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RESUMO GERAL

Hyptis suaveolens contém podofilotoxina (PTOX) em suas raizes, lignana utilizada pela
indUstria farmacéutica na producdo de medicamentos quimioterapicos. Metabdlitos secundarios
de interesse econdmico podem ser obtidos de forma sustentavel via biotecnologia vegetal e
fungos endofiticos. Desta forma, objetivou-se o estudo de elicitores na micropropagacao e na
cultura de raizes da H. suaveolens visando o aumento da biossintese da PTOX, assim como a
identificacdo de fungos endofiticos produtores de PTOX na espécie. Foram realizados trés
experimentos: 1) Segmentos apicais de H. suaveolens foram inoculados em meio MS contendo
diferentes concentragdes de serotonina ou melatonina (0; 0,25; 0,50; 1,00; 5,00 e 10,00 uM) e
floroglucinol (0 e 50 mg/L). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial (6 x 2). Apds 40 dias, 0 crescimento in vitro e acimulo de biomassa foram
avaliados. PTOX foi caracterizada e quantificada nas raizes por UHPLC-UVMS/MS e HPLC-
DAD. A suplementagdo com 0,5 pM melatonina ¢ 50 mg/L de floroglucinol aumentou o
enraizamento in vitro. O uso de 1,0 uM de melatonina ou serotonina associado ao floroglucinol
aumentou produgdo de PTOX nas raizes da H. suaveolens em 2,07 e 1,61 vezes,
respectivamente. A associacdo entre melatonina ou serotonina e floroglucinol favorece a
producdo de biomassa e biossintese de PTOX nas raizes de H. suaveolens micropropagadas.
2)Raizes de plantulas de H. suaveolens (400 mg) foram cultivadas em erlenmeyers contendo
50 mL de meio de cultura MS e diferentes elicitores: qualidade de luz, melatonina, serotonina,
metil-jasmonato, acido salicilico e quitosana. Utilizou-se o DIC, sendo um experimento para
cada elicitor. Apds 42 dias em shaker (100 r.p.m.), avaliou-se a matéria fresca e seca das raizes
e a producdo de PTOX nas raizes e no meio de cultura. Os melhores resultados quanto ao
acumulo de biomassa nas raizes foram observados nos tratamentos com LED azul, 50 mg/L de
quitosana, 10 uM de melatonina, 30 uM de serotonina, 5 ¢ 10 mM de metil-jasmonato e 25 mM
de acido salicilico. A producdo de PTOX foi favorecida com uso de 100 mg/L de quitosana, 30
UM de melatonina, 10 pM de serotonina e 10 mM de metil-jasmonato. O uso de elicitores é
indicado visando aumento da producdo de biomassa e PTOX via cultura de raizes de H.
suaveolens. 3)Fungos endofiticos foram isolados e cultivados em meio liquido BD por 30 dias
(100 r.p.m.). Os fungos obtidos passaram por triagem com aplicacdo de extrato do micélio e
sobrenadante em cromatografia em camada delgada (CCD) quanto a potencial producdo de
PTOX. Dos 21 fungos endofiticos isolados somente Plectosphaerella cucumerina foi
identificado como produtor de PTOX, sendo confirmado por UHPLC-UVMS/MS e HPLC-
DAD, produzindo 12,48 ng PTOX/L de meio de cultura BD. PTOX nao foi encontrada no
micélio. A espécie P. cucumerina encontrada na raiz da H. suaveolens produz e exuda PTOX
para 0 meio de cultura.

Palavras-chave: Plectosphaerella cucumerina. Mesosphaerum suaveolens. Elicitores.
Metabolismo secundario. Bamburral.



ABSTRACT

Hyptis suaveolens contains podophyllotoxin (PTOX) in its roots, a lignan used by the
pharmaceutical industry in the production of chemotherapy drugs. Secondary metabolites of
economic interest can be sustainably obtained via plant biotechnology and endophytic fungi.
Thus, the objective was to study elicitors in micropropagation and in root culture of H.
suaveolens, aiming at increasing PTOX biosynthesis, as well as identifying endophytic fungi
that produce PTOX in the species. Three experiments were carried out: 1) Apical segments of
H. suaveolens were inoculated in MS medium containing different concentrations of serotonin
or melatonin (0; 0.25; 0.50; 1.00; 5.00 and 10.00 uM) and phloroglucinol (0 and 50 mg/L).
After 40 days, in vitro growth and biomass accumulation were evaluated. The design was DIC
in a factorial scheme (6 x 2). PTOX was characterized and quantified in the roots by UHPLC-
UVMS/MS and HPLC-DAD. Supplementation with 0.5 puM melatonin and 50 mg/L of
phloroglucinol increased in vitro rooting. The use of 1.0 uM of melatonin or serotonin
associated with phloroglucinol increased PTOX production in the roots of H. suaveolens by
2.07 and 1.61 times, respectively. The association between melatonin or serotonin and
phloroglucinol favors the production of biomass and PTOX biosynthesis in the
micropropagated roots of H. suaveolens. 2) Roots of H. suaveolens seedlings (400 mg) were
cultivated in flasks containing 50 mL of MS culture medium and different elicitors: light
quality, melatonin, serotonin, methyl-jasmonate, salicylic acid and chitosan. DIC was used,
with one experiment for each elicitor. After 42 days in a shaker (100 rpm) in the dark, the fresh
and dry matter of the roots and the production of PTOX in the roots and in the culture medium
were evaluated. The best results regarding the accumulation of biomass in the roots were
observed in the treatments with blue LED, 50 mg/L of chitosan, 10 uM of melatonin, 30 uM of
serotonin, 5 and 10 mM of methyl jasmonate and 25 mM of salicylic acid. The production of
PTOX was favored with the use of 100 mg/L of chitosan, 30 uM of melatonin, 10 uM of
serotonin and 10 mM of methyl jasmonate. The use of elicitors is indicated in order to increase
the production of biomass and PTOX via H. suaveolens root culture. 3) Endophytic fungi were
isolated and cultivated in BD liquid medium for 30 days (100 r.p.m.). The fungi obtained
underwent screening with application of mycelium extract and supernatant in thin layer
chromatography (TLC) for potential PTOX production. Of the 21 endophytic fungi isolated,
only Plectosphaerella cucumerina was identified as a PTOX producer, being confirmed by
UHPLC-UVMS/MS and HPLC-DAD, producing 12.48 pug PTOX/L of BD culture medium.
PTOX was not found in the mycelium. The P. cucumerina species found in the root of H.
suaveolens produces and exudes PTOX into the culture medium.

Keywords: Plectosphaerella cucumerina. Mesosphaerum suaveolens. Elicitors. Secondary
metabolism. Bamburral.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

A Hyptis suaveolens (L.) Poit é uma espécie aromatica e medicinal utilizada no
tratamento de inflamacdes, diarreia, gripe, infecgdes, reumatismo, dores de estdmago e colicas
(RIBEIRO et al., 2017; HOSSAN et al., 2018; SHARMA et al., 2014). A espécie tem sido
estudada por sua atividade bioherbicida, inseticida, repelente de insetos, fungicida, nematicida
e bactericida (JAYA et al., 2011; PANDEY et al., 2012; AGBENIN, 2014; SONIBARE et al.,
2015; ADJOU; CHOUGOUROU; SOUMANOU, 2019).

As raizes de H. suaveolens contém podofilotoxina (PTOX), uma lignana conhecida por
suas propriedades antimitdticas, utilizada no tratamento de cancer e de verrugas genitais
causadas pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) (VELOZ et al., 2013; KUMARI et al., 2017;
DA SILVA et al., 2022). Segundo o Instituto Global Info Research (2021), o mercado mundial
de producdo de PTOX movimentou em 2021 aproximadamente 1 milhdo de dolares em forma
de reagente de alta pureza (95 e 98%) e como intermediario farmacéutico para producdo dos
seus derivados utilizados pela industria farmacéutica.

Atualmente, ainda ndo existe um processo eficiente de obtencdo sintética da PTOX e
seus derivados comercializados como medicamentos para o tratamento do céncer (LAUTIE;
VILLARREAL; FLINIAUX, 2008). Assim, a coleta de plantas para extracdo de PTOX tem
reduzido drasticamente as populacoes de espécies do género Podophyllyum (CHAUDHARI et
al., 2014). Portanto, para satisfazer a demanda crescente de mercado é necessario desenvolver
novos métodos sustentaveis de obtencdo deste composto bioativo.

A producdo de PTOX através de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas em campo para
diminuir a exploracdo de espécies em extin¢do poderia resultar num problema ambiental ainda
maior, devido ao grande potencial invasor da espécie (RAIZADA, 2006). Assim, a cultura de
tecidos de plantas medicinais pode ser empregada na producdo de biomassa da H. suaveolens e
seus metabdlitos secundarios, como a PTOX. Deste modo, seria uma alternativa mais segura
do ponto de vista ambiental, pois a produco in vitro ocorre em ambiente controlado (LAUTIE;
VILLARREAL; FLINIAUX, 2008). Além disso, outra alternativa é a extracdo de PTOX a partir
de fungos endofiticos, isolados de espécies que produzem este metabdlito secundario (LIANG
et al., 2016).

O uso de elicitores é uma estratégia utilizada por pesquisadores para melhorar a

producdo de compostos secundarios de importancia comercial nas plantas medicinais (SINGH;
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DWIVEDI, 2018). Na literatura, existem relatos de bioacumulagdo da PTOX utilizando &cido
salicilico em Linum album e Juniperus virginiana (YOUSEFZADI et al., 2010; KASPAROVA
et al., 2018), metil-jasmonato L. album e Podophyllum peltatum (FURDEN et al., 2005;
ANBAZHAGAN et al., 2008), diferentes qualidades de luz em Hyptis suaveolens e L. album
(YOUSEFZADI et al., 2012; DA SILVA et al., 2022), quitosana em L. album (SEDIGHEH et
al., 2012; SEDIGHEH et al., 2013) e uso de extrato de fungos (KUMARI et al., 2017).

Além disso, outros compostos quimicos também podem ser adicionados no meio de
cultura para aumentar o acumulo de biomassa de raizes, como as indolaminas melatonina e
serotonina, e o floroglucinol, utilizados na micropropagagdo de plantas medicinais como
reguladores de crescimento (ERLAND et al., 2015).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo o cultivo in vitro de raizes de Hyptis
suaveolens visando a producdo de biomassa, utilizando elicitores bidticos e abidticos na
inducdo de PTOX, assim como isolar e caracterizar espécies de fungos endofiticos produtores
de PTOX na H. suaveolens.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Caracteristicas agronémicas da espécie Hyptis suaveolens

O género Hyptis pertence a familia Lamiaceae juntamente com outros géneros de
importancia medicinal e econdmica, como Mentha, Lavandula, Ocimum, Thymus, Salvia,
Origanum e Rosmarinus (URITU et al., 2018). As espécies pertencentes a esta familia botanica
sdo conhecidas por sua atividade antibacteriana e antioxidante (SILVA et al., 2017; LIMA et
al., 2017). Das espécies mais estudadas do género Hyptis, estdo H. conferta, H. dilatata, H.
mutabilis e H. suaveolens.

Hyptis suaveolens, conhecida popularmente como “bamburral” e “cheirosa”, ¢ uma
espécie medicinal e aromatica que se apresenta como um subarbusto, ereto, ramificado,
podendo atingir até 2 metros de altura (FIGURA 1). Seu caule e ramos sdo quadrangulados e
as folhas sdo opostas e aromaticas, podendo apresentar a lamina de formato oval com margem
serreada. As inflorescéncias sdo do tipo paucifloras com flores arroxeadas-azuladas. O fruto é
considerado do tipo esquizocarpico. As folhas da H. suaveolens apresentam tricomas
glandulares e ndo-glandulares, dispersos nas nervuras, face adaxial e abaxial (RAIZADA, 2006;
CHATRI et al., 2018).
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Figural- A espécie Hyptis suaveolens cultivada em vasos em casa-de-vegetacdo do
Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. A) Parte aérea; B)
Folhas e flores (60 dias); C) Frutos e sementes em ponto de coleta (120
dias).

el

Tl
A /]

Fonte: Da autora (2023).

A espécie apresenta como sinonimias Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze, Ballota
suaveolens L., Bystropogon graveolens Blume, Gnoteris cordata Raf., Gnoteris villosa Raf.,
Hyptis congesta Leonard, Hyptis graveolens Schrank, Hyptis plumieri Poit., Marrubium
indicum Blanco, Schaueria graveolens (Blume) Hassk. e Schaueria suaveolens (L.) Hassk.
(THE PLANTLIST, 2021).

Hyptis suaveolens é considerada uma planta invasora e pode ser encontrada em varios
paises do mundo, com maior concentragao em regides tropicais Umidas, mas também ocorrendo
em ambientes subtropicais e semi-aridos (RAIZADA, 2006) (FIGURA 2). Além disso, a H.
suaveolens apresenta efeito alelopatico, impedindo a germinacdo de sementes de plantas
concorrentes, podendo espalhar por uma regido e diminuir a biodiversidade antes ali presente,
tendo maior sucesso em épocas quentes e chuvosas quando comparado com 0 inverno
(AFREEN et al., 2018; KUMARI; PRASAD, 2018). Sua reproducdo pode ser realizada tanto
por cruzamento ou endogamia, em casos nos quais o ambiente dificulta a reproducédo da espécie
(SHARMA; SHARMA, 2019).
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Figura2 - Locais de ocorréncia da espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Fonte: Invasive Species Compendium - CAB International (2022).

A espécie pode ser propagada por sementes ou estacas, chegando a 86% de
enraizamento de estacas de 5 a 10 cm advindas de ramos herbaceos (MAIA et al., 2008; DA
SILVA et al.,, 2011). Plantas de Hyptis suaveolens cultivadas em casa-de-vegetacao, florescem
apos 104 a 118 dias ap6s a emergéncia, apresentando maior acimulo de matéria seca total em
145 dias, seguido da senescéncia das plantas (GRAVENA et al., 2002). Lopes e Jardim (2008)
reportaram o florescimento da espécie na regido de Belém de marco a agosto, seguido da
frutificagdo no més de dezembro.

A espécie tem preferéncia por adubacdo organica e mineral, apresentando melhores
resultados de crescimento ao se utilizar esterco de aves como fertilizante, promovendo aumento
também no teor de 6leo essencial (MAIA et al., 2008; DE MESQUITA ARRUDA, 2018).
Estresse salino e hidrico reduziu o crescimento das plantas e provocou acimulo de Na* nas
raizes de H. suaveolens (DE MESQUITA ARRUDA, 2018).

Suas sementes possuem alto poder de germinagdo podendo germinar em ambientes com
ou sem luminosidade. Entretanto, em condigdes de temperatura de 25 a 30 °C, suas sementes
apresentam alta porcentagem de germinacdo (90,5%). Entretanto, suas sementes tem a
capacidade de germinar de 10 a 40 °C. Ao entrar em contato com a agua, a semente libera
mucilagem de caracteristica gelatinosa, servindo de reservatdrio de agua para a semente como
estratégia de sobrevivéncia e em condic¢des favoraveis, uma planta pode liberar mais de 2000
sementes por metro quadrado (RAIZADA, 2006).

Em relacdo a micropropagacao da espécie, segmentos nodais e apicais cultivados em
meio de cultura 2 MS (MURASHIGE; SKOO0G,1962) apresentaram melhores resultados
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qguanto ao crescimento e desenvolvimento das plantulas sob lampadas LED brancas e nas
combinagOes de vermelho (V) e azul (A), nas propor¢des 4V:10A e 10V:4A (ANDRADE et
al., 2015).

2.2. Atividade bioldgica e aplicagdes da espécie

Na medicina popular, toda a planta é utilizada na forma de infusdo e decoc¢éo para o
tratamento de diarreia, reumatismo, inflamacoes, febre, infecgdes, gripe e insonia (RIBEIRO et
al., 2017). Suas sementes sdao empregadas no tratamento da gonorreia, dores de cabeca e febre
em Bangladesh (HOSSAN et al., 2018). O extrato aquoso das folhas é utilizado no tratamento
de dores de estdmago, colicas e machucados (SHENOY; PATIL; KUMAR, 2009). O extrato
aquoso das folhas também inibiu a atividade das enzimas CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4 e
CYP2B6 (THOMFORD et al., 2018; THOMFORD et al., 2016), indicando a necessidade de
atencdo especial ao administrar medicamentos concomitante com o uso da espécie. Além disso,
segundo Sumitha e Thoppil (2016), a H. suaveolens apresenta citotoxicidade.

