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RESUMO

Hypericum polyanthemum ¢ uma planta nativa do Sul do Brasil que contém compostos
como flavondides, taninos, derivados de floroglucinol (uliginosina B) e benzopiranos:
HP1 (6-isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetilbenzopirano), HP2 (7-hidréxi-6-isobutiril-5-
metoxi-2,2-dimetilbenzopirano), e HP3 (5-hidréxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-
dimetillbenzopirano). Esses metabdlitos sdo responsdveis por uma série de atividades
biologicas como inibidores da monoaminoxidase (IMAOQO), antiproliferativa e antitumoral.
No presente trabalho modificagdes na biomassa vegetal e no teor de metabolitos bioativos
de plantas de H. polyanthemum cultivadas sob condi¢des controladas e apos 18 semanas
de aclimatacdo foram investigadas apos elicitacdo com o fungo Nomuraea rileyi através
da adicao do microrganismo liofilizado e pulverizado (LP), ou liofilizado, autoclavado e
pulverizado (LAP) por curtos e longos periodos de tempo. Plantas cultivadas sob
condigdes controladas tratadas com LAP demonstraram aumento na concentragdo dos
benzopiranos HP1, HP2 ¢ HP3 enquanto LP provocou efeito negativo ou ainda, nao
alterou a sintese destes compostos. Porém, baixos niveis do floroglucinol uliginosina B
foram detectados em todos os tratamentos. Tratamentos com LAP por longos periodos de
tempo em plantas cultivadas a campo provocaram aumento de biomassa (2x) e a analise
quimica demonstrou elevacao do teor de compostos fendlicos totais nas partes vegetativas
das plantas submetidas a todos os tratamentos. Ainda, a analise apontou um diferente grau
de acimulo dos metabdlitos, com maiores teores de HP1, HP2, HP3 ¢ uliginosina B sendo
encontrados nas partes reprodutivas das plantas tratadas com LAP. A eleva¢do dos
metabolitos bioativos em resposta ao elicitor fingico sugere que estes compostos sao
induziveis na resposta de defesa de H. polyanthemum. Os resultados obtidos nesse
trabalho sdo relevantes em virtude da planta ndao sofrer danos. Assim, o sistema descrito
representa uma nova abordagem em pesquisas com plantas visando otimizar condi¢des
para a producdo de biomassa e metabdlitos secundarios de interesse medicinal.

Palavras chave: Hypericum polyanthemum, elicitacao bidtica, fungos, Nomuraea rileyi






ABSTRACT

Effect of biotic stress in secondary metabolism of Hypericum polyanthemum Klotzsech ex

Reichardt

Hypericum polyanthemum is a native plant of South Brazil that contains compounds such
as flavonoids, tannins, phloroglucinol derivatives (uliginosin B) and benzopyrans: HP1
(6-isobutyryl-5,7-dimethoxy-2,2-dimethylbenzopyran), HP2 (7-hydroxy-6-isobutyryl-5-
methoxy-2,2-dimethylbenzopyran), and HP3 (5-hydroxy-6-isobutyryl-7-methoxy-2,2-
dimethylbenzopyran). These metabolites are responsible for biological activities such as
monoamine oxidase inhibitor, antiproliferative and antitumoral. In this work changes in
biomass and bioactive metabolites after elicitation with the fungi Nomuraea riley added
as freeze dried culture (DC) or as freeze dried autoclaved cell powder (DACP) for short
and long periods of time have been investigated in Hypericum polyanthemum plants
grown under controlled conditions and after 18 weeks of field acclimatization. Plants
treated with DACP showed increased concentrations of the benzopyrans while the DC
affected negatively or did not alter the synthesis of these compounds. Nevertheless, low
levels of uliginosin B were detected in all treatments. Long time treatment of field grown
acclimatized plants with DACP triggered plant growth doubling the biomass and
chemical analyses demonstrated increased total phenolic compounds yields in the
vegetative parts of plants submitted to the treatments. Furthermore, the analysis showed
different pattern of metabolites accumulation, with higher yields of benzopyrans and
uliginosin B accumulated in the reproductive parts of the plants treated with DACP
during all experiment. The elevation of bioactive metabolites levels in response to the
elicitor suggests that these compounds are inducible in plant defense response of H.
polyanthemum. The results obtained are relevant since the plant did not suffer injury.
Then, the system described represents a new approach in plant research aimed to optimize
the conditions for biomass and accumulation of secondary metabolites.

Keywords: Hypericum polyanthemum, biotic elicitation, fungus, Nomuraea rileyi
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1. INTRODUCAO







A érea de produtos naturais tem sido explorada ha séculos. Os primeiros indicios
da utilizagdo de plantas com fins terapéuticos datam de 2600 a.C.: 6leo de Cedrus sp., €
Cupressus sempervirens, Glycyrrhiza glabra, Commiphora sp. € Papaver somniferum,
sendo alguns destes ainda utilizados no tratamento de gripes, resfriados e doengas
microbianas (GURIB-FAKIM, 2006). Porém, ainda ha poucos estudos cientificos que
demonstrem o potencial dos produtos vegetais em tornarem-se produtos com fins
terapéuticos. Apenas uma minima parcela das espécies vegetais estimadas mundialmente
foi explorada quanto sua constitui¢do quimica e atividades bioldégicas (HAMBURGUER e
HOSTETTMANN, 1991; VERPOORTE, 1998; BALUNAS e KINGHORN, 2005; JONE
et al., 2000).

Guttiferae ¢ uma extensa familia botanica, possuindo cerca de 1000 espécies que
apresentam varios constituintes quimicos com atividades biologicas diferenciadas
(FULLER et al., 1999a, 1999b; VEROTTA et al., 1999). Seus representantes sao
encontrados em regides tropicais umidas, exceto os pertencentes ao género Hypericum

que ocorrem em regides temperadas (BENNETT e LEE, 1989).

Evidéncias cientificas apontam para resultados biologicos relevantes envolvendo
extratos e substancias isoladas de espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul.
Entretanto, as espécies brasileiras do género apresentam uma distribuicdo restrita com
pequenas populacdes dispersas, ou ainda, restritas a uma localidade (ROBSON, 1990).
Assim, o uso de plantas nativas sem controle eficaz entre exploracdo e preservagao pode

levar a extingao das mesmas.

Portanto, o cultivo utilizando tecnologia in vitro pode fornecer biomassa para

estudos fitoquimicos e farmacoldgicos, assim como aporte continuo de material botanico,
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representando uma opcao a preservacao in natura dessas plantas (ROUT et al., 2000;
MURCH e SAXENA, 2006). Porém, a utilizagdao desta tecnologia pode levar a alteracao
na taxa de crescimento das plantas, tempo de maturagdo, tamanhos de partes aéreas e
raizes e conteido de metabdlitos secundarios (POUTARAUD e GIRARDIN, 2005). Além
disso, a taxa de mortalidade apos o cultivo in vitro € bastante proeminente (CHANDRA et
al., 2010). Deste modo, sdo necessarias algumas estratégias para possibilitar a

sobrevivéncia das plantas tais como:

v Deixar a sombra por 3-6 dias para a adaptacio ao novo ambiente,
favorecendo o alongamento (CHANDRA et al., 2010);

v As plantas devem ser transferidas vagarosamente para um ambiente de
baixa umidade, pois quando retiradas da condicdo in vitro, a transpiracao
estomatal e cuticular ¢ alta. Para tanto, os vegetais devem ser mantidos sob
condi¢cdes de escuro, € apds uma semana, transferidos para potes contendo
mistura vermiculita:terra cobertos por filmes plasticos (CHANDRA et al.,
2010);

v Estudos demonstram que a quantidade de carboidrato influencia o processo
de aclimatacdo, pois qualquer fator que aumente a taxa fotossintética em
condigdes autotroficas facilitara o estabelecimento do vegetal em um

sistema aclimatizado (WAINRIGHT e SCRACE, 1989).

