
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito da elicitação biótica com o fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson no 

metabolismo secundário de plantas aclimatadas de  Hypericum polyanthemum 

Klotzsech ex Reichardt  

 

 

 

 

 

 

 

GABRIELA DE CARVALHO MEIRELLES 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE, 2012. 



 ii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iii 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito da elicitação biótica com o fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson  no 

metabolismo secundário de plantas aclimatadas de  Hypericum polyanthemum 

Klotzsech ex Reichardt  

 

 

 

 

Dissertação apresentada por Gabriela 

de Carvalho Meirelles para a obtenção do 

GRAU DE MESTRE em Ciências 

Farmacêuticas. 

 

 

Orientador: Profa. Dra. Gilsane Lino von Poser 

Co-Orientador: Profa. Dra. Sandra Beatriz Rech 

 

Porto Alegre, 2012 



 iv

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, 

nível de Mestrado - da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul em 16.01.2012, aprovada pela Banca Examinadora constituída por: 

  

Prof. Dr. Arthur Germano Fett Neto 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

 

Prof. Dr. Alexandre José Macedo 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

 

Prof. Dra. Miriam Anders Apel 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

 

 
 

 



 v

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Farmacognosia e no Laboratório de  

Biotecnologia Vegetal, ambos do Departamento de Produção de Matéria-Prima da 

Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul com 

financiamento da CAPES e do CNPq. O autor recebeu bolsa de estudos da CAPES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 vi

 

 



 vii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A natureza é o único livro que oferece um conteúdo valioso  

 em todas as suas folhas.  

 Johann Wolfgang von Goethe 



 viii 



 ix

AGRADECIMENTOS 

 
À Deus, por todas as oportunidades que recebi até hoje. 
 
A CAPES pela bolsa de estudos e à Faculdade de Farmácia UFRGS que me proporcionou 
Graduação e Pós-Graduação em excelência. 
 
À Profa. Dra. Gilsane Lino von Poser, a Gil, pelos 5 anos de convivência, amizade, 
compreensão, oportunidades e acima de tudo aprendizado. 
 
À Profa. Dra. Sandra Beatriz Rech por me transmitir todo conhecimento necessário para a 
realização deste trabalho. 
 
Às colegas do Laboratório de Biotecnologia Vegetal, Jéssica e Amanda por toda ajuda e 
ensinamentos. 
 
Ao pessoal do Laboratório de Farmacognosia por todos os momentos em que passamos 
juntos. Ao Maikon por todo o auxilio na etapa crucial do meu trabalho. 
 
Aos colegas e amigos Flávia, Ismael, Paula, Satchie e Sita por deixarem o dia a dia mais 
divertido e leve.  
 
Às minhas grandes amigas Liliana, Regina, Giovana, Érica, Daniela, Denise e Ana por 
todos os momentos que me proporcionaram e pela amizade sempre. 
 
A todos os amigos que fiz durante essa caminhada. Principalmente às amigas Raquel e 
Bruna pelas conversas, desabafos, risadas, choros, festas, vocês são muito importantes 
para mim. 
 
Gostaria de agradecer em especial a minha avó, a Dodô, por todo o carinho, paciência, 
incentivo e pela moradia. 
 
Por fim, agradeço aos meus pais, Cláudia e Luiz Felipe, pelo amor, compreensão pelas 
ausências e incentivo. Às minhas irmãs Renata, pelo constante incentivo, e Luiza, pelo 
alto astral, companheirismo, risadas e amizade. 

 



 

 

 

 

 



 xi

RESUMO 

 

Hypericum polyanthemum é uma planta nativa do Sul do Brasil que contém compostos 

como flavonóides, taninos, derivados de floroglucinol (uliginosina B) e benzopiranos: 

HP1 (6-isobutiril-5,7-dimetóxi-2,2-dimetilbenzopirano), HP2 (7-hidróxi-6-isobutiril-5-

metóxi-2,2-dimetilbenzopirano), e HP3 (5-hidróxi-6-isobutiril-7-metóxi-2,2-

dimetillbenzopirano). Esses metabólitos são responsáveis por uma série de atividades 

biológicas como inibidores da monoaminoxidase (IMAO), antiproliferativa e antitumoral. 

No presente trabalho modificações na biomassa vegetal e no teor de metabólitos bioativos 

de plantas de H. polyanthemum cultivadas sob condições controladas e após 18 semanas 

de aclimatação foram investigadas após elicitação com o fungo Nomuraea rileyi através 

da adição do microrganismo liofilizado e pulverizado (LP), ou liofilizado, autoclavado e 

pulverizado (LAP) por curtos e longos períodos de tempo. Plantas cultivadas sob 

condições controladas tratadas com LAP demonstraram aumento na concentração dos 

benzopiranos HP1, HP2 e HP3 enquanto LP provocou efeito negativo ou ainda, não 

alterou a síntese destes compostos. Porém, baixos níveis do floroglucinol uliginosina B 

foram detectados em todos os tratamentos. Tratamentos com LAP por longos períodos de 

tempo em plantas cultivadas a campo provocaram aumento de biomassa (2x) e a análise 

química demonstrou elevação do teor de compostos fenólicos totais nas partes vegetativas 

das plantas submetidas a todos os tratamentos. Ainda, a análise apontou um diferente grau 

de acúmulo dos metabólitos, com maiores teores de HP1, HP2, HP3 e uliginosina B sendo 

encontrados nas partes reprodutivas das plantas tratadas com LAP. A elevação dos 

metabólitos bioativos em resposta ao elicitor fúngico sugere que estes compostos são 

induzíveis na resposta de defesa de H. polyanthemum. Os resultados obtidos nesse 

trabalho são relevantes em virtude da planta não sofrer danos. Assim, o sistema descrito 

representa uma nova abordagem em pesquisas com plantas visando otimizar condições 

para a  produção de biomassa e metabólitos secundários de interesse medicinal. 