Estudos reportaram atividade inseticida da espécie e aplicacdo no controle de insetos-
praga na agricultura (ADJOU; CHOUGOUROU; SOUMANOQU, 2019; JAYA; PRAKASH,;
DUBEY, 2014). A mistura de 150 pL de 6leo essencial de H. suaveolens em cada grama de p6
de caulinita foi capaz de inibir 100% o nascimento e emergéncia dos adultos de Callosobruchus
maculatus (KEITA et al., 2000). A aplicacdo semanal do extrato aquoso preparado com folhas
da espécie inibiu o desenvolvimento de larvas de Sesamia calamistis em grdos de milho (Zea
mays) (ADDA et al., 2011). A aplicagdo de 0,5 pl do dleo essencial obtido de folhas de H.
suaveolens foi aplicado no armazenamento de grdos de amendoins (0,5 ul OE/grama de gréo)
causou 100% de mortalidade apds 24h e 100% de repeléncia em Tenebroides mauritanicus,
sendo considerada como repelente de classe V (alta atividade repelente). Os autores atribuiram
a atividade inseticida ao monoterpeno 1,8-cineol, componente majoritario do 6leo essencial
(ADJOU; CHOUGOUROU; SOUMANOU, 2019).

No sudoeste da Nigéria, planta-se tradicionalmente a espécie ao redor das casas como
repelente de insetos (SONIBARE et al., 2015). Vongsombath et al. (2012) ao avaliarem
solucBes de 5, 10 e 19% de Oleo essencial solubilizado em etanol 95% concluiram que o 6leo
essencial de Hyptis suaveolens repele espécies de mosquitos do género Armigeres (nas
concentracdes de 10 e 19%) e Culex (5 e 19%). O 0leo essencial obtido das folhas frescas de
H. suaveolens apresentou atividade larvicida e repelente contra 0 mosquito Aedes albopictus
Skuse, transmissor da dengue, zika e chikungunya (CONTI et al., 2012; YADAV et al., 2015).
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Dentre os compostos identificados, o terpinoleno foi considerado o responsavel pela atividade
inseticida do Oleo essencial (CONTI et al., 2012). O extrato metandlico das folhas da espécie
foi eficaz no controle de Culex quinquefasciatus, reduzindo a densidade das larvas do mosquito
em até 93%, 72 horas ap0Os o tratamento, com dose letal (DLso) de 86,93 ppm de extrato
(KOVENDAN et al., 2012).

Estudos indicam a Hyptis suaveolens como potencial candidata para identificacdo e
isolamento de aleloquimicos para desenvolvimento de bioherbicidas. Kumari e Prasad (2018)
ao estudarem o efeito alelopatico das H. suaveolens concluiram que a espécie inibe a
germinacdo das espécies Parthenium hysterophorus e Senna uniflora. De acordo com Islam;
Kato-Nogushi (2013), o extrato metanolico obtido das raizes e da parte aérea na concentragdo
de 100 mg em equivalente de matéria seca por mL de solvente inibiu significativamente a
germinacdo de capim-arroz (Echinochloa crus-gallli).

O dleo essencial obtido das folhas de Hyptis suaveolens também possui atividade
antimicrobiana para bactérias gram-positivas e gram-negativas. O estudo realizado Joy,
Omanakutty e Mathew (2008) indicou sensibilidade das bactérias Staphylococcus aureus e
Eschericha coli ao 6leo essencial da espécie, em uma concentracdo minima inibitoria (CMI)
variando de 1,56 a 6,25 puL/mL. O extrato etandlico (70%) de folhas da espécie inibiu o
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus Meti-R e Pseudomonas
aeruginosa ceft/Imp-R (GOLY et al.,, 2015). Seu dleo essencial inibiu completamente o
crescimento das bacterias Erwinia herbicola e Pseudomonas putida, com MIC de 2,0 e 8,0
uL/mL, respectivamente. Neste estudo, a CMI do antibidtico estreptomicina (controle positivo)
foi de 8,0 ul/mL para E. herbicola, constatando a atividade antimicrobiana da H. suaveolens no
controle desta bactéria patogénica (PANDEY et al., 2012).

Sharma e Tripathi (2008) ao avaliarem o potencial fungitéxico do 6leo essencial da
Hyptis suaveolens no armazenamento de cormos de flores corte do género Gladiolus
constataram que 0,6 pL/cm do 6leo essencial da espécie inibiu completamente o crescimento
do fungo Fusarium oxysporum f. sp. gladioli, ao passo que a concentragao de 0,4 uL/cm inibiu
a germinacdo dos conidios. Segundo Jaya e Dubey (2014), a aplicagdo do 6leo essencial por
fumigacdo exibiu uma protegdo contra fungos de mais de 80% em amostras de trigo em
armazenamento.

Na literatura existem poucos relatos da utilizacdo da espécie como alimento. A sua parte
aérea é rica em minerais como potassio, calcio, magnésio, nitrogénio, sadio e fésforo (NGOZI
et al., 2014). Polissacarideos e oligossacarideos neutros encontrados nas sementes da espécie

possuem potencial prebidtico, além de ricas em globulinas, gluteinas, albuminas e prolaminas
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(AGUIRRE et al., 2012; MULLER et al., 2017). A mucilagem presente nas sementes tem sido
estudada para aplicacdo na industria alimenticia, sendo indicada como gelificante e agente
estabilizante (PRAZNIK et al., 2017; PEREZ-OROZCO et al., 2019).

Pesquisas relatam a presenca de PTOX nas raizes de Hyptis suaveolens (VELOZ el al.,
2013; DA SILVA et al., 2022). A PTOX ¢é conhecida por suas propriedades de combate ao
cancer e no tratamento de verrugas genitais causadas pelo Virus do Papiloma Humano (HPV)
(KUMARI et al., 2017; NCBA, 2019).

2.3. Podofilotoxina (PTOX)

A podofilotoxina (PTOX) (FIGURA 3) é uma lignana aril-tetralina biosintetizada pela
via dos fenilpropandides, iniciando-se com a L-fenilalanina, a qual é convertida ao &cido
cinamico pela enzima fenilalanina amonia-liase (PAL). Posteriormente, 0 &cido cinamico passa
por diversas transformacbes até se formar uma molécula de podofilotoxina
(BHATTACHARYYA et al., 2012) (FIGURA 4). As lignanas aril-tetralina séo reconhecidas
por sua atividade anti-cancer e antiviral (CHAITRAMALLU; DEVARAJU, 2014). A principal
forma de obtencéo desta lignana é via extracdo em rizomas em plantas do género Podophyllum,
com destaque para a espécie P. hexandrum, a qual apresenta maior concentracdo de PTOX nas
suas raizes (até 4,3%) em comparagdo com outras espécies (KUMAR et al., 2015).

Devido a sua alta toxicidade, a PTOX isolada ndo é empregada diretamente como droga
anti-cancer. Entretanto, seus derivados semi-sintéticos etoposideos, fosfato de etoposideo e
teniposideos sdo comercializados como medicamentos para o tratamento do cancer, devido a
sua atividade antimitotica, inibindo o crescimento das células pela inibicdo da tubulina ou
inibindo a enzima DNA topoisomerase 11 (YOU, 2005; LAUTIE; FLINIAUX; VILLARREAL,
2008; SHAH et al., 2021).
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Figura 3 - Estrutura bidimensional da molécula da podofilotoxina.

Fonte: NPASS (2023).

A promissora atividade de seus derivados levou a criacdo de novos produtos
semissintéticos menos toxicos, como o NK611, GL-311, TOP-53 e Azatoxina, sendo este
ultimo considerado a mais potente (FIGURA 5) (QIAN LIU; YANG; TIAN, 2007). Estes
compostos sdo utilizados no tratamento de cancer de pulmao, testiculos e cervical, assim como
em casos de leucemia (KAMAL et al., 2015).

Atualmente, ndo existe um processo de obtencdo sintético eficiente de producdo da
PTOX e seus derivados (BAZALDUA et al., 2019). Para tal, a coleta de plantas do género
Podophyllyum para extracdo de PTOX esta levando espécies a extingdo (CHAUDHARI et al.,
2014). Portanto, novas formas de obtencdo dessa substancia se mostram necessarias e, assim, a
biotecnologia de Hyptis suaveolens surgiu como alternativa sustentavel para a obtencdo da
podofilotoxina (LAUTIE; VILLARREAL; FLINIAUX, 2008).
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Figura 4 — Esquema da rota biossintética da podofilotoxina (PTOX)
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Figura5— Transformacdo da molécula da podofilotoxina (PTOX) a derivados semi-
sintéticos menos toxicos utilizados em quimioterapias.
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2.3.1. Producdo in vitro de PTOX em Hyptis suaveolens

A sintese quimica de PTOX é um processo caro e a utilizacdo da cultura de tecidos
vegetais surgiu como uma alternativa com custo-beneficio viavel (SEDIGHEH et al., 2013). A
expressdao de PTOX em Hyptis suaveolens ocorre tanto na parte aérea quando no sistema
radicular das plantas, mas com maior acimulo nas raizes (TANG et al., 2019). Alem disso, essa
maior expressdo de PTOX nas raizes também ocorre nas raizes das plantulas in vitro de H.
suaveolens. Culturas de raizes de H. suaveolens em meio liquido sem a utilizacdo de
reguladores de crescimento atingiram maior producdo de PTOX do que calos sob efeitos de

diferentes reguladores de crescimento (VELOZ et al., 2013). Da Silva et al. (2022) também
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identificaram PTOX em raizes adventicias advindas de folhas de H. suaveolens cultivadas in
vitro sob LED vermelho e no escuro.

A producédo de PTOX pode ser aumentada por transformacéo genética. Bazaldda et al.
(2019) conseguiram aumentar a producdo de PTOX em H. suaveolens pelo método de inducéo
in vitro de hairy roots por cepas K599+pGus-GFP+ e ATCC15834+pTDT de Agrobacterium
rhizogenes. Nesse experimento, o aumento de produgéo foi 100 vezes maior em relacédo a raiz
da planta selvagem e 56 vezes maior em relacdo a raizes in vitro de plantas nao transformadas.
Outra forma que tem sido estudada visando a otimizacéo da producdo da PTOX ¢ a adicédo de
elicitores bidticos e abidticos na composicdo do meio de cultura a ser utilizado no cultivo in

vitro.
2.3.2. Uso de diferentes elicitores no acimulo da podofilotoxina (PTOX)

Uma das formas de aumentar a expressao de PTOX ¢ utilizar acido salicilico (AS). O
uso de AS triplicou a expressdao PTOX em cultura de células em suspensao de Linum album,
pela ativacdo dos genes PAL, CCR e CAD (YOUSEFZADI et al., 2010). O aumento da
expressao de PTOX pela estimulacdo com AS também foi observada em células em suspenséo
de Junuperus virginiana (KASPAROVA et al., 2018). O 4cido salicilico é conhecido como um
fitohormonio secundario e elicitor da expressdo de metabdlitos secundarios ligados a resisténcia
sistémica contra varios patégenos (SINGH; DWIVEDI, 2018).

O metiljasmonato (MeJA) também foi identificado como indutor da expressdo de
PTOX. A concentracdo de PTOX dobrou em cultura de células em suspensao de Linum album,
de 2 a 5 horas ap6s a adi¢do de MeJA (FURDEN et al., 2005). A producédo de PTOX também
aumentou em culturas in vitro de células embriogénicas e de raizes adventicias de Podophyllum
peltatum (ANBAZHAGAN et al., 2008). Mais recentemente, observou-se que 0 mecanismo de
inducdo de PTOX por MelJA, em Podophyllum hexandrum, envolveu a inducdo da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais estimularam significativamente a producdo de
PTOX. Conclui-se que as ROS ativam a expressdo de genes responsaveis pela biossintese de
PTOX (HAZRA et al., 2017).

A quitosana, conhecida como um elicitor bidtico de metabdlitos secundarios em plantas,
também foi eficiente no aumento da producéo in vitro de PTOX. O tratamento de culturas
celulares de Linum album com quitosana dobrou a producéo de PTOX em relacao ao tratamento
controle (SEDIGHEH et al., 2012). Em estudos mais recentes, observou-se que esse aumento

de producdo de PTOX em L. album esta relacionado ao aumento da expressdo de genes
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relacionados a via de biossintese de fenilpropandides (SEDIGHEH et al., 2013) e genes PAL,
CCR e CAD, lignanas e neolignanas (AHMAD et al., 2019).

A qualidade de luz interfere na producdo de PTOX. Da Silva et al (2022), ao
quantificarem a PTOX em raizes adventicias advindas de folhas de Hyptis suaveolens
cultivadas no escuro e sob luz LED vermelha monocromatica, reportaram 10,72 pg/g e
9,93 ug/g do metabolito secundério, respectivamente. A luz vermelha aumentou a produgéo de
PTOX em Linum album com aumento da atividade das enzimas PAL e com aumento de
expressao de genes envolvidos na biossintese de PTOX, como PAL e CCR. A luz azul também
aumentou a producéo de PTOX associada a maior expressdo dos genes CCR e PLR em L. album
(YOUSEFZADI et al., 2012).

O uso de extratos de fungos também se mostrou promissor no aumento da producéo de
PTOX. O emprego de 3 % (v/v) do meio de cultura filtrado do fungo Piriformospora indica
aumentou a producdo de PTOX em 3,8 vezes, em comparagdo ao tratamento controle,
resultando em 233,8 mg/L de PTOX em hairy roots de Linum album, apds 48 h de exposicao
(KUMAR et al., 2012).

N&o ha estudos na literatura disponivel avaliando o efeito do uso das indolaminas
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) no acimulo in vitro de PTOX. Entretanto, calos de
Ocimum basilicum L. var purpurascens tratados com 1 mg/L de melatonina acumularam 1,4
vezes mais acido rosmarinico que o controle. O uso de 2 mg/L promoveu a biossintese de acido
chicorico e antocianinas (cianida e peonidina) na espécie supracitada. Ja a elicitacdo com 4
mg/L de melatonina em associacdo com 20 min de exposi¢do a UV-C aumentou o acimulo de
acido caféicoem 1,9 vezes (NAZIR et al., 2020). Além disso, a adi¢do de 100 uM de melatonina
aumentou o acumulo de acido rosmarinico em calos de Ocimum basilicum em quase 5 vezes
(754,2 pgl/g), em comparagdo com o grupo controle (DURAN; KILIC; COSKUN, 2019). A
suplementacdo com 20 uM de melatonina no meio de cultura MS triplicou a produgédo de
metabolitos secundarios em calos de Lepidium sativum L., dentre eles o acido clorogénico,
canferol e quercetina. Além disso, 20 uM de melatonina promoveu aumento nas atividades
antioxidantes e antidiabéticas, com atividade maxima das enzimas a-glicosidase (57,84%) e a-
amilase (62,66%) (ULLAH et al., 2019). Ptak et al. (2019) reportaram maior producéo do
alcaloide galantamina (46,88 pg/L) em plantulas de Leucojum aestivum cultivadas in vitro com
suplementacdo de melatonina no meio de cultura (5 M), sendo 58,6 vezes superior ao controle
(0,88 pg/L). Além disso, maior acimulo de licorina foi observado nos tratamentos contendo 5
e 10 uM do elicitor (113 e 116 pg/L, respectivamente). Além disso, estes elicitores vem sendo

estudados por serem capazes de promover o crescimento vegetal, principalmente indicados na
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promocao de enraizamento e acimulo de biomassa de raiz e parte aérea, sendo considerados
como mediadores na morfogénese nos vegetais (MURCH et al., 2001; MURCH; SAXENA,
2002; ERLAND et al., 2017). De acordo com Erland e colaboradores (2016), as indolaminas
sdo derivadas do triptofano e desempenham seu papel em diversas vias metabolicas,
influenciando diretamente a morfogénese das plantas e seu metabolismo secundario.

Também ndo foram encontrados relatos na literatura reportando o efeito do uso da
serotonina (5-hidroxtriptamina) no acumulo in vitro de PTOX. Derivada do triptofano, a
serotonina pode influenciar no crescimento das raizes e parte aérea, além de aumentar a rigidez
da parede celular das plantas, aumentando a tolerancia ao ataque de patégenos (MURCH,;
SAXENA, 2002).

Floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno), também conhecido como floroglucina é um
composto fenolico, isolado de plantas, algas marinhas ou microorganismos, utilizado pela
indUstria cosmética, téxtil, farmacéutica e na producdo de explosivos (DA SILVA;
DOBRANSZKI; ROSS, 2013). Na agricultura, é utilizado no processo de criopreservagio de
sementes (GALDIANO et al., 2012).

Na cultura de tecidos vegetais, o floroglucinol pode ser utilizado para reduzir a
hiperhidricidade e aumentar a lignina nas plantulas in vitro, por ser um precursor da via de
biossintética das ligninas (ROSS; GRASSO, 2010; ROSS; CASTILLO, 2010; DA SILVA;
DOBRANSZKI; ROSS, 2013). Além disso, estudos sugerem seu uso na micropropagagio de
plantas devido ao efeito sinérgico quando utilizado juntamente com auxinas, sendo indicado
em casos de necessidade de obter melhores indices de enraizamento in vitro de espécies de
dificil propagacdo (TCHOUGA et al., 2020; LERIN et al., 2021).