Dessa forma, a associacdo de microrganismos endofitos, que vivem em simbiose
com plantas sem provocar danos, tem sido descrita como alternativa visando aumentar a
taxa de crescimento de vegetais (GROPPE et al., 1999) e promover a maior producao de

seus metabolitos de defesa (HAO et al., 2010).

Hypericum polyanthemum (Guttiferae), uma planta bianual nativa do Sul do Brasil,
contém compostos como xantonas (HAAS, 2010a), flavondides (DALL’ AGNOL et al.,
2003; NOR et al., 2008), taninos (DALL’ AGNOL et al, 2003), derivados de
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floroglucinol (NOR et al., 2004) e benzopiranos (FERRAZ et al., 2001) responsaveis por
muitas de suas atividades farmacoldgicas. Entretanto, sendo esta uma planta de
distribuicao restrita, este estudo esta direcionado ao cultivo in vitro, ex vitro € otimiza¢ao
da produgdo de seus metabolitos através da associagdo com o fungo Nomuraea rileyi

(Farlow) Samson.

1.1 Familia Guttiferae (Clusiaceae)

A familia Guttiferae, segundo alguns autores, ¢ dividida em seis subfamilias,
Kielmeyeroideae, Calophylloideae, Clusioideae, Moronoboideae, Lorostemonoideae e
Hypericoideae - esta ultima incluindo os géneros Hypericum, Cratoxylum, Harungana,
Psorospermum e Vismia (CRONQUIST, 1981; BENNETT e LEE, 1989). Entretanto, a
subfamilia Hypericoideae ¢ frequentemente classificada como uma familia independente
(ROBSON, 1977). Entre os géneros pertencentes a essa subfamilia, o mais estudado ¢
Hypericum que engloba vérias espécies utilizadas na medicina tradicional em diversas

partes do mundo.

1.2 Género Hypericum

1.2.1 Taxonomia

O género Hypericum possui mais de 450 espécies distribuidas pelo mundo,
principalmente em regides temperadas do hemisfério norte. Essas espécies pertencem a 30
segoes taxondmicas (ROBSON, 1977, 1990), sendo que aquelas nativas do Rio Grande do
Sul sdo pertencentes a se¢do Trigynobrathys, com excecao de H. piriai Arechav. e H.
gentianoides (L) Britton, que pertencem a secao Brathys. A divisdo taxondmica ¢ baseada
em caracteristicas como presenca de glandulas negras e/ou palidas, distribui¢do

geografica, entre outras (ROBSON, 1981). A espécie em estudo, Hypericum



polyanthemum, pertence a secdo Trigynobrathys a qual compreende 52 espécies

(ROBSON, 1990).

1.2.2 Espécies nativas do sul do Brasil

Muitos estudos tém avaliado a constituicdo quimica e propriedades bioldgicas de
espécies nativas do Sul do pais. Verificou-se a presenca de flavondides e taninos (DALL’
AGNOL et al., 2003), acidos fenolicos (DALL’ AGNOL et al., 2003; NUNES et al.,
2010), xantonas (ROCHA et al., 1994; HAAS, 2010a), derivados de floroglucinol
(ROCHA et al., 1995; FERRAZ et al., 2002a; NOR et al., 2004), 6leos volateis
(FERRAZ et al., 2005), benzopiranos (FERRAZ et al., 2001), bem como a auséncia de
hipericina e derivados (FERRAZ et al., 2002b), consideradas juntamente com hiperforina,
substancias marcadoras quimicas da espécie mais estudada, Hypericum perforatum,

nativa da Europa, Asia e Africa (BILIA et al., 2002; LAWVERE e MAHONEY, 2005).

1.2.2.1 Flavonoides

Flavondides sdo freqlientes nas espécies de Hypericum nativas do sul do pais e
entre os mais encontrados estdo rutina (1), quercetina (2) e seus derivados, hiperosideo
(quercetina-3-O-B-D-galactosideo) (3), isoquercitrina (quercetina-3-O-glicosideo) (4), e

quercitrina (quercetina-3-O-ramnosideo) (5) (CROKETT et al., 2005).




(1) R= a-L-rutinosil
(2)R=H

(3) R= B-D-galactosil
(4) R=B-D-glicosil

(5) R= a-L-ramnosil

Rutina esta presente em H. brasiliense (ABREU et al., 2004) e H. perforatum (WU
et al., 2002). Ainda, sdo encontrados tracos em H. caprifoliatum, H. carinatum, H.

connatum, H. ternum, H. myrianthum ¢ H. polyanthemum (DALL"AGNOL et al., 2003).

Quercetina ¢ encontrada em H. brasiliense (ROCHA et al., 1995; ABREU et al.,
2004) e H. perforatum (WU et al., 2002). Enquanto que a presenga de hiperosideo foi
detectada em H. caprifoliatum, H. polyanthemum (SCHMITT et al., 2001), H.
triquetrifolium (CONFORTI et al., 2002) e H. brasiliense, da qual também foram isolados
luteolina (6), quercitrina (5), isoquercitrina (4) e guajaverina (7) (ROCHA et al., 1995).




(7) R= a-L-arabinopiranosil

Em um estudo conduzido por Nunes e colaboradores (2010) foi detectada a
presenga de hiperosideo, isoquercitrina, guajaverina e quercitrina em H. campestre, H.
caprifoliatum, H. carinatum, H. cordatum, H. linoides, H. lorentzianum, H.
megapotamicum, H. myrianthum, H. polyanthemum, H. rigidum, H. salvadorense, H.

ternum € H. connatum.

1.2.2.2 Acidos fendlicos

A presenga de acido clorogénico (8) foi observada em espécies do género
Hypericum como H. caprifoliatum, H. carinatum, H. connatum, H. ternum, H.
myrianthum, H. polyanthemum (DALL’AGNOL et al., 2003), H. cordatum, H. linoides,
H. lorentzianum, H. megapotamicum, H. rigidum e H. salvadorense (NUNES et al.,
2010).

HO CO,H

HO O

OH
OH

®)



1.2.2.3 Xantonas

Xantonas sdo metabodlitos extensamente encontrados na familia Guttiferae. As
xantonas ja isoladas dessa familia incluem as simples oxigenadas, preniladas, e
xantoligndides. Normalmente encontram-se na forma livre e substituidas por isoprenoides

ou gerandides, ciclizados ou ndo (WU et al., 1998; KUSTER e ROCHA, 2003).