Palavras chave: Hypericum polyanthemum, elicitação biótica, fungos, Nomuraea rileyi 
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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. INTRODUÇÃO 
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A área de produtos naturais tem sido explorada há séculos. Os primeiros indícios 

da utilização de plantas com fins terapêuticos datam de 2600 a.C.: óleo de Cedrus sp., e 

Cupressus sempervirens, Glycyrrhiza glabra, Commiphora sp. e Papaver somniferum, 

sendo alguns destes ainda utilizados no tratamento de gripes, resfriados e doenças 

microbianas (GURIB-FAKIM, 2006). Porém, ainda há poucos estudos científicos que 

demonstrem o potencial dos produtos vegetais em tornarem-se produtos com fins 

terapêuticos. Apenas uma mínima parcela das espécies vegetais estimadas mundialmente 

foi explorada quanto sua constituição química e atividades biológicas (HAMBURGUER e 

HOSTETTMANN, 1991; VERPOORTE, 1998; BALUNAS e KINGHORN, 2005; JONE 

et al., 2006). 

 

 Guttiferae é uma extensa família botânica, possuindo cerca de 1000 espécies que 

apresentam vários constituintes químicos com atividades biológicas diferenciadas 

(FULLER et al., 1999a, 1999b; VEROTTA et al., 1999). Seus representantes são 

encontrados em regiões tropicais úmidas, exceto os pertencentes ao gênero Hypericum 

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

 

Evidências científicas apontam para resultados biológicos relevantes envolvendo 

extratos e substâncias isoladas de espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul. 

Entretanto, as espécies brasileiras do gênero apresentam uma distribuição restrita com 

pequenas populações dispersas, ou ainda, restritas a uma localidade (ROBSON, 1990). 

Assim, o uso de plantas nativas sem controle eficaz entre exploração e preservação pode 

levar à extinção das mesmas. 

 

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

estudos fitoquímicos e farmacológicos, assim como aporte contínuo de material botânico, 
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representando uma opção à preservação in natura dessas plantas (ROUT et al., 2000; 

MURCH e SAXENA, 2006). Porém, a utilização desta tecnologia pode levar à alteração 

na taxa de crescimento das plantas, tempo de maturação, tamanhos de partes aéreas e 

raízes e conteúdo de metabólitos secundários (POUTARAUD e GIRARDIN, 2005). Além 

disso, a taxa de mortalidade após o cultivo in vitro é bastante proeminente (CHANDRA et 

al., 2010). Deste modo, são necessárias algumas estratégias para possibilitar a 

sobrevivência das plantas tais como: 

 

ü Deixar a sombra por 3-6 dias para a adaptação ao novo ambiente, 

favorecendo o alongamento (CHANDRA et al., 2010); 

ü As plantas devem ser transferidas vagarosamente para um ambiente de 

baixa umidade, pois quando retiradas da condição in vitro, a transpiração 

estomatal e cuticular é alta. Para tanto, os vegetais devem ser mantidos sob 

condições de escuro, e após uma semana, transferidos para potes contendo 

mistura vermiculita:terra cobertos por filmes plásticos (CHANDRA et al., 

2010); 

ü Estudos demonstram que a quantidade de carboidrato influencia o processo 

de aclimatação, pois qualquer fator que aumente a taxa fotossintética em 

condições autotróficas facilitara o estabelecimento do vegetal em um 

sistema aclimatizado (WAINRIGHT e SCRACE, 1989).  

 

Dessa forma, a associação de microrganismos endófitos, 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 produção de 

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

 

Hypericum polyanthemum (Guttiferae), uma planta bianual nativa do Sul do Brasil, 

contém compostos como xantonas (HAAS, 2010a), flavonóides (DALL’ AGNOL et al., 

2003; NÖR et al., 2008), taninos (DALL’ AGNOL et al., 2003), derivados de 
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floroglucinol (NÖR et al., 2004) e benzopiranos (FERRAZ et al., 2001) responsáveis por 

muitas de suas atividades farmacológicas. Entretanto, sendo esta uma planta de 

distribuição restrita, este estudo está direcionado ao cultivo in vitro, ex vitro e otimização 

da produção de seus metabólitos através da associação com o fungo Nomuraea rileyi 

(Farlow) Samson. 

 

1.1 Família Guttiferae (Clusiaceae) 

 

A família Guttiferae, segundo alguns autores, é dividida em seis subfamílias, 

Kielmeyeroideae, Calophylloideae, Clusioideae, Moronoboideae, Lorostemonoideae e 

Hypericoideae - esta última incluindo os gêneros Hypericum, Cratoxylum, Harungana, 

Psorospermum e Vismia (CRONQUIST, 1981; BENNETT e LEE, 1989). Entretanto, a 

subfamília Hypericoideae é frequentemente classificada como uma família independente 

(ROBSON, 1977). Entre os gêneros pertencentes a essa subfamília, o mais estudado é 

Hypericum que engloba várias espécies utilizadas na medicina tradicional em diversas 

partes do mundo.  

 

1.2 Gênero Hypericum 

 

1.2.1 Taxonomia 

 

O gênero Hypericum possui mais de 450 espécies distribuídas pelo mundo, 

principalmente em regiões temperadas do hemisfério norte. Essas espécies pertencem a 30 

seções taxonômicas (ROBSON, 1977, 1990), sendo que aquelas nativas do Rio Grande do 

Sul são pertencentes à seção Trigynobrathys, com exceção de H. piriai Arechav. e H. 

gentianoides (L) Britton, que pertencem à seção Brathys. A divisão taxonômica é baseada 

em características como presença de glândulas negras e/ou pálidas, distribuição 

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



 

 4

polyanthemum, pertence à seção Trigynobrathys a qual compreende 52 espécies 

(ROBSON, 1990).  

 

1.2.2 Espécies nativas do sul do Brasil 

 

Muitos estudos têm avaliado a constituição química e propriedades biológicas de 

espécies nativas do Sul do país. Verificou-se a presença de flavonóides e taninos (DALL’ 

AGNOL et al., 2003), ácidos fenólicos (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; NÖR et al., 2004), óleos voláteis 

(FERRAZ et al., 2005), benzopiranos (FERRAZ et al., 2001), bem como a ausência de 

hipericina e derivados (FERRAZ et al., 2002b), consideradas juntamente com hiperforina, 

substâncias marcadoras químicas da espécie mais estudada, Hypericum perforatum, 

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

 

1.2.2.1 Flavonóides 

 

Flavonóides são freqüentes nas espécies de Hypericum nativas do sul do país e 

entre os mais encontrados estão rutina (1), quercetina (2) e seus derivados, hiperosídeo 

(quercetina-3-O-β-D-galactosídeo) (3), isoquercitrina (quercetina-3-O-glicosídeo) (4), e 

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

 

OHO

OH O

OR

OH

OH
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(1) R= α-L-rutinosil 

(2) R= H 

(3) R= β-D-galactosil 

(4) R= β-D-glicosil 

(5) R= α-L-ramnosil 

 

Rutina está presente em H. brasiliense (ABREU et al., 2004) e H. perforatum (WU 

et al., 2002). Ainda, são encontrados traços em H. caprifoliatum, H. carinatum, H. 

connatum, H. ternum, H. myrianthum e H. polyanthemum (DALL´AGNOL et al., 2003).   

 

Quercetina é encontrada em H. brasiliense (ROCHA et al., 1995; ABREU et al., 

2004) e H. perforatum (WU et al., 2002). Enquanto que a presença de hiperosídeo 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).  

OHO

OH O

OH

OH

 

(6) 
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OHO

OH O
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OH

OH

 

 

(7) R= α-L-arabinopiranosil 

 

Em um estudo conduzido por Nunes e colaboradores (2010) foi detectada a 

presença de hiperosídeo, 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 e H. connatum. 

 

1.2.2.2 Ácidos fenólicos 

 

A presença de ácido clorogênico (8) foi observada em espécies do gênero 

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

OH

CO2H

O

O

OH

HO

 

(8) 
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1.2.2.3 Xantonas 

 

Xantonas são metabólitos extensamente encontrados na família Guttiferae. As 

xantonas já isoladas dessa família incluem as simples oxigenadas, preniladas, e 

xantolignóides. Normalmente encontram-se na forma livre e substituídas por isoprenóides 

ou geranóides, ciclizados ou não (WU et al., 1998; KUSTER e ROCHA, 2003). 

 

As xantonas mais frequentemente encontradas em Hypericum são a mangiferina e 

a isomangiferina, que estão presentes em aproximadamente 26 e 33 espécies do gênero, 

respectivamente. Essas xantonas são C-glicosiladas e parecem ser marcadoras 

taxonômicas em nível da subfamília Hypericoideae (KITANOV e NEDIALKOV, 1998). 

Esses compostos não foram encontrados nas espécies nativas do Brasil (Nunes et al., 

2010). Contudo, em H. polyanthemum foi detectada uma xantona não glicosilada com 

estrutura ainda não 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 (NÖR et al., 2004) (9), assim como H. 

myrianthum e H. carinatum (FERRAZ et al., 2002a; BERNARDI et al., 2005). Esse 

composto é formado de uma unidade floroglucinol (A) e uma unidade de ácido filicínico 

(B). Outro composto encontrado nas espécies nativas é o hiperbrasilol B (10) isolado de 

H. connatum e H. caprifoliatum (NÖR et al., 2004). 
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(9) 

O

OH

OH

O

O

OH

O

 
(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 ácido filicínico enquanto os outros compostos são formados por uma unidade 

floroglucinol e uma de ácido filicínico.  

 

A 

B 
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OH

OH

O

O

OH

O

HO

O

 
 

(11) 

 

De acordo com FERRAZ e colaboradores (2002a), espécies das seções Brathys e 

Trigynobrathys são fontes de derivados de floroglucinol com estrutura dimérica, 

sugerindo que essa classe de compostos seja marcadora taxonômica das seções. 

 

1.2.2.5 Óleos voláteis 

 

Óleos voláteis de Hypericum têm 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 presença 

dos óleos voláteis nonano (H. caprifoliatum), β-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 gênero Hypericum, benzopiranos são uma classe de compostos restrita a 

espécie H. polyanthemum, sendo descritos 6-isobutiril-5,7-dimetóxi-2,2-dimetil-
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benzopirano (HP1) (12), 7-hidróxi-6-isobutiril-5-metóxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) 

(13) e 5-hidróxi-6-isobutiril -7-metóxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) (14) (FERRAZ et 

al., 2001).  

 

 

 

 

(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 metabólitos secundários o derivado de floroglucinol uliginosina B (7) e os 

benzopiranos HP1 (12), HP2 (13) e HP3 (14), sendo eles responsáveis pelas atividades 

biológicas atribuídas a essa espécie. 

 

 
Figura 1. Hypericum polyanthemum (foto: Gilsane von Poser) 

 

O

R1O

R2
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Dentre as atividades biológicas atribuídas a uliginosina B, destacam-se potencial 

antimicrobiano (DALL’ AGNOL et al., 2003) e antinociceptivo não mediado pelo 

sistema opióide (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 totipotência permite que as células somáticas vegetais se 

dividam, se diferenciem em plântulas e expressem capacidades bioquímicas diferenciadas 

quando cultivadas sob condições apropriadas (FRANÇA, 2003). 

 

A cultura de um tecido vegetal é feita de um explante, que pode ser um fragmento 

de folha, raiz, caule ou qualquer outro segmento que responda as condições de indução do 

meio de cultura, com vistas à regeneração vegetal in vitro (TORRES et al., 2000). Os 

explantes são uma mistura de células em estados diferentes: fisiológico, bioquímico e de 

desenvolvimento. Assim, a exposição destes a um ambiente in vitro leva a reações 

diferenciadas nos diversos tipos celulares, fazendo com que somente algumas células 

desse explante respondam às condições de cultura, levando a regeneração de um novo 

indivíduo (MANTELL et al., 1994). 

 

A diferenciação celular é um processo que depende da interação de três fatores: 

fator genético, fator ontogênico e características ambientais. O fator genético se refere ao 

genótipo que pode ser expresso durante o processo, o fator ontogênico às características 

adquiridas durante o processo inicialmente por estímulo ambiental, mas que podem se 

tornar permanentes e por fim, as características ambientais que dependem somente do 

ambiente para se expressarem (KERBAUY, 1997). 
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A regeneração das plantas pode ocorrer por organogênese, embriogênese somática 

ou micropropagação. A organogênese é uma via de diferenciação na qual órgãos vegetais 

(brotos, raízes) ou ambos são induzidos à diferenciação a partir de uma ou várias células. 

Na embriogênese somática, a formação de embriões é dada a partir de células somáticas. 

A micropropagação toma por base os meristemas somáticos. É denominada assim devido 

ao emprego de porções pequenas de explantes (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). 

A regeneração de plântulas através de brotos e não de calos, mostra-se uma técnica 

apropriada para a preservação de genótipos produtores de compostos medicinais (ROUT 

et al., 2000; FRANÇA, 2003). 

 

A micropropagação compreende quatro estágios principais: estagio 0, onde há 

preparação das plantas para o estabelecimento da cultura por meio de tratamentos de 

desinfestação que visam diminuir a contaminação do ambiente quando estas forem 

introduzidas in vitro (DEBERGH e READ, 1991); o estágio I estabelece o implante no 

meio de cultivo; o estágio II possibilita a multiplicação ou indução de brotos múltiplos; 

No estágio III ocorre a formação de raízes e, por fim, o estágio IV é a fase de aclimatação, 

com a transferência gradual das plantas para a condição ex vitro (NIKLAS, 1986; 

HARTMANN et al., 2002). 

 

O meio de cultivo deve ser composto basicamente de um suporte semi-sólido, 

nutrientes, energia e vitaminas. Dependendo da cultura, há necessidade de adição de 

fitorreguladores a fim de regenerar ou propagar as plântulas (HARTMANN et al., 2002). 

É necessário levar em consideração a diferença entre indivíduos, pois diferentes clones 

podem ter respostas às condições de cultura distintas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 

1998). Os meios mais utilizados na cultura de tecidos vegetais são MS (MURASHIGUE e 

SKOOG, 1962) e Gamborg B5 (GAMBORG et al., 1968), que diferem na concentração 

dos componentes. 
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Além dos componentes básicos, reguladores de crescimento são utilizados para 

iniciar e manter a divisão celular (REINERT e YEOMAN, 1982; ROUT et al., 2000; 

RAMACHANDRA RAO e RAVISHANKAR, 2002). Esses compostos podem ser 

produzidos pelas plantas naturalmente (fitormônios) ou serem de origem sintética 

(fitorreguladores). Dentre os reguladores de crescimento, as citocininas, auxinas, 

giberelinas, acido abscísico e etileno desempenham papel importante no crescimento e 

morfogênese da cultura de tecidos, modulando divisão celular e indução e proliferação de 

brotações adventícias (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 micropropagação diferenciado, devido às diferenças na 

resposta morfogenética in vitro não apenas entre indivíduos do mesmo gênero, mas em 

indivíduos da mesma espécie (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; ROUT et al., 

2000). 

 

Devido às potenciais atividades farmacológicas de extratos e produtos isolados de 

espécies de Hypericum, protocolos de micropropagação in vitro têm sido desenvolvidos, 

para a multiplicação e produção de metabólitos secundários dessas espécies (CARDOSO 

e 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 

concentrações padronizadas dos componentes é necessário 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 fenólicos. No entanto, a concentração dos metabólitos é 

afetada pelo estágio de maturação e pela parte da planta, com maior acúmulo observado 

nos estágios iniciais de florescimento e diminuição do acúmulo após 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 Aclimatação (cultivo ex vitro) 

 

Quando as plantas são transferidas para ambientes ex vitro ficam expostas ao 

estresse abiótico (temperatura, intensidade da luz e umidade) e biótico (como a 

microbiota do solo), e assim se faz necessária a aclimatação para as mesmas sobreviverem 

e crescerem (DEB e IMCHEN, 2010). A transferência e aclimatação para o ambiente ex 

vitro é a etapa final em um sistema de cultivo de espécies vegetais e a mais importante 

para o sucesso da micropropagação (PREECE e SUTTER, 1991; POSPSILOVÁ et al., 

1999). 

 

A aclimatação é o processo de transferência de explantes da condição heterotrófica 

para a autotrófica (HARTMANN et al., 2002). Nesse processo, também ocorre a 

transferência de uma situação de fluxo transpiratório reduzido para um ambiente externo 

em que a taxa de transpiração é maior, podendo ser um fator de estresse hídrico (PREECE 

e SUTTER, 1991; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; HAZARIKA, 2003; 

WALTERS, 2005). Para o sucesso do processo de aclimatação, há fatores que devem ser 

considerados como a habilidade da planta em passar da condição heterotrófica para a 

autotrofica, exposição a fatores abióticos (umidade relativa, temperatura, luminosidade, 

tipo de substrato, entre outros) e fatores bióticos (microrganismos, pragas, doenças), 

capacidade de produção de novas raízes e assim, de absorção de nutrientes do solo 

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

 

A baixa luminosidade e alta umidade relativa nas condições de cultivo in vitro 

dificultam a adaptação de algumas espécies vegetais em condições autotróficas 
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(PEDROTTI e VOLTOLINI, 2001). A mortalidade dos vegetais durante o processo de 

transferência para o ambiente ex vitro é alta, visto que as mesmas nas condições in vitro 

possuem determinadas características como estômatos não funcionais, enraizamento fraco 

e cutícula pouco desenvolvida (MATHUR et al., 2008). A planta deve desenvolver 

mecanismos de controle de transpiração e condutância estomática (DÍAZ-PEREZ  et  al., 

1995), ativar o controle de perda de água pelas células (SUTTER, 1988) e aumentar a 

taxa fotossintética em condições atmosféricas normais (VANTELGEN et al., 1992). Em 

muitas espécies, as folhas não se adaptam a condição ex vitro e são substituidas por novas 

folhas (PREECE e SUTTER, 1991). 

 

A capacidade de sobrevivência da planta em um ambiente ex vitro está relacionada 

à capacidade de captação da radiação solar para a fixação de carbono e absorção de água 

para a translocação de minerais e fotoassimilados (PAIVA e OLIVEIRA, 2006), 

essenciais para o crescimento da planta (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A 

umidade relativa é um fator muito importante para a sobrevivência das plantas, levando 

em consideração o pouco controle de transpiração 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 obtenção de produtos naturais, sendo o cultivo em larga escala uma das alternativas 

tecnologicamente viáveis para produção comercial de metabólitos secundários de 

importância para a indústria (VERPOORTE, 2000). É crescente o interesse na utilização 

de métodos de cultivo controlado em larga escala, a fim de manter controle mais rígido 

sobre a qualidade do produto. O cultivo possibilita a otimização do rendimento das 

plantações e oferece um produto com qualidade mais uniforme. No entanto, algumas 

espécies têm seu cultivo dificultado pela baixa taxa de germinação ou requisitos 

ecológicos específicos. A utilização de ambientes controlados se faz necessária para o 
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crescimento de espécies vegetais que requerem determinadas condições de crescimento, 

mas que possuem importante valor comercial (POSPSILOVÁ et al., 1999; CANTER et 

al., 2005). Ainda, sistemas de crescimento controlado tornam possível a manipulação da 

concentração de metabólitos ativos presentes nas plantas.  

 

Estudos com espécies de Hypericum têm sido conduzidos a fim de avaliar os 

parâmetros de cultivo em larga escala. BUTTER e colaboradores, (1998), avaliaram o 

desempenho de sete linhagens de H. perforatum em três localidades por dois anos 

consecutivos e os resultados demonstraram diferença significativa do ambiente e fatores 

genéticos na época do florescimento, crescimento e produção de biomassa. Foram 

observadas também variação de metabólitos secundários em flores. Para os autores, a 

variação dos teor dos metabólitos se deve, ainda que parcialmente, aos diferentes estágios 

das plantas analisadas e fatores genéticos. 

 

Porém, estudos com H. perforatum demonstraram adicionalmente que a produção 

de hipericinas foi seis vezes superior no cultivo in vitro e os teores de hiperforina foram 

inferiores aos de plantas cultivadas a campo (KIRAKOSYAN et al., 2003; 

KIRAKOSYAN et al., 2004).  

 

1.6 Estresse biótico 

 

Plantas são organismos sésseis que dependem da plasticidade fenotípica para se 

remodelarem em períodos de desenvolvimento para suportar condições ambientais e 

responder ao estresse biótico e abiótico (DREHER e CALLIS, 2006). Estudos 

demonstram que interações plantas-microrganismos desempenham papel importante na 

estruturação de comunidades vegetais, afetando colonização, competição, coexistência e 

dinâmica dos nutrientes do solo (GRIME et al., 1987; HARTNETT et al., 1993; MARON 

et al., 1996; HARTNETT e WILSON, 1999). 
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Mutualismos e interações positivas entre plantas e microrganismos podem afetar 

intensamente a estrutura de comunidades (BEVER et al., 1997; HARTNETT e WILSON 

1999; STACHOWICZ, 2001; BRUNO et al., 2003). Porém, o mecanismo pelo qual isso 

ocorre ainda não foi totalmente elucidado (CLAY 1994; VAN DER HEIJDEN et al., 

1998; WARDLE, 2002) 

 

As plantas estão continuamente expostas ao ataque de microrganismos, sejam eles 

patogênicos ou não. Para a proteção, os vegetais desenvolveram mecanismos 

diferenciados de defesa que quando acionados, percebem a agressão e descadeiam uma 

resposta apropriada e de forma adaptativa (SHEWRY e LUCAS, 1997; PIETERSE et al., 

2005; WIT, 2007). 

 

A indução da resistência é um estado de ativação contra doenças sistematicamente 

induzido por indutores bióticos ou abióticos, de maneira não específica, por meio da 

ativação 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 ativação de mecanismos de defesa 

estruturais e bioquímicos em resposta à presença de uma agente externo. A indução da 

resistência envolve três fenômenos: Resistência Local ou Resposta Hipersensível, 

Resistência Sistêmica Adquirida e Resistência Sistêmica Induzida. 

 

A resistência local ou resposta hipersensível ocorre quando a infecção por 

microrganismos - patogênicos ou não - induzem mudanças drásticas na atividade 

metabólica das células vegetais ao redor do sítio de infecção, com alteração da 

permeabilidade da plasmalema, rápido movimento e agregação citoplasmática, elevação 

das taxas de respiração, liberação de eletrólitos e síntese de fitoalexinas que levam a 

formação de halos necróticos no local de infecção e por fim, confinamento do 

microrganismo (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996; DURRANT e DONG, 2004). 

 



 

 18

A Resistência Sistêmica Adquirida (RSA) e a Resistência Sistêmica Induzida (RSI) 

são mecanismos semelhantes que culminam em uma resposta generalizada (STICHER et 

al., 1997; CONRATH et al., 2006). Na RSA ocorre a manifestação ou produção de um 

sinal liberado a partir do sítio de infecção que provoca necrose e translocação deste sinal 

para outras partes da planta, desencadeando reações de defesa contra agressões 

subseqüentes. Na RSI não ocorre necrose local, porém induz a planta a se proteger 

sistematicamente. Em ambos os processos ocorre modificação na parede celular, síntese 

de fitoalexinas, aumento da expressão de alguns genes (WARD et al., 1991) incluindo os 

das proteínas relacionadas a patogênese (somente na RSA) (VAN LOON e VAN 

STRIEN, 1999). 

 

O processo de indução de resistência envolve três passos principais: 

Reconhecimento que se dá por meio de um elicitor, produzido pelo microrganismo, 

através de um receptor na parede celular da célula vegetal desencadeando a sinalização e 

a produção de compostos de defesa (LA BANCA, 2002). Sinalização, onde a planta 

reconhece o sinal primário para desencadear a defesa. Nesse contexto, estudos têm 

revelado a presença de moléculas sinalizadoras, os fitormônios ácido salicílico, ácido 

jasmônico e etileno (KOORNNEEF e PIETERSE, 2008) com um papel primário no 

arranjo das respostas de defesa, porém moléculas adicionais produzidas pelo invasor, 

eventualmente, modelam fortemente o complexo de sinais de defesa específicos para cada 

invasão (CONRATH, 2006; GOELNER e CONRATH, 2008). E, por fim, respostas de 

defesa, onde barreiras estruturais e bioquímicas se manifestam. Essas respostas são 

dividadas em barreiras pré-formadas e pós formadas, ou seja, atuam antes ou depois da 

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

 

A literatura descreve vários produtos de fungos como proteínas, glicoproteínas e 

oligossacarídeos como desencadeadores de mecanismos de defesa nas plantas 

(DMITRIEV, 2003) aumentando a concentração dos metabólitos secundários das 

mesmas. Nesse contexto, o presente trabalho visa à associação do fungo 
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entomopatogênico N.rileyi com H. polyanthemum visando à otimização da produção de 

seus metabólitos secundários principais. 

 

1.7 Fungos entomopatogênicos 

 

Fungos entomopatogênicos são reconhecidos como aqueles que parasitam insetos, 

ácaros 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) são produzidos. Apesar de existirem cerca 

de 700 espécies de fungos entomopatogênicos, pertencentes a aproximadamente 90 

gêneros (ROBERTS e HUMBER, 1981), a maioria dos fungos produzidos 

industrialmente pertence aos gêneros Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium e Isaria pela 

facilidade de produção de massa. 

 

Recentemente, descobriu-se que muitos fungos entomopatogênicos possuem 

funções adicionais na natureza, como endófitos de plantas, antagonistas de fitopatógenos, 

associações benéficas na rizosfera e até mesmo promotores de crescimento de plantas, 

sendo as duas últimas funções ainda pouco estudadas (VEGA et al., 2009).  O fungo em 

estudo neste trabalho não foi investigado quanto a possibilidade de atuar como endofítico. 

No entanto, essa possibilidade não deve ser excluida uma vez que o mesmo apresenta 

proximidade taxonômica com fungos do gênero Beauveria, reconhecidos como agentes 

endófitos. 

 

Fungos endófitos 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 endófitos protegem as plantas de patógenos e 

herbívoros (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 patógenos de insetos 

(entomopatogênicos) foram isolados como endófitos, incluindo Acremonium, Beauveria, 

Cladosporium, Clonostachys e Isaria (VEGA, 2008; VEGA et al., 2008). Entre estes, 

destacam-se Beauveria bassiana como protetor de plantações 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 fitopatógenos produzem vários metabólitos como antibióticos, 

compostos voláteis bioativos e enzimas, além de provocarem os mecanismos de 

competição (pelo sítio de infecção, carbono, nitrogênio, minerais), parasitismo, 

hipovirulência, resistência sistêmica induzida e aumentar a resposta das plantas ao agente 

externo (OWNLEY e WINDHAM, 2007). Dentre os fungos entomopatogênicos já 

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) já foram identificadas como antagonistas de fitopatógenos. 

 

O fungo entomopatogênico Nomuraea rileyi (Farlow) Samson é conhecido como 

agente de controle biológico de lepidópteros, praga de diversas culturas. A consistência de 

ocorrência e os altos índices de controle natural obtidos com N. rileyi sugerem a 

consideração deste como um componente importante de programas de manejo integrado 

de pragas (SUJII et al., 2002).  

 

Em geral, os fungos entomopatogênicos têm a capacidade de penetrar na cutícula 

de certos insetos. Durante seu ciclo de desenvolvimento, muitos desses fungos produzem 

uma gama de metabólitos secundários bioativos, como destruxinas (PAIS et al., 1981) , 

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

Nomuraea rileyi são tóxicos 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 associação deste fungo entomopatogênico com Hypericum polyanthemum a fim de 

verificar a alteração dos metabólitos específicos da planta, bem como a utilização deste 

microrganismo como desencadeador de defesa vegetal. 
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2. OBJETIVOS 

__________________________________________________________________ 
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           A partir dos protocolos de propagação in vitro (BERNARDI et al., 2007b) e ex 

vitro (BERNARDI et al., 2008) estabelecidos para Hypericum polyanthemum Klotzsch ex 

Reichardt, serão realizados experimentos de estresse biótico com o fungo Nomuraea rileyi 

(Farlow) Samson e a avaliação do acúmulo de metabólitos polares e apolares. 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho estão apresentados na forma de 

manuscrito científico: 

 

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. 

 

 

 

 

 



 

 26



 

 27

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 periódico científico Phytochemistry 
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Carta de submissão do artigo: 
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   As páginas 31 a 56 desta Dissertação 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 periódico Phytochemistry.  

  

Neste trabalho modificações na biomassa vegetal e no teor de metabólitos 

bioativos de plantas Hypericum  polyanthemum Klotzsech ex Reichardt   cultivadas sob  

condições controladas e após 18 semanas de aclimatação foram investigadas após a 

elicitação com o fungo  Nomuraea rileyi  (Farlow) Samson através da adição do 

microrganismo liofilizado e pulverizado (LP), ou liofilizado, autoclavado e pulverizado 

(LAP) por curtos e longos períodos de tempo. Foram observados aumentos da biomassa 

vegetal e no teor de metabólitos secundários principalmente no tratamento contínuo com 

LAP, o que sugere que estes compostos são induzíveis na resposta de defesa de H. 

polyanthemum. Os resultados obtidos neste trabalho são relevantes em virtude da planta 

não sofrer danos. Assim, o sistema descrito representa uma nova abordagem em estudos  

com  H. polyanthemum  visando otimizar condições para a  produção de biomassa e 

metabólitos secundários de interesse medicinal. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

__________________________________________________________________
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   Plantas de Hypericum polyanthemum cultivadas in vitro sob condições controladas 

e plantas cultivadas em campo aberto foram tratadas com o fungo entomopatogênico 

Nomuraea rileyi. Primeiramente, plantas cultivadas in vitro, mantidas em mistura estéril 

de solo comercial não 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 condições, receberam o fungo apenas liofilizado e pulverizado 

(LP) por um período de 7 dias. As plantas foram avaliadas em relação a suas 

características macroscópicas e seus metabólitos secundários principais, os benzopiranos 

HP1, HP2 e HP3 e o derivado de floroglucinol uliginosina B. De acordo com as 

características macroscópicas, as plantas não apresentaram qualquer sinal de injúria, 

doença ou mortalidade. No entanto, demonstraram diferentes padrões de acúmulo de seus 

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

 

 
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 não causou nenhum tipo de lesão ou 

mortalidade nas plantas, bem como não houve a disseminação 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 períodos curtos de tempo com LAP (24, 48 e 72 horas), tratamento contínuo 

semanal por 16 semanas com LAP e tratamento por 7 dias com LP. As plantas foram 

coletadas com 18 semanas de cultivo, período no qual há maior acúmulo dos metabólitos 

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

 

O padrão de acúmulo dos benzopiranos foi diferente nas plantas cultivadas a 

campo, com maiores teores nas partes reprodutivas tratadas continuamente com LAP. Um 

panorama dos resultados obtidos está representado no fluxograma abaixo: 

 

A aplicação de elicitores exógenos a culturas in vitro é estudada para avaliar a 

resposta das plantas a ataques de insetos ou microrganismos, assim como visa aumentar a 

produção de metabólitos secundários (WALKER et al., 2002). Porém, por vezes a 

elicitação positiva não é encontrada. Estudos demonstram que após o tratamento com 

elicitores, as espécies vegetais desencadeiam uma série de reações de defesa, incluindo o 

acúmulo de metabólitos secundários específicos, tanto em plantas como em culturas 

celulares (ZHAO et al., 2005). O aumento da concentração dos metabólitos pode ser 

descrito como uma resposta de defesa desencadeada por alguns componentes existentes 

no elicitor fúngico, como proteínas, glicoproteínas e oligossacarídeos (DMITRIEV, 2003; 

KOSKIMÄKI et al., 2009). 
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Elicitores fúngicos, principalmente os derivados da parede celular de 

microrganismos, são reconhecidos por induzir a síntese de novo de fitoalexinas, as quais 

estão envolvidas na defesa das plantas contra microrganismos patogênicos (SZABO et al., 

1999). Além disso, certos fungos, como os endófitos e alguns entomopatogênicos já 

reconhecidos como endofíticos, podem beneficiar as plantas por promover seu 

crescimento (DAI et al., 2008), aumentando a resistência contra múltiplos estresses 

(LEWIS, 2004; MALINOWSKI et al., 2004) e protegendo contra doenças 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, ácido 

giberélico (NGE et al., 2006) e extrato de levedura (CHEN et al., 2001) atuam como 

promotores de aumento de síntese de metabólitos secundários pelas plantas.  

 

Ainda, fitopatógenos podem se transformar em fungos endófitos quando em 

contato com as plantas e viver em associação 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 situações de estresse (CLAY e 

SCHARDL, 2002; SCHULZ e BOYLE, 2005). A colonização de plantas por endófitos 

resulta na secreção de hidrolases da célula vegetal, a fim de limitar o crescimento do 

microrganismo. Assim, os responsáveis pela elicitação são fragmentos do microrganismo 

endófito. No entanto, como o microrganismo é capaz de sobreviver com altas 

concentrações dos metabólitos das plantas, ainda é desconhecido (GAO et al., 2010). 

 

O tratamento contínuo 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 são superiores àqueles encontrados em plantas submetidas à 

fertilização contínua sob as mesmas condições 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 orquídeas 

(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 condições de claro, como em condições de escuro (WALKER et al., 

2002). O aumento de biomassa visando à maior produção de metabólitos é desejado 

quando as espécies vegetais são submetidas a qualquer tipo de elicitor. Porém, os 

elicitores fúngicos por vezes podem provocar efeitos danosos às plantas, como no estudo 

conduzido por SIRVENT e GIBSON (2002), onde foram observados sintomas de 

patogenicidade com folhas cloróticas e subseqüente necrose em H. perforatum tratado 

com C. gloesporioides, necrose esta, tanto mais acentuada quanto maior a dose no 

inóculo.  

  

Compostos fenólicos tendem a se acumular nas espécies vegetais em situações de 

estresse. O tratamento contínuo 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 após 24 horas o teor dos fenólicos decaiu, porém permaneceu 

superior ao controle. As plantas tratadas com LP também demonstraram acúmulo duas 

vezes maior dos compostos nas partes vegetativas quando comparadas às plantas controle. 

No entanto, nas partes reprodutivas os teores dos metabólitos se mantiveram constantes 

em todos os tratamentos. Apesar de alterações significativas no teor de compostos 

fenólicos ao longo dos tratamentos, esses dados não podem ser comparados ao perfil do 

acúmulo dos demais metabólitos analisados neste trabalho, pois certos compostos como 

HP1, embora classificados como compostos fenólicos devido à rota biossintética não são 

quantificados pela técnica uma vez que as hidroxilas fenólicas estão substituídas por 

metilas. CONCEIÇÃO e colaboradores (2006) demonstraram que suspensões celulares de 

H. perforatum apresentaram um perfil de compostos fenólicos diferenciado frente à 

elicitação com o fungo patogênico C. gloesporeoides, incluindo acúmulo de uma 

determinada xantona e síntese de novos compostos. A indução da produção de hipericinas 
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por H. perforatum por inoculação de C. gloesporeoides (1 x 104 esporos/mL) resultou em 

um acúmulo de 2 vezes maior quando comparada com o controle, enquanto concentrações 

superiores do inóculo provocaram danos à 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 biossíntese (CIRAK et al., 2005) 

 

O acúmulo dos flavonóides isoquercitrina e hiperosídeo, assim como do ácido 

fenólico, ácido clorogênico, também foram avaliados em plantas elicitadas por N. rileyi. 

Apesar de estudos demonstrarem que a resistência vegetal ao ataque de microrganismos 

pode desenvolver variações no metabolismo secundário de tecidos específicos, inibindo a 

via sintética dos flavonóides e aumentando a biossíntese de derivados caféicos e 

cinâmicos (MCLUSKY et al., 1999), os flavonóides isoquercitrina e hiperosídeo 

apresentaram elevação de seus teores em plantas elicitadas. Os maiores teores de 

isoquercitrina foram encontrados nas partes vegetativas após 24 horas de contato com 

LAP e no tratamento com LP, sendo que, nas partes reprodutivas não houve aumento do 

teor do metabólito. No entanto, hiperosídeo não apresentou alterações em relação às 

plantas controle nas partes vegetativas, porém um acúmulo do metabólito em 48 horas de 

tratamento com LAP e no tratamento com LP foi observado. Para o ácido clorogênico o 

tratamento com LP promoveu acúmulo nas partes vegetativas, enquanto que nas partes 

reprodutivas esse acúmulo foi observado no tratamento de 72 horas com LAP. Estudos 

demonstram que fungos endófitos geralmente provocam respostas mais rápidas e fortes 

do que patógenos, caracterizada pela produção da espécie reativa peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e elevada atividade da enzima fenilalanina amônio liase (FAL) (SCHULZ et al., 

1999; LAUKKANEM et al., 2000), enzima chave na biossíntese de flavonóides e outros 

compostos fenólicos. O aumento da produção de H2O2 e da atividade de FAL vai de 

encontro com os resultados obtidos neste trabalho, com maiores teores do flavonóides 

hiperosídeo 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 endófito 
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Paraphaesosphaeria sp apresentam um perfil de acúmulo de flavonóides diferenciado em 

relação a plantas elicitadas com o fungo patogênico Botrytis cinerea. 
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5. CONCLUSÕES 

__________________________________________________________________ 
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          Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a elicitação de plantas 

aclimatadas de Hypericum polyanthemum com o fungo entomopatogênico Nomuraea 

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

 

1. Aumento da biomassa em duas vezes em relação às plantas controle, 

sendo superior ao de experimentos onde as plantas formam submetidas 

à fertilização contínua, nas mesmas condições de cultivo; 

 

2. O conteúdo de compostos fenólicos nas plantas aumentou cerca de 

duas vezes nas partes vegetativas, resultado que está de acordo com o 

maior teor dos flavonóides hiperosídeo e isoquercitrina. Cabe ressaltar 

que o maior teor de flavonóides pode estar relacionado ao tipo de 

elicitação, pois tratamentos com fungos endófitos tendem a uma maior 

expressão da enzima fenilalanina amônio liase (FAL), chave na 

biossíntese desses compostos. 

 

3. Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 tiveram alterações mais 

significativas nas partes reprodutivas da planta, principalmente no 

tratamento contínuo por 16 semanas com LAP; 

 

4. O derivado de floroglucinol, uliginosina B apresentou variações no seu 

teor de acordo com o tratamento. O tratamento contínuo com LAP nas 

partes reprodutivas resultou em um aumento significativo no conteúdo 

do metabólito;  

 

Apesar do aumento do teor nos metabólitos analisados não ser tão pronunciado, 

como em elicitações com compostos abióticos (jasmonato, ácido salicílico, etileno) e 

bióticos (fungos fitopatogênicos), os resultados obtidos nesse trabalho se mostram 

importantes por não haver sequer danos superficiais às plantas em estudo. Assim, o 
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sistema descrito representa uma nova abordagem em estudos com H. polyanthemum 

visando otimizar condições para a  produção de biomassa e metabólitos secundários de 

interesse medicinal. Ainda, é importante destacar que os experimentos foram conduzidos 

com uma concentração fixa e definida da solução fúngica (1,5 x 106 esporos/mL) e sendo 

assim, outras concentrações devem ser testadas para avaliar os possíveis efeitos benéficos 

visando a maior produção dos metabólitos de interesse pela planta. 
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