A eficiéncia do floroglucinol na melhora do enraizamento in vitro de espécies
medicinais tem sido relatada na literatura. A combinacdo de &cido indolbutirico (AIB) nas
concentragfes de 50 ou 100 uM com floroglucinol (30 uM) aumentou significativamente o
ndmero de raizes de Cariniana legalis cultivadas in vitro, espécie medicinal de dificil
enraizamento, encontrada na Mata Atlantica Brasileira (LERIN et al., 2021). Ja o uso do meio
de cultura ¥2 MS suplementado com 396,5 mM de floroglucinol e 14,2 mM de AIB promoveu
0 enraizamento de 79% dos segmentos nodais de Diospyros crassiflora cultivados in vitro,
sendo indicado pelos autores como o primeiro relato de sucesso de micropropagacao da espécie
(TCHOUGA et al., 2020).

Gbémez-Pedraza et al. (2019) observaram que o uso de floroglucinol aumentou
significativamente o nimero de raizes por plantulas de Cosmos atrosanguineus, de 11,1 para

24,2 raizes por plantula. O maior nimero de raizes foi observado ao utilizar 15 uM de AIB e



26

30 uM de floroglucinol na  micropropagacdo de  Ansellia  africana
(BHATTACHARYYA; KUMARI; VAN STADEN, 2018). Entretanto, na literatura a
concentracdo de floroglucinol utilizada é bastante variada, sendo necessario o desenvolvimento
de um protocolo para cada espécie (BHATTACHARYYA; KUMARI; VAN STADEN, 2018;
TCHOUGA et al., 2020; LERIN et al., 2021).

2.3.3. Fungos endofiticos: biofabrica de metabdlitos de interesse econémico

Uma das formas de obtencdo de metabolitos secundéarios, como a podofilotoxina, é pela
extracdo no micélio seco de fungos endofiticos, muitas vezes capazes de produzir 0s mesmos
metabdlitos que as plantas hospedeiras (HUANG et al., 2014). A descoberta de fungos
endofiticos como fonte de PTOX pode trazer grande impacto na producéo de drogas derivadas
da PTOX, uma vez que podem ser produzidos em grande escala (scale-up) nas inddstrias
farmacéuticas.

Estudos evidenciam a extracdo de PTOX em fungos endofiticos isolados de algumas
espécies vegetais. A espécie Mucor fragilis, isolada no rizoma da espécie Sinopodophyllum
hexandrum encontrada nas montanhas Taibai na China, produziu 49,3 ug de PTOX por grama
de micélio seco apo6s 7 dias de fermentacdo em meio de cultura (HUANG et al., 2014). O fungo
Fusarium oxysporum, isolado em Juniperus recurva, produziu 28 pg/L de PTOX apos 4 dias
de fermentacdo (KOUR et al., 2008). J4 o fungo Fusarium solani, isolado das raizes de
Podophyllum hexandrum produziu em média 29,0 ng de PTOX por grama de micélio seco
(MOHAMMAD et al., 2012). O fungo Phialocephala fortinii, obtido dos rizomas da espécie
Podophyllum peltatum, produziu 189 pgPTOX/L ap6s 4 semanas em meio de cultura
(EYEBERGER; DONDAPATI; PORTER, 2006).
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RESUMO

Raizes de Hyptis suaveolens (Lamiaceae) contém podofilotoxina (PTOX), lignana
utilizada como matéria-prima na producdo de medicamentos para o tratamento do cancer. A
cultura de tecidos permite o estudo da influéncia de elicitores na morfologia e no metabolismo
secundario de plantas medicinais in vitro. Desta forma, objetivou-se avaliar o uso de diferentes
concentracdes de serotonina, melatonina e floroglucinol na micropropagacao e no acimulo de
podofilotoxina (PTOX) nas raizes de H. suaveolens in vitro. Segmentos apicais foram
inoculados na vertical em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS com diferentes
concentragdes de serotonina ou melatonina e floroglucinol. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial (6x2), sendo 6
concentrag0es de melatonina ou serotonina (0; 0,25; 0,50; 1,00; 5,00 e 10,0 uM) e 2
concentracdes de floroglucinol (0 e 50 mg/L). Os tubos foram encaminhados para a sala de
crescimento (25 + 1°C) sob ldampadas fluorescentes branca fria e fotoperiodo de 16h. Apds 40
dias, o crescimento in vitro, matéria seca das folhas, caule e raiz foram avaliados e a PTOX foi
caracterizada e quantificada nas raizes por UHPLC-UVMS/MS e HPLC-DAD. O enraizamento
das plantas e biomassa seca da raiz foi beneficiado pelo uso de melatonina, sendo indicado o
uso de 0,5 uM associado a 50 mg/L de floroglucinol. Os melhores resultados foram observados
nos tratamentos contendo floroglucinol, exceto para o acimulo de clorofila nas folhas. A
suplementacdo com serotonina promoveu acumulo da biomassa e comprimento das raizes,
maior nimero de raizes e area foliar. A associacdo entre melatonina ou serotonina e 50 mg/L
de floroglucinol favorece a producdo de biomassa. O uso de 1,0 uM de melatonina ou
serotonina associado a 50 mg/L de floroglucinol aumenta a producéo de PTOX nas raizes da
H. suaveolens em 2,07 e 1,61 vezes, respectivamente.

Palavras-chave: Planta medicinal. Serotonina. Melatonina. Metabolismo secundario.
Bamburral.
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ABSTRACT

Roots of Hyptis suaveolens (Lamiaceae) contain podophyllotoxin (PTOX), a lignan
used as a raw material in the production of drugs for the treatment of cancer. Tissue culture
allows the study of the influence of elicitors on the morphology and secondary metabolism of
medicinal plants in vitro. Thus, the objective was to evaluate the use of different concentrations
of serotonin, melatonin and phloroglucinol in the micropropagation and accumulation of
podophyllotoxin (PTOX) in the roots of H. suaveolens in vitro. Apical segments were vertically
inoculated into test tubes containing MS culture medium with different concentrations of
serotonin or melatonin. A completely randomized experimental design was used, in a factorial
scheme (6x2), with 6 concentrations of melatonin or serotonin (0; 0.25; 0.50; 1.00; 5.00 and
10.0 uM) and 2 concentrations of phloroglucinol (0 and 50 mg/L). The tubes were sent to the
growth room (25 + 1°C) under cold white fluorescent lamps and a 16h photoperiod. After 40
days, in vitro growth, leaf, stem and root dry matter were evaluated and PTOX was
characterized and quantified in roots by UHPLC-UVMS/MS and HPLC-DAD. The rooting of
the plants and dry biomass of the root was benefited by the use of melatonin, being indicated
the use of 0.5 uM associated with 50 mg/L of phloroglucinol. The best results were observed
in the treatments containing phloroglucinol, except for the accumulation of chlorophyll in the
leaves. Serotonin supplementation was effective in promoting biomass accumulation and root
length, root number and leaf area. The association between melatonin or serotonin and
phloroglucinol favors the production of biomass. The use of 1.0 uM of melatonin or serotonin
associated with 50 mg/L of phloroglucinol increases the production of PTOX in the roots of H.
suaveolens by 2.07 and 1.61 times, respectively.

Keywords: Medicinal plant. Serotonin. Melatonin. Secondary metabolites. Bamburral.
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1. INTRODUCAO

Hyptis suaveolens (L.) Poit (sinonimia: Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze) é uma
espécie aromatica e medicinal tradicionalmente utilizada no tratamento de inflamacdes,
diarreia, gripe, infeccbes, reumatismo, dores de estdmago e colicas (SHARMA et al., 2014;
RIBEIRO et a., 2017; HOSSAN et al., 2018). Estudos indicam que suas raizes contém
podofilotoxina (PTOX), lignana utilizada pela industria farmacéutica na producdo de
medicamentos para tratamento de verrugas genitais (VELOZ et al., 2013; Da SILVA et al.,
2022). A molécula de PTOX apresenta atividade anticancer, sendo transformada em derivados
semissintéticos etoposideos, fosfato de etoposido e teniposideos, utilizados na fabricacdo de
medicamentos empregados em quimioterapias (QIAN LIU; YANG; TIAN, 2007; KAMAL et
al., 2015).

Atualmente, ndo ha um processo eficiente para a biossintese sintética da PTOX e seus
derivados, sendo a mesma produzida a partir da coleta de raizes de popula¢bes do género
Podophyllum, levando algumas espécies ao risco de extingdo (LAUTIE; VILLARREAL;
FLINIAUX, 2008; BAZALDUA et al., 2019). Portanto, para satisfazer a demanda crescente do
mercado torna-se necessario desenvolver novos métodos sustentaveis para a obtencdo deste
composto bioativo. Neste contexto, o cultivo in vitro de Hyptis suaveolens pode ser realizado
para obtencdo de biomassa de raizes e extracdo de PTOX, sendo também uma alternativa mais
segura do ponto de vista ambiental (LAUTIE; VILLARREAL; FLINIAUX, 2008; DA SILVA
et al., 2022). Além disso, a Hyptis suaveolens ndo deve ser cultivada fora de um ambiente
controlado por se tratar de uma planta invasora de grande producdo de sementes com alto poder
de germinacdo e efeito alelopatico que inibe a germinacdo de sementes de outras espécies,
podendo se espalhar por toda regido e diminuir a biodiversidade antes ali presente (AFREEN
etal., 2018; KUMARI; PRASAD, 2018).

A micropropagacdo € uma técnica da cultura de tecidos vegetais que permite a
propagacao vegetativa de plantas medicinais com caracteristicas desejadas, na qual o protocolo
de cultivo in vitro influencia diretamente no crescimento e na producdo de metabolitos
secundarios de interesse medicinal (COELHO et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2021;
ROCHA et al., 2022). No entanto, um protocolo de micropropagacéo, deve ser desenvolvido
para cada espécie, mas até 0 momento, existem poucos estudos sobre a o cultivo in vitro de
Hyptis suaveolens e a producdo de PTOX em suas raizes (ANDRADE et al., 2015; DA SILVA
etal., 2022).
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As indolaminas, serotonina (5-hidroxtriptamina) e melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina), e o composto fendlico floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno) tém sido
utilizados no cultivo in vitro de plantas medicinais, sendo considerados promotores de
crescimento e estimulantes do enraizamento in vitro (MURCH; SAXENA, 2002; ERLAND et
al., 2016; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2017; TCHOUGA et al., 2020; LERIN et al.,
2021). Ao influenciar no crescimento in vitro das raizes, as indolaminas e floroglucinol podem
também atuar nas diferentes rotas metabdlicas das plantas medicinais, podendo aumentar ou
diminuir a producao de metabolitos secundarios de interesse (PTAK et al., 2019; NAZIR et al.,
2020). Entretanto, até 0 momento ndo ha estudos disponiveis na literatura avaliando a respostas
destes compostos no crescimento in vitro e na producdo de PTOX em Hyptis suaveolens. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de diferentes concentracGes de serotonina,
melatonina e floroglucinol na micropropagacdo e no acumulo de PTOX nas raizes de H.

suaveolens in vitro.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

Sementes de Hyptis suaveolens (L.) Poit foram obtidas de plantas-matrizes cultivadas
em casa-de-vegetacdo do Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade de Lavras (UFLA), em Minas Gerais, Brasil. As
exsicatas foram depositadas no Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia da
UFLA), sob o registro 20475 e Herbario SPF (Herbéario da Universidade de Sdo Paulo) com
nome de coleta H.B. Andrade 1 (SPF).

2.2. Estabelecimento in vitro

Sementes de Hyptis suaveolens passaram pela etapa de retirada da mucilagem,
utilizando-se cal virgem (2 g) em 50 mL de &gua destilada, sob agitacdo constante, por 5 min.
Posteriormente, as sementes foram imersas em solucdo de 50% hipoclorito de sodio (1,25% de
cloro ativo) por 15 min, sob agitacdo constante, seguido de triplice lavagem em agua destilada
autoclavada.

As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentragao dos sais, suplementado com
30 g/L de sacarose e 5,5 g/L de agar. O pH foi ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem
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por 20 mina 121 °C. Apos inoculacdo das sementes, os tubos foram encaminhados para camara
de crescimento com fotoperiodo de 16h, temperatura de 25 + 1°C e sob lampadas fluorescentes
branca-frias (35 pmol/m?s). Apds 40 dias, os segmentos apicais das plantulas obtidas foram

utilizados como explantes para a instalacdo dos experimentos.

2.3. Serotonina, melatonina e floroglucinol no crescimento e acimulo de PTOX em raizes

de H. suaveolens micropropagadas

Segmentos apicais de plantulas j& pré-estabelecidas in vitro foram excisados,
padronizados (1 cm) com auxilio de um bisturi e inoculados na vertical em tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio MS, suplementado com 30 g/L de sacarose e 5,5 g/L de agar. Nos
tratamentos contendo floroglucinol utilizou-se 50 mg/L para a suplementacdo do meio de
cultura (adicionados antes da autoclavagem); o pH foi ajustado para 5,7+0,1 e posteriormente
autoclavado a 121°C, por 20 min. As solugdes-estoque (1 mM) da serotonina (Sigma-Aldrich;
>98% de pureza) e melatonina (Sigma-Aldrich, >98% de pureza) foram previamente preparadas
por diluicdo em &gua destilada e etanol 92 °GL, respectivamente.

Apbs o resfriamento do meio de cultura, diferentes aliquotas de serotonina ou
melatonina foram adicionadas ao meio de cultura com auxilio de seringa e membrana (0,22 pm)
em camara de fluxo laminar. Os segmentos apicais foram inoculados no meio de cultura e
incubados em uma sala de crescimento mantidos sob 16h/8h (claro/escuro), nivel de irradiancia
de 35 umol/m?s fornecidos por lampadas fluorescentes branca fria, e a temperatura da sala foi
mantida cerca de 25 + 1°C por 40 dias.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial (6x2), sendo 6 concentracfes de melatonina ou serotonina (0; 0,25; 0,50; 1,00; 5,00;
10,0 uM) e 2 concentragdes de floroglucinol (0 e 50 mg/L). Cada tratamento continha 4
repeticBes, sendo 5 tubos por repeticdo (um explante por tubo). Apds 40 dias de inoculagdo dos

explantes, avaliou-se o crescimento e o acimulo de podofilotoxina nas raizes.

2.4. Analise da matéria seca e crescimento in vitro

A altura de plantula (AP) foi medida da base da brotacdo até o meristema apical com
auxilio de régua e o comprimento da maior raiz (CR) da base da brotacéo até a extremidade da
maior raiz. As folhas, caules e raizes foram separadas e colocadas em sacos Kraft e mantidas

em estufa de circulacdo de ar forcado a 37°C por 72h ou até atingir peso constante e foram
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posteriormente pesadas em balanca de precisdo para aquisicao dos valores de matéria seca das
folhas (MSF), caule (MSC) e raizes (MSR). A é&rea foliar (AF) foi mensurada utilizando-se o
software Image J para analise de folhas de 10 plantulas representativas por tratamento. A
clorofila total foi obtida com clorofildometro Opti-Sciences (modelo CCM-300), a partir da

leitura de 10 plantulas de cada tratamento.
2.5. Analises cromatograficas da podofilotoxina (PTOX)
2.5.1. Preparo de amostras

As raizes das plantulas de Hyptis suaveolens micropropagadas foram coletadas e
acondicionadas em freezer -80°C. Posteriormente, as amostras foram transportadas em caixa
térmica até ao Laboratdério de Fitoquimica de Plantas Medicinais da UFLA e mantidas em
freezer a -18 °C, até as analises.

O preparo das amostras seguiu a metodologia descrita por Da Silva et al. (2022). Em
sintese, 25 mg de raiz pulverizada de H. suaveolens foi sonicada por 15 min em 5 mL de tampéo
fosfato de potassio (pH 7,0; 25 mM). Em seguida, foram realizados 2 ciclos de sonicacao por
15 min com 5 mL de cloroférmio cada. Uma aliquota de 1,25 mL da fase organica de cada ciclo
foi reunida. O cloroférmio foi evaporado a temperatura ambiente sob capela de exaustdo. Em
seguida, o extrato obtido foi ressuspendido em 1 mL de metanol grau HPLC e centrifugados
(10 min; 10.000 rpm). O sobrenadante (10 pL) foi injetado automaticamente em sistemas de

cromatografia liquida.

2.5.2. Caracterizagdo por UHPLC-UVMS/MS e HPLC-DAD

A caracterizacdo inequivoca da presenca de PTOX nas amostras foi realizada por
cromatografia liquida de alto desempenho com um detector ultravioleta acoplado a
espectrometria de massas (UHPLC-UVMS/MS), comparadas a padrdo auténtico de PTOX
(Sigma-Aldrich; 98% de pureza). Estas analises foram realizadas na central Analitica do
Departamento de Produtos Naturais e Alimentos (CA-DPNA) da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. As analises empregaram um sistema de UHPLC
Dionex ™ Ultimate ™ 3000 System, junto a Fleet LCQ (ThermOfisher Scientific, Waltham,
MA, USA), consistindo em um forno, desgaseificador de solvente, uma bomba de ultra-alta
pressdo, um amostrador automatico, um detector de matriz de diodos e um controlador de

temperatura da coluna. Empregou-se uma coluna Acquity UHPLC BEH C18 (2,1 mm x 150
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mm x 1,7 um, Waters, Milford, MA), com fluxo de 0,20 mL/min. A temperatura da coluna foi
de 30° C e a fase movel foi 4gua contendo 0,1% de &acido férmico (A) e acetonitrila (B).
Empregou-se elui¢cdo em gradiente: 0-6 min, 10% (B); 6-35 min, 10-100% (B); 35-40 min,
100% (B); 40-40,1 min, 100-10% (B); 40,1-45 min, 10% (B). Apos cada injecdo, foram
realizadas limpeza (98% B, 6 min) e condicionamento da coluna (7 min). O espectrémetro de
massas (MS), equipado com fonte de electrospray (ESI), foi operado no modo de ionizacéo
positivo. O nitrogénio de alta pureza (N2) foi usado como “sheath gas” (35 unidades arbitrarias)
e “auxiliary gas” (10 unidades arbitrarias). O hélio de alta pureza (He) foi usado como gés de
coliséo (collision gas). Os parametros MS foram os seguintes: tensdo de fonte 5 kV, tensdo
capilar 7 V, tenséo de lente do tubo 65 V e temperatura capilar 400 °C. Os espectros de massas
foram adquiridos na faixa de 100-1000 m/z. Para os estudos de fragmentacao, foi utilizado um
CID (Collision Induced Dissociation) de 35 eV.

Adicionalmente, a caracterizacdo da presenca de PTOX nas amostras foram realizadas
por HPLC-DAD (nas condigdes experimentais descritas no item seguinte) por meio de

comparacdo dos tempos de retencdo, espectros no UV e co-injecdo com PTOX de referéncia.
2.5.3. Quantificagdo de PTOX por HPLC-DAD

A gquantificacdo da PTOX seguiu a metodologia desenvolvida e validada por Da Silva
et al. (2022). Essas analises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida Agilent
1200 Series (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha) equipado com bomba quaternaria
(G1311A), sistema de degaseificacdo (G13222A), amostrador automatico ALS (G1322A),
detector de arranjo de diodos (G1315D) e sistema de aquisicao de dados operacionalizados pelo
software OpenLAB. As separacOes foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa
Eclipse XDB-C18 (5 pm x 150 mm x 4,6 mm 1.D.) e pré-coluna Zorbax ODS (12, 5 mm x 4,6
mm ID, 5 pm) (Agilent Technologies®, EUA) com fluxo de 1 mL/min. As anlises foram
realizadas a 25 °C, com detec¢do no comprimento de onda de 210 nm. Os eluentes foram &gua
ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambos contendo acido fosforico de 0,1% (v/v). Empregou-se
eluicdo em gradiente linear de 50% B para 70% B em 2,5 min, seguido de 70% B para 95% B
por 2,5 min; na sequéncia empregou-se eluicdo isocratica de 95% B por 1 min; eluicdo em
gradiente linear de 95% para 50% por 2 min; eluicdo isocratica de 50% por 2 min, retornando

.....

de 210 nm.



44

Para a quantificacdo de PTOX no presente estudo o método foi revalidado quanto a
linearidade e os limites de deteccdo e quantificacdo. Estimativas das faixas de concentracédo de
trabalho de PTOX foram estabelecidas com base nas areas relativas do pico correspondente a
PTOX de uma solucédo de referéncia com concentracdo de 1 mg/ mL com aquelas de amostras
analisadas de casa de vegetacéo e de cultivos in vitro.

A linearidade foi determinada utilizando-se solucgdes de referéncia de PTOX (Sigma-
Aldrich; 98% de pureza) a 1,0 mg/L. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela injecéo,
em triplicata, de diferentes aliquotas de trés solucdes de referéncia de PTOX, na faixa de 2 a 8
uL. As curvas analiticas foram determinadas em relacdo a massa injetada de PTOX (2,5; 10;
25; 50 e 100 ng de PTOX), em trés dias consecutivos. Os dados obtidos para cada curva foram
submetidos a analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e os coeficientes
de determinacéo (r?) correspondentes foram calculados (Vide Figura 8 — Curvas 1 a 3). As
curvas obtidas nos trés dias consecutivos foram comparadas estatisticamente por analise de
variancia (p < 0,05). O tratamento estatistico desses dados e os gréaficos foram realizados no
software Graph PAd Prism®, versdo 8.3.1 (GraphPad Software, 2020).

2.6. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Serotonina, melatonina e floroglucinol no crescimento de raizes de H. suaveolens

micropropagadas

Diferenca significativa foi observada entre as concentragbes de serotonina e
floroglucinol (TABELA 1). O meio suplementado com floroglucinol ou na auséncia nao afetou
a altura da plantula, 1,85 e 1,79 cm respectivamente. A serotonina na concentracao de 0,25 uM
promoveu maior crescimento da parte aérea (2,06 cm). A altura de plantula quando cultivada
em meio contendo serotonina e/ou floroglucinol ndo apresentou superioridade ao tratamento
controle. A adicdo de serotonina no meio de cultura ndo aumentou o nimero de folhas e de
segmentos nodais. No entanto, floroglucinol estimulou o maior nimero de folhas, area foliar e

segmentos nodais.
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No geral a adi¢do de 0,5 uM de serotonina induziu aumento do nimero de raizes (6,18)
e 0 comprimento das raizes (2,56 cm). Além disso, a concentracdo de 50 mg/L de floroglucinol
acrescida de 0,25 UM de serotonina promoveu maior CR (3,20 cm) e 50 mg/L de floroglucinol
e 0,50 uM de serotonina promoveu maior NR (6,70). A serotonina pode agir como regulador
de crescimento influenciando o crescimento de plantas (RAVISHANKAR; RAMAKRISHNA,
2016).

As plantulas cultivadas sem adicdo de floroglucinol apresentaram maior acumulo de
clorofilas totais (292,4 mg/cm?) e o meio suplementado com serotonina as plantulas
acumularam menor concentragdo de clorofila do que na auséncia (339,0 mg/cm?) (TABELA
1). Visualmente, notou-se maior nimero de tricomas nas folhas das plantulas cultivadas
somente com serotonina, ao passo que as plantulas cultivadas em meio de cultura contendo
floroglucinol apresentaram raizes mais esbranquicadas. Além disso, também houve toxicidade
nas concentragdes 5 ¢ 10 uM de serotonina nos tratamentos sem a suplementacdo com
floroglucinol. Portanto, a adi¢do de 50 mg/L de floroglucinol reduziu o efeito da toxicidade da

serotonina quando em conjunto com esta indolamina (FIGURA 1).

Figural— Plantulas de Hyptis suaveolens L. oriundas de segmentos apicais
cultivados in vitro sob diferentes concentragdes de serotonina em
auséncia e presenca de floroglucinol no meio de cultura, aos 40 dias.

Floroglucinol (0 mg/L)

|1cm

& T

0,5
Serotonina (uM)

0,5 1,0
Serotonina (uM)
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Tabelal—- Valores de altura da plantula (AP), nimero de folhas (NF), nimero de segmentos
nodais (NSN), area foliar (AF), comprimento da maior raiz (CR), nimero de raizes
(NR) e clorofilas totais (Chl) de plantulas micropropagadas de Hyptis suaveolens
oriundas de segmentos apicais cultivados in vitro sob diferentes concentragdes de
serotonina e floroglucinol, aos 40 dias.

Floroglucinol  Serotonina AP NE NSN AF CR NR Chl
mg/L Y cm cm? cm mg/cm?
0 0,0 229a 760a 380a 153a 1,93d 490c 3380a
0 0,25 2,13a 440d 2,20d 1,45a 1,32d 175e 34l6a
0 0,5 1,89b 450d  2,25d 146a 208c 565b 2810b
0 1,0 1,91b 7,90a 395a 112¢ 0599 125e 2641b
0 5,0 1,29¢ 4,70d  2,35d 055e 056g 1,65e 280,7b
0 10,0 1,23¢  2,30f 1,15f 040f 028h 1,35e 249,0b
50 0,0 202b 7,80a 390a 1,10c  164e 4,70c 3400a
50 0,25 200b 620b  3,10b 154a 320a 500c 246,7b
50 0,5 201b 410d 2,05d 151a 3,04b 6,70a 3043a
50 1,0 1,87b 6,10b  3,05b 1,29b 16le 400d 2686b
50 5,0 213a 550c 275¢ 106c 1,83d 150e 2153c
50 10,0 1,18c 340e 1,70e 090d 032h 1,30e 1963c
Meédia: Floroglucinol (mg/L)

0 1,79a 523b 2,62b 1,09b 1,12b 275b 29244
50 1,85a 553a 2,76a 1,23a 194a 387a 2619Db
Meédia: Serotonina (UM)

0,0 215a 7,70a 3,85a 131b 1,79c 480b 339,0a
0,25 206a 530c 265c 1,49a 226b 3,38c 29420D
0,5 1,90b 430d 2,115d 148a 256a 6,18a 292,7Db
1,0 1,89b 7,00b  350b 121¢ 1,11d 263d 266,3¢
5,0 1,71¢  510c  2,555¢ 081d 1,19d 157e 2480d
10,0 1,20d 2,85e  143e 065e 030e 1,33e 222,7e

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.

Houve diferenca significativa em todas as variaveis analisadas quanto a biomassa seca

das plantulas apos 40 dias de cultivo (FIGURA 2). Somente a adi¢do de floroglucinol néo

influenciou o acimulo da matéria seca da plantula (MSF, MSR, MSPA e MST). No geral, o

meio suplementado com 0,25 uM serotonina mais 50 mg/L de floroglucinol promoveu o
acumulo de matéria seca das folhas (MSF), raizes (MSR), parte aérea (MSPA) e total (MST).

A plantula cultivada neste meio acumulou 2,3 MSF em relacdo ao controle. Quando o meio foi

suplementado com 1,0 uM de serotonina sem adig¢do de floroglucinol houve acimulo na MSF,

MSC, MSPA e MST. Neste meio 0 acimulo de MSF foi de 2,2 em relacdo ao controle

(FIGURA 2).
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Figura2 — A) Matéria seca das folhas (MSF); B) caule (MSC); C) raiz (MSR); D) total
(MST); E) parte aérea (MSPA); F) razéo raiz/parte aérea (MSR:MSPA) de
plantulas micropropagadas de Hyptis suaveolens oriundas de segmentos apicais
cultivados in vitro sob diferentes concentrac6es de serotonina e floroglucinol, aos

40 dias.
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Fonte: Da autora (2023).

Analisando apenas a MSR, onde ocorre a sintese de PTOX, o meio suplementado com
0,25 uM serotonina mais floroglucinol acumulou 1,5 vezes matéria seca (1,98 mg/plantula) em
relag@o ao controle e 0o meio 0,5 uM serotonina com adigao de floroglucinol acumulou 1,7 vezes

(2,17 mg/pléantula). A adicdo somente de floroglucinol (1,40 mg/plantula) ndo aumentou o
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acumulo de MSR em relacgdo ao controle (1,28 mg/plantula) (FIGURA 2C). Pelagio-Flores et
al. (2011), reportaram aumento de duas vezes no desenvolvimento de raizes adventicias de
plantulas de Arabidopsis thaliana com o meio suplementado de 150 a 600 M de serotonina.
A serotonina é derivada do triptofano e tem estrutura molecular similar a auxina AlA, isto pode
explicar porque maior acimulo de MSR com adigao desse regulador de crescimento. Xu, Cheng
e Zhong (2021) reportaram que a combinacao de auxina AIB (7,4 uM) e floroglucinol (0,24
mM) aumentou o enraizamento in vitro de Paeonia ostii em 41,5%.

Desta forma, a combinacdo de floroglucinol e serotonina, semelhante a auxina, pode ter
influenciado o enraizamento das plantulas de Hyptis suaveolens, assim como o crescimento,
uma vez que as raizes sdo essenciais para a absor¢do dos nutrientes disponiveis no meio de
cultura.

No que diz respeito ao uso de melatonina isolada ou em combinacdo com floroglucinol,
diferenga estatisticamente significativa foi observada entre os tratamentos (TABELA 2). O
meio de cultura suplementado com 1,0 uM de melatonina possibilitou maior altura da plantula
(2,91cm). De forma geral, o uso de floroglucinol (50 mg/L) ndo causou o0 aumento da altura da
plantula, sendo estatisticamente igual ao tratamento controle. Analisando apenas o efeito da
melatonina na altura da plantula, o meio suplementado com 0,5 uM (2,37 cm) e 1,0 uM (2,45
cm) promoveu ganho de 25 e 27%, respectivamente, em relacdo ao controle (1,89 cm). Andrade
et al. (2015) observaram valores semelhantes de altura de plantulas (de 1,1 a 3,0 cm) ao
avaliarem o cultivo de segmentos apicais de H. suaveolens sob diferentes intensidades
luminosas (13 a 69 umol/m?s), indicando melhores resultados a partir de 28 pmol/m?s.

A aplicacdo de melatonina exdgena, como regulador de crescimento, influencia no
crescimento das plantas e producédo de biomassa (QIAO et al., 2019). De acordo com Jyoti
(2013), a suplementacdo com melatonina aumentou o nimero de brotos (25 uM) e altura da
plantula de aveld (Corylus sp.) in vitro na concentracao de 25 a 200 uM.

A adicdo de floroglucinol no meio de cultura inibiu 0 nimero de segmentos nodais de
2,91 para 2,51 e de folhas de 5,82 para 5,01 nas plantulas de H. suaveolens. No geral, 0 meio
suplementado com 0,25 a 1,0 uM de melatonina promoveu maior numero de folhas (6,85 a
7,00) e nimero de segmento nodal (3,42 a 3,50) (TABELA 2). As plantulas cultivadas no meio
suplementado com 1,0 uM de melatonina se destacaram em relagdo ao desenvolvimento da
parte aérea (TABELA 2; FIGURA 3). O uso de floroglucinol ndo aumentou o nimero de brotos
em Tinospora cordifolia (PILLAI; SIRIL, 2019). Entretanto, a combinagédo de 1 mM de
floroglucinol, associada a 30 uM de BAP em meio WPM, foi essencial para o desenvolvimento

da parte aérea de Pongamia pinnata (TAN et al., 2018).
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Plantulas cultivadas em meio suplementado com floroglucinol apresentaram area foliar
de 1,12 cm? em relagio ao meio sem adi¢do com 0,92 cm?, assim como 0 meio suplementado
com 0,5 (1,38 cm?) e 1,0 pM (1,39 cm?) de melatonina (TABELA 2). O meio suplementado
com floroglucinol inibiu o acimulo de clorofila total, ao passo que a suplementacdo somente
com 1,0 uM de melatonina alcangou maior actimulo de clorofila com um valor de 355,2 mg/cm?
(TABELA 2). Além de promover o enraizamento, a melatonina pode influenciar o acumulo de
clorofilas, area foliar e melhorar o desenvolvimento da parte aérea (ERLAND; SAXENA,
2018). A suplementacdo com 200 M de melatonina levou ao aumento do acimulo de clorofilas
em duas cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) cultivadas in vitro sob condigdes de estresse
salino (AHMAD et al., 2022).

Figura3— Plantulas de Hyptis suaveolens L. oriundas de segmentos apicais cultivados

in vitro sob diferentes concentracGes de melatonina em auséncia e presenca
de floroglucinol no meio de cultura, aos 40 dias.

Floroglucinol (0 mg/L)

0,5
Melatonina (uM)

Floroglucinol (50 mg/L)

0,5 1,0
Melatonina (uM)
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bela2 - Valores de altura da plantula (AP), nimero de folhas (NF), nimero de segmentos
nodais (NSN), area foliar (AF), comprimento da maior raiz (CR), nimero de raizes
(NR) e clorofilas totais (Chl) de plantulas micropropagadas de Hyptis suaveolens
oriundas de segmentos apicais cultivados in vitro sob diferentes concentracdes de
melatonina e floroglucinol, aos 40 dias.

Floroglucinol ~ Melatonina AP NE NSN AF2 CR NR Chl )
mg/L uM cm cm cm mg/cm

0 0,0 1,62 f 570c 2,85¢ 085b 1,27d 3,25f 257,2b
0 0,25 2,09d 6,90 b 3,45b 087b 191c 3,30f 260,3 b
0 0,5 2,30 ¢ 6,80 b 3,40 b 133a 390a 7,30d 265,4 b
0 1,0 291a 10,00a 5,00a 148a 3,70b 1050b 3552a
0 5,0 0,609 3,10d 155e 054c 0,30e 1,609 228,8¢c

0 10,0 0,41 h 2,40 d 1,20 e 050c 0,20e 1,209 2319c

50 0,0 2,18¢ 6,20 c 3,10c 122a 3,80b 7,00d 230,1c

50 0,25 2,20c 6,80 b 3,40 b 128a 3,60b 8,00c 231,2¢c

50 0,5 2,45b 7,00 b 3,50b 143a 4,09a 1155a 2353c

50 1,0 192e 4,00c 2,00d 130a 340b 6,05e 232,3¢c

50 5,0 0,78 ¢g 3,00d 150e 084b 04le 2,75f 2344 c

50 10,0 0,59¢ 3,10d 150e 062c 0,37e 1,95¢ 2259c¢c
Média: Floroglucinol (mg/L)

0 1,65 a 582a 291a 092b 1,88b 452hb 266,5 a
50 1,68 a 501b 2,51b 112a 263a 6,22a 2315b
Média: Melatonina (UM)

0,0 1,89¢ 595b 2,98Db 1,03b 253c 5,13c 243,7b
0,25 2,14b 6,85a 342a 1,08b 2,75¢ 5,65¢c 2458 b
0,5 2,37a 6,90 a 345a 138a 399a 943a 250,4 b
1,0 241 a 7,00 a 3,50a 139a 354b 827b 293,7a
5,0 0,69d 3,05¢ 152¢ 069c 0,38d 217d 231,6 c
10,0 0,50e 2,70 ¢ 135¢ 056c 040d 157d 228,9 ¢

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Maior comprimento de raiz (CR) foi observado no meio suplementado com 0,5 pM
melatonina (3,90 cm) e 0,5 UM melatonina mais 50 mg/L floroglucinol (4,09 cm). O maior NR
(11,55) foi observado ao utilizar 0,5 uM de melatonina e 50 mg/L de floroglucinol. No geral, o
meio suplementado com floroglucinol (50 mg/L) promoveu o maior comprimento de raiz (2,63
cm) e numero de raizes (6,22). Aqui também no geral, 0 meio suplementado com melatonina
(0,5 uM) promoveu maior CR (3,99 cm) e NR (9,43), sendo 1,58 e 1,84 vezes superior ao
tratamento controle (2,53 cm e 5,13), respectivamente (TABELA 2).

Quando foi detectada em vegetais, a melatonina foi inicialmente proposta como uma
nova auxina, devido as estruturas moleculares serem bastante semelhantes (ERLAND;
SAXENA, 2018). Contudo, estudos indicam que a aplicacdo de melatonina exdgena foi capaz
de afetar o desenvolvimento radicular (HERNANDEZ-RUIZ et al., 2004; ARNAO;
HERNANDEZ-RUIZ, 2017). A suplementacdo do meio de cultura com 600 uM de melatonina
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aumentou o enraizamento de segmentos apicais de Withania somnifera (ADIL et al., 2015), ao
passo que a concentragdo de 5 uM foi suficiente para uma resposta efetiva no enraizamento in
vitro de Hypericum perforatum (MURCH; SAXENA, 2004). Diferentemente das
concentragdes utilizadas nestes estudos, a partir de 5 uM de melatonina foi possivel observar
efeito toxico nas plantulas indicando que a H. suaveolens foi muito sensivel a melatonina
(TABELA 2; FIGURA 3). Altas concentragdes de melatonina (50 uM) inibiram a produgdo de
biomassa em calos de Lepidium sativum devido ao acimulo de espécies reativas de oxigénio
(ULLAH et al., 2019).

Além disso, o floroglucinol também influencia o desenvolvimento da parte radicular das
plantulas. GOmez-Pedraza et al. (2019) observaram que o floroglucinol aumentou
significativamente o nimero de raizes por plantulas de Cosmos atrosanguineus, de 11,1 para
24,2 raizes/plantula. Para Ansellia africana, maior nimero de raizes foi observado ao utilizar
15 uM de AIB e 30 uM de floroglucinol na micropropagagao (BHATTACHARYYA et al.,
2018). O meio ¥ MS suplementado com 396,5 mM de floroglucinol e 14,2 mM de AIB
promoveu o enraizamento de 79% dos segmentos nodais de Diospyros crassiflora cultivados
in vitro, sendo indicado pelos autores como o primeiro relato de sucesso de micropropagacao
da espécie (TCHOUGA et al., 2020).

O floroglucinol favorece o enraizamento das plantulas in vitro de plantas medicinais
como Arnica montana (BUTHUC-KEUL; DELIU, 2001), Bacopa monnieri (ANTONY
CAESAR et al., 2010), Carthamus tinctorius (SUJATHA; KUMAR, 2007), Crataeva magna
(BOPANA; SAXENA, 2009) e Juglans regia (SHARIFIAN et al., 2007). Entretanto, sua acéo
é potencializada ao ser associada com uma auxina. Ha grande semelhanca entre a molécula de
melatonina e auxina, assim, pode ser que este fato tenha sido essencial para os melhores
resultados observados ao se adicionar 50 mg/L de floroglucinol.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto a matéria seca das folhas
(MSF), caule (MSC), raiz (MSR), total (MST), parte aérea (MSPA) e razdo raiz/parte aérea
(MSR:MSPA) de plantulas micropropagadas de Hyptis suaveolens (FIGURA 4). Observou-se
que as concentracdes de melatonina de 5 e 10 uM foram tdxicas as plantulas e acumulou os
menores valores de MSF, MSC, MSR e MST. Estudos reportaram a influéncia da melatonina
no acimulo de biomassa in vitro de Leucojum aestivum (PTAK et al., 2019), Lupinus albus
(ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2007), Prunella vulgaris (FAZAL et al. 2018) e Lepidium
sativum (ULLAH et al. 2019).

Maiores valores de MSF foram observados no meio contendo somente 1,0 uM de

melatonina (15,1 mg/plantula). Além disso, observou-se menores valores de MSF quando o
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meio foi suplementado com floroglucinol nesta mesma concentracdo de melatonina (8,27
mg/plantula). A MSF no controle foi de 6,18 mg/pléantula, porém, ao ser adicionado
floroglucinol (50 mg/L) este valor passou a ser de 9,33 mg/plantula. Entretanto, em relacdo a
adicdo de floroglucinol, somente houve incremento na MSF nas concentracdes de 0, 0,5 e 10
uM de melatonina, ndo sendo observada uma correlagdo entre a adicdo de floroglucinol e
aumento da MSF. Portanto, a MSF depende da resposta morfofisiolégica da espécie a
combinacdo de floroglucinol e melatonina. Maiores valores de MSC, MSR, MST e MSPA
também foram observados no meio contendo somente 1,0 uM de melatonina.

O maior acumulo de MSR foi observado no meio suplementado com 1,0 uM de
melatonina (2,2 mg/plantula) e o meio com 0,5 uM de melatonina mais floroglucinol 50 mg/L
(2,35 mg/plantula), sendo significativamente iguais (p>0,05). Este acimulo de MSR foi de 2,2
e 2,3 vezes, respectivamente, em relacdo ao controle. Observou-se que a associacdo da
melatonina até a concentragao de 1 uM com floroglucinol beneficiou a MSR em relagéo ao uso
de melatonina somente (FIGURA 4).

Andrade et al (2015) ao avaliarem a intensidade de luz na micropropagacdo da Hyptis
suaveolens relataram valores superiores aos encontrados no presente estudo em relacdo a MSR
advindas de segmentos apicais (4,3 mg/plantula) e nodais (5,5 mg/plantula). Essa divergéncia
nos resultados se da pelo fato da intensidade luminosa utilizada nos experimentos, onde 0s
autores utilizaram 69 pmol/m?s, corresponde a intensidade luminosa quase 2 vezes maior que

a utilizada neste experimento (35 pmol/m?s).
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A) Matéria seca das folhas (MSF); B) caule (MSC); C) raiz (MSR); D) total (MST);
E) parte aérea (MSPA); F) razdo raiz/parte aérea (MSR:MSPA) de plantulas
micropropagadas de Hyptis suaveolens oriundas de segmentos apicais cultivados in
vitro sob diferentes concentracfes de melatonina e floroglucinol, aos 40 dias.
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3.2. Serotonina, melatonina e floroglucinol no acimulo de PTOX em raizes de H.

suaveolens micropropagadas

Para confirmar de forma inequivoca a presenca de PTOX nas amostras de raizes de H.
suaveolens cultivadas in vitro com melatonina e serotonina, estas foram analisadas por UHPLC-
MS/MS em modo positivo (FIGURA 5), comparando-se com padréo auténtico de PTOX. Nota-

se na Figura 5, a exata posi¢do entre o pico das amostras em 21,8 minutos com o padrdo PTOX.

Figura5— Cromatogramas de UHPLC-MS/MS (modo positivo) do padrdo de PTOX
para amostras de Floroglucinol 50 mg/L + Melatonina 1uM e
Floroglucinol 50 mg/L + Serotonina 1uM.
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Fonte: Da Autora (2023).

Através da analise do perfil de fragmentacao do padréo e do tempo de retencdo foi possivel
confirmar a presenga da PTOX nas amostras, conforme mostra o espectro de MS/MS da Figura
6.
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Figura 6 - Espectro de MS/MS do ion de m/z 414.7 [M+H]"

100

90

80

70

A m/z 247
-

2 m/z168

60

50
229.0

40

Relative Abundance

30 246.9

20

10

168.0 414.7

0 L o e e e e e e e B L e e e e e
100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Fonte: Da Autora (2023).

A molécula de PTOX (C22H220g), em modo positivo de analise, gera o ion precursor de
m/z 415 Da [M+H]*. No espectro de MS/MS do ion m/z 414.7 [M+H]", tanto do padréo quanto
da amostra (TR 21.87 min), foi possivel observar os fragmentos de m/z 397, 247, 229 e 168
caracteristicos dessa substancia (ZHAO et al., 2008). O fragmento mais abundante de m/z 397
refere-se a perda de uma molécula de 4gua [M+H-H2O]"* pelo ion precursor protonado. A perda
da porcdo 3-trimetoxibenzeno (ArH, 168 Da) da molécula de PTOX desidratada, gera o
fragmento de m/z 229 [M-H,0-ArH+H]". O fragmento da porcao ArH de m/z 168 também foi
observdo no espectro de MS/MS. Por fim, o fragmento de m/z 247 [M- ArH+H]" refere-se a
perda de ArH do ion precursor antes da desidratacao.

Ademais, conforme mostra a Figura 7, na analise dos perfis cromatograficos obtidos por
HPLC-DAD foi possivel caracterizar a presenca de PTOX nas amostras em TR = 4,03 min,
observada pela comparagdo do tempo de retencdo da amostra com o perfil cromatografico do
padrdo auténtico, assim como da co-injecdo. Além disso, os espectros no UV obtidos on-line
para as amostras dos experimentos com melatonina (Floroglucinol 50 mg/L + Melatonina 1,0
M) e serotonina (Floroglucinol 50 mg/L + Serotonina 0,5 pM) foram idénticos ao de PTOX

de referéncia, apresentando maximos de absor¢do em 205 nm (Figura 7).



Figura7— Perfis cromatograficos obtidos por HPLC-DAD de amostras
representativas do experimento com melatonina (M) e serotonina (S). A:
padrédo de PTOX; B: Co-injecdo da amostra com o padrdo PTOX; C:
amostra. Os espectros no UV foram obtidos on-line pelo detector DAD
para a amostra e o padrdo PTOX a 210 nm.
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Fonte: Da Autora (2023).

Para a quantificacdo de PTOX foram obtidas 3 curvas analiticas que indicaram relagdo
linear entre a massa injetada de PTOX (ng) versus a area do pico correspondente, sendo obtidos
coeficientes de determinacdo (r?) entre 0,9998 e 0,9999. As trés curvas analiticas foram

estatisticamente equivalentes (p > 0,05), sendo a curva média (y=16193x - 6502,9; r?=0,999)

empregada nos célculos de quantificacdo de PTOX (FIGURA 8).

56
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Figura 8 — Curvas analiticas e média das curvas obtidas por HPLC-DAD, em 3 dias
consecutivos de avaliacdo do padrdo podofilotoxina (PTOX) e condi¢cbes

do equipamento.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados com base nos parametros

das curvas padrdo obtidas e utilizagdo das equacbes: LD = 3,3 s/S e LQ = 10 s/S; onde, s =

desvio padrdo do intercepto da curva; S = inclinacdo da curva analitica, cujos dados estdo

apresentados na Tabela 3. Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados foram de 0,25 e

0,75 ng de massa injetada.

Tabela3 - Limites de quantificagdo e deteccdo determinados com base nos
parametros das curvas analiticas obtidas pelas condi¢es cromatograficas.

Parametro da curva Curva l Curva 2 Curva3 Média
Intercepto com eixo y 6136,5 5465,5 7906,7 6502,9
Desvio padrdo do intercepto (entre as 3 1217.2

curvas)

Inclinacéo 16152 16254 16173 16193
Limite de quantificacdo (ng) 0,75 0,75 0,75 0,75
Limite de deteccdo (ng) 0,25 0,25 0,25 0,25

Fonte: Da Autora (2023).

O acumulo de PTOX foi afetado quando a plantula foi cultivada no meio suplementado

com diferentes concentracfes de melatonina e floroglucinol. A concentracdo de 50 mg/L de

floroglucinol e 1,0 uM de melatonina (53,54 pg/g de raiz) acumulou 2,1 vezes em relacdo ao

controle (25,84 ug/g de raiz). Entretanto, foi observado que somente a adi¢cdo de melatonina no
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meio de cultura ndo foi suficiente para induzir a producdo de PTOX, sendo significativamente
igual ou inferior ao tratamento controle (TABELA 4).

Da Silva et al. (2022) quantificaram a PTOX em raizes adventicias de H. suaveolens
obtidas a partir de folhas sob diferentes condi¢des de luminosidade: escuro (10,72 pg/g) e sob
luzes LED vermelha monocromatica (9,93 pg/g). Além disso, o uso de ANA inibiu a sintese de
PTOX ao passo que o cultivo das raizes em meio de cultura MS suplementado com AIB
proporcionou maior producéo de PTOX.

A melatonina tem sido considerada como um regulador de crescimento que atua em
diversas vias metabdlicas, influenciando a morfogénese e 0 metabolismo secundario das plantas
medicinais (MURCH et al., 2001; MURCH; SAXENA, 2002; ERLAND et al., 2017). A adi¢do
de melatonina estimulou a biossintese de alcaloides e licorina em Leucojum aestivum (PTAK
et al., 2019). Além disso, a melatonina esta ligada a regulacdo de enzimas relacionadas ao
metabolismo e assimilagdo de nitrogénio (QIAQ et al., 2019).

O acumulo de PTOX também foi afetado quando a plantula foi cultivada no meio
suplementado com diferentes concentracdes de serotonina e floroglucinol. O meio com adi¢édo
de 1,0 uM serotonina e 50 mg/L de floroglucinol permitiu maior bioacumulagdo de PTOX com
53,41 pgl/g de raiz, sendo 1,61 vezes superior ao controle com 33,06 pg/g de raiz (TABELA 5).

Tabela4 — Quantificagdo de PTOX nas raizes adventicias obtidas a partir de

segmentos apicais cultivados in vitro sob diferentes concentracdes de
melatonina e floroglucinol, aos 40 dias.

Floroglucinol Melatonina PTOX

mg/L uM ng/g de raiz
0 0,0 25,84+0,32¢
0 0,25 24,83 £ 0,68 f
0 0,5 27,16 £0,65¢
0 1,0 27,37+0,11¢
0 5,0 *

0 10.0 *

50 0,0 31,23+0,18d
50 0,25 32,60+0,22¢
50 0,5 39,38+0,42b
50 1,0 53,54+0,90a
50 5,0 *

50 10,0 *

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. *Nao houve biomassa seca suficiente para a quantificacdo de PTOX.

Fonte: Da Autora (2023).
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Tabela5 - Quantificagao de PTOX nos tratamentos que possibilitaram obtencao de
maior matéria seca de raizes adventicias obtidas a partir de segmentos
apicais cultivados in vitro sob diferentes concentragOes de serotonina e
floroglucinol, aos 40 dias.

Floroglucinol Serotonina PTOX

mg/L UM ng/g de raiz

0 0 33,06 +0,51d
0 0,25 31,79+1,31d
0 0,50 35,17+0,29¢c
0 1,00 32,73+0,37d
0 5,00 *

0 10,00 *

50 0 35,71+145¢c
50 0,25 20,92+0,32e
50 0,50 38,78+ 0,24 b
50 1,00 53,41+0,36 a
50 5,00 35,70+ 0,24 c
50 10,00 *

As médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade. *N&o houve matéria seca suficiente para a quantificacdo de PTOX.

Fonte: Da Autora (2023).

Maior matéria seca de raizes foi encontrada no tratamento contendo 0,25 uM serotonina
e 50 mg/L de floroglucinol ¢ no meio suplementado com 0,5 uM serotonina e 50 mg/L de
floroglucinol. No entanto, a adicdo de 50 mg/L de floroglucinol foi benéfica para a
bioacumulacdo de PTOX, uma vez que o tratamento contendo somente 1 UM de serotonina ndo
diferiu do controle (32,73 ug/g de raiz).

PTOX ja foi detectada anteriormente nas raizes de Hyptis suaveolens (LAUTIE et al.,
2008; VELOZ et al., 2013; BALZADUA et al., 2019; DA SILVA et al., 2022). Entretanto,
ainda ha a necessidade de se obter um protocolo de obtencdo de PTOX como matéria-prima
para a industria farmacéutica. Porém, os resultados do presente estudo indicaram que o uso de
floroglucinol, serotonina e melatonina como elicitores abidticos sdo capazes de melhorar a

producdo deste metabolito secundario nas raizes de Hyptis suaveolens.
4. CONCLUSAO

O uso de 1 pM de melatonina favorece a micropropagacdo da Hyptis suaveolens, ao
passo que 1 UM de melatonina ou serotonina associadas com 50 mg/L de floroglucinol aumenta
a biossintese de PTOX nas raizes de H. suaveolens.
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RESUMO

Hyptis suaveolens (Lamiaceae), conhecida popularmente como “bamburral” e
“cheirosa”, contém podofilotoxina (PTOX) em suas raizes, lignana utilizada pela industria
farmacéutica na fabricacdo de medicamentos para tratamento de alguns tipos de cancer. A
cultura de raizes de plantas medicinais € uma ferramenta empregada na obtencéo de metabolitos
secundarios de forma sustentdvel. Desta forma, objetivou-se avaliar o uso de diferentes
elicitores bioticos e abioticos na producdo de PTOX em cultura de raizes de H. suaveolens.
Raizes de plantulas micropropagadas de H. suaveolens (400 mg) foram inseridas em
erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultura MS e seis diferentes elicitores: qualidade de
luz, melatonina, serotonina, metil-jasmonato, acido salicilico e quitosana. Os erlenmeyers
foram encaminhados para sala de crescimento (25 °C) e colocados em shaker (100 r.p.m.) ao
abrigo da luminosidade (exceto ao avaliar as diferentes qualidades de luz). Cada elicitor foi
avaliado separadamente, totalizando 6 experimentos. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo 5 tratamentos em cada experimento com 4 repeticdes. Apos 42 dias,
avaliou-se 0 acimulo de biomassa e a producdo de PTOX nas raizes e no meio de cultura,
caracterizada e quantificada nas raizes por UHPLC-UVMS/MS e HPLC-DAD. Os melhores
resultados quanto ao acumulo de biomassa nas raizes foram observados nos tratamentos com
LED azul, 50 mg/L de quitosana, 10 pM de melatonina, 30 uM de serotonina, 5 ¢ 10 mM de
metil-jasmonato e 25 mM de &cido salicilico. A producdo de PTOX foi favorecida com uso de
100 mg/L. de quitosana, 30 uM de melatonina, 10 pM de serotonina ¢ 10 mM de metil-
jasmonato. Independente do elicitor, a maior produgdo de PTOX foi observada no meio de
cultura. O uso de elicitores aumenta a producdo de PTOX via cultura de raizes de H. suaveolens.

Palavras-chave: Melatonina. Serotonina. Metil-jasmonato. Quitosana. Acido salicilico. LED.
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ABSTRACT

Hyptis suaveolens (Lamiaceae), popularly known as “bamburral” and “cheirosa”,
contains podophyllotoxin (PTOX) in its roots, a lignan used by the pharmaceutical industry in
the manufacture of drugs for the treatment of some types of cancer. The cultivation of roots of
medicinal plants is a tool used to obtain secondary metabolites in a sustainable way. Thus, the
objective was to evaluate the use of different biotic and abiotic elicitors in the production of
PTOX in H. suaveolens root cultures. Roots of micropropagated H. suaveolens seedlings (400
mg) were placed in flasks containing 50 mL of MS culture medium and six different elicitors:
light quality, melatonin, serotonin, methyl jasmonate, salicylic acid and chitosan. The
Erlenmeyer flasks were taken to a growth room (25 °C) and placed in a shaker (100 r.p.m.)
away from light (except when evaluating the different light qualities). Each elicitor was
evaluated separately, totaling 6 experiments. A completely randomized design (DIC) was used,
with 5 treatments in each experiment with 4 replications. After 42 days, the accumulation of
biomass and the production of PTOX in the roots and in the culture medium were evaluated,
characterized and quantified in the roots by UHPLC-UVMS/MS and HPLC-DAD. The best
results regarding the accumulation of biomass in the roots were observed in the treatments with
blue LED, 50 mg/L of chitosan, 10 uM of melatonin, 30 uM of serotonin, 5 and 10 mM of
methyl jasmonate and 25 mM of salicylic acid. The production of PTOX was favored with the
use of 100 mg/L of chitosan, 30 uM of melatonin, 10 uM of serotonin and 10 mM of methyl
jasmonate. Regardless of the elicitor, the highest PTOX production was observed in the culture
medium. The use of elicitors increases PTOX production via H. suaveolens root culture.

Keywords: Melatonin. Serotonin. Methyl jasmonate. Chitosan. Salicylic acid. LED.
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1. INTRODUCAO

Hyptis suaveolens (L.) Poit (sinonimia: Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze), espécie
medicinal pertencente a familia Lamiaceae, é popularmente utilizada no tratamento de
inflamacGes, infec¢des, reumatismo e colicas (RIBEIRO et al., 2017; HOSSAN et al., 2018;
SHARMA et al., 2014). Estudos reportaram atividade bioherbicida, inseticida, repelente de
insetos, fungicida, nematicida e bactericida da espécie (ADJOU; CHOUGOUROU;
SOUMANOU, 2019; SONIBARE et al., 2015; PANDEY et al., 2012; AGBENIN, 2014; JAYA
et al.,, 2011). Além disso, suas raizes contém podofilotoxina (PTOX), lignana utilizada no
tratamento de verrugas genitais causadas pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) e como
matéria-prima para medicamentos empregados no tratamento do cancer (VELOZ et al., 2013;
DA SILVA et al., 2022; KUMARI et al., 2016).

A producdo de PTOX se da principalmente pela coleta de plantas do género
Podophyllyum, levando espécies a ameaca de extincdo (CHAUDHARI et al., 2014). Além
disso, a sintese quimica de PTOX é um processo caro. Assim, pesquisadores vém buscando
formas alternativas para a producdo deste metabolito secundario, sendo a cultura de tecidos
vegetais apontada como uma alternativa sustentavel de obtencdo de PTOX (DA SILVA et al.,
2022; KASPAROVA et al., 2018; SINGH; DWIVEDI, 2018; SEDIGHEH et al., 2012;
LAUTIE; VILLARREAL; FLINIAUX, 2008).

A cultura de raizes de espécies que ja produzem os metabolitos secundarios de interesse
é uma das ferramentas da biotecnologia vegetal para a producéo in vitro de PTOX, assim como
a suspensao de células, cultura de calos, raizes adventicias e hairy roots. Estudos reportaram o
sucesso do uso da cultura de tecidos na obtencdo de PTOX nas espécies Linum album
(YOUSEFZADI et al., 2010), Juniperus virginiana (KASPAROVA et al., 2018), Podophyllum
peltatum (ANBAZHAGAN et al., 2008), Podophyllum hexandrum (HAZRA et al., 2017) e
Hyptis suaveolens (DA SILVA et al., 2022; VELOZ el al., 2013). Entretanto, ainda sio
necessario estudos mais aprofundados com relagdo a produgdo de PTOX a partir da cultura de
tecidos de H. suaveolens.

Elicitores podem ser adicionados ao meio de cultura para estimular a producdo de
metabolitos secundarios de importancia econdmica in vitro (SINGH; DWIVEDI, 2018). Na
literatura, existem relatos do aumento da bioacumulagdo da PTOX utilizando &cido salicilico
(YOUSEFZADI et al., 2010; KASPAROVA et al., 2018), metil-jasmonato (FURDEN et al.,
2005; ANBAZHAGAN et al., 2008), diferentes qualidades de luz (DA SILVA et al., 2022;
YOUSEFZADI et al., 2012) e quitosana (SEDIGHEH et al., 2012; SEDIGHEH et al., 2013).
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Entretanto, ndo ha estudos na literatura disponivel avaliando o efeito do uso da melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina) e serotonina (5-hidroxtriptamina) no acumulo in vitro de PTOX.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos elicitores bioticos e abidticos na
cultura de raizes de H. suaveolens, com foco no efeito da qualidade de luz, quitosana, acido
salicilico, metil-jasmonato, melatonina e serotonina no acimulo de biomassa das raizes e

producédo de PTOX in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Plantas-matrizes de Hyptis suaveolens para coleta de sementes foram cultivadas em
casa-de-vegetacdo no Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Lavras (Lavras,
Minas Gerais). As exsicatas foram depositadas no Herbario ESAL (Herbario do Departamento
de Biologia da UFLA), sob o registro 20475 e Herbario SPF (Herbario da Universidade de S&o
Paulo) com nome de coleta H.B. Andrade 1 (SPF).

2.2. Condicdes gerais dos experimentos

Sementes da H. suaveolens foram coletadas e tiveram sua mucilagem previamente
retirada utilizando cal virgem (2 g em 50 mL). Posteriormente, as sementes foram imersas em
solucdo de hipoclorito de sédio (1,25% de cloro ativo) sob agitacdo constante por 15 min,
seguido de triplice lavagem em &agua destilada autoclavada. Em seguida, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura %2 MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) semissolido (5,5 g/L de agar) suplementado com 30 g/L de sacarose. O pH foi
ajustado em 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, por 20 min. Os tubos foram mantidos
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h, temperatura de 25 + 1 °C e sob lampadas
fluorescentes branca-frias (69 pumol/m?s). Apos 40 dias, as raizes foram utilizadas para a
montagem dos experimentos.

Em camara de fluxo laminar, 400 mg de raizes foram excisados com auxilio de um
bisturi e pesados com balanca de precisdo em condicdes assépticas. Em seguida, as raizes foram
inoculadas em Erlenmeyer contendo 50 mL em meio de cultura MS e diferentes elicitores. Os
Erlenmeyer foram mantidos em shaker (100 r.p.m) em sala de crescimento com temperatura de

25 + 1 °C. Apos 42 dias, os experimentos foram avaliados quanto a matéria fresca e seca das
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raizes iniciais (MFRi e MSR;) e finais (MFRs e MSRy), indice de crescimento da matéria fresca
(ICMF = Matéria fresca raiz final (MFRy) - Matéria fresca raiz inicial (MFR;) / MFR;) e seca
de raiz (ICMS = Matéria seca raiz final (MSRy) - Matéria seca raiz inicial (MSR;j) / MSR;) e
producdo de PTOX nas raizes e no meio de cultura.

Ap0s 42 dias, as raizes tiveram sua matéria fresca (MFRy) e seca (MSRy) quantificadas
em balanca de precisdo. O meio de cultura foi separado das raizes e ambos foram mantidos em
freezer (-80 °C). As amostras foram encaminhadas para o Laboratdrio de Fitoquimica de Plantas

Medicinais na Universidade Federal de Lavras para quantificacdo da PTOX em caixa térmica.

2.3. Elicitores bidticos e abidticos no acimulo de biomassa de raizes e producdo de PTOX
na cultura de raizes de Hyptis suaveolens

Os experimentos foram realizados separadamente utilizando se o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos e 5 repeti¢cGes, sendo 1

Erlenmeyer por repeticéo.

2.3.1. Qualidade de luz

As raizes foram cultivadas sob quatro regimes de qualidades de luz: LED vermelho,

LED azul, LED branco e no escuro (controle) por 42 dias.

2.3.2.  Quitosana

As raizes foram cultivadas no escuro por 42 dias em meio de cultura contendo diferentes

concentragdes de quitosana: 0; 50; 100 e 150 mg/L.

2.3.3. Melatonina

As raizes foram cultivadas no escuro por 42 dias em meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de melatonina: 0; 10; 30 e 100 uM. A solucdo-estoque (1 mM) de melatonina
(Sigma-Aldrich, >98% de pureza) foi previamente preparada por diluicdo em etanol 92° GL.
Diferentes aliquotas de melatonina foram adicionadas ao meio de cultura apos autoclavagem,

em camara de fluxo laminar com auxilio de seringa e membrana (0,22 um).

2.3.4. Serotonina

Raizes foram cultivadas no escuro por 42 dias em meio de cultura contendo diferentes

concentragOes de serotonina: 0; 10; 30 e 100 uM. A solucdo-estoque (1 mM) de serotonina
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(Sigma-Aldrich, >98% de pureza) foi previamente preparada por diluicdo em agua destilada.
Serotonina foi adicionada ao meio de cultura MS ap6s autoclavagem, em céamara de fluxo

laminar, sendo previamente filtrada em membrana de 0,22 um.

2.3.5. Metil-Jasmonato

As raizes foram cultivadas no escuro por 42 dias em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de metil-jasmonato (MeJa): 0; 5; 10 e 20 mM. O preparo da solugdo-estoque foi
realizado diluindo o MeJa inicialmente em etanol anidro (99,8% P.A.) e, em seguida, diluiu-se

em agua destilada até a concentracdo de 1 mM.

2.3.6. Acido salicilico

As raizes foram cultivadas no escuro por 42 dias em meio de cultura contendo diferentes
concentracOes de acido salicilico: 0; 25; 50 e 100 mM. A solucdo-estoque foi previamente
preparada diluindo o &cido salicilico em alcool etilico anidro (99,8% P.A.) e posteriormente

completando o volume com agua destilada até a concentracdo de 1 mM.

2.4. Analises de crescimento

2.4.1. Acumulo de biomassa nas raizes

Apbs 42 dias, as raizes foram separadas do meio de cultura por filtracdo a vacuo e foram
pesadas em balanca de precisdo, para obtencdo da matéria fresca das raizes (MFRf). Em
seguida, foram acondicionadas em sacos de papel kraft e encaminhadas para secagem em estufa
de circulacdo de ar forgado, a 37 °C por 72 horas. As raizes foram novamente pesadas para

obtencdo da matéria seca das raizes (MSRy).

2.4.2. Indice de crescimento da matéria fresca e seca

Para o calculo de indices de crescimento de matéria fresca (ICMF) e seca (ICMS),
pesou-se 400 mg de raizes do mesmo lote de plantulas utilizadas nos experimentos (MFR;).
Apds a secagem obteve-se o valor da MSRj, em cada experimento.

2.5. Analises de podofilotoxina (PTOX)

A preparacgdo das amostras de raizes seguiu a metodologia descrita por Da Silva et al.
(2022), conforme resumidamente descrita no item 2.5.1., do artigo 1. O preparo das amostras

do meio de cultura também seguiu a metodologia de Da Silva et al. (2022). Em sintese, 0 meio
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de cultura mantido em freezer a -18 °C, foi descongelado ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente. A 1 mL do meio de cultura foi adicionado 500 pL de cloroférmio. Em seguida, os
microtubos foram agitados em vortex (1 min) e centrifugados a 10.000 rpm por 5 min. A fase
aquosa foi descartada com pipeta de Pasteur e a fase cloroférmica foi concentracdo a
temperatura ambiente. Ap6s completa evaporagdo do cloroférmio, adicionou-se 250 pL de
metanol grau HPLC, seguido de agitacdo em vortex (30 s). O sobrenadante foi injetado
automaticamente em sistema de cromatografia liquida.

A caracterizacdo da presenca de PTOX nas amostras e a quantificacdo foram realizadas

conforme descrito nos itens 2.5.2. e 2.5.3. do artigo 1, respectivamente.

2.6. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software R. Os gréficos foram criados no software GraphPad Prism.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Qualidade de luz

Observou-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o uso de diferentes
qualidades de luz (TABELA 1 e FIGURA 1). A cultura de raizes realizada sob lampadas LED
azul proporcionou melhores valores de matéria fresca de raiz (1040 mg) e indice de crescimento
de matéria fresca (1,61). Entretanto, o comprimento de onda da luz vermelha induziu maior
acumulo de matéria seca nas raizes (61,56 mg) e indice de crescimento de matéria seca (3,98)
(TABELA 1). Diferentes comprimentos de onda emitidos pelas lampadas LED influenciam o
crescimento, desenvolvimento e a producdo de metabdlitos secundéarios de plantas medicinais
(LAZZARINI et al., 2018; DA SILVA et al., 2022; COELHO et al., 2021; ALVARENGA et
al., 2015; ANDRADE et al., 2015; HSIE et al., 2019).
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Tabela 1- Matéria fresca (MFR;) e seca (MSR; em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro por
42 dias em diferentes qualidades de luz.

Qualidade MFR; MSR; MFR¢ MSRs ICME ICMS
de luz (mg) (mg) (mg) (mg)

Escuro 400 12,36 810d 35,70 ¢ 1,05d 1,89d
Azul 400 12,36 1040 a 4552 b 161a 2,73b
Vermelho 400 12,36 950 b 61,56 a 1,38 b 3,98 a
Branco 400 12,36 900 ¢ 42,36 b 1,25¢ 2,43 ¢c

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Observou-se que as raizes do tratamento LED vermelho eram mais grossas e
acumularam mais biomassa seca (61,56 mg) em relacéo aos outros tratamentos (TABELA 1).
Além disso, as raizes do tratamento com LED Branco ficaram mais escuras. Provavelmente o
contato com a luz branca levou a oxidacgdo das raizes, ao passo que levou a degradacdo das
moléculas de PTOX (TABELA 2).

Figural- Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro por 42 dias em
diferentes regimes de luz (escuro, LED azul, vermelho e branco).

lcm
Escuro LED Azul LED Vermelho LED Branco

A maior producdo de PTOX (46,07 ug/g) foi observada nas raizes cultivadas sob luz
azul (TABELA 2). Entretanto, o espectro da luz vermelha induziu maior acimulo de PTOX no
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meio de cultura (0,23 pg/mL), se destacando quanto a producao de PTOX total no meio (11,66
Hg) e PTOX total no tratamento (raiz + meio; 13,32 ug) (TABELA 2).

Tabela 2- Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; pug/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pg/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pg), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens em diferentes qualidades de luz, por 42 dias.

Total

. . PTOX Total PTOX total
Qualidade PTOX raiz meio PTOX Raiz PTO.X (raiz +meio)
de luz (no/g) Meio

(Mg/mL) (Ha) (19) (Hg)
Escuro 2497 Db 0,19b 0,97 c 9,67hb 10,64 c
Azul 46,07 a 0,20 b 2,30a 9,83 b 12,14 b
Vermelho 2433 b 0,23 a 1,66 b 11,66 a 13,32 a
Branco Oc Oc od Oc od

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Da Silva et al (2022) reportaram a producéo de PTOX em raizes adventicias advindas
de folhas de Hyptis suaveolens cultivadas no escuro (10,72 ug/g) e sob lampadas LED
vermelhas (9,93 pg/g). No presente estudo ndo houve diferenca significativa entre os valores
de PTOX na raiz para o cultivo no escuro (24,97 pg/g) e sob LED vermelho (24,33 pg/g). A
grande diferenca no acimulo de PTOX entre os dois estudos com H. suaveolens ocorre devido
ao explante inicial utilizado. Resultados semelhantes foram observados por Yousefzadi et al
(2012), onde a luz vermelha aumentou a producao de PTOX em suspensdo de células de Linum
album pelo aumento da atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL) e na expressédo
de genes envolvidos na biossintese de PTOX, como os genes PAL e cinamoil-CoA redutase
(CCR). Além disso, a luz azul também aumentou a producédo de PTOX, sendo associado a maior
expressdao dos genes CCR e pinoresinol/lariciresinol reductase (PLR) em L. album
(YOUSEFZADI et al., 2012). A alta energia contida no comprimento de onda da luz azul (400-
500 nm) pode promover o aumento da biossintese de compostos fendlicos e lignanas
(GHIMIRE et al., 2017; SZOPA; EKIERT, 2016).

3.2. Quitosana

Observou-se diferenca estatisticamente significativa nos tratamentos contendo
diferentes concentracdes de quitosana no meio de cultura (p<0,05) (TABELA 3, FIGURA 2).

De modo geral, os melhores resultados quanto ao acimulo de biomassa e indices de crescimento
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foram observados no tratamento suplementado com 50 mg/L de quitosana (TABELA 3). A
elicitacdo com quitosana promoveu o aumento da producdo de raizes in vitro da espécie
Withania somnifera (SIVANANDHAN et al., 2012). Além disso, o uso de 5 e 15 mg/L de
quitosana aumentou a biomassa seca e fresca de plantulas de batata (Solanum tuberosum L. cv.
Agria) micropropagadas (ASGHARI-ZAKARIA; MALEKI-ZANJANI; SEDGHI, 2009).

Tabela 3- Matéria fresca (MFR;) e seca (MSR; em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no
escuro por 42 dias em diferentes concentracdes de quitosana.

0 400 13,41 770d 36,58 ¢ 0,92d 1,71c
50 400 13,41 1010 a 47,70 a 151a 2,53 a
100 400 13,41 970 b 46,24 a 1,41b 240a
150 400 13,41 860 c 42,52 b 1,16 ¢ 2,15b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.

Figura 2- Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias
em diferentes concentracdes de quitosana (0, 50, 100 e 150 mg/L).

Quitosana (mg/L)

A adicdo de quitosana no meio de cultura inibiu a biossintese de PTOX na raiz
(TABELA 4), destacando-se o tratamento com 0 mg/L com acumulo de 23,05 pg/g de PTOX
naraiz (TABELA 4). Entretanto, a suplementacdo com 50 e 100 mg/L do elicitor promoveu um
aumento de 2,1 vezes na producdo de PTOX no meio de cultura em relacdo ao controle.
Observando somente a PTOX total encontrada nas raizes de H. suaveolens por tratamento

(Total PTOX Raiz), a adigdo de 50 mg/L de quitosana foi superior aos outros tratamentos (1,05
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Hg). Além disso, os tratamentos contendo 50 e 100 mg/L de quitosana apresentaram maiores
valores de PTOX total no meio de cultura em cada tratamento (28,00 e 28,83 g,
respectivamente) e PTOX total (raiz + meio de cultura) sendo observados 29,06 e 29,60 ug de

PTOX, respectivamente.

Tabela 4- Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; pug/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pug/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pug), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias em diferentes
concentragdes de quitosana.

Total

Quibsana  PTOXtaiz T promaz 0K (raieme)
(ug/mL) (H9) (Lg) (L)

0 23,05a 0,27c 0,92b 1350 ¢ 14,42 ¢

50 21,10 Db 0,56 a 1,05a 28,00 a 29,06 a

100 15,36 d 0,58 a 0,77 c 28,83 a 29,60 a

150 1721 ¢c 047b 0,69 d 23,33b 24,02 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

A quitosana € um biopolimero amplamente estudado por sua capacidade de aumentar a
biossintese de proteinas relacionadas a producdo de compostos relacionados a defesa das
plantas contra patdgenos, incluindo a enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL), precursora da
rota metabolica dos compostos fenolicos e lignanas (KATIYAR; HEMANTARANJAN;
SINGH, 2015; FERRI; TASSONI, 2011). A elicitagdo com 100 mgg/L de quitosana dobrou o
acumulo de PTOX em culturas de células de Linum album, em relagdo ao tratamento controle
(SEDIGHEH et al., 2012). Esse acréscimo na producdo de PTOX pode estar relacionado ao
aumento da expressdo dos genes relacionados a via de biossintese dos fenilpropandides,
lignanas como os genes PAL e CCR (SEDIGHEH et al., 2013; AHMAD et al., 2019).

3.3. Melatonina

Diferenca estatisticamente significativa no acumulo de matérias fresca e seca das raizes
(p<0,05) foi observada nos tratamentos contendo diferentes concentracdes de melatonina
(TABELA 5 e FIGURA 3). De modo geral, 0 uso de 10 uM da melatonina aumentou a matéria
fresca final (MFRfe MSRy) e seca de raizes em 1,45 e 1,64 vezes em relagcdo ao controle,

respectivamente (TABELA 5). Concentracdes de 30 e 100 uM reduziram o acimulo de
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biomassa nas raizes (MFRs e MSRy) e os indices de crescimento de matéria fresca (ICMF) e
seca (ICMS) em relacdo a concentragcéo del0 uM (TABELA 5).

Tabela5- Matéria fresca (MFR;) e seca (MSR; em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no
escuro por 42 dias em diferentes concentracdes de melatonina.

0 400 12,65 820 b 35,86 b 1,06d 1,79¢c
10 400 12,65 1190 a 58,70 a 197 a 3,63a
30 400 12,65 850 b 40,60 b 1,12 ¢ 2,38 b
100 400 12,65 870 b 39,34 b 1,17b 2,08 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.

Observou-se que o cultivo in vitro nas concentragdes de 30 e 100 uM induziram um
maior escurecimento das raizes. A concentracdo de melatonina é bastante variavel quanto as
espécies estudadas, sendo observado resultados positivos em altas concentraces de 600 uM
para Withania somnifera (ADIL et al., 2015) e baixas concentragdes, como em Hypericum
perforatum, na qual foi observado respostas efetivas no enraizamento com a adi¢do de 5 uM
(MURCH; SAXENA, 2004).

A maior producdo de PTOX foi observada no cultivo contendo 30 uM de melatonina
com um acumulo de 38,25 pg/g na raiz e no meio de cultura de 0,54 pg/mL e o rendimento total
de PTOX na raiz e no meio de cultura (50 mL) foi 28,69 pg, sendo 2,75 vezes superior ao
controle (TABELA 6). Entretanto, observou-se maior acimulo de PTOX na raiz no meio
suplementado com 10 uM de melatonina (1,65 pg) (TABELA 6).

Figura 3 - Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias
em diferentes concentracdes de melatonina (0, 10, 30 e 100 uM).

Melatonina (uUM)
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Até o momento, ndo foram encontrados estudos que tivessem reportado o efeito da
melatonina no acumulo de PTOX em raizes de H. suaveolens. Entretanto, a melatonina tem
sido estudada quanto ao seu efeito de promog¢édo do enraizamento das plantas e crescimento
vegetal (MURCH et al., 2001; MURCH; SAXENA, 2002; ERLAND et al., 2017; ERLAND;
SAXENA, 2018). Além disso, a melatonina possui estrutura e efeitos semelhantes a auxina
(ERLAND et al., 2016; HERNANDEZ-RUIZ et al., 2004; ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ,
2017). A adicdo de 100 uM e 200 uM melatonina no meio de cultura de MS aumentou a
producdo de compostos fendlicos em calos derivados de folhas de Ocimum basilicum, sendo o
acido rosmarinico o componente majoritario (DURAN; KILIC; COSKUN, 2019).

Tabela 6- Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; pg/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pg/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pug), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias em diferentes
concentracdes de melatonina.

Melatonina PTOX raiz PTQX Total . I;I-'I(')(t)a)I( PT.O X tot_al

(M) (ug/a) meio PTOX Raiz Meio (raiz +meio)
(ng/mL) (Hg) (L) (H9)

0 19,30 d 0,19d 0,77d 9,66 d 10,43 d

10 27,49 ¢ 0,28 ¢ 1,65a 14,17 ¢ 15,82 ¢

30 38,25a 0,54a 152b 27,17 a 28,69 a

100 33,36 b 0,44 b 1,33¢ 22,16 b 23,49 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Ainda, a melatonina esta ligada a regulacdo de enzimas relacionadas ao metabolismo e
assimilacdo de nitrogénio, macronutriente relacionado ao aumento de producédo de PTOX em
suspensdo de células de P. hexandrum (QIAO et al., 2019; CHATTOPADHYAY et al., 2003).

3.4. Serotonina

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos com diferentes
concentragdes de serotonina (TABELA 7 e FIGURA 4). O meio suplementado com serotonina
induziu maior crescimento do explante, onde a elicitagdo com 30 pM de promoveu maior
producdo de biomassa fresca (1660 mg) e seca (51,14 mg), assim com os melhores indices de
crescimento (ICMF=3,15; ICMS=2,97).
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Tabela 7- Matéria fresca (MFR;) e seca (MSR; em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no
escuro por 42 dias em diferentes concentracfes de serotonina.

0 400 12,89 940d 26,01d 1,35d 1,02d
10 400 12,89 1330 b 42,18 b 2,34 b 2,27b
30 400 12,89 1660 a 51,14 a 3,15a 2,97 a
100 400 12,89 1150 ¢ 36,38 c 1,87¢c 1,82¢c

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.

Figura 4 - Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias
em diferentes concentragdes de serotonina (0, 10, 30 e 100 pM).

30 100
Serotonina (UM)

O meio suplementado com a concentra¢do mais alta de serotonina (100 puM) inibiu o
crescimento de H. suaveolens (TABELA 7). Pelédgio-Flores et al (2011) reportaram um aumento
de 2 vezes no desenvolvimento de raizes adventicias de plantulas de Arabidopsis thaliana
quanto tratadas com 150 a 600 puM de serotonina. Entretanto, as concentracfes de serotonina
gue promovem o0 enraizamento sdo especificas para cada espécie.

O meio suplementado com serotonina induziu maior crescimento de raizes até 30 uM,
no entanto, esta dose inibiu a sintese de PTOX. O maior acimulo de PTOX foram observados
no tratamento contendo 10 UM de serotonina (TABELA 8). O meio de cultura com 10 uM da
indolamina possibilitou o aumento de 2,4 vezes na producéo total de PTOX (meio + raiz) em
relagdo ao controle (TABELA 8).
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Tabela 8- Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; ug/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pug/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pug), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens cultivadas no escuro por 42 dias em diferentes concentracoes de

serotonina.
Total
oo tora 0K T etox frocus
(Hg/mL) (H9) (L) (Hg)
0 18,69d 0,19c¢c 0,56 ¢ 9,67 c 10,23 ¢
10 53,24 a 0,45a 2,13 a 22,50 a 24,63 a
30 34,94 ¢ 0,17 c 1,75b 8,67c 10,42 ¢
100 43,01 b 0,23b 1,72b 11,50 b 13,22 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

A molécula de serotonina é derivada o triptofano, sendo capaz de influenciar o
enraizamento e desenvolvimento da parte aérea em algumas espécies (MURCH; SAXENA,
2002). Além disso, a serotonina enddgena esta relacionada com a capacidade das plantas de
lidarem com estresses bioticos e abioticos, atuando na produgdo de compostos fendlicos pela
via biossintética dos fenilpropandides, mesma via de biossintese das lignanas (ERLAND;
TURI; SAXENA, 2019).

3.5. Metil-jasmonato

As concentracfes de metil-jasmonato afetaram o crescimento das raizes in vitro
(TABELA 9 e FIGURA 5). A suplementacéo no meio de culturacom 5 mM de MeJa induziram
maior acimulo de matéria fresca de raiz (MFRs), matéria seca (MSRy), indice de crescimento
de matéria fresca (ICMF) e de matéria seca (ICMS) (TABELA 9).

Tabela9 - Matéria fresca (MFR;) e seca (MSRi em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no
escuro por 42 dias em diferentes concentrac0es de metil-jasmonato.

z\r/lne'\t/lll)Jasmonato I\(/InI]ZSI I\(/In?;. I\(Anljgll?)f |\(/|n?$f ICME ICMS
0 400 14,10 860 ¢ 34,76 b 1,14 c 1,37hb
5 400 14,10 940 a 42,02 a 1,35a 1,87a
10 400 14,10 950 a 34,84 b 1,38 a 1,38b
20 400 14,10 880 b 36,02 b 1,20 b 1,46 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.
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Figura5 - Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias
em diferentes concentracdes de metil-jasmonato (0, 5, 10 e 20 mM).

Metil-jasmonato (mM)

A adicdo de 5 mM de MelJa se destacou quanto a producdo de PTOX nas raizes (39,91
pg/g PTOX), aumentando em 1,62 vezes a PTOX na raiz em relagdo ao tratamento sem adicéo
do elicitor (TABELA 10). O uso de 10 mM do elicitor (0,48 pg/mL) aumentou a concentragéo
de PTOX no meio de cultura em 2,1 vezes em relacdo ao controle (0,23 pg/mL). O volume do
meio por frasco foi de 50 mL o que correspondeu a um total de 24,09 pg. A producéo de PTOX
na raiz e no meio foi de 24,86 g sendo 1,88 vezes maior que 0 meio sem adicdo do elicitor
(TABELA 10). Visualmente, foi possivel notar uma coloragdo mais clara no meio
suplementado com 5 mM de MeJa em relacdo as raizes cultivadas nas demais concentracdes.
O uso da maior concentracdo de MeJa (20 mM) inibiu o acimulo de PTOX total (raiz + meio)
em 6% em relacdo ao controle. Anbazhagan et al (2008) reportaram aumento de PTOX com o
uso de 20 UM de MeJa em cultura de raizes adventicias de Podophyllum peltatum. De acordo
com Hazra et al (2017), a estimulacdo da PTOX em P. hexandrum ocorre devido a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) causada pela adicdo de MeJa. Além disso, os autores
concluiram que as EROs foram responsaveis pela ativacdo de genes responsaveis pela producao
de PTOX.
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Tabela 10 - Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; jug/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pug/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pug), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens cultivadas no escuro por 42 dias em diferentes concentracoes de
metil-jasmonato.

Total
Metil-jasmonato  PTOX raiz PTQX Total . PTOX PT.O X tot_al
(MM) (ug/a) meio PTOX Raiz Meio (raiz +meio)
(Hg/mL) (H9) (Lg) (H9)
0 24,62 ¢ 0,23¢c 0,74 c 12,49 ¢ 13,23 ¢
5 39,91 a 0,41b 1,60 a 20,40 b 22,00 b
10 26,86 b 0,48 a 0,77 c 24,09 a 24,86 a
20 27,62b 0,23¢c 1,10b 11,43 d 12,53d

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

3.6. Acido salicilico

As concentragfes de acido salicilico afetaram o crescimento das raizes in vitro
(TABELA 11 e FIGURA 6). O meio de cultura suplementado com 25 mM do elicitor
apresentou maior acimulo de biomassa nas raizes (MFRs e MSRyf) e maiores indices de
crescimento (ICMF e ICMS) (TABELA 11). O meio suplementado com 100 mM de acido
salicilico inibiu 0 acimulo de matéria fresca e seca nas raizes, sendo inferiores ao controle (sem
elicitor) (TABELA 11).

Tabela 11 - Matéria fresca (MFR;) e seca (MSR; em mg) de raiz inicial, matéria fresca
(MFRy) e seca (MSRy) de raiz final, indice de crescimento matéria fresca
(ICMF) e seca (ICMS) de raizes de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no
escuro por 42 dias em diferentes concentracdes de acido salicilico.
Acido salicilico MFR; MSR; MFRs MSR¢

(mM) (mg)  (mg) (mg) (mg  'CMF1CMS
0 400 14,62 940 ¢ 29,74 b 1,34 c 1,03 b
25 400 14,62 1070 a 33,96 a 1,66 a 1,32 a
50 400 14,62 1040 b 30,30 b 1,59b 1,07 b
100 400 14,62 860d 26,92 c 1,14d 0,84 c

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-knott
a 5% de probabilidade.
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Figura 6 - Raizes frescas de Hyptis suaveolens cultivadas in vitro no escuro por 42 dias
em diferentes concentracdes de acido salicilico (0, 25, 50 e 100 mM).

Acido Salicilico (mM)

A producédo de PTOX nas raizes (41,65 pg/g) foi superior no meio suplementado com
50 mM de 4acido salicilico sendo 1,7 vezes maior em relacdo ao meio sem adicdo do elicitor
(24,66 pg/g) e 1,3 vezes maior quanto ao acimulo de PTOX no meio de cultura (0,31 pug/mL)
(TABELA 12). O acumulo de PTOX total (raiz + meio de cultura) foi de 16,65 pg (TABELA
12) sendo 30% a mais em relacdo meio sem adicdo do elicitor. Além disso, 0 meio
suplementado com 100 mM de &cido salicilico também induziu maior liberacdo de PTOX para
0 meio de cultura (15,32 ug). A adi¢do de acido salicilico triplicou a expressdo de PTOX em
cultura de células em suspensédo de Linum album, pela ativacdo dos genes PAL, CCR e CAD
(cinnamyl alcohol dehydrogenase) (YOUSEFZADI et al., 2010). O aumento da expressao de
PTOX também foi observada em células em suspensdo de Juniperus virginiana com a adi¢ao
do elicitor (KASPAROVA et al., 2018). O 4cido salicilico é conhecido como um fitohorménio
secundario e promotor da expressdo de genes para producdo de metabdlitos secundarios ligados
a resisténcia sistémica contra varios patdgenos, como os compostos fenolicos (SINGH;
DWIVEDI, 2018).
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Tabela 12 - Valores de PTOX encontrados na raiz (PTOX raiz; jpg/g), no meio de cultura
(PTOX meio; pug/mL), PTOX total na raiz (Total PTOX raiz; pug), PTOX total
em 50 mL de meio de cultura (Total PTOX Meio; ug); PTOX na raiz e no
meio de cultura (PTOX total (raiz +meio); pg) para a espécie Hyptis
suaveolens cultivadas no escuro por 42 dias em diferentes concentracoes de
acido salicilico.

Total Total
Acido salicilico PTOXraiz 19X  prox  prox [ 1OXtotal
meio : . (raiz +meio)
(mM) (1g/9) (ug/mL) Raiz Meio (L9)
(L9) (L9)
0 24,66 b 0,24 b 0,74 c 12,06 ¢ 12,80 d
25 25,12 b 0,25b 0,84 b 1261b 13,45 ¢
50 4165a 0,31a 1,25a 15,40 a 16,65 a
100 17,74 ¢ 0,31a 0,53d 15,32 a 15,85 b

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

3.7 Anélises de UHPLC-MS/MS

Para confirmagdo da presenca inequivoca da PTOX nos tratamentos mais promissores
usando os elicitores acima descritos, foram feitas analises de UHPLC-MS/MS. Essas foram
executadas tanto com as amostras das raizes quanto do meio de cultura, através da comparacéo
do tempo de retencdo e perfil de fragmentacdo dessas amostras com o padrdo de PTOX
(FIGURAS 7 ¢ 8).

Através da analise do perfil de fragmentacdo do padrdo com o do pico correspondente
na amostra no mesmo tempo de retencdo foi possivel confirmar a presenca da PTOX nos

tratamentos acima mencionados.



Figura7 - Cromatogramas de UHPLC-MS/MS (modo positivo) do padrédo de PTOX e

Relative Abundance

dos tratamentos mais promissores com os elicitores: LED, Quitosana,
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Fonte: da Autora (2023).
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Figura8 - Cromatogramas de UHPLC-MS/MS (modo positivo) do padrdo de PTOX e dos
tratamentos mais promissores com os elicitores: LED, Quitosana, Melatonina, e
Serotonina nas amostras de meio de cultura.
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Fonte: da Autora (2023).

A molécula de PTOX (C22H220s), em modo positivo de anélise, gera o ion precursor de
m/z 415 Da [M+H]"*. No espectro de MS/MS do ion m/z 414.7 [M+H]* (FIGURA 9), tanto do

padrdo quanto dos tratamentos mais promissores (tR 21.86, 21.87 e 21.89 min), foi possivel

observar os fragmentos de m/z 397, 247, 229 e 168 caracteristicos dessa substancia (ZHAO et

al., 2008). O fragmento mais abundante de m/z 397 refere-se a perda de uma molécula de agua

[M+H-H,0]" pelo ion preursor protonado. A perda da por¢ao 3-trimethoxybenzene (ArH, 168
Da) da molécula de PTOX desidratada, gera o fragmento de m/z 229 [M-H.O-ArH+H]". O

fragmento da por¢do ArH de m/z 168 também foi observdo no espectro de MS/MS. Por fim o


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H22O8
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fragmento de m/z 247 [M- ArH+H]" refere-se a perda de ArH do ion precursor antes da

desidratacéo.

Figura 9 - Espectro de MS/MS do ion de m/z 414.7 [M+H]*
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Fonte: da Autora (2023).

A presenca de PTOX no meio de cultura € um resultado promissor pois além de ser uma
forma de obtencdo da lignana de forma homogénea e continua, independente de fatores
ambientais e sazonais, tem a vantagem de eliminar etapas no processo de purificacdo. Dessa
forma pode-se afirmar que esse metabdlito secundario teve sua produgdo aumentada quando se
empregou os tratamentos com 100 mg/L de quitosana, 30 UM de melatonina, 10 uM de

serotonina e 10 mM de metil-jasmonato.

4. CONCLUSAO

Os elicitores aumentam a producao de biomassa e PTOX em cultura de raizes de Hyptis
suaveolens. Além disso, independente do elicitor empregado o maior acimulo de PTOX é

encontrado no meio de cultura.
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RESUMO

Podofilotoxina (PTOX) € uma lignana conhecida por sua atividade antineoplasica. A
producdo
convencional da PTOX ocorre por extracdo em raizes de espécies do género Podophyllum,
atividade que tem levado espécies a ameaca de extin¢do. Portanto, existe uma demanda para
encontrar novas fontes de exploracdo sustentavel para a producdo da PTOX. Atualmente,
fungos endofiticos tém sido estudados pela biotecnologia por serem capazes de produzir
metabolitos secundarios de interesse farmacéutico. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a presenga de fungos endofiticos produtores de PTOX em raizes de Hyptis suaveolens.
Raizes de plantas cultivadas em casa de vegetacdo foram coletadas e inoculadas em placas de
petri contendo meio BDA com antibidtico cefotaxima. Apds 7 dias os fungos endofiticos
obtidos foram isolados e cultivados em meio liquido BD por 30 dias. Extratos do meio de
cultura e do micélio dos fungos foram aplicados em placas de silica para triagem por
cromatografia de camada delgada (CCD), sendo classificados qualitativamente quanto a
producdo de PTOX. Realizou-se caracterizagdo e quantificagio da PTOX por UHPLC-
UVMS/MS e HPLC-DAD. Dos 21 fungos endofiticos isolados, 5 foram selecionados na
primeira triagem. Entretanto, somente a espécie Plectosphaerella cucumerina foi identificada
como potencial produtora de PTOX. A espécie ndo produziu PTOX no micélio, ao passo que
foi observado 12,48 ngPTOX/L do meio de cultura. A obtengao de PTOX via cultivo do fungo
endofitico P. cucumerina encontrado nas raizes de H. suaveolens é possivel e pode ser
considerada como uma alternativa sustentavel a producéo convencional.

Palavras-chave: Plectosphaerella cucumerina. Plantas medicinais. Metabdlitos secundérios.
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ABSTRACT

Podophyllotoxin (PTOX) is a lignan known for its antineoplastic activity. The conventional
method of PTOX production occurs by extracting the roots of species of the genus
Podophyllum, an activity that has led species to the threat of extinction. Therefore, there is a
demand to find new sources of sustainable exploitation for PTOX production. Currently,
endophytic fungi have been studied by biotechnology because they are capable of producing
secondary metabolites of economic interest. Thus, the objective of this work was to evaluate
the presence of endophytic fungi that produce PTOX in Hyptis suaveolens. Roots of plants
grown in a greenhouse were collected and inoculated in petri dishes containing PDA medium
with cefotaxime antibiotic. After 7 days, the endophytic fungi obtained were isolated and
cultivated in BD liquid medium for 30 days. Extracts from the culture medium and fungal
mycelium were applied on silica plates for sorting by thin layer chromatography (TLC), being
classified qualitatively in terms of PTOX production. Characterization and quantification of
PTOX was performed by UHPLC-UVMS/MS and HPLC-DAD. Of the 21 endophytic fungi
isolated, 5 were selected in the first screening. However, only the species Plectosphaerella
cucumerina was identified as a potential producer of PTOX. The species did not produce PTOX
in the mycelium, whereas 12.48 pgPTOX/L of the culture medium was observed. Obtaining
PTOX via cultivation of the endophytic fungus P. cucumerina found in H. suaveolens roots is
possible and can be considered as a sustainable alternative to the conventional production of
this secondary metabolite.

Keywords: Plectosphaerella cucumerina. Medicinal plants. Secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Fungos endofiticos, sdo espécies que habitam a planta hospedeira em uma complexa
relacdo de simbiose na qual os enddfitos se favorecem do hospedeiro obtendo protecdo e
nutrientes, ao passo que a planta hospedeira é beneficiada pela producdo de metabdlitos
secundarios que podem melhorar o crescimento vegetal e aumentar a tolerancia a estresses
bidticos e abidticos (KAUL et al., 2012; BACON; WHITE, 2000).

A descoberta do uso da biotecnologia aplicada ao cultivo de fungos endofiticos permite
a producéo de metabolitos secundarios de interesse quimico e farmacéutico, sendo possivel a
producdo em grande escala em biorreatores (KAUL et al., 2012). Os fungos endofiticos séo
capazes de produzir varios compostos como os alcaloides, terpenoides, flavonoides, cumarinas,
quinonas, lignanas, dentre outros (ZHANG; SONG; TAN, 2006).

Podofilotoxina (PTOX) é uma lignana aril-tetralina utilizada como matéria-prima na
producdo de moléculas derivadas utilizadas como quimioterapicos de alguns tipos de cancer,
como NK611, GL-311, TOP-53 e Azatoxina (QIAN LIU; YANG; TIAN, 2007). Entretanto,
sua producdo tem dependido da extracdo de raizes de plantas do género Podophyllum e sua
superexploracdo tem ameacado espécies de extin¢do, trazendo a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos sustentaveis para a producdo de PTOX (CHAUDHARI et
al., 2014).

Uma das formas de obtencdo de metabdlitos secundéarios é via cultura de fungos
endofiticos encontrados em plantas hospedeiras que ja produzem o composto de interesse
(HUANG et al., 2014). Pesquisas reportam a producdo de PTOX em fungos endofiticos isolados
de algumas espécies vegetais, como Mucor fragilis encontrado em Sinopodophyllum
hexandrum (HUANG et al., 2014), Fusarium oxysporum em Juniperus recurva (KOUR et al.,
2008), Fusarium solani em Podophyllum hexandrum (MOHAMMAD et al., 2012) e
Phialocephala fortinii em Podophyllum peltatum (EYEBERGER; DONDAPATI; PORTER,
2006).

A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit (Lamiaceae) é uma planta medicinal e aromatica
com atividade bioherbicida, inseticida, repelente, nematicida e bactericida (ADJOU;
CHOUGOUROU; SOUMANOU, 2019; SONIBARE et al., 2015; PANDEY et al., 2012;
AGBENIN, 2014; JAYA et al., 2011). Além disso, estudos reportaram a presenca de PTOX em
suas raizes (DA SILVA et al., 2022; VELOZ et al., 2013; TANG et al., 2019). Assim, a H.
suaveolens tem sido estudada como potencial espécie para producao sustentavel de PTOX por
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cultura de tecidos vegetais, cultura de raizes e calos (DA SILVA et al., 2022; VELOZ et al.,
2013).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo o isolamento de fungos endofiticos
em H. suaveolens, identificacdo das espécies e caracterizagdo, assim como o doseamento de

PTOX em fungos produtores de PTOX em H. suaveolens

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtengéo do material vegetal

Hyptis suaveolens (L.) Poit cultivadas por 90 dias em vasos com substrato comercial
em casa-de-vegetacdo, obtidas por sementes, foram completamente removidas do substrato e
lavadas em &gua corrente. Posteriormente, as raizes foram separadas e encaminhadas ao

Laboratdrio de Bioprospeccdo de Fungos Filamentosos da Universidade Federal de Lavras.

2.2. Desinfestacdo do material vegetal

A desinfestagdo do material foi realizada com imersdo em etanol 70% por 2 min,
hipoclorito de sddio (2,0% de cloro ativo) por 3 min, seguida de nova imersdao em etanol 70%
por 1 min dentro da cdmara de fluxo laminar horizontal. Em seguida, o material passou por
triplice lavagem em agua destilada autoclavada. Raizes foram cortadas em fragmentos de 4 cm
inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA contendo antibio6tico cefotaxima.
As placas foram mantidas em camara de crescimento, com temperatura de 26 °C, ao abrigo da

luz.

2.3. Isolamento dos fungos endofiticos

Ap6bs a inoculacao, os fungos que se desenvolveram foram isolados e transferidos para
novas placas de petri contendo meio de cultura BDA. Os fungos foram repicados a cada 15 dias

até a aquisicdo de material suficiente para as proximas etapas do experimento.

2.4. Cultivo dos fungos

Os fungos isolados foram cultivados em Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de
meio liquido BD (200g/L batata cozida e 20g/L dextrose) e incubados a 26 °C sob agitacdo em
shaker a 100 r.p.m., por 30 dias (FIGURA 1).
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Figural- Fungos endofiticos da espécie Hyptis suaveolens cultivados em meio liquido
BD por 30 dias.

Fonte: da Autora (2023).
2.5. Identificacdo dos fungos endofiticos

Para a identificacdo das espécies dos fungos endofiticos produtores de PTOX, foi feita
e extracdo do DNA com kit QuiaGEN, seguido de analise PCR, utilizando os primers ITS (1T4
e ITS5), realizado na Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas/MG). Os resultados obtidos foram
comparados com o banco de dados Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para

comparacdo do DNA e identificacdo das espécies.

2.6. Preparo do extrato para analises cromatogréaficas

2.6.1. Micélio

O micélio passou pelo processo de liofilizacdo (freeze drying) para obtencdo da matéria
seca (FIGURA 2A). Posteriormente, em Erlenmeyer de 50 mL, 1 g do material foi pesado e
adicionado a 10 mL de etanol (98° INPM), que foi mantido sob agitacdo em shaker por 24 h
(FIGURA 2B). Em seguida, o extrato foi filtrado sob vacuo e centrifugado (10 min; 10.000
rpm). O sobrenadante foi coletado e concentrado em rotavapor a 37 °C (FIGURA 2C). Em
seguida 1 mL de cloroférmio foi adicionado ao baldo, passando por sonicacdo (1 min); o extrato
foi coletado com auxilio de uma pipeta e acondicionado em microtubos de 2 mL para completa

evaporacao do solvente (FIGURA 2D).
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Figura 2 - Processo de obtencdo do extrato a partir do micélio dos fungos endofiticos
encontrados na espécie Hyptis suaveolens.

Fonte: da Autora (2023).

Posteriormente, as amostras foram preparadas para analises por cromatografia liquida a
partir de 10 mg do extrato de micélio, seguindo a metodologia descrita por Da Silva et al. (2022)

para raizes de H. suaveolens.
2.6.2. Meio de cultura (sobrenadante)

O meio de cultura foi previamente separado do micélio por filtragdo a vacuