Norte e 51º 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 à raiz e preservando 

grande quantidade do solo rizosférico (Figura 1A). Esta foi então acondicionada em 

uma caixa térmica de isopor e conduzida ao Laboratório de Ecologia e Biologia 

Molecular de Microrganismos Endofíticos 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 endofíticos. 
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Isolamento de microrganismos endofíticos 

Foi possível distinguir duas classes de raízes morfologicamente distintas do 

sistema radicular de Hyptis marrubioides Epling: a primeira constituída por raízes 

grossas, de tom escuro e a segunda, raízes finas, de cor clara (Figura 1B). Essas duas 

classes de raízes foram analisadas separadamente quanto à ocorrência de endofíticos. 

Fragmentos de raízes de aproximadamente 10 cm de comprimento foram coletados e 

submetidos ao tratamento prévio de desinfestação, segundo método descrito por Petrini 

& Muller (1986), com modificações. As amostras foram lavadas meticulosamente em 

água corrente, para a retirada de todo o solo. Alguns fragmentos de aproximadamente 

um cm foram fixados e mantidos em FAA - formaldeído, ácido acético glacial e álcool 

etílico (50%), nas proporções de 5:5:90, segundo Johansen (1940) - para serem 

posteriormente diafanizados e corados para a observação de estruturas fúngicas. As 

raízes restantes foram imersas em água de torneira com detergente neutro e agitadas em 

mesa agitadora a 150 rpm, por 5 minutos. A seguir, foram enxaguadas com água 

destilada até a retirada completa de todo o detergente. O material foi levado ao fluxo 

laminar para assepsia com álcool 70% (v/v)/ um min; hipoclorito de sódio (2,5%) de 

cloro ativo (v/v)/ três min, e novamente álcool 70% (v/v)/ 30 seg. Em seguida, os 

fragmentos de raízes foram enxaguados três vezes com água destilada estéril e o 

excesso de umidade retirado com papel filtro esterilizado. Como controle do processo 

de assepsia, foram coletados 500 µL da água utilizada no enxágue final das amostras, 

para inoculação em tubos contendo 5 mL de caldo nutriente. Os tubos foram mantidos 

sob agitação a 150 rpm, over night, à temperatura ambiente. 

Fragmentos de aproximadamente um cm foram obtidos com auxílio de pinça e 

tesoura, e seis fragmentos distribuídos superficialmente em placas de Petri contendo 

meio BDA (Infusão de 200g de batata, dextrose 20g, ágar 15g e água q.s.p. 1000mL) 

(Figura 1C). As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 30ºC e observadas 

diariamente. 

Os fragmentos de raiz incubados em meio BDA permaneceram por 10 dias em 

estufa bacteriológica. A colonização foi avaliada diariamente até o 10º dia para 

determinação da taxa de colonização (TC) (Petrini et al., 1992), em que:

 

Taxa de Colonização = Número de fragmentos com endofítico x 100 

                                           Número total de fragmentos avaliados 
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Obtenção, purificação e manutenção dos endofíticos  

Colônias bacterianas individuais foram purificadas por esgotamento por estria 

em placas de Petri, contendo meio ágar nutriente e com auxílio de alça de platina. Já as 

de fungo foram purificadas por obtenção de fragmento de micélio jovem que surgiam 

das bordas dos fragmentos. Os isolados foram então transferidos para frascos de 

penicilina contendo meio de cultura ágar nutriente e estocadas na coleção de culturas do 

Laboratório de Microbiologia Biotecnológica e Fitopatologia do IF Goiano – Campus 

Rio Verde. 

 

Caracterização dos isolados bacterianos 

Os isolados bacterianos foram submetidos a testes de caracterização morfológica 

e bioquímica (atividade da enzima catalase). A coloração de Gram (Humphries, 1974) 

foi realizada para observação de características da parede celular, forma e arranjo das 

células. A morfologia das linhagens de bactérias endofíticas foi observada em lâmina, 

com auxílio de um microscópio óptico. Para a coloração, 15µL de cultura bacteriana, 

cultivada em caldo nutriente, over night, à temperatura ambiente e agitação de 150 rpm, 

foram fixados por calor em lâmina e em seguida corados. Para verificar a produção da 

enzima catalase pelas linhagens, 15µL de cultura foram colocados sobre lâmina 

bacteriológica na presença de 15µL de H2O2 (30%). As linhagens catalase-positivas se 

caracterizaram pela intensa produção de bolhas. 

 

Caracterização dos isolados fúngicos 

Os isolados fúngicos foram caracterizados pela técnica de microcultivo em 

lâmina. Eles foram inicialmente cultivados em meio Ágar Fubá, por sete dias, a 30 ºC, 

de onde blocos de ágar de aproximadamente um cm, contendo filamentos miceliais 

jovens, foram cortados, com o auxílio de palito de dente esterilizado e transferidos para 

lâminas, que foram então cobertas com lamínulas e colocadas dentro de câmaras 

úmidas, constituídas por placa de Petri, preenchida com papel filtro umedecido. Após 

sete dias de incubação em estufa bacteriológica a 30 ºC, as lamínulas foram retiradas e 

juntadas a outras lâminas que continham uma gota do corante lactofenol. As estruturas 

foram observadas em Fotomicroscópio Leica DM500, com câmera Leica ICC 50, 

adaptada a um software LAZ EZ, versão 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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Diafanização do material radicular 

Para verificar a existência de estruturas fúngicas no interior das raízes de Hyptis 

marrubioides Epling, amostras previamente fixadas em FAA foram diafanizadas 

utilizando-se o método de Koskey & Gemma (1989), modificado. Para isso, essas raízes 

foram imersas em KOH (2%), autoclavadas a 121 ºC, por 20 min e transferidas para 

uma nova solução de KOH (2%), por 24 h, à temperatura ambiente. Em seguida, as 

amostras foram transferidas para uma solução alcalina de peróxido de hidrogênio 

amoniacal (0,5%) e H2O2 (0,5%) em água, por 60 min. Finalmente, as raízes foram 

coradas com azul de tripano 0,05% em lactoglicerol (1:1:1-ácido lático, glicerol, água) 

(Phillips & Heyman, 1970). Lâminas para microscopia foram montadas com fragmentos 

e observados com auxílio de microscópio. As estruturas fúngicas foram classificadas de 

acordo com Petrini (1986) e Peterson et al., (2004). 

 

Delineamento experimental 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo 

os tratamentos, dois tipos de raízes: 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 à análise de variância e as médias relativas à taxa 

de colonização comparadas pelo teste Tukey (5%), com o auxílio do software estatístico 

SISVAR (Ferreira, 2000). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A análise microscópica das raízes de Hyptis marrubioides Epling revelou a 

presença de estruturas fúngicas no interior deste órgão nas duas classes de raízes 

estudadas. Não se observou alterações morfológicas nem sintomas de doenças nas 

raízes coletadas para este trabalho. As estruturas observadas permitiram identificar um 

grupo de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e outro grupo endofítico conhecido 

como dark septate (DSEs) (Figura 2). Estes grupos também foram encontrados em 

todas as plantas da família Lamiaceae analisadas por Weishampel & Bedford (2006) ao 

trabalharem com espécies de quatro pântanos na cidade de Nova York. Eles estudaram 

as associações em raízes de Lycopus americanus Muhl. ex W. Bart., Lycopus uniflorus 

Michx., Mentha x piperita L. e Prunella vulgaris L., além de outras plantas de 

diferentes famílias. A espécie Teucrium canadense L. foi avaliada por Stevens et al., 
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(2010) quando analisavam a presença de FMAs e DSEs na vegetação recolonizadora de 

uma floresta texana. Nessa Lamiaceae, foi visualizada a presença desses dois grupos 

fúngicos, ocorrendo em frequência mediana.  

Neste trabalho, os FMAs tiveram sua presença caracterizada por estruturas como 

hifas intensamente coradas em azul, arbúsculos e vesículas (Figura 2 E e F). Algumas 

dessas vesículas ocuparam quase a totalidade do volume celular, e outras um pouco 

menos desenvolvidas. Foi observada a ocorrência de associação micorrízica arbuscular 

do tipo Paris, caracterizada por intenso enovelamento das hifas no córtex radicular 

(Figura 2 D). Associações do tipo Arum não foram visualizadas nos fragmentos 

corados. Smith & Smith (1997) sugeriram uma preferência por associações Paris em 

plantas do Cerrado, em condições naturais. Contudo, trabalhos com FMAs em 

Lamiaceae, tal como o desenvolvido por Zubek & Blaszkowski (2009), identificaram 

prevalência de associação do tipo Arum. Eles analisaram 31 espécies medicinais e 

encontraram FMAs em 30 delas, sendo 23 do tipo Arum. Dessas espécies analisadas, 

sete eram Lamiáceas, das quais apenas uma apresentou associação do tipo Paris. O 

benefício da associação com FMAs tem sido demonstrado pela eficiência de algumas 

espécies em incrementar o desenvolvimento vegetativo e nutricional de plantas (Nunes 

et al., 2010).  

As condições edáficas e climáticas de Cerrado stricto sensu limitam o 

crescimento e estabelecimento das espécies vegetais. A demanda evaporativa da 

atmosfera resulta em controle de transpiração e diminuição de taxas fotossintéticas em 

espécies do Cerrado por feedback (Franco & Lüttge, 2002). Herbáceas, como H. 

marrubioides, não apresentam sistemas radiculares profundos a ponto de atingirem os 

lençóis freáticos. Consequentemente, estas espécies vegetais necessitam superar o 

estresse hídrico imposto pelos primeiros 2 m de profundidade de solo.  A formação de 

micorrizas proporciona maior volume de solo explorado (Siqueira, 2002), podendo ser 

decisivo no estabelecimento e crescimento dessas herbáceas por aumentar a 

disponibilidade de nutrientes e água, fundamentais na geração e transporte de 

fotoassimilados (Martins et al., 1999).  
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Figura 2. Extensa colonização por Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMAs) e Dark 

Septados (DSEs) em raízes de Hyptis marrubioides Epling. (A) Hifas endofíticas azuis 

colonizando intracelularmente o córtex, HI – hifas internas; (B) Coocorrência de hifas 

endofíticas mielinizadas e azuis, DS – hifas de Dark septado; (C) Hifas azuis ocupando o 

citoplasma celular; (D) Associação micorrízica arbuscular do tipo P – Paris e AP – 

apressório; (E) V – Vesículas de FMAs; (F) Vesículas de FMAs em destaque; (G) M – 

Microesclerócios ocupando internamente as células corticais; (H e I) Microesclerócios em 

destaque. Barras: para A, B, E e G = 50µm; para C, D, F, H e I = 20µm.   

 

A presença de DSEs foi confirmada pela identificação intraradicular de hifas 

mielinizadas e microesclerócios (Figura 2 B, G, H e I). Microesclerócios foram 

detectados no interior do córtex radicular, alguns ocupando todo o volume das células 

corticais. Outras pequenas estruturas de microesclerócios coexistiram com hifas 

septadas escuras, sugerindo que eles correspondam a diferentes fases de 

desenvolvimento de DSEs ou diferentes espécies DSE. Em algumas plantas, os DSEs 

são mais frequentes que os FMAs (Wilbeforce et al., 2002). Ao analisar a raiz de sete 

Lamiáceas medicinais Zubek & Blaszkowski (2009) encontraram colonização por esses 

fungos em todas as plantas analisadas, com frequência de colonização de 66,9% em 

Lavandula angustifolia Mill. 
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A ausência de turvação nos tubos com caldo nutriente, em que foi inoculada a 

água de enxágue, evidenciou eficiência no processo de assepsia superficial das 

amostras, indicando que os microrganismos que cresceram no meio de isolamento 

tinham, de fato, origem endofítica. 

A análise de variância para a taxa de colonização mostrou diferença entre os dois 

tipos de raízes analisados, contudo, não foi mostrada significância entre as repetições 

destes tratamentos. Isso demonstra que a colonização 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 colonização 

(Figura 3). Essa diferença pode estar relacionada à idade do tecido, ou seja, pode ser 

que as raízes grossas sejam raízes mais velhas e por isso tenham demonstrado maior 

taxa de colonização. Essa relação é comprovada em estudos como os de Espinosa-

Garcia & Langenheim (1990), sendo consistente com a hipótese de transmissão 

predominantemente horizontal, de endofíticos em plantas. Tecidos vegetais mais velhos 

teriam tido mais tempo para acumular endofíticos do meio, em oposição aos tecidos 

com colonização inicial (Taylor et al., 1999). No trabalho de Guo et al., (2008), a 

colonização de acículas e da casca de Pinus tabulaeformis Carr. por fungos endofíticos, 

foi maior em tecidos de mais idade. 

 

Figura 3. Taxa de colonização de endofíticos nos 

fragmentos de raízes de Hyptis marrubioides Epling 

e contribuição de fungos e bactérias no total de 

isolados endofíticos dessas raízes. *Médias 

comparadas pelo teste Tukey (5%). 
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Nos dois tipos de raízes analisadas, a contribuição de bactérias para o total de 

colonização foi superior à dos fungos (Figura 3). Esses resultados foram atingidos, 

mesmo usando-se como meio de cultivo o BDA, que é um meio seletivo para fungos. É 

possível que a não adição de antibacterianos a esse meio tenha influenciado no 

aparecimento de grande número de bactérias, com relação ao pequeno número de 

fungos. Monesso et al., (2008), trabalhando com Viguiera robusta Gardn, uma espécie 

endêmica do Cerrado, inibiram o crescimento de bactérias endofíticas foliares, em 

BDA, utilizando terramicina (50mg mL
-1

). Por outro lado, Pimentel et al., (2010) 

descartaram a utilização de antibiótico em BDA, ao isolarem endofíticos associados a 

acículas de Pinus taeda L. e ainda assim, conseguiram obter 17 gêneros de fungos. 

Variações significativas nas populações de endofíticos autóctones ou mesmo 

introduzidas têm sido relatadas (Souza et al., 2004; Roesch et al., 2007). Estas variações 

são atribuídas ao tipo de planta hospedeira, idade da planta, tipo de tecido, período de 

amostragem e ambiente (Zinniel, 2002). Pimentel et al., (2006) encontraram maior 

quantidade de endofíticos em folhas adultas, do que em folhas jovens de erva-mate. 

Nesse trabalho, foram encontrados 42 isolados de bactérias endofíticas, das quais 27 

foram de fragmentos de raiz grossa e 15 de raiz fina (Figura 4). A diversidade de 

bactérias endofíticas também foi estudada por Assumpção et al., (2009) que obtiveram 

176 isolados de sementes de soja, sendo que 18% dos isolados controlaram o 

crescimento de fungos fitopatogênicos, 100% produziram AIA e 39% solubilizaram 

fosfato. No trabalho de Aravind et al., (2009), 74 bactérias endofíticas foram isoladas da 

raiz e do caule de Piper nigrum L., sendo estas pertencentes a seis gêneros: 

Pseudomonas (20 cepas), Serratia (1 cepa), Bacillus (22), Arthrobacter (15), 

Micrococcus (7), Curtobacterium (1), além de oito isolados não identificados. Três 

isolados foram considerados eficazes para a supressão de Phytophthora capsici, agente 

causal da podridão 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: 20µm. 

Do total de bactérias endofíticas isoladas, as Gram positivas foram maioria 

(69%), correspondendo a 63% dos isolados de raiz grossa e 80% dos isolados de raiz 

fina. Com relação à produção da enzima catalase, 55% dos isolados demonstraram-se 

capazes de biossintetizá-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. Caracterização quanto à coloração de Gram, 

atividade da enzima catalase, e morfologia dos isolados 

bacterianos obtidos da raiz de Hyptis marrubioides Epling. 

Tipo de 

Raiz 

  (%) 

 

 

 

Raiz 

Grossa 

Gram + 63,0 

- 37,0 

Catalase + 51,8 

- 48,2 

 

Forma 

Coco 22,2 

Bacilo 44,4 

Coco-bacilo 33,4 

 

 

 

Raiz 

Fina 

Gram + 80,0 

- 20,0 

Catalase + 60,0 

- 40,0 

 

Forma 

Coco 13,3 

Bacilo 73,3 

Coco-bacilo 13,4 

 

Foram isolados também nove linhagens de fungos endofíticos, das quais, sete 

diferenciaram estruturas reprodutivas e dois foram considerados micélio estéril (Tabela 

2). A taxa de colonização foi maior nos fragmentos de raiz grossa, onde foram 

encontrados seis isolados fúngicos e menor nas raízes finas, em que foram 

contabilizados três isolados. Esses números são baixos quando comparados com outros 

trabalhos de isolamento de endofíticos. Huang et al., (2009) encontraram 27 taxons 

tipos morfologicamente distintos de fungos utilizando três 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 endofíticos também foi estudada em Taxus 

chinensis, de onde isolou-se 115 fungos utilizando segmentos da casca. Estes foram 

agrupados em 23 gêneros, sendo que Diaporthe, Phomopsis, Acremonium e Pezicula 
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foram os gêneros dominantes, para os quais, 13 espécies representativas foram capazes 

de produzir taxol (Liu et al., 2009). 

Dentre os isolados fúngicos de raiz grossa (Tabela 2 e Figura 5), um foi 

classificado como pertencente ao gênero Penicillium (Ascomycota, Eurotiomycetes, 

Eurotiales), um gênero muito comum como endofítico, amplamente investigado quanto 

à produção de substâncias bioativas. Um endofítico desse gênero, isolado de plantas de 

mangue foi caracterizado por Shao et al., (2010) como produtor da penicinolina, um 

alcaloide citotóxico. Endofíticos do gênero Penicillium tem demonstrado capacidade de 

produzir enzimas de interesse industrial, tal como queratinases (El-Gendy, 2010). Esse 

tipo fúngico tem sido encontrado associado a várias espécies vegetais, como: Murraya 

paniculata (L.) Jack (Rutaceae) (Marinho et al., 2007); Melia azedarach L., do qual se 

isolou compostos metabólicos bioativos, tais como os meroterpenos, preaustinóide, 

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. Caracterização dos nove isolados fúngicos obtidos da raiz de 

Hyptis marrubioides Epling, quanto à capacidade de desenvolver estruturas 

reprodutivas em meio BDA e ágar fubá. 

 

 

 

 

Raiz 

Grossa 

Código do 

isolado 

Fungo Esporula 

em meio 

BDA
1
 

Esporula em ágar 

fubá
2
 

RG16 - + + 

RG27 Penicillium sp. + + 

RG29 Trichoderma sp. + + 

RG30 - + + 

RG31 Papulaspora sp. + + 

RG32 Fusarium sp. + + 

Raiz  

Fina 

RF12 - - - 

RF14 - - - 

RF20 - + + 

           1
Ágar Dextrose Batata; 

2
Fubá (40g), tween 80 (10mL) e ágar (15g). 
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Fusarium (Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocreales) é outro gênero 

identificado nos isolados de raiz grossa, sendo comumente relatado como endofítico. 

Fusarium foi isolado de duas Annonas, correspondendo à maior parcela de endofíticos, 

sendo também relacionado à promoção de crescimento nessas plantas (Silva, 2006). 

Uma referência especial a esse gênero é feita por Maciá-Vicente et al., (2008), que ao 

analisarem as populações endofíticas associadas à raiz de plantas nativas do 

mediterrâneo, encontraram Fusarium e Phoma como dominantes. Além disso, 

preferência hospedeira foi encontrada por três espécies de Fusarium estudadas. 

Fusarium oxysporum e Fusarium solani foram especialmente isoladas de plantas da 

família Leguminosae, enquanto Fusarium equiseti mostraram preferência por Lygeum 

spartum L. (Gramineae). No trabalho de Herrera (2010), Fusarium foi considerado um 

importante Fungo Associado às Raízes (RFA), por apresentar ampla distribuição e 

relação estreita com gramíneas da América do Norte.  

Neste trabalho, o gênero Trichoderma (Ascomycota, Sordariomycetes, 

Hypocreales) foi isolado também dos fragmentos de raiz grossa. Associações 

endofíticas com esse fungo já 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 utilização de tricomas como porta de entrada desse 

fungo, para o tronco do cacaueiro. A ampla colonização de espécies vegetais por 

Trichoderma tem sido explicada pelo fato deste fungo possuir atividade biocontroladora 

de fitopatógenos (Ownley et al., 2010) e também por induzir resistência sistêmica, o 

que foi comprovadamente avaliado por Perazzoli et al., (2011) em videiras, onde 

Trichoderma reduziu a severidade do míldio, através da ativação e maior expressão de 

genes relacionados à defesa. 

Entre os isolados de raiz grossa, foi encontrado também, o gênero Papulaspora 

(Ascomycota). Esse gênero tem chamado atenção pela capacidade antimicrobiana dos 

extratos de suas culturas. No trabalho de Ramos et al., (2010),  uma fração acetato de 

etila, proveniente do endofítico Papulaspora imersa, isolado das raízes de Smallanthus 

sonchifolius (Poepp) H. Rob., apresentou concentração inibitória mínima de 90µg mL
-1

, 

frente a Pseudomonas aeruginosa. Por outro lado, extratos de Papulaspora endofítico, 

demonstraram no trabalho de Gallo et al., (2010), atividade citotóxica, além de terem 

sido fonte para a obtenção de 14 metabólitos secundários, sendo três deles, descritos 

pela primeira vez. Esse gênero já foi também relatado, como endofítico radicular de 

orquídeas, correspondendo a 2% dos isolados (Gezgin & Eltem, 2009).   
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Esse trabalho isolou os endofíticos radiculares de Hyptis marrubioides Epling, e 

espera-se de trabalhos futuros o isolamento a partir de outros órgãos dessa planta, no 

sentido de avaliar a ocorrência sistêmica das linhagens encontradas nesse trabalho. 

Pretende-se também, a partir dos dados aqui obtidos, a caracterização dos isolados 

bacterianos, utilizando-se outros parâmetros metabólicos e também sua identificação. 

 

 

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

Hyptis marrubioides Epling. As fotos de microscopia são correspondentes aos isolados 

fotografados em placa abaixo. (HV) Hifa Vegetativa; (C) Conidióforo; (E) 

Esclerócio (RG29) Trichoderma sp.; (RG31) Papulaspora sp.; (RG32) Fusarium sp. 

Barras: para A, B e C = 50µm, outros = 20µm. 

 

RESUMO 

 

Isolamento e caracterização de microrganismos endofíticos radiculares de Hyptis 

marrubioides Epling 
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Microrganismos endofíticos colonizam assintomaticamente tecidos vegetais 

saudáveis, podendo estar relacionados à resistência do vegetal ao ataque de patógenos, 

ou mesmo à síntese de metabólitos secundários biologicamente ativos. Este trabalho 

teve por objetivo isolar e caracterizar linhagens endofíticas 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 diafanização e desinfestação 

supercial para o isolamento de endofíticos em BDA. Ao 10º dia de incubação, foi obtida 

a Taxa de Colonização (TC) dos fragmentos e os microrganismos endofíticos foram 

purificados e mantidos em meio de cultura sob refrigeração.  As bactérias foram 

caracterizadas parcialmente por coloração de Gram e teste de catalase. Os fungos foram 

identificados observando-se e diferenciando-se as estruturas reprodutivas pela técnica 

de microcultivo com auxílio de um microscópio e chaves de identificação. Observando-

se fragmentos de raízes diafanizados constatou-se a presença de fungos micorrízicos 

arbusculares (FMAs) e fungos endofíticos dark septados (DSEs) nas raízes finas e 

grossas de Hyptis marrubioides Epling. A TC de endofíticos foi mais expressiva nos 

fragmentos de raiz grossa, sendo que nos dois tipos de raízes, 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 

fúngicos, a maioria apresentou micélio esporulante, e foi constatada a ocorrência dos 

gêneros Penicillium, Fusarium, Trichoderma e Papulaspora. 

Palavras-chave: bactéria, fungo, sistema radicular, Lamiaceae. 
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SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO DE CÁLCIO E DE FERRO E PRODUÇÃO 

DE ÁCIDO INDOLACÉTICO IN VITRO POR ISOLADOS ENDOFÍTICOS 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 (AIA) 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 CaHPO4, 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 FePO4, 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
-1

.  From the biotechnological 

point of view, the lineages RG9, RG24 and RF18 drafted, because they present high 

potencial of solubilization of FePO4 and AIA production. 

 

Key words: solubilization halos, phosphate solubilizer microorganisms, indoleacetic 

acid, vegetal growth promoters. 

 

INTRODUÇÃO 

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

acesso da planta a minerais essenciais como fósforo (Santos et al., 2010), bem como à 
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biossíntese de fitormônios, como os da classe das auxinas (Multani et al., 2003; 

Renhardt et al., 2003; Kieffer et al., 2010). O papel funcional de microrganismos 

endofíticos, associados ao sistema radicular de plantas, tem explicado incrementos na 

produtividade (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Silva et al., 2009) por 

promoção do crescimento vegetal (Payne et al., 2006; Mehnaz, 2011). 

O P é o segundo elemento que mais limita a produtividade das plantas, sendo 

muito requerido, pois está presente em componentes estruturais das células como nos 

ácidos nucléicos e fosfolipídios das biomembranas, e também em componentes 

metabólicos móveis armazenadores de energia, como o ATP (Almeida et al., 2009). A 

deficiência de P limita a produção agrícola principalmente em solos ácidos, tais como 

os de Cerrado (Nakayama et al., 1998). Neste bioma, o P solúvel em água transforma-se 

em fosfato de Fe e fosfato de Al (Silva et al., 2011), ou seja, complexos moderadamente 

solúveis (Yadav et al., 2010). Alguns microrganismos do solo solubilizam essas formas 

inorgânicas não disponíveis de P (Son et al., 2006; Chai et al., 2011). Trabalhos 

recentes têm atestado essa capacidade, para microrganismos endofíticos. Em 

associações micorrízicas arbusculares, as plantas adquirem fosfato por meio de uma 

extensa rede de hifas extra-radiciais do fungo, que ultrapassam as zonas de depleção da 

raiz em direção às regiões do solo onde este mineral se encontra (Harrison et al., 1995).  

Os estudos de solubilização de fosfato, normalmente avaliam a capacidade da 

microbiota edáfica e endofítica em solubilizar o complexo Ca-P, sendo que os 

resultados refletem somente a realidade de solos alcalinos (Gadagi & Sa, 2002). Alguns 

microrganismos têm demonstrato capacidade de solubilizar também Fe-P e/ou Al-P, 

representando melhor a análise de interesse, no contexto de solos tropicais (Chagas Jr et 

al., 2010). 

Há diversos relatos sobre a capacidade de endofíticos biossintizarem fitormônios 

(Gray & Smith, 2005). O ácido indolacético (AIA) é conhecido por desencadear tanto 

respostas rápidas (aumento da elongação celular) como lentas (divisão e diferenciação 

celular) (Dobbelaere et al., 2003). Este hormônio 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) têm 

potencial para a produção de AIA em condições laboratoriais. Além disso, verificaram 
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que a quantidade deste hormônio vegetal produzido pode ser ajustada in vitro, 

característica estratégica para a promoção do crescimento vegetal. 

Diversas espécies do gênero Hyptis (Lamiaceae) ocorrem no Cerrado brasileiro e 

apresentam caracteres bem distintos. Muitas possuem propriedades medicinais e 

relevância farmacêutica (Arrigoni-Blank et al., 2008; Coutinho et al., 2009). A espécie 

Hyptis marrubioides Epling é uma medicinal nativa dessa região (Rodrigues & 

Carvalho, 2001). Pela ausência de dados sobre o potencial biotecnológico da microbiota 

endofítica de Hyptis marrubioides Epling, esse trabalho visa identificar traços 

funcionais (Friezer et al., 2011) nos isolados endofíticos dessa espécie, ou seja, verificar 

a capacidade desses de solubilizar fosfato de Ca e de Fe em meio de cultura sólido e de 

sintetizar AIA in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Avaliação da capacidade dos endofíticos em solubilizar CaHPO4 

Isolados bacterianos obtidos a partir das raízes de Hyptis marrubioides Epling e 

estocados na coleção de culturas do Laboratório de Microbiologia Biotecnológica e 

Fitopatologia do IF Goiano – Campus Rio Verde, foram pinçados dos frascos de 

armazenamento (frascos de penicilina) e crescidos em caldo nutriente (extrato de carne 

3g, peptona 5g e H2O q.s.p. 1000mL) over night, sob agitação, a 30ºC. O volume de 

5µL de cada uma das culturas foi depositado sobre placas de Petri contendo meio 

GELP, descrito por Sylvester-Bradley et al., (1982),  modificado (sem a adição de 

extrato de solo). O fosfato de cálcio foi obtido pela adição de 1 mL de uma solução de 

K2HPO4 (5%) e 1 mL de uma solução de CaCl2 (10%) por 10 mL de meio. Para os 

isolados fúngicos, foram utilizados discos de micélio de aproximadamente 0,5cm de 

diâmetro, ativados em BDA por sete dias, à temperatura ambiente. Estes discos foram 

distribuídos em placas de Petri com meio GELP (um disco por placa). As placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica a 30 ºC, durante 15 dias. 

 

Avaliação da capacidade dos endofíticos em solubilizar FePO4 

Para a realização deste teste, os isolados bacterianos e fúngicos foram crescidos 

conforme metodologia descrita no item anterior. Transferiu-se os inóculos das culturas 

bacterianas e discos das culturas fúngicas (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 solução estoque na concentração de 0,5%, em álcool 70%, com 

pH ajustado para 6,5, utilizando KOH (1N). Uma alíquota de 5 mL dessa solução 

estoque foi adicionada a 1000 mL do meio Reyes. As placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 30 ºC, durante 15 dias. 

 

Avaliação da solubilização de CaHPO4 e FePO4  

A avaliação da solubilização de fosfato de Ca e de Fe nos meios sólidos ocorreu 

até o 15º dia de incubação. O diâmetro dos halos ao redor das colônias foi mensurado a 

cada 5 dias e ao final de 15 dias, calculou-se o Índice de Solubilização (IS) (Berraqueiro 

et al., 1976).  

IS     =      Diâmetro do Halo 

                  Diâmetro da colônia 

Para as linhagens fúngicas testadas, o IS foi calculado ao 5º dia de incubação, 

antes que as colônias tomassem toda a área da placa. O potencial de solubilização das 

linhagens foi classificado de acordo com Silva Filho & Vidor (2000): baixa 

solubilização (IS < 2), média solubilização (2< IS < 3) e alta solubilização (IS > 3). 

Os testes foram realizados com 48 linhagens endofíticas previamente isoladas 

das raízes de Hyptis marrubioides Epling, sendo 42 linhagens bacterianas e seis 

fúngicas. A capacidade de solubilização foi analisada em quadruplicata para cada 

linhagem e para cada fosfato testado. Os dados relativos à evolução dos halos de 

solubilização foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo 

teste Scott-Knott (5%), utilizando-se o software estatístico SISVAR (Ferreira, 2000). 

 

Quantificação da biossíntese de AIA 

Este teste foi realizado exclusivamente com os 42 isolados bacterianos de Hyptis 

marrubioides Epling. A produção 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 ºC, sob agitação constante (160 rpm). Foram assepticamente coletados 3 mL dessas 

culturas para se determinar a densidade óptica (DO) a 600nm. Todas as amostras 

tiveram sua DO corrigida, através de diluição com solução salina (0,85%). 

Posteriormente, 50µL de cada uma das suspensões com DO 0,1, foram inoculados em 

meio DYGS suplementado com 100 μg mL
-1

 de triptofano (Da Silveira, 2008). As 
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culturas permaneceram incubadas sob agitação constante (160 rpm), a 30 ºC por 72h, 

quando procedeu-se a quantificação da produção de AIA. 

 

- Quantificação da produção de AIA pelos isolados bacterianos 

As amostras crescidas em meio DYGS enriquecido com triptofano, após 72h, 

foram centrifugadas por 10 min, a 10.000 x g e temperatura de 10 ºC. 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 FeCl3 – 1,35g/10mL; 50 mL de HClO4 – 

35%). Os tubos foram mantidos no escuro por 30 min (Hartmann et al., 1983). A 

presença do hormônio foi visualizada pela coloração rósea e quantificada pela leitura 

em espectrofotômetro (530 nm). Todas as dosagens foram realizadas em triplicata. 

Como controle negativo, utilizou-se apenas o meio de cultura DYGS com triptofano. A 

concentração de AIA foi determinada utilizando a equação da curva padrão de AIA e as 

médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) formaram em torno de si 

um halo facilmente visível por contraste com o meio opaco, conforme descrito por 

Kang et al., (2002). Entre os microrganismos testados para solubilização 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 formação de halo em meio 

GELP, a solubilização foi caracterizada como baixa (IS<2) (Figura 2). Esses resultados 

estão abaixo dos obtidos por Pedrinho et al., (2010) que observaram, após os 15 dias de 

cultivo, em todos os seus 27 isolados, halos com diâmetro variando entre 12 e 55 mm. 

No trabalho de Assumpção et al., (2009) foi avaliada a solubilização de Ca3(PO4)2 por 

62 isolados bacterianos endofíticos de sementes de soja, dos quais, 39% demonstrou 

atividade solubilizadora, com halos variando entre 0,2 e 8,3 cm.  

A evolução 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 quadrático (Figura 1A). IS>1 foi tomado como 

referência em função de que todos os índices de solubilização obtidos nesse teste foram 

baixos, sendo mais expressivos, aqueles entre 1 e 2. 
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Figura 1. (A) Evolução do Índice de Solubilização de 

fosfato de cálcio em meio GELP, por linhagens endofíticas 

bacterianas isoladas de Hyptis marrubioides Epling, que 

tiveram IS>1 ao 15º dia de avaliação. (B) Evolução do 

Índice de Solubilização de fosfato de ferro em meio Reyes 

por linhagens endofíticas bacterianas, isoladas de H. 

marrubioides Epling, que atingiram IS>6 ao 15º dia de 

avaliação.
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Nenhum dos fungos testados demonstrou capacidade solubilizadora de CaHPO4, 

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 ácidos, nos 

quais o P encontra-se complexado ao Fe
3+

 e ao Al
3+

 (Khan et al., 2009). Portanto, é 

possível que o traço funcional desses fungos esteja relacionado à solubilização de 

FePO4 ou AlPO4 e não CaHPO4. De acordo com Illmer et al., (1995) os MSF utilizam 

estratégias bioquímicas para solubilizar formas inorgânicas de P a formas solúveis, que 

pode ser a produção de ácidos orgânicos, ou mesmo um mecanismo que envolve o 

crescimento microbiano e favorece a secreção de prótons (H
+
). Além disso, Yadav et 

al., (2010) isolaram um transportador de fosfato de alta afinidade no endófitico 

radicular Piriformospora indica, demonstrando que a presença desse fungo está 

associada ao suprimento de P à raiz. 

 

 

Figura 2. Placas demonstrando variações nos halos de 

solubilização de CaHPO4, formados por diferentes linhagens 

bacterianas endofíticas radiculares de Hyptis marrubioides Epling. 

Barra = 1 cm. 

 

No teste de solubilização de FePO4, foi observado o contrário do ocorrido com o 

CaHPO4, ou seja, mais de 57% dos microrganismos testados formaram halos bastante 

visíveis, 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 redução do pH resulta da 

produção de ácidos orgânicos, como consequência do consumo de açúcar pelo 

microrganismo. A atividade produtora de ácidos por microrganismos rizosféricos, 

também foi relacionada a diminuições no pH do meio de cultura, por Bizukojc & 

Ledakowicz (2004) e Barroso & Nahas (2008). Esses ácidos orgânicos atuam na 

complexação do cátion do fosfato inorgânico para liberar fosfato solúvel (Whitelaw et 

al., 1999), o que favorece a disponibilização de P às plantas. 

 

 

Figura 3. Placas demonstrando variações nos halos de 

solubilização de FePO4, formados por diferentes linhagens 

bacterianas endofíticas radiculares de Hyptis marrubioides Epling. 

Barras = 1 cm. 

 

Do total de solubilizadores de FePO4, 59% apresentaram IS alto (IS>3), 11% 

possuem IS médio (2< IS < 3) e 30%, demonstraram IS<2. A evolução dos halos 

formados pela solubilização de FePO4 pelas linhagens bacterianas foi avaliada a cada 

cinco dias e analisada para as linhagens que obtiveram IS>6, a qual também demonstrou 

comportamento quadrático (Figura 1B). Todos os fungos testados, incluindo 

Papulaspora sp., Trichoderma sp. e Fusarium sp., demonstraram capacidade 

solubilizadora de FePO4, esse dado está em desacordo com o encontrado por Chai et al., 

(2011), que isolou microrganismos solubilizadores de fosfato de amostras de solo 

chinês, e encontrou um Penicillium com alta capacidade solubilizadora de rocha 
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fosfática e fosfato de Al, esse fungo contudo, não solubilizou fosfato de Fe. Rawat & 

Tewari (2011) exploraram a capacidade de Trichoderma sp. na solubilização de fosfato, 

e também encontraram uma cepa solubilizadora de fosfato de Fe. Para as bactérias que 

solubilizaram simultaneamente, CaHPO4 e FePO4, os halos, em meio Reyes, foram 

sempre superiores aos halos em meio GELP (Tabela 1). 

O alto percentual de endofíticos solubilizadores de FePO4 encontrado nas raízes 

de Hyptis marrubioides Epling contrasta com muitos trabalhos atuais que demonstram a 

solubilização de FePO4 como pouco satisfatória, se comparada a outros fosfatos. Por 

exemplo, a solubilização de hidroxiapatita, CaHPO4 e Ca3(PO4)2  por Pantoea 

aglomerans, uma bactéria rizosférica da soja, foi mais eficiente do que a de FePO4 e 

AlPO4 (Son et al., 2006). Segundo Gibson & Mitchell, (2004) fungos micorrízicos 

ericóides solubilizaram CaHPO4, mas não FePO4 ou de AlPO4. No entanto, mais 

recentemente, isolados de A. niger, obtidas de amostras de solo, mostraram alta 

habilidade de solubilizar FePO4 em meio de cultura (Barroso & Nahas, 2005; Barroso & 

Nahas, 2008). 

Muitos trabalhos têm comprovado a existência de coevolução entre espécies 

endofíticas e seus hospedeiros (Barrett, 1983; Thompson, 1989; Schardl, 1997). O 

equilíbrio entre os nichos ambientais requer espécies coadaptadas, e as relações 

simbióticas também exigem indivíduos que evoluíram conjuntamente, caracteres 

intrínsecos (Schardl, 1997), sejam esses morfológicos, ecofisiológicos, bioquímicos ou 

demográficos. A baixa disponibilidade de P em solos ácidos, potencialmente 

produtivos, como os do bioma Cerrado, requer que as plantas se associem 

simbioticamente com bactérias e fungos adaptados às condições desse solo (Zapata & 

Axmann, 1995). Exige também, que estes sejam capazes de atuar sobre os complexos 

que adsorvem fosfato em condições ácidas, que são o FePO4 e o AlPO4 (Andrade et al., 

2003). A existência de coevolução simbiótica entre a microbiota endofítica e H. 

marrubioides Epling. pode explicar o grande número de solubilizadores de fosfato de 

ferro isolados de suas raízes. O fato dessa planta ser uma nativa do Cerrado, justifica a 

alta capacidade de solubilização de FePO4 evidenciada por seus endofíticos. De acordo 

com Khan et al., (2009), Pseudomonas colonizadoras de raízes possuem um sistema de 

captação de Fe, com base no lançamento de sideróforos com alta afinidade a este cátion. 

Além disso, ânions carboxílicos podem substituir o PO4
3-

, quelando tanto Fe
3+

, quanto 

Al
3+

, liberando assim o PO4
3- 

e tornando-o disponível às plantas. 
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Tabela1. Solubilização de CaHPO4, FePO4 e produção de Ácido 

Indolacético (AIA) por microrganismos endofíticos radiculares de 

Hyptis marrubioides Epling. 
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Código do 

isolado 

ISCaHPO4 = ØH 

                    ØC 

ISFePO4 = ØH 

               ØC 

[  ] de AIA µg 

mL
-1

 de cultura 

RG1 1,35a
1
 NS 0,77u

2
 

RG2 NS 5,75b 0,60v 

RG3 NS NS 0,00z 

RG4 NS 0,32c 0,00z 

RG5 NS 5,10b 2,03o 

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 3,67l 

RG12 NS 0,30d 4,42i 

RG13 NS NS 1,88p 

RG14 0,40bc NS 2,13n 

RG15 0,32bC 5,00bB 0,00z 

RG17 NS NS 0,00z 

RG18 0,52bC 3,20cB 0,00z 

RG19 1,82ª NS 5,53g 

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 2,4c 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 0,35bC 4,90bB 95,13a 

RF19 NS 0,40c 1,53q 

L
in

h
a

g
en

s 
d

e 

en
d

o
fí

ti
co

s 
fú

n
g

ic
o

s 

RG16 NS 3,00c NT 

Trichoderma sp. NS 3,50b NT 

RG30 NS 3,30c NT 

Papulaspora sp. NS 4,00b NT 

Fusarium sp. NS 1,20d NT 

RF20 NS 3,50b NT 

1
Letras minúsculas comparam as linhas e maiúsculas comparam as colunas. Médias seguidas 

de mesma letra, não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). 
2
Médias seguidas de mesma 

letra, não diferem entre si pelo teste Tukey (5%). NS = não formaram halos de solubilização, 

NT = linhagens não testadas. 

Dentre as 42 linhagens bacterianas testadas para a biossíntese de AIA, 52% 

demonstraram capacidade de produzir essa auxina. Contudo, essas linhagens se 

diferenciam com relação ao percentual de produção desse fitormônio em meio DYGS, 

com triptofano (Tabela 1). Zaharova et al., (1999) afirmaram que 80% das bactérias 

isoladas da rizosfera são capazes de produzir AIA. O triptofano funciona como 

precursor fisiológico para a biossíntese 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 biossíntese deste fitormônio (Kochar & Srivastava, 2011). 

De modo especial, as linhagens RF18, RG9, RF13 e RG24 sintetizaram 

quantidades expressivas de AIA nas condições testadas, respectivamente; 95,13; 39,28; 

16,21 e 11,96 µg mL
-1 

(Tabela 1). Kuss et al., (2007) obtiveram valores entre 2,79 e 

13,47 μg mL
-1

, testando diazotróficas endofíticas, também em meio DYGS. Crozier et 

al., (1988) avaliaram a produção de AIA por isolados de A. brasilense, provenientes de 

Zea mays e obtiveram valores entre 1,4 e 26,1 μg mL
-1

, em culturas incubadas por 24 

horas a 32 °C. Mascarua-Esparza et al., (1988) detectaram valores de 36,5 a 77 μg mL
-1

,  

e 6,5 a 17,5 μg mL
-1

 para endofíticos radiculares de cactáceas. 
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Do ponto de vista biotecnológico, destacaram-se as linhagens RG9, RG24 e 

RF18 com indicação de alto potencial de solubilização de FePO4 e produção AIA. 

Estudos futuros poderão ser desenvolvidos no sentido de identificar essas linhagens, 

quantificar as solubilizações testadas nesse trabalho, em meio de cultura líquido e 

também testar a capacidade desses isolados em promover crescimento vegetal, visando 

sua utilização como inoculantes para solos ácidos. 

 

 

Figura 4. Padrões colorimétricos gerados por isolados bacterianos 

endofíticos de H. marrubioides Epling, para quantificação da produção 

de Ácido Indolacético em meio GYBS enriquecido com triptofano. (C) 

Controle - meio GYBS na ausência de bactérias. 

 

RESUMO 

 

Solubilização de fosfato de cálcio e de ferro e produção de ácido indolacético in 

vitro por isolados endofíticos de Hyptis marrubioides Epling (Lamiaceae) 

 

O crescimento e o desenvolvimento vegetal estão associados ao acesso da 

planta a minerais e fitormônios. Alguns microrganismos solubilizam fosfato, e 

produzindo fitormônios, como traços funcionais de promotores do crescimento vegetal. 

Isolados endofíticos da raiz de Hyptis marrubioides Epling, uma Lamiaceae, foram 

caracterizados com relação à 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 à capacidade de biossintetizar Ácido 

Indolacético (AIA) em meio GYBS, enriquecido com triptofano. Nos testes de 

solubilização, foram analisadas 42 linhagens bacterianas e seis linhagens fúngicas. Do 
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total, 20% formaram halos de solubilização de CaHPO4, embora essa solubilização 

tenha sido de nível baixo. Nenhum dos fungos testados solubilizou CaHPO4. Um 

percentual de 59% dos microrganismos atingiram níveis altos de solubilização de 

FePO4, sendo que todos os fungos demonstraram essa capacidade. No teste de 

biossíntese 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 fitormônio nas condições testadas, 

respectivamente: 95,13; 39,28; 16,21 e 11,96 µg mL
-1

. Do ponto de vista 

biotecnológico, destacam-se as linhagens RG9, RG24 e RF18 por apresentarem alto 

potencial de solubilização de FePO4 e produção de AIA. 

 

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

ácido indolacético, promotores do crescimento vegetal. 
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RESPOSTA METABÓLICA INDUZIDA POR FUNGOS E BACTÉRIAS 

ENDOFÍTICAS 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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INTRODUÇÃO 

Muitos são os mecanismos atualmente utilizados para induzir respostas de 

resistência em plantas. Esses métodos consistem na ativação de mecanismos de defesa 

latentes do vegetal, que aumentam sua habilidade em prevenir ou retardar o 

estabelecimento dos microrganismos fitopatogênicos (Alves, 2007). As defesas pós-

formadas podem ser acionadas por exposição a agentes indutores, que funcionam como 

elicitores da resposta de defesa (Choudhary et al., 2007). A indução de resistência inclui 

muitas vezes o acúmulo de metabólitos secundários nos tecidos vegetais (Alwis et al., 

2009), a produção de fitoalexinas com propriedades antimicrobianas, por parte da planta 

(Barros et al., 2010), ou  a biossíntese de compostos ativos por parte de 

microrganismos. Um exemplo disso é a produção da subtilina, antibiótico produzido 

pelo Bacillus subtilis, uma espécie de bactéria saprofítica, gram-positiva, que é comum 

no solo, no esterco e nos biofertilizantes. Esse composto pode agir de forma deletéria 

sobre ácaros fitoparasitas e insetos fitófagos sugadores e também sobre os fitopatógenos 

causadores de doenças de plantas (Barbosa & Medeiros, 2007).  

Os elicitores podem ser de natureza química ou biológica, tais como 

microrganismos não patogênicos (Coqueiro et al., 2011), formas avirulentas ou raças 

incompatíveis de um patógeno, ou patógenos virulentos. São utilizados também 

filtrados de culturas fúngicas (Hwang et al., 2011), extrato de levedura (Chong et al., 

2005) e polissacarídeos de parede de microrganismos (Guzzo et al., 1993; Oliveira et 

al., 2009). Microrganismos rizosféricos também têm sido testados como agentes 

indutores e a eficiência de rizobactérias promotoras de crescimento, extensivamente 

estudada (Teixeira et al., 2005). Os principais determinantes bacterianos de indução de 

resistência sistêmica, que podem funcionar como elicitores, são os lipopolissacarídeos 

presentes na membrana (LPS), sideróforos, ácido salicílico e ácido jasmônico (Sharma 

et al., 2011).  

Trabalhos têm mostrado que fungos costumam associar-se simbioticamente com 

plantas hospedeiras, de forma a contribuir para a promoção do crescimento e acúmulo 

de metabólitos secundários simultaneamente. Estes podem ser alcalóides ou terpenóides 

com características farmacológicas (Zhi-lin et al., 2007). O trabalho de Osbourne 

(2010) demonstra a existência de genes do metabolismo secundário, que são comuns a 

plantas e microrganismos. 

A cultura de tecidos é uma ferramenta bastante útil para a reprodução de 

explantes com características desejáveis, tais como: resistência a pragas e outras 
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condições de estresse, alta produtividade e elevado rendimento de substâncias ativas de 

interesse (Srivastava & Srivastava, 2007). A elicitação in vitro têm se mostrado um 

eficiente processo biotecnológico para indução e obtenção de metabólitos secundários a 

partir de células ou tecidos vegetais. Chong et al., (2005) utilizaram extrato de levedura, 

ácido jasmônico, micélios homogenizados de Aspergillus niger e Aspergillus flavus, 

quitosana e glucano em suspensões celulares de Morinda elliptica (Hook.f.) Ridl. Estes 

elicitores tiveram efeitos diferentes sobre a produção de antraquinona. Extrato de 

levedura incrementou o conteúdo intracelular dos alcalóides 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 acúmulo de flavonóides e 

triterpenos, moléculas relacionadas à defesa. 

Diversas espécies do gênero Hyptis (Lamiaceae) ocorrem no Cerrado brasileiro, 

muitas apresentando propriedades medicinais e relevância farmacêutica (Arrigoni-Blank 

et al., 2008; Coutinho et al., 2009). A espécie Hyptis marrubioides Epling é uma 

medicinal, nativa dessa região (Rodrigues & Carvalho, 2001), para a qual não existem 

dados científicos sobre elicitação, apesar dessa planta ter chamado atenção por 

concentrar em seu óleo essencial terpenóides como a cariofila-4(14),8(15)-dien-5b-ol, a 

eudesma-4(15),7-dien-1b-ol,  o óxido de cariofileno e  o (β)-cariofileno (Sales et al., 

2007). Este trabalho tem por objetivo avaliar o perfil fitoquímico de microplantas de 

Hyptis marrubioides Epling expostas à inoculação de isolados endofíticos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Obtenção, estabelecimento in vitro e manutenção do material vegetal 

Foram utilizadas plântulas previamente estabelecidas, via germinação in vitro de 

sementes aptas à inoculação obtidas na fazenda Três Barras – Lavras, MG. As sementes 

foram conduzidas ao Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano – 

Campus Rio Verde, desinfestadas com álcool 70% (v/v)/ 30 seg, seguido de hipoclorito 

de sódio (2,5%) de cloro ativo (v/v)/ 20 min, e inoculadas em meio de cultura MS (50% 

das concentrações dos sais) (Murashige & Skoog, 1962). As plântulas 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 μmol m
-2

 s
-1

 de radiação fotossinteticamente ativa (PAR), 

temperatura média de 25 °C e fotoperíodo de 16 horas. 
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Preparo dos inoculantes 

- Crescimento e inoculação 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 H2O q.s.p. 1L), over night, a 30 ºC, 

sob agitação de 150 rpm. Posteriormente, alíquotas de 15µL das culturas foram 

inoculadas nas proximidades das raízes das microplantas de Hyptis marrubioides Epling 

que cresciam em meio MS 50%. Como controle, foram inoculados 15µL de caldo 

nutriente axênico. 

 

- Crescimento e inoculação dos isolados fúngicos 

As linhagens fúngicas utilizadas como elicitores foram RG29 – Trichoderma sp., 

RG31 – Papulaspora sp. e RG32 – Fusarium sp. Esses fungos cresceram em BDA 

sólido (Infusão de 200g de batata; dextrose, 20g; ágar, 15g e H2O q.s.p. 1L) e tiveram 

suas colônias fragmentadas, utilizando-se o fundo de ponteiras de 1000µL. Esta 

fragmentação gerou discos com 5mm de diâmetro. Estes discos foram então 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 presença de 

micélio. 

 

Condições de cultivo  

Os elicitores foram inoculados em microplantas de Hyptis marrubioides Epling 

com 45 dias de estabelecimento em MS 50%. Após a inoculação, os frascos com as 

culturas foram mantidos em BOD, a 15 μmol m
-2

 s
-1

 PAR, temperatura média de 30 °C 

e fotoperíodo de 16 horas. As plantas foram avaliadas diariamente quanto ao 

aparecimento de sintomas de patologias, sendo que as submetidas à inoculação dos 

isolados bacterianos tiveram sua parte aérea coletada ao 10º dia de inoculação e as 

submetidas aos isolados fúngicos, ao 5º dia de inoculação. Essas partes aéreas, bem 

como as de plantas de Hyptis marrubioides Epling cultivadas ex vitro, foram secas em 

estufa de ventilação forçada a 35 °C até atingirem massa constante. Em seguida, foram 

conduzidas ao Laboratório de Produtos Naturais da Universidade de Franca, para 

análise do perfil fitoquímico.  
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Análise da constituição química dos extratos vegetais de plantas ex vitro para 

obtenção dos padrões 

- Preparação do extrato bruto e Partição líquido-líquido 

Foram utilizadas as partes aéreas de plantas de Hyptis marrubioides Epling 

cultivadas ex vitro, estas foram secas e moídas, obtendo-se 502g de pó, o qual foi 

extraído em EtOH exaustivamente. Após a concentração em evaporador rotativo, 

obteve-se 26,10 g do extrato bruto. O extrato etanólico (20g) foi dissolvido na mistura 

MeOH/H2O (2:8, v/v) e sucessivamente particionado com n-hexano, acetato de etila, n-

butanol. Após a remoção do solvente sob pressão reduzida, as seguintes frações foram 

obtidas n-hexânica (H1, 4,01g); acetato de etila (H2, 3,67g); n-BuOH (H3, 6,28 g) e 

Hidroalcóolica (H4, 2,16 g). 

- Fracionamento da fração acetato de etila para o isolamento dos padrões 

A fração em acetato de etila (H2) 3,67g foi inicialmente cromatografada em 

coluna de sílica gel Merck (h= 30 cm; ϕ = 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 

frações. A fração H2-65 (1,61g-MeOH) foi recromatografada em coluna de sephadex 

LH-20 marca Sigma-Aldrich (h = 37,5 cm; ϕ = 3,0 cm), empregando-se como eluente 

MeOH e a mistura MeOH:H2O (1:1 v/v). A fração H2-65-25 obtida foi purificada por 

CCDP (Cromatografia em Camada Delgada Preparativa) eluente: CHCl3:MeOH:H2O 

(43:37:20 v/v/v), permitindo a obtenção da fração H2-65-1 (18 mg), a qual foi utilizada 

como padrão nas análises quantitativas realizadas via CLAE-DAD, para as microplantas 

inoculadas com os microrganismos endofíticos e para as microplantas controle, em 

comparação com as plantas ex vitro de Hyptis marrubioides Epling. 

 

- Análises de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os espectros de RMN 
1
H e 

13
C foram obtidos em um espectrofotômetro Varian 

500 e 400 MHz, empregando-se TMS (tetrametilsilano) como padrão interno. Os 

espectros de (1) foram obtidos em DMSO-d6 marca Sigma-Aldrich
®
 e os espectros de 

(2) em CD3OD marca Sigma-Aldrich
®
. 

 

- Análises quantitativas por CLAE-DAD 

As análises quantitativas realizadas por CLAE-DAD foram desenvolvidas em 

um cromatógrafo de sistema binário SHIMADZU Prominence-LC-6AD, equipado com 
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um injetor manual, com loop de 20 µL, acoplado a um detector Diode Array 

Prominence SPD-M20A. Condição de análise: CLAE analítica, coluna Phenomenex, C-

18, 250 x 4,6 mm, 5 µ, equipada com pré-coluna, volume de injeção: 20 µL, fluxo: 1,0 

mL/min e Fase Móvel: CH3OH:H2O:HAc (40:59,9:0,1, v/v/v) gradiente linear até 100% 

CH3OH em 30 minutos, 10 minutos em 100% de CH3OH e 15 minutos para retornar à 

condição inicial, λ 230, 254 e 325 nm. O flavonóide (1) e o ácido (2) foram utilizados 

como padrões externos. 

 

- Preparo das soluções estoque e construção da curva dos padrões externos 

A solução do flavonóide (1) e do ácido (2) foram preparadas em MeOH grau 

HPLC (2 mg/mL). Diluições da solução estoque foram realizadas em MeOH grau 

HPLC para obter soluções contendo 0,05; 0,109; 0,218; 0,436; 0,872 mg mL
-1

 de 1 e 

0,102; 0,203; 0,406; 0,813; 1,626 mg mL
-1

 de 2, as quais foram injetadas em triplicata. 

Uma curva de calibração de quatro pontos foi construída para determinar a linearidade 

do método. A curva de calibração foi obtida plotando a área do pico versus a 

concentração da substância em mg mL
-1

.  

 

- Análises por CG/EM 

Após a reação de esterificação 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 resolução). Foi utilizada coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 

µm de filme), gás de arraste He a fluxo 1,1mL min
-1

, Split 1:10. A temperatura do 

injetor foi ajustada em 250 ºC e a temperatura do forno foi controlada de 100 a 290 a 3 

ºC min
-1

, permanecendo em 290 ºC 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 índice de similaridade (SI), 

expresso em porcentagem. 

 

- Preparo das amostras para a análise por CG/EM 

 Os extratos dos diferentes tratamentos testados foram preparados empregando-se 

25 mg do pó, obtido das partes aéreas, em 3 mL de acetato de etila P.A. (Synth). Após 

20 min de banho de ultrassom, as amostras foram filtradas, obtendo-se os respectivos 

extratos brutos. 
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- Reação de esterificação  

 Os extratos obtidos foram dissolvidos em éter etílico e resfriados em banho de 

gelo. A seguir, uma solução de diazometano foi adicionada às amostras até não se 

observar a evolução de gás N2. Para a preparação da solução de diazometano, dissolveu-

se 2,24g de N-metil-N-nitroso-4 toluenosulfonamida em 30 mL de éter etílico, e 

adicionou-se 0,4g de KOH em 10 mL de etanol, resfriando-se a solução final 

empregando-se um banho de gelo. Após 5 min, destilou-se a solução etérea de 

diazometano, utilizando-se um banho de aquecimento da mistura racional e recolheu-se 

o produto formado (diazometano) sobre éter etílico resfriado em banho de gelo. Essa 

reação foi realizada com o objetivo de se identificar ácido jasmônico 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 médias para o aparecimento de sintomas bem como as de 

quantificação do flavonóide quercetina -7-O-glicosídeo e do ácido 3,4-O-

dicafeoilquínico, obtidas pelas análises por CLAE-DAD, foram submetidas a teste 

Tukey (5%), com o auxílio do software estatístico SISVAR (Ferreira, 2000). 

 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no estudo fitoquímico da planta cultivada ex vitro 

e das microplantas de Hyptis marrubioides Epling após sua exposição aos 

microrganismos elicitores. 

 Tratamento 

Plantas 1 Planta ex vitro 

2 Microplanta 

 

Elicitação 

bacteriana 

3 Microplanta + caldo nutriente 

4 Microplanta + RF11 

5 Microplanta + RG8 

6 Microplanta + RF10 

7 Microplanta + RG12 

 

Elicitação 

Fúngica 

8 Microplanta + BDA 

9 Microplanta + Trichoderma sp. 

10 Microplanta + Papulaspora sp. 
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11 Microplanta + Fusarium sp. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A avaliação da incidência de sintomas de doença foi realizada diariamente e para 

a análise estatística observou-se a última, das 10 avaliações realizadas nas plantas que 

sofreram inoculação de bactérias e a última das cinco avaliações realizadas nas plantas 

que sofreram inoculação 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 têm sido descritos como sintomas típicos de bacterioses (Nery-Silva et 

al., 2007; Zoccoli et al., 2009).  

O fungo Papulaspora sp. também provocou murcha generalizada nas 

microplantas, contudo, não desencadeou queda foliar, assim como as outras espécies de 

fungos testados. Na presença das bactérias RF10 e RG12, as plantas não apresentaram 

sintoma aparente de patologia (Figura 1). 

 

Tabela 2. Sintomas de patogenia provocados por bactérias (ao 10º dia de 

inoculação) e fungos (ao 5º dia de inoculação) endofíticos utilizados como elicitores 

em microplantas de Hyptis marrubioides Epling. 

 

Tratamento 

% de plantas 

com murcha 

% de plantas 

com queda foliar 

Coloração das 

raízes 

Microplanta  0d* 0b Clara 

Microplanta + caldo nutriente 0d 0b Clara 

Microplanta + RF11 100a 80a Escura 

Microplanta + RG8 80b 80a Escura 

Microplanta + RF10 0d 0b Clara 

Microplanta + RG12 0d 0b Clara 

Microplanta + BDA 0d 0b Clara 

Microplanta + Trichoderma sp. 30c 0b Clara 

Microplanta + Papulaspora sp. 100a 0b Clara 

Microplanta + Fusarium sp. 30c 0b Clara 

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

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

resistência pós-formados, dois se destacam por apresentarem amplo espectro de ação: a 
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resistência sistêmica adquirida (SAR) e a resistência sistêmica induzida (ISR), que 

podem ser ativadas por microrganismos. Ambas são reguladas pela proteína NPR1, 

onde se cruzam na rota de sinalização (Choudhary et al., 2007). No entanto, as rotas de 

sinalização são distintas, pois SAR é governada pela rota do ácido salicílico e ISR pela 

rota do ácido jasmônico e etileno. Conforme Pieterse et al., (1998), a indução salicilato-

dependente pode resultar em alterações 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 endofíticas, 

isoladas da raiz de Hyptis marrubioides Epling, no sistema in vitro, passaram a atuar 

como patógenos. Comportamento comprovado pelo aparecimento de sintomas visuais, 

nas plantas afetadas. O comportamento simbiótico dos endofíticos está diretamente 

relacionado às condições do ambiente e ao estado fisiológico do hospedeiro, podendo, 

em condições adversas, manifestarem-se como patógenos. Nesse caso, o endofítico 

pode ser considerado um patógeno latente (Azevedo, 1998; Roldão & Pfenning, 2001). 

Os gêneros Trichoderma, Papulaspora e Fusarium são gêneros comuns em 

simbioses endofíticas (Errasti et al., 2010). Há poucos relatos sobre patogenicidade de 

espécies desses gêneros no sistema in vitro (Almeida et al., 2005). Espécies de 

Trichoderma têm sido utilizadas no controle biológico de fitopatógenos, podendo esse 

controle ser realizado por micoparasitismo ou antibiose (Ownley et al., 2010). O gênero 

Papulaspora, também tem demonstrado atividade antimicrobiana (Ramos et al., 2010), 

além de potencial para a obtenção de metabólitos secundários (Gallo et al., 2010). Por 

outro lado, o gênero 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 à inoculação de Fusarium 

(Figura1), comprovando que esse endofítico se comportou patogenicamente no sistema 

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

tratamentos, controle e elicitação por bactérias (RF11, RG8, RF10 e RG12) e 

fungos (RG29, RG31 e RG32) endofíticos 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 fração acetato de etila do extrato bruto, quando analisada em CLAE-DAD, 

evidenciou a existência de picos majoritátios, aos 20 min e 12 min. 

O espectro no UV do composto 1 apresentou bandas de absorção a 204, 258 e 

357 nm, típicas de flavonóides. Os dados de RMN 
1
H e 

13
C apresentam sinais 

característicos de um núcleo flavonoídico, cujo padrão de acoplamento do anel B sugere 

um núcleo quercetina. Observam-se ainda neste espectro os sinais referentes a uma 

unidade monoglicosídica. A estrutura do composto 1 foi proposta com base no conjunto 

dos dados espectrais de  RMN
1
H, 

13
C e HMBC, os quais apresentaram  boa 



89 

 

concordância com os reportados na literatura para o flavonóide quercetina -7-O-

glicosídeo (Clae et al., 2002). 

O flavonóide quercetina vem sendo estudado como potencial atenuante de 

processos inflamatórios (Schultke et al., 2010) e também por reduzir o fator de 

crescimento vascular endotelial em tumores (Luo et al., 2008). Nos resultados de 

quantificação da quercetina -7-O-glicosídeo (Pico 12 min) nas microplantas de Hyptis 

marubioides Epling submetidas à inoculação de isolados endofíticos, bacterianos e 

fúngicos, em comparação com a planta ex vitro, todas as microplantas, elicitadas ou 

controle, apresentaram valores baixos para esse composto, comparadas à quantidade 

apresentada pela planta ex vitro, que foi de 19,02 mg g
-1

 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 têm mostrado aumento na síntese 

de flavonóides in vitro, com o uso ou não de elicitores. Quercetina -3-O-glicosídeo foi 

identificada como metabólito secundário obtido do extrato etanólico de culturas de 

Drosera binata cultivada in vitro (Marczack et al., 2005). Martin & Dusek (2007) 

ampliaram a síntese de baicalina e baicaleína em suspensões celulares de Scutellaria 

baicalensis Georgii, utilizando como elicitor, cinamato de sódio. Para células dessa 

mesma planta, o tratamento com metil jasmonato aumentou o índice de flavonas (Xu et 

al., 2010).  
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Tabela 3. Quantidades de flavonóide e ácido clorogênico 

presentes na massa seca das partes aéreas da planta ex vitro de 

Hyptis marrubioides Epling, da microplanta e de microplantas 

submetidas à inoculação de bactérias e fungos elicitores.  

 Tratamento Quercetina -7-

O-glicosídeo 

mg/gPS 

Ácido 3,4-O-

dicafeoilquínico 

mg/gPS 

Plantas 1 19,02a* ± 0,47** 1,91b ± 0,31 

2 1,26b ± 0,20 32,84b ± 8,08 

 

Elicitação 

bacteriana 

3 1,74b ± 0,44 34,50b ± 7,50 

4 0,92b ± 0,06 16,32b ± 4,56 

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 

 

Elicitação 

Fúngica 

8 1,59b ± 0,36 60,57ab ± 10,8 

9 2,36b ± 1,15 58,54ab ± 8,6 

10 2,19b ± 0,20 16,57b ± 10,5 

11 1,00b ± 0,04 128,74a ± 35,20 

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

**Erro padrão da média. 

Com relação ao espectro de UV da banda cromatográfica obtida a 20 min 

(Figura 2 e 3), o composto 2 apresentou três máximos de absorção em  199, 232 e 329 

nm. Os dados espectroscópicos de RMN 
1
H e 

13
C, juntamente com o experimento em 

duas dimensões HMBC evidenciaram a presença de duas unidades cafeoíla, bem como 

os sinais referentes a molécula do ácido quínico. As posições dos grupos cafeoíla foram 

determinadas com base nos valores de deslocamentos químicos e das constantes de 

acoplamento para os hidrogênios H-3, H-4 e H-5. A comparação dos dados obtidos com 

os registrados na literatura, permitiu a confirmação a identidade da estrutura de 2 como 

sendo a do ácido 3,4-O-dicafeoilquínico (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 à inoculação do isolado 

endofítico Fusarim sp. (T11), confirmando a presença do Ácido Clorogênico 

(Pico 20 min) como pico majoritário. 

 

O ácido 3,4-O-dicafeoilquínico (Figura 4) é um ácido clorogênico com potencial 

anti-inflamatório e antioxidante (Barros et al., 2008; Lima et al., 2010). Estudos 

mostram que o ácido clorogênico pode ser utilizado também, na prevenção do câncer e 

doenças 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 infecções fúngicas. Sung & Lee (2010) em estudos realizados com 

Candida albicans, sugeriram que esse ácido pode exercer atividade antifúngica por 

perturbar a estrutura da membrana celular. Os resultados de quantificação do ácido 

clorogênico neste trabalho, mostraram que T11, ou seja, a utilização de Fusarium sp. 

como elicitor, dobrou a quantidade produzida desse ácido (128,74 mg/gPS), se 

comparada ao controle para os tratamentos com fungos (T8) (60,57 mg/gPS) (Tabela 3 

e Figura 2).  

 

 

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 à inoculação dos fungos endofíticos Trichoderma sp. (A) e 

Fusarium sp. (B), representando o padrão de absorção no UV típico de 

flavonóides e do Ácido Clorogênico, respectivamente. 

 

A produção desse ácido, pelas microplantas elicitadas, pode ser considerada uma 

resposta de defesa ao comportamento patogênico que esse endofítico assumiu no 

sistema in vitro, já que o ácido clorogênico tem sido descrito como um composto 

relacionado à resistência vegetal ao ataque de pragas como lagartas, besouros, 

cigarrinhas e pulgões, bem como de fungos e bactérias (Leiss et al., 2011). De acordo 

com Nicholson & Hammerschmidt (1992), fenóis antibióticos podem ser formados em 

resposta ao ingresso de patógenos e ser parte dos mecanismos de resposta ativa ou, por 

outro lado, ocorrer constitutivamente nas plantas e funcionar como inibidores pré-

formados associados à resistência de plantas não hospedeiras (defesa constitutiva ou 

pré-formada). Baptista et al., (1999) inocularam plantas de Eucalyptus urophylla, in 

vitro, com duas espécies ectomicorrízicas isoladas de Pisolithus tinctorius e, em 96 

horas após a inoculação, verificaram que as raízes inoculadas com os isolados 

apresentaram um maior significativamente de ácido clorogênico em relação à 

testemunha. 

Quanto aos resultados de CG/EM, de forma generalizada, nos 10 tratamentos 

avaliados, foi possível detectar a presença das seguintes classes de compostos: 

hidrocarboneto (alcano, alceno, dieno e alcino),  aldeído, amida, álcool, açúcar, ácido 

graxo, um derivado do ácido cinâmico 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 predominância de 

ácidos graxos e a presença da acetamida (0,16%). Pollmann et al., (2004), utilizando 

uma combinação de CLAE/CG-EM/EM, conseguiram isolar um derivado indólico de 

acetamida de sementes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, submetidas à germinação. 

O declínio nos níveis de AIA durante a germinação foi acompanhado por uma redução 

nos níveis de Indol-3-acetamida. A enzima nitrilase, conhecida por sintetizar AIA a 

partir de indol-3-acetonitrila, tem se destacado por produzir quantidades significativas 

de Indol-3-acetamida in vitro, como um produto final dessa reação. 

A inoculação das bactérias RF11, RG8, RF10 e RG12, respectivamente, o 

constituinte heptametil-hexadeceno se apresentou em maior proporção relativa (63,7%), 

ocorrendo apenas no tratamento T5.  A segunda classe de compostos representativa 
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nestes quatro tratamentos foi a dos ácidos graxos, sendo o éster metílico do ácido 12-

acetilóxi-9-octadecenóico o seu maior representante (28,1%). A presença da lactona 

diterpênica andrografolídeo (3), foi constatada em T4 (26,8%) e T5 (5,62%), (Figura 4). 

Os interesses sobre a síntese de andrografolídeo têm crescido consideravelmente, visto 

que essa molécula, ou mesmo seus derivados, têm demonstrado propriedades 

anticancerígenas (Zhou et al., 2010), antibacterianas (Chen et al., 2011), anti-

inflamatórias (Lee et al., 2011) e mesmo anti-HIV (Wang et al., 2011). Quanto à 

produção do alcino 7-tetradecino, foi observada apenas em T5 (0,87%). Este 

hidrocarboneto também foi identificado por Bryant & McClung (2011) como 

componente volátil de Oryza sativa (L.) ao analisarem, por CG/EM, os compostos que 

conferem aroma e sabor ao grão. 

 

 

Figura 4. Estruturas químicas dos compostos (1) quercetina -7-O-

glicosídeo, (2) ácido 3,4-O-dicafeoilquínico e (3) andrografolídeo. 

Considerando os experimentos realizados com os fungos endofíticos T9 a T11 

em comparação ao controle T8, o 3,4-dimetóxi-cinamato de metila (15,5%) e o 

diterpeno andrografolídeo (3,73%) mostram-se presentes apenas em T8. Já o éster 

metílico do ácido hexadecanóico (7,53%) foi o único representante dos ácidos graxos 

produzido em T8.  

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

uma intensificação na biossíntese do 7-tetradecino (10,2%) e permitiu uma 
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diversificação maior das classes estruturais. Este fato é comprovado pela presença do 

álcool 4-noneno-1-ol (2,47%), do aldeído 14-heptadecenal (4,42%), do neofitadieno 

(10,65%) e do cloreto de 9,12-Octadecadienoila (12,5%). Heptadecenal foi um dos 

aldeídos de cadeia longa, insaturados e com atividade antibiótica, 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 

inoculação do fungo FG31. Já o neofitadieno tem sido associado a propriedades 

antivirais e anti-inflamatórias. Santoyo et al., (2011) isolaram neofitadieno como parte 

da composição do extrato etanólico da microalga Dunaliella salina, sendo que o mesmo 

extrato mostrou atividade inibitória contra o vírus herpes simplex tipo I. Este composto 

também foi encontrado como componente do óleo essencial de Conyza bonariensis (L.) 

Cronquist, sendo que o extrato alcoólico dessa planta se mostrou eficiente em conter 

acessos inflamatórios (Santana et al., 2011).  

Outro fato interessante é que, quando se compara a produção de ácidos graxos 

nos experimentos envolvendo bactérias e fungos, observa-se que em ambos os casos os 

ácidos graxos predominantes são o ácido hexadecanóico e o ácido 9,12,15-

octadecatrienóico, na forma de seus ésteres metílicos. Ribeiro et al., (1998) 

demonstraram que frações obtidas das folhas de gergelim (Sesamum indicum L. - 

Pedaliaceae), continham uma mistura de ácido graxos, onde os componentes 

majoritários eram os ácidos tetradecanóico, hexadecanóico, octadecanóico, icosanóico, 

docosanóico e 9,12,15 octadecatrienóico. Estas foram capazes de inibir fortemente o 

fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (Möller) Singer, sin. de Rozites 

gongylophora Möller, 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 à síntese de ácidos graxos na forma de seus ésteres 

metílicos, pelas plantas de Hyptis marruboides Epling testadas. No entanto, para a 

maioria dos fungos e bactérias testados como elicitores, a produção desses ácidos foi 

maior se comparada aos tratamentos controle, o que pode constituir uma resposta da 

planta à presença do microrganismo. 

Os dados obtidos nos tratamentos realizados sugerem que em relação às 

bactérias, T5 foi o experimento que proporcionou maior diversificação estrutural e 

número de metabólitos produzidos, enquanto para as espécies fúngicas, isto correu com 

o T10 (Figura 5).  
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Figura 5. Cromatograma obtido via CG/EM do extrato de microplantas de Hyptis 

marrubioides Epling submetidas à inoculação do isolado endofítico RG31 (T10), 

demonstrando a diversidade de ésteres metílicos de ácidos graxos presentes na 

amostra. 

A técnica da elicitação in vitro tem se mostrado uma importante estratégia para a 

produção de compostos ativos de plantas medicinais. Culturas de raiz de Angelica gigas 

Nakai, elicitadas com uma combinação de extrato de levedura e íons cobre, aumentou a 

acumulação do decursinol angelato (Rhee et al., 2010). A elicitação in vitro por 

minerais e ácido jasmônico, também foi eficiente em aumentar os índices de alcalóides 

produzidos pelas raízes de Datura estramonium L. (Amdoun et al., 2009). Neste 

trabalho, alguns metabólitos como neofitadieno foram sintetizados apenas nos 

tratamentos em que houve elicitação, sugerindo que esse método pode ser mais 

elaborado, para se obter esse metabólito através de plantas de Hyptis marrubioides 

Epling elicitadas in vitro. O alceno heptametil-hexadeceno foi produzido apenas nos 

experimentos com bactérias, contrastando com os metabólitos: 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 

endofíticos bacterianos e fúngicos utilizados como elicitores induziram respostas 

metabólicas diferentes em microplantas de Hyptis marrubioides Epling. Contudo, outros 
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Tabela 4. Metabólitos obtidos via CG/EM do extrato de microplantas de Hyptis 

marrubioides Epling submetidas ou não à elicitação por isolados endofíticos 

bacterianos e fúngicos. 
Composto Fórmula PM TR Área (%) 

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 

Acetamida C2H5NO 59 21,09  0,16     0,03 0,27 0,18  

4-Noneno-1-ol  C9H18O 142 35,90        2,47   

1,6-Anidro-beta-D-glucofuranose C6H10O5 162 30,84   25,7        

Éster metílico do ácido nonanóico C10 H20 O2 172 30,49     2,86      

Metil-α-D-ribopiranosídeo C6 H12 O5 164 19,30          3,30 

7-Tetradecino C14H26 194 35,90    0,87    10,15 10,21  

Éster metílico do ácido 8-metil 

decanóico 

C12 H24 O2 200 36,91        5,95   

3,4-dimetóxi-cinamato de metila C12H14O4 222 67,65       15,5    

14-Heptadecenal C17H32O 252 27,53         4,42  

Éster metílico do ácido 12-metil-

tetradecanóico 

C16 H32 O2 256 36,9  2,32      2,99 1,07  

Éster metílico do ácido 9,12-

hexadecadienóico 

C17H30O2 266 35,92         9,06  

Éster metílico do ácido 

hexadecanóico 

C17 H34 O2 270 30,50 11,0 16,8  4,31 25,0 37,9 7,53 21,6 41,5 15,5 

1-(2-Hidroxietoxi)-2-metil-

tetradecano 

C17 H36 O2 272 21,31 0,26          

Neofitadieno C20 H38 278 27,50    1,94      10,6 

Ácido 9,12-Octadecadienóico C18H32O2 280 35,92 1,31          

Éster metílico do ácido 

heptadecanóico 

C18 H36 O2 284 30,48  2,99  0,88  9,86   8,70  

Éster metílico do ácido 9,12,15-

Octadecatrienóico 

C19H32O2 292 36,13 16,2 17,4  2,50 19,7 37,4  18,3 32,6 22,2 

Éster metílico do ácido 9,12-

Octadecadienóico 

C19 H34 O2 294 35,93 5,34     14,8   13,8 7,44 

 

Continuação da tabela 4. 

Composto Fórmula PM TR Área (%) 

    T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 

Éster metílico do ácido octadecanóico C19H38O2 298 36,92         11,9  

Éster metílico do ácido 11,14,17-Eicosatrienóico C21 H36 

O2 

320 36,12 5,05       7,72   

Andrografolídeo C20H30O5 350 22,37   26,8 5,62   3,73    

Éster metílico do ácido 12-acetilóxi-9-

octadecenóico  

C21 H38 O4 354 30,49 2,78  28,1      21,8  

1,1'-Biciclopentil, 2-hexadecil C26 H50 362 27,50        4,13   

1,2,6A,6B,9,9,12A-Heptametil-

1,3,4,5,6,6A,6B,7,8,8A,9,12,12A,12B,13,14B-

Hexadeceno 

C31 H48 O2 452 77,70    63,7       

 

elicitores bióticos, ou mesmo abióticos devem ser testados, visando a obtenção de 

metabólitos de interesse. 

 

RESUMO 

 

Resposta metabólica induzida por fungos e bactérias endofíticas em microplantas 

de Hyptis marrubioides Epling 
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Os mecanismos elicitores, através da indução de respostas de resistência, podem 

levar ao acúmulo de metabólitos secundários nos tecidos vegetais, já que estes têm sua 

síntese estimulada na presença do elicitor. Hyptis marrubioides Epling é uma 

Lamiaceae medicinal, nativa do Cerrado, para a qual não existem dados relacionados à 

elicitação. Este trabalho avaliou a resposta metabólica de microplantas dessa espécie à 

inoculação de quatro isolados endofíticos bacterianos e três fúngicos, utilizados como 

elicitores bióticos, e comparou essa resposta à de plantas de Hyptis marrubioides Epling 

crescidas em condições ex vitro. No sistema in vitro, duas das bactérias endofíticas 

testadas e os três fungos se comportaram como patógenos. 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 análises de CLAE revelaram dois picos majoritários, sendo 

um correspondente ao flavonóide quercetina -7-O-glicosídeo e outro correspondente ao 

ácido clorogênico, ácido 3,4-O-dicafeoilquínico. Foi detectada, nas microplantas, uma 

baixa concentração do flavonóide, quando comparadas à planta ex vitro e o tratamento 

com o fungo Fusarium sp. foi o mais eficiente em estimular a biossíntese do ácido 

clorogênico. As análises com CG/EM mostraram no geral, uma alta diversidade de 

ésteres metílicos de ácidos graxos, sendo que alguns metabólitos, tal como 7-

Tetradecino e neofitadieno só apareceram nos tratamentos em que houve elicitação. 

Além disso, o metabólito 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: elicitação, cultivo in vitro, metabólitos secundários. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

 

 
Este trabalho identificou a presença de FMAs e DSEs em fragmentos de raízes 

de Hyptis marrubioides Epling, além de isolar 42 bactérias endofíticas, das quais 27 

foram de fragmentos de raiz grossa e 15 de fragmentos de raiz fina. Foram isolados 

também nove linhagens de fungos endofíticos, seis de raiz grossa e três de raiz fina. 

Bactérias gram positivas e catalase positivas representaram a maioria dos isolados 

bacterianos, predominando a forma de bacilo. Do total de isolados fúngicos, a maioria 

apresentou micélio esporulante e foi constatada a ocorrência dos gêneros Penicillium, 

Fusarium, Trichoderma e Papulaspora. Esses isolados endofíticos foram avaliados 

quanto à sua capacidade de solubilizar fosfatos de Ca e de Fe em meio de cultura sólido, 

bem como de sintetizar AIA in vitro, sendo que pouco mais de 20% solubilizou 

CaHPO4. Contrariamente, 59% dos microrganismos testados solubilizaram FePO4. Das 

linhagens bacterianas testadas para a biossíntese de AIA, 50% demonstraram 

capacidade de produzir essa auxina. Do ponto de vista biotecnológico, destacaram-se as 

linhagens RG9, RG24 e RF18, com indicação de alto potencial de solubilização de 

FePO4 e produção AIA. Os testes de elicitação de microplantas de Hyptis marrubioides 

Epl. com quatro isolados endofíticos bacterianos e três fúngicos, em comparação com 

plantas cultivadas ex vitro revelaram duas bandas cromatográficas majoritárias, sendo 

uma correspondente ao flavonóide quercetina -7-O-glicosídeo e outra correspondente ao 

ácido clorogênico, ácido 3,4-O-dicafeoilquínico. Nas microplantas, foi detectada uma 

baixa concentração do flavonóide, quando comparadas à planta ex vitro. O tratamento 

com o fungo Fusarium sp. foi o mais eficiente em estimular a biossíntese de ácido 

clorogênico. Os extratos vegetais mostraram uma alta diversidade de ésteres metílicos 

de ácidos graxos, sendo que alguns metabólitos, tal como 7-Tetradecino e neofitadieno 

só apareceram em tratamentos em que houve elicitação. Além disso, o metabólito 
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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. 

 
 

 

 

 

 

 

 