As xantonas mais frequentemente encontradas em Hypericum sdo a mangiferina e
a isomangiferina, que estdo presentes em aproximadamente 26 e 33 espécies do género,
respectivamente. Essas xantonas sdao C-glicosiladas e parecem ser marcadoras
taxondmicas em nivel da subfamilia Hypericoideae (KITANOV e NEDIALKOV, 1998).
Esses compostos nao foram encontrados nas espécies nativas do Brasil (Nunes et al.,
2010). Contudo, em H. polyanthemum foi detectada uma xantona ndo glicosilada com

estrutura ainda nao totalmente elucidada (HAAS, 2010a).
1.2.2.4 Derivados de floroglucinol

As espécies nativas do Rio Grande do Sul, incluindo a espécie em estudo H.
polyanthemum apresentam uliginosina B (NOR et al., 2004) (9), assim como H.
myrianthum e H. carinatum (FERRAZ et al., 2002a; BERNARDI et al., 2005). Esse
composto ¢ formado de uma unidade floroglucinol (A) e uma unidade de é4cido filicinico
(B). Outro composto encontrado nas espécies nativas ¢ o hiperbrasilol B (10) isolado de

H. connatum e H. caprifoliatum (NOR et al., 2004).



(10)

Hypericum brasiliense, espécie nativa do sudeste do Brasil, apresenta os derivados
japonicina A (11), hiperbrasilol A, B e C, isohiperbrasilol B, isouliginosina B e
uliginosina A, esta ultima também presente em H. uliginosum (ROCHA et al., 1995;
ROCHA et al., 1996; ABREU et al., 2004). O composto japonicina A ¢é formado por duas
unidades de acido filicinico enquanto os outros compostos sao formados por uma unidade

floroglucinol e uma de écido filicinico.



(11)

De acordo com FERRAZ e colaboradores (2002a), espécies das se¢des Brathys e
Trigynobrathys sao fontes de derivados de floroglucinol com estrutura dimérica,

sugerindo que essa classe de compostos seja marcadora taxondmica das segoes.

1.2.2.5 Oleos volateis

Oleos volateis de Hypericum tém sido bastante estudados ao longo dos anos
(CAKIR et al., 2005), porém pouco se sabe sobre as espécies nativas do Rio Grande do

Sul.

Em estudo realizado com determinadas espécies nativas, verificou-se a presenca
dos 6leos volateis nonano (H. caprifoliatum), B-cariofileno (H. carinatum e H. ternum),
undecano (H. myrianthum) e benzopiranos HP1, HP2 e HP3 (H. polyanthemum)
(FERRAZ et al., 2005a).

1.2.2.6 Benzopiranos

No género Hypericum, benzopiranos sao uma classe de compostos restrita a

espécie H. polyanthemum, sendo descritos 6-isobutiril-5,7-dimetéxi-2,2-dimetil-



benzopirano (HP1) (12), 7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2)
(13) e 5-hidroxi-6-isobutiril -7-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) (14) (FERRAZ et
al.,2001).

0 R,
X

(12) R1: OCH3, R2: OCH3
(13) R1= OCH3, R2: OH
(14) R1= H, R2= CH3

1.2.3 Hypericum polyanthemum

Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (Figura 1) possui como
principais metabdlitos secundarios o derivado de floroglucinol uliginosina B (7) e os
benzopiranos HP1 (12), HP2 (13) e HP3 (14), sendo eles responsaveis pelas atividades

biologicas atribuidas a essa espécie.

Figura 1. Hypericum polyanthemum (foto: Gilsane von Poser)
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Dentre as atividades bioldgicas atribuidas a uliginosina B, destacam-se potencial
antimicrobiano (DALL’ AGNOL et al, 2003) e antinociceptivo ndo mediado pelo
sistema opidide (STOLZ et al., 2009). Para os benzopiranos, estudos demonstram efeito
inibidor da monoaminoxidase (GNERRE et al., 2001), antimicrobiano (DALL’> AGNOL
et al., 2005), antitumoral (FERRAZ et al., 2005), antinociceptivo (HAAS et al., 2010b),

entre outros.

1.3 Cultivo in vitro

As plantas possuem capacidade de se regenerar totalmente a partir de suas células e
tecidos. Essa capacidade de totipoténcia permite que as células somaticas vegetais se
dividam, se diferenciem em plantulas e expressem capacidades bioquimicas diferenciadas

quando cultivadas sob condi¢des apropriadas (FRANCA, 2003).

A cultura de um tecido vegetal ¢ feita de um explante, que pode ser um fragmento
de folha, raiz, caule ou qualquer outro segmento que responda as condi¢des de indugao do
meio de cultura, com vistas a regeneracdo vegetal in vitro (TORRES et al., 2000). Os
explantes sdo uma mistura de c€lulas em estados diferentes: fisioldgico, bioquimico e de
desenvolvimento. Assim, a exposi¢dao destes a um ambiente in vitro leva a reagdes
diferenciadas nos diversos tipos celulares, fazendo com que somente algumas cé€lulas
desse explante respondam as condi¢des de cultura, levando a regeneragdo de um novo

individuo (MANTELL et al., 1994).

A diferenciagdo celular ¢ um processo que depende da interacdo de trés fatores:
fator genético, fator ontogénico e caracteristicas ambientais. O fator genético se refere ao
gendtipo que pode ser expresso durante o processo, o fator ontogé€nico as caracteristicas
adquiridas durante o processo inicialmente por estimulo ambiental, mas que podem se
tornar permanentes e por fim, as caracteristicas ambientais que dependem somente do

ambiente para se expressarem (KERBAUY, 1997).
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A regeneracdo das plantas pode ocorrer por organogénese, embriogénese somatica
ou micropropagac¢do. A organogénese ¢ uma via de diferenciacdo na qual 6rgaos vegetais
(brotos, raizes) ou ambos sdo induzidos a diferenciacdo a partir de uma ou varias células.
Na embriogénese somatica, a formagao de embrides ¢ dada a partir de células somaticas.
A micropropagagdo toma por base os meristemas somaticos. E denominada assim devido
ao emprego de porcoes pequenas de explantes (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
A regeneragdo de plantulas através de brotos e ndo de calos, mostra-se uma técnica
apropriada para a preservacao de genotipos produtores de compostos medicinais (ROUT

etal.,2000; FRANCA, 2003).

A micropropagagcdo compreende quatro estagios principais: estagio 0, onde ha
preparacdo das plantas para o estabelecimento da cultura por meio de tratamentos de
desinfestacdo que visam diminuir a contaminacdo do ambiente quando estas forem
introduzidas in vitro (DEBERGH e READ, 1991); o estagio I estabelece o implante no
meio de cultivo; o estagio II possibilita a multiplicagdo ou indug¢do de brotos multiplos;
No estagio III ocorre a formagao de raizes e, por fim, o estagio IV ¢ a fase de aclimatagao,
com a transferéncia gradual das plantas para a condicdo ex vitro (NIKLAS, 1986;

HARTMANN et al., 2002).

O meio de cultivo deve ser composto basicamente de um suporte semi-solido,
nutrientes, energia e vitaminas. Dependendo da cultura, ha necessidade de adigcdo de
fitorreguladores a fim de regenerar ou propagar as plantulas (HARTMANN et al., 2002).
E necessario levar em consideracdo a diferenca entre individuos, pois diferentes clones
podem ter respostas as condi¢des de cultura distintas (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). Os meios mais utilizados na cultura de tecidos vegetais sio MS (MURASHIGUE e
SKOOG, 1962) e Gamborg B5 (GAMBORG et al., 1968), que diferem na concentragao

dos componentes.
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Além dos componentes basicos, reguladores de crescimento sdo utilizados para
iniciar ¢ manter a divisdo celular (REINERT e YEOMAN, 1982; ROUT et al., 2000;
RAMACHANDRA RAO e RAVISHANKAR, 2002). Esses compostos podem ser
produzidos pelas plantas naturalmente (fitormonios) ou serem de origem sintética
(fitorreguladores). Dentre os reguladores de crescimento, as citocininas, auxinas,
giberelinas, acido abscisico e etileno desempenham papel importante no crescimento e
morfogénese da cultura de tecidos, modulando divisdo celular e indugao e proliferagao de
brotacdes adventicias (GEORGE e SHERRINGTON, 1984; HARTMANN et al., 2002;
TERMIGNONI, 2005).

O sucesso do cultivo in vitro depende de diversos fatores. Assim, cada espécie
vegetal requer um protocolo de micropropagacdo diferenciado, devido as diferengas na
resposta morfogenética in vitro ndo apenas entre individuos do mesmo género, mas em
individuos da mesma espécie (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO, 1998; ROUT et al.,
2000).

Devido as potenciais atividades farmacoldgicas de extratos e produtos isolados de
espécies de Hypericum, protocolos de micropropagacdo in vitro t€m sido desenvolvidos,
para a multiplicagdo e produgao de metabolitos secundarios dessas espécies (CARDOSO
¢ OLIVEIRA, 1996; KARTINIG et al.,1996; BAIS et al., 2002; ZOBAYED et al., 2004;
COUCEIRO et al., 2006; BERNARDI et al., 2007a; BERNARDI et al., 2007b).

O estabelecimento de protocolos para cultivo de plantas medicinais com
concentragdes padronizadas dos componentes ¢ necessdrio para fins industriais e de
pesquisa (MURCH et al., 2002; ZOBAYED et al., 2003). Em Hypericum polyanthemum
foi demonstrado que plantas aclimatadas fornecem biomassa com habilidade de acumular
benzopiranos e outros compostos fendlicos. No entanto, a concentracao dos metabdlitos €
afetada pelo estdgio de maturagdo e pela parte da planta, com maior acimulo observado

nos estagios iniciais de florescimento e diminuicdo do acimulo apos 20 semanas de
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cultivo a campo (BERNARDI et al., 2008). Estudos demonstram que o protocolo
utilizado para o cultivo in vitro pode ser facilmente reproduzido, e, portanto, mostra-se
adequado para a o crescimento uniforme e alto rendimento de compostos medicinais

provenientes de H. polyanthemum (NUNES et al., 2009 a,b).

1.4 Aclimatacgao (cultivo ex vitro)

Quando as plantas sdo transferidas para ambientes ex vitro ficam expostas ao
estresse abidtico (temperatura, intensidade da luz e umidade) e bidtico (como a
microbiota do solo), e assim se faz necessaria a aclimatacdo para as mesmas sobreviverem
e crescerem (DEB e IMCHEN, 2010). A transferéncia e aclimatagdo para o ambiente ex
vitro € a etapa final em um sistema de cultivo de espécies vegetais e a mais importante
para o sucesso da micropropagacio (PREECE e SUTTER, 1991; POSPSILOVA et al.,
1999).

A aclimatagdo € o processo de transferéncia de explantes da condig¢ao heterotrofica
para a autotrofica (HARTMANN et al., 2002). Nesse processo, também ocorre a
transferéncia de uma situacdo de fluxo transpiratorio reduzido para um ambiente externo
em que a taxa de transpiragao ¢ maior, podendo ser um fator de estresse hidrico (PREECE
e SUTTER, 1991, GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO, 1998; HAZARIKA, 2003;
WALTERS, 2005). Para o sucesso do processo de aclimatagdo, ha fatores que devem ser
considerados como a habilidade da planta em passar da condi¢cdo heterotrofica para a
autotrofica, exposicao a fatores abidticos (umidade relativa, temperatura, luminosidade,
tipo de substrato, entre outros) e fatores bidticos (microrganismos, pragas, doengas),
capacidade de produgdo de novas raizes e assim, de absor¢cdo de nutrientes do solo

(PREECE e SUTTER, 1991; HARTMANN et al., 2002; PAIVA e OLIVEIRA, 2006).

A baixa luminosidade e alta umidade relativa nas condi¢des de cultivo in vitro

dificultam a adaptacdo de algumas espécies vegetais em condigcdes autotroficas
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(PEDROTTI e VOLTOLINI, 2001). A mortalidade dos vegetais durante o processo de
transferéncia para o ambiente ex vitro ¢ alta, visto que as mesmas nas condigdes in vitro
possuem determinadas caracteristicas como estomatos ndo funcionais, enraizamento fraco
e cuticula pouco desenvolvida (MATHUR et al., 2008). A planta deve desenvolver
mecanismos de controle de transpiragdo e condutincia estomatica (DIAZ-PEREZ et al.,
1995), ativar o controle de perda de agua pelas células (SUTTER, 1988) e aumentar a
taxa fotossintética em condi¢des atmosféricas normais (VANTELGEN et al., 1992). Em

muitas espécies, as folhas nao se adaptam a condi¢do ex vitro e sdo substituidas por novas

folhas (PREECE e SUTTER, 1991).

A capacidade de sobrevivéncia da planta em um ambiente ex vitro esté relacionada
a capacidade de captacdo da radiacdo solar para a fixagdo de carbono e absor¢do de agua
para a translocacdo de minerais e fotoassimilados (PAIVA e OLIVEIRA, 2000),
essenciais para o crescimento da planta (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A
umidade relativa ¢ um fator muito importante para a sobrevivéncia das plantas, levando
em consideracdo o pouco controle de transpiracdo que a planta apresenta (PREECE e

SUTTER, 1991; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

1.5 Cultivo a campo

O cultivo de plantas medicinais in vitro tem sido amplamente discutido como fonte
para obtencao de produtos naturais, sendo o cultivo em larga escala uma das alternativas
tecnologicamente vidveis para producdo comercial de metabdlitos secundarios de
importancia para a industria (VERPOORTE, 2000). E crescente o interesse na utilizacdo
de métodos de cultivo controlado em larga escala, a fim de manter controle mais rigido
sobre a qualidade do produto. O cultivo possibilita a otimizacdo do rendimento das
plantacdes e oferece um produto com qualidade mais uniforme. No entanto, algumas
espécies t€ém seu cultivo dificultado pela baixa taxa de germinagdao ou requisitos

ecologicos especificos. A utilizacdo de ambientes controlados se faz necessaria para o
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crescimento de espécies vegetais que requerem determinadas condi¢des de crescimento,
mas que possuem importante valor comercial (POSPSILOVA et al., 1999; CANTER et
al., 2005). Ainda, sistemas de crescimento controlado tornam possivel a manipulagao da

concentragdo de metabdlitos ativos presentes nas plantas.

Estudos com espécies de Hypericum t€m sido conduzidos a fim de avaliar os
parametros de cultivo em larga escala. BUTTER e colaboradores, (1998), avaliaram o
desempenho de sete linhagens de H. perforatum em trés localidades por dois anos
consecutivos e os resultados demonstraram diferenga significativa do ambiente e fatores
genéticos na época do florescimento, crescimento e producdo de biomassa. Foram
observadas também variagdo de metabolitos secundarios em flores. Para os autores, a
variac¢ao dos teor dos metabolitos se deve, ainda que parcialmente, aos diferentes estagios

das plantas analisadas e fatores genéticos.

Porém, estudos com H. perforatum demonstraram adicionalmente que a producao
de hipericinas foi seis vezes superior no cultivo in vitro e os teores de hiperforina foram
inferiores aos de plantas cultivadas a campo (KIRAKOSYAN er al., 2003;
KIRAKOSYAN et al., 2004).

1.6 Estresse biotico

Plantas sdo organismos sésseis que dependem da plasticidade fenotipica para se
remodelarem em periodos de desenvolvimento para suportar condigdes ambientais e
responder ao estresse bidtico e abidtico (DREHER e CALLIS, 2006). Estudos
demonstram que interagdes plantas-microrganismos desempenham papel importante na
estruturacao de comunidades vegetais, afetando colonizacdo, competi¢do, coexisténcia e
dinamica dos nutrientes do solo (GRIME et al., 1987; HARTNETT et al., 1993; MARON
etal., 1996; HARTNETT e WILSON, 1999).
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Mutualismos e interagdes positivas entre plantas e microrganismos podem afetar
intensamente a estrutura de comunidades (BEVER et al., 1997, HARTNETT ¢ WILSON
1999; STACHOWICZ, 2001; BRUNO et al., 2003). Porém, o mecanismo pelo qual isso
ocorre ainda nao foi totalmente elucidado (CLAY 1994; VAN DER HEIIDEN et al.,
1998; WARDLE, 2002)

As plantas estdo continuamente expostas ao ataque de microrganismos, sejam eles
patogénicos ou ndo. Para a protecdo, os vegetais desenvolveram mecanismos
diferenciados de defesa que quando acionados, percebem a agressdo e descadeiam uma
resposta apropriada e de forma adaptativa (SHEWRY e LUCAS, 1997; PIETERSE et al.,
2005; WIT, 2007).

A inducao da resisténcia ¢ um estado de ativacao contra doengas sistematicamente
induzido por indutores bidticos ou abidticos, de maneira nido especifica, por meio da
ativacdo de genes que codificam para diversas formas de defesa (STADNIK, 2000;
HAMMERSCHIMIDT et al., 2001). A atividade do agente indutor ocorre devido a
capacidade do mesmo em sensibilizar a planta para a ativacdo de mecanismos de defesa
estruturais e bioquimicos em resposta a presenca de uma agente externo. A indugdo da
resisténcia envolve trés fendmenos: Resisténcia Local ou Resposta Hipersensivel,

Resisténcia Sistémica Adquirida e Resisténcia Sistémica Induzida.

A resisténcia local ou resposta hipersensivel ocorre quando a infec¢do por
microrganismos - patogénicos ou nao - induzem mudangas drésticas na atividade
metabolica das células vegetais ao redor do sitio de infec¢do, com alteracdo da
permeabilidade da plasmalema, rdpido movimento e agregagdo citoplasmatica, elevagdo
das taxas de respiragdo, liberagdo de eletrolitos e sintese de fitoalexinas que levam a
formacdo de halos necroticos no local de infecgdo e por fim, confinamento do

microrganismo (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996; DURRANT e DONG, 2004).
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A Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e a Resisténcia Sistémica Induzida (RSI)
sdo mecanismos semelhantes que culminam em uma resposta generalizada (STICHER et
al., 1997, CONRATH et al., 2006). Na RSA ocorre a manifestagao ou producao de um
sinal liberado a partir do sitio de infec¢do que provoca necrose e translocagao deste sinal
para outras partes da planta, desencadeando reagdes de defesa contra agressoes
subseqiientes. Na RSI ndo ocorre necrose local, porém induz a planta a se proteger
sistematicamente. Em ambos os processos ocorre modificagdo na parede celular, sintese
de fitoalexinas, aumento da expressdo de alguns genes (WARD et al., 1991) incluindo os
das proteinas relacionadas a patogénese (somente na RSA) (VAN LOON e VAN
STRIEN, 1999).

O processo de indugdo de resisténcia envolve trés passos principais:
Reconhecimento que se d4 por meio de um elicitor, produzido pelo microrganismo,
através de um receptor na parede celular da célula vegetal desencadeando a sinalizagdo e
a producao de compostos de defesa (LA BANCA, 2002). Sinalizacdo, onde a planta
reconhece o sinal primario para desencadear a defesa. Nesse contexto, estudos tém
revelado a presenca de moléculas sinalizadoras, os fitormonios acido salicilico, acido
jasmoénico e etileno (KOORNNEEF e PIETERSE, 2008) com um papel primario no
arranjo das respostas de defesa, porém moléculas adicionais produzidas pelo invasor,
eventualmente, modelam fortemente o complexo de sinais de defesa especificos para cada
invasdao (CONRATH, 2006; GOELNER ¢ CONRATH, 2008). E, por fim, respostas de
defesa, onde barreiras estruturais e bioquimicas se manifestam. Essas respostas sao
dividadas em barreiras pré-formadas e pos formadas, ou seja, atuam antes ou depois da

invasdo pelo microrganismo (SILVA et al., 2008).

A literatura descreve varios produtos de fungos como proteinas, glicoproteinas e
oligossacarideos como desencadeadores de mecanismos de defesa nas plantas
(DMITRIEV, 2003) aumentando a concentragdo dos metabdlitos secundérios das

mesmas. Nesse contexto, o presente trabalho visa a associagdo do fungo
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entomopatogénico N.rileyi com H. polyanthemum visando a otimizagdo da producao de

seus metabolitos secundarios principais.

1.7 Fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos sao reconhecidos como aqueles que parasitam insetos,
acaros e carrapatos, além do grande potencial de uso como biopesticidas (BUTT et al.,

2001; GOETTEL et al., 2005; VINCENT et al., 2007).

Atualmente, como biopesticidas mais de 170 produtos com base em pelo menos 12
espécies de fungos (FARIA e WRIGHT, 2007) sao produzidos. Apesar de existirem cerca
de 700 espécies de fungos entomopatogé€nicos, pertencentes a aproximadamente 90
géneros (ROBERTS e HUMBER, 1981), a maioria dos fungos produzidos
industrialmente pertence aos géneros Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium e Isaria pela

facilidade de producao de massa.

Recentemente, descobriu-se que muitos fungos entomopatogénicos possuem
fungdes adicionais na natureza, como endofitos de plantas, antagonistas de fitopatogenos,
associagdes benéficas na rizosfera e até mesmo promotores de crescimento de plantas,
sendo as duas ultimas funcdes ainda pouco estudadas (VEGA ef al., 2009). O fungo em
estudo neste trabalho ndo foi investigado quanto a possibilidade de atuar como endofitico.
No entanto, essa possibilidade nao deve ser excluida uma vez que o mesmo apresenta
proximidade taxondmica com fungos do género Beauveria, reconhecidos como agentes

endofitos.

Fungos endofitos infectam tecidos vegetais sem causar danos. Esses fungos
possuem imensa variedade e papéis variados na natureza (SAIKKONEN et al., 2006;
ARNOLD e LUTZONI, 2007). Alguns endofitos protegem as plantas de patogenos e
herbivoros (ARNOLD et al., 2003; ARNOLD e LEWIS, 2005; SCHULZ e BOYLE,
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2005; RUDGERS et al., 2007) e alguns fungos reconhecidos como patdogenos de insetos
(entomopatogénicos) foram isolados como endofitos, incluindo Acremonium, Beauveria,
Cladosporium, Clonostachys e Isaria (VEGA, 2008; VEGA et al., 2008). Entre estes,
destacam-se Beauveria bassiana como protetor de plantagdes de Zea mays (BING e
LEWIS, 1991, 1992; WAGNER e LEWIS, 2000), Theobroma gileri (EVANS et al.,
2003) e Carpinus caroliniana (BILLS e POLISHOOK, 1991) de sementes de Pinus
monticola (GANLEY e NEWCOMBE, 2005), Papaver somniferum (QUESADA-
MORAGA et al., 2006), culturas de Musa paradisiaca (AKELLO et al., 2007) e Coffea
arabica (POSADA et al., 2007).

Os antagonistas de fitopatogenos produzem varios metabdlitos como antibioticos,
compostos volateis bioativos e enzimas, além de provocarem os mecanismos de
competicdo (pelo sitio de infecgdo, carbono, nitrogénio, minerais), parasitismo,
hipoviruléncia, resisténcia sistémica induzida e aumentar a resposta das plantas ao agente
externo (OWNLEY e WINDHAM, 2007). Dentre os fungos entomopatogénicos ja
estudados, B. bassiana (OWNLEY et al., 2004; OWNLEY, et al., 2008 a, b) e algumas
espécies de Lecanicillium (ASKARY et al., 1998; BENHAMOU e¢ BRODEUR, 2000,
2001; KIM et al., 2007, 2008) ja foram identificadas como antagonistas de fitopatdogenos.

O fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi (Farlow) Samson ¢ conhecido como
agente de controle biologico de lepiddpteros, praga de diversas culturas. A consisténcia de
ocorréncia e os altos indices de controle natural obtidos com N. rileyi sugerem a
consideracdo deste como um componente importante de programas de manejo integrado

de pragas (SUJII et al., 2002).

Em geral, os fungos entomopatogénicos t€ém a capacidade de penetrar na cuticula
de certos insetos. Durante seu ciclo de desenvolvimento, muitos desses fungos produzem
uma gama de metabolitos secundérios bioativos, como destruxinas (PAIS et al., 1981) ,

miroridinas (KONDO et al., 1980), citochalasina (ALDRIDGE e TURNER, 1969) e

20



aurovertinas (AZUMI et al., 2008) de Metharizium anispopliae e bassianina (COUTTS e
HIDMARSH, 1969), beauvericina (HAMILL et al., 1969), bassianolideo (SUZUKI et al.,
1977), beauverolideos (ELSWORTH e GROVE, 1977) e tenelina (MACLEOD, 1954) de
Beauveria bassiana. Alguns estudos demonstram que metabodlitos produzidos por
Nomuraea rileyi sdo toxicos para insetos e microrganismos (IGNOFFO et al., 1976;
WASTI e HARTMANN, 1978). Porém, poucos destes caracterizam quimicamente estes

produtos .

Em virtude da escassez de dados na literatura sobre Nomuraea rileyi, este estudo
visa a associagdo deste fungo entomopatogénico com Hypericum polyanthemum a fim de
verificar a alteragdo dos metabolitos especificos da planta, bem como a utilizagao deste

microrganismo como desencadeador de defesa vegetal.
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2. OBJETIVOS







A partir dos protocolos de propagacao in vitro (BERNARDI et al., 2007b) e ex
vitro (BERNARDI et al., 2008) estabelecidos para Hypericum polyanthemum Klotzsch ex
Reichardt, serdo realizados experimentos de estresse bidtico com o fungo Nomuraea rileyi

(Farlow) Samson e a avaliagdo do acimulo de metabolitos polares e apolares.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo apresentados na forma de

manuscrito cientifico:
I. Effect of the biotic elicitation with the fungus Nomuraea rileyi (Farlow)

Samson in the secondary metabolism of acclimatized Hypericum

polyanthemum Klotzsech ex Reichardt plants.
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3. MANUSCRITO

“Effect of the biotic elicitation with the fungus Nomuraea rileyi (Farlow) Samson in the
secondary metabolism of acclimatized
Hypericum polyanthemum Klotzsech ex Reichardt plants”

Manuscrito submetido ao periodico cientifico Phytochemistry






Carta de submissdo do artigo:

Elzevier Editorial Systemitm) for Phytochemistry
Manuscript Draf

Manusecript Numbar:

Title: Effect of the biotic elicization with the fungus Nomuraea rileyi [Farlow] Samsan in the
metaholism of acclimatized Hypericum palyanthemum plants

Article Type: Full Length Article

Secdon/Category: Chemistry

Keywords: Hypericum polyanthemum; biotic elicitation; fungus; Nomuraea rileyi
Corresponding Author: Dr. Gilsane Von Poser,

Corresponding Author's Institutiomn:

First Author: Gabriela C Meiralles

Order of Authors: Gabriela C Meirelles; Amanda V Finhatti; Daniel S50s3-Gomez; Luis Maurs G Rosa;
Sandra B Rech; Gilsane Von Poser

Abstract: Changes 1n biomass end bipactive metabolives after elicitation with the fungi Nomuraea riley
added as dried cultura {DC] or as dried antoclaved cell powder [DACFE) for short and long periods of
time have been investigated in Hypericum polyanthemum plants grown under controlled conditions
and after 18 weeks of field acclimatization. Concrolled grown plants reated with DACP showed
increased concentrations of the benzopyrans HP1 {&-isobutyryl-5,7-dimethoxy-2,2-
dimethylbenzopyran], HFZ [7-hydroxy-g-isabutyryl-5-methoxy-2,2-dimethylbenzopyran], and HP3 {5-
hydroxy-6-isobuneryl-7-methowy-2,2-dimethyibenzopyran] while the DC affected negadively or did not
alter the synthesis of these compounds. Moreaver, lower levels of the phloroglecino! derivative
uliginosin B were detected in all treatments. Long time treatment of field grown acclimatized plants
with DACP riggered plant growth doubling the biomass in the studied pericd and chenmical analyses
demonstrated increased total phenclic compounds [TCP) yields in the vegetative parts of plants
submitted to all treatments. Nevertheless, the HPLC analysis showed different patern of mezabolites
accumulation, with higher yields of HP1, HPZ, HP3 and uliginosin B accumulated in the reproductive
parts of the plants treazed with DACP during &ll experimant. The elevation of bicactive metabolizes
levels in response to the elicitor suggests that these compounds are inducible in plant defensa
response of H. polyanthemuny,
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As paginas 31 a 56 desta Dissertagdo referem-se ao artigo “Effect of the biotic
elicitation with the fungus Nomuraea rileyi (Farlow) Samson in the secondary
metabolism of acclimatized Hypericum polyanthemum Klotzsech ex Reichardt plants”,

submetido ao periddico Phytochemistry.

Neste trabalho modificacdes na biomassa vegetal e no teor de metabodlitos
bioativos de plantas Hypericum polyanthemum Klotzsech ex Reichardt cultivadas sob
condigdes controladas e apds 18 semanas de aclimatacdo foram investigadas apds a
elicitagdo com o fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson através da adicdo do
microrganismo liofilizado e pulverizado (LP), ou liofilizado, autoclavado e pulverizado
(LAP) por curtos e longos periodos de tempo. Foram observados aumentos da biomassa
vegetal e no teor de metabolitos secundarios principalmente no tratamento continuo com
LAP, o que sugere que estes compostos sdo induziveis na resposta de defesa de H.
polyanthemum. Os resultados obtidos neste trabalho sdo relevantes em virtude da planta
nao sofrer danos. Assim, o sistema descrito representa uma nova abordagem em estudos
com H. polyanthemum visando otimizar condi¢des para a producdo de biomassa e

metabolitos secundarios de interesse medicinal.
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4. DISCUSSAO GERAL







Plantas de Hypericum polyanthemum cultivadas in vitro sob condi¢gdes controladas
e plantas cultivadas em campo aberto foram tratadas com o fungo entomopatogénico
Nomuraea rileyi. Primeiramente, plantas cultivadas in vitro, mantidas em mistura estéril
de solo comercial nao fertilizado: vermiculita (1:2) foram expostas a diferentes tempos de
contato com o microrganismo liofilizado, autoclavado e pulverizado (LAP): 24 horas, 48
horas, 72 horas e 7 dias. Posteriormente, outros exemplares de H. polyanthemum,
cultivados sob as mesmas condigdes, receberam o fungo apenas liofilizado e pulverizado
(LP) por um periodo de 7 dias. As plantas foram avaliadas em relacao a suas
caracteristicas macroscépicas e seus metabolitos secundarios principais, os benzopiranos
HP1, HP2 e HP3 e o derivado de floroglucinol uliginosina B. De acordo com as
caracteristicas macroscopicas, as plantas nao apresentaram qualquer sinal de injuaria,
doenga ou mortalidade. No entanto, demonstraram diferentes padrdes de acamulo de seus

metabdlitos de acordo com os tratamentos como mostra o fluxograma a seguir:

------------------------

.................................

HP1: 48 horas e 7 dias
{HP2:48, 72 horas e 7 dias!

diminuido
HP3: 48 horas "

Figura 2. Fluxograma representativo dos tratamentos a que plantas de H.

polyanthemum cultivadas in vitro foram submetidas, e respectivos resultados.
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Considerando que o fungo N. rileyi ndo causou nenhum tipo de lesdo ou
mortalidade nas plantas, bem como ndo houve a disseminacdo do microrganismo, o
mesmo experimento foi conduzido com a espécie cultivada em campo aberto. Os
tratamentos foram semelhantes aos do primeiro experimento, com as plantas sendo
tratadas por periodos curtos de tempo com LAP (24, 48 e 72 horas), tratamento continuo
semanal por 16 semanas com LAP e tratamento por 7 dias com LP. As plantas foram
coletadas com 18 semanas de cultivo, periodo no qual h4d maior acimulo dos metabolitos

bioativos em H. polyanthemum (BERNARDI et al., 2008).

O padrao de acumulo dos benzopiranos foi diferente nas plantas cultivadas a
campo, com maiores teores nas partes reprodutivas tratadas continuamente com LAP. Um

panorama dos resultados obtidos esta representado no fluxograma abaixo:

A aplicacao de elicitores exdgenos a culturas in vitro ¢ estudada para avaliar a
resposta das plantas a ataques de insetos ou microrganismos, assim como visa aumentar a
producao de metabolitos secundarios (WALKER et al., 2002). Porém, por vezes a
elicitacdo positiva ndo ¢ encontrada. Estudos demonstram que apds o tratamento com
elicitores, as espécies vegetais desencadeiam uma série de reacdes de defesa, incluindo o
acimulo de metabdlitos secunddrios especificos, tanto em plantas como em culturas
celulares (ZHAO et al., 2005). O aumento da concentracdo dos metabdlitos pode ser
descrito como uma resposta de defesa desencadeada por alguns componentes existentes
no elicitor fingico, como proteinas, glicoproteinas e oligossacarideos (DMITRIEV, 2003;

KOSKIMAKI et al., 2009).
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Elicitores flngicos, principalmente os derivados da parede celular de
microrganismos, sdo reconhecidos por induzir a sintese de novo de fitoalexinas, as quais
estdo envolvidas na defesa das plantas contra microrganismos patogénicos (SZABO et al.,
1999). Além disso, certos fungos, como os endofitos e alguns entomopatogénicos ja
reconhecidos como endofiticos, podem beneficiar as plantas por promover seu
crescimento (DAI et al., 2008), aumentando a resisténcia contra multiplos estresses
(LEWIS, 2004; MALINOWSKI et al., 2004) e protegendo contra doengas e insetos
(WILKINSON et al, 2000; TANAKA et al., 2005; VEGA et al., 2008). Estudos
demonstram que além de microrganismos, elicitores como jasmonatos (SIRVENT e
GIBSON, 2002; WALKER et al., 2002), salicilatos (SHAH et al., 1999), quitosana, acido
giberélico (NGE et al., 2006) e extrato de levedura (CHEN ef al., 2001) atuam como

promotores de aumento de sintese de metabolitos secundarios pelas plantas.

Ainda, fitopatogenos podem se transformar em fungos endodfitos quando em
contato com as plantas e viver em associagdo com as espécies vegetais sem causar dano
aparente (CARROL, 1988; FREEMAN e RODRIGUEZ, 1993; SAIKKONEN et al.,
1998), embora possam ser danosos para as plantas em situagdes de estresse (CLAY e
SCHARDL, 2002; SCHULZ ¢ BOYLE, 2005). A colonizagdo de plantas por endofitos
resulta na secrecdo de hidrolases da célula vegetal, a fim de limitar o crescimento do
microrganismo. Assim, os responsaveis pela elicitagdo sao fragmentos do microrganismo
endofito. No entanto, como o microrganismo ¢ capaz de sobreviver com altas

concentragdes dos metabolitos das plantas, ainda ¢ desconhecido (GAO et al., 2010).

O tratamento continuo com LAP provocou aumento de biomassa em plantas de H.
polyanthemum, sendo a biomassa total de 2.69 g = 0.22 enquanto as plantas tratadas com
LP apresentaram uma biomassa de 1.25 g = 0.06 e os controles 1.29 g + 0.045. Os valores
de biomassa encontrados sdo superiores aqueles encontrados em plantas submetidas a
fertilizagdo continua sob as mesmas condigdes de cultivo (NUNES et al., 2009b). Além

disso, culturas celulares de Abrus precatorius elicitadas com extrato de levedura também
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demonstraram aumento de biomassa (KARWASARA et al., 2010), enquanto quitosana
tem sido utilizada como estimulante do crescimento de culturas de tecidos de orquideas
(NGE et al., 2006). Em contrapartida, elicitores da parede celular do oomiceto
Phytophthora cinnamoni inibiram o crescimento de culturas celulares de Hypericum
perforatum tanto em condi¢des de claro, como em condic¢des de escuro (WALKER et al.,
2002). O aumento de biomassa visando a maior produg¢do de metabdlitos ¢ desejado
quando as espécies vegetais sdo submetidas a qualquer tipo de elicitor. Porém, os
elicitores flngicos por vezes podem provocar efeitos danosos as plantas, como no estudo
conduzido por SIRVENT e GIBSON (2002), onde foram observados sintomas de
patogenicidade com folhas clordticas e subseqiiente necrose em H. perforatum tratado
com C. gloesporioides, necrose esta, tanto mais acentuada quanto maior a dose no

in6culo.

Compostos fenolicos tendem a se acumular nas espécies vegetais em situagdes de
estresse. O tratamento continuo e o contato por 24 horas com LAP provocaram um
aumento de duas vezes no teor desses compostos nas partes vegetativas de H.
polyanthemum, sendo que ap6s 24 horas o teor dos fenolicos decaiu, porém permaneceu
superior ao controle. As plantas tratadas com LP também demonstraram acumulo duas
vezes maior dos compostos nas partes vegetativas quando comparadas as plantas controle.
No entanto, nas partes reprodutivas os teores dos metabolitos se mantiveram constantes
em todos os tratamentos. Apesar de alteragdes significativas no teor de compostos
fendlicos ao longo dos tratamentos, esses dados nao podem ser comparados ao perfil do
acimulo dos demais metabolitos analisados neste trabalho, pois certos compostos como
HP1, embora classificados como compostos fendlicos devido a rota biossintética ndo sdao
quantificados pela técnica uma vez que as hidroxilas fenolicas estdo substituidas por
metilas. CONCEICAO e colaboradores (2006) demonstraram que suspensdes celulares de
H. perforatum apresentaram um perfil de compostos fenolicos diferenciado frente a
elicitacdo com o fungo patogénico C. gloesporeoides, incluindo acimulo de uma

determinada xantona e sintese de novos compostos. A indu¢ao da producao de hipericinas
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por H. perforatum por inoculagio de C. gloesporeoides (1 x 10* esporos/mL) resultou em
um actmulo de 2 vezes maior quando comparada com o controle, enquanto concentragdes
superiores do indculo provocaram danos a planta (SIRVENT e GIBSON, 2002). Ainda,
esporos de Phytophthora capsici e Diploceras hypericinum foram capazes de modular a

rota biosintética de hipericina, aumentando a sua biossintese (CIRAK et al., 2005)

O acumulo dos flavondides isoquercitrina e hiperosideo, assim como do &cido
fendlico, acido clorogénico, também foram avaliados em plantas elicitadas por N. rileyi.
Apesar de estudos demonstrarem que a resisténcia vegetal ao ataque de microrganismos
pode desenvolver variagdes no metabolismo secundario de tecidos especificos, inibindo a
via sintética dos flavondides e aumentando a biossintese de derivados caféicos e
cinamicos (MCLUSKY et al., 1999), os flavonoides isoquercitrina e hiperosideo
apresentaram elevacdo de seus teores em plantas elicitadas. Os maiores teores de
isoquercitrina foram encontrados nas partes vegetativas apds 24 horas de contato com
LAP e no tratamento com LP, sendo que, nas partes reprodutivas ndo houve aumento do
teor do metabolito. No entanto, hiperosideo ndo apresentou alteragdes em relacdo as
plantas controle nas partes vegetativas, porém um acimulo do metabdlito em 48 horas de
tratamento com LAP e no tratamento com LP foi observado. Para o acido clorogénico o
tratamento com LP promoveu acimulo nas partes vegetativas, enquanto que nas partes
reprodutivas esse acimulo foi observado no tratamento de 72 horas com LAP. Estudos
demonstram que fungos endofitos geralmente provocam respostas mais rapidas e fortes
do que patdgenos, caracterizada pela producao da espécie reativa peroxido de hidrogénio
(H,0,) e elevada atividade da enzima fenilalanina amonio liase (FAL) (SCHULZ et al.,
1999; LAUKKANEM et al., 2000), enzima chave na biossintese de flavondides e outros
compostos fenolicos. O aumento da produg¢do de H,0O, e da atividade de FAL vai de
encontro com os resultados obtidos neste trabalho, com maiores teores do flavonoides
hiperosideo e isoquercetrina, reconhecidos por sua atividade antioxidante (BERNARDI et
al., 2007a). Deste modo, um estudo conduzido por KOSKIMAKI e colaboradores (2009)

demonstrou que plantas de Vaccinium myrtillus elicitadas com o fungo endoéfito
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Paraphaesosphaeria sp apresentam um perfil de acimulo de flavonéides diferenciado em

relagdo a plantas elicitadas com o fungo patogénico Botrytis cinerea.
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5. CONCLUSOES







Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a elicitacao de plantas
aclimatadas de Hypericum polyanthemum com o fungo entomopatogénico Nomuraea

rileyi provoca mudangas significativas no metabolismo do vegetal. Entre elas:

1. Aumento da biomassa em duas vezes em relacdo as plantas controle,
sendo superior ao de experimentos onde as plantas formam submetidas

a fertilizacdo continua, nas mesmas condi¢des de cultivo;

2. O contetido de compostos fendlicos nas plantas aumentou cerca de
duas vezes nas partes vegetativas, resultado que estd de acordo com o
maior teor dos flavondides hiperosideo e isoquercitrina. Cabe ressaltar
que o maior teor de flavondides pode estar relacionado ao tipo de
elicitacdo, pois tratamentos com fungos endofitos tendem a uma maior
expressao da enzima fenilalanina amoénio liase (FAL), chave na

biossintese desses compostos.

3. Os benzopiranos HPI, HP2 e HP3 tiveram alteracdes mais
significativas nas partes reprodutivas da planta, principalmente no

tratamento continuo por 16 semanas com LAP;

4. O derivado de floroglucinol, uliginosina B apresentou variagdes no seu
teor de acordo com o tratamento. O tratamento continuo com LAP nas
partes reprodutivas resultou em um aumento significativo no contetido

do metabdlito;

Apesar do aumento do teor nos metabdlitos analisados ndo ser tdo pronunciado,
como em elicitagdes com compostos abidticos (jasmonato, acido salicilico, etileno) e
bioticos (fungos fitopatogénicos), os resultados obtidos nesse trabalho se mostram

importantes por nao haver sequer danos superficiais as plantas em estudo. Assim, o
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sistema descrito representa uma nova abordagem em estudos com H. polyanthemum
visando otimizar condi¢des para a producdo de biomassa e metabdlitos secundarios de
interesse medicinal. Ainda, ¢ importante destacar que os experimentos foram conduzidos
com uma concentracio fixa e definida da solucdo fangica (1,5 x 10° esporos/mL) e sendo
assim, outras concentragdes devem ser testadas para avaliar os possiveis efeitos benéficos

visando a maior produgao dos metabolitos de interesse pela planta.
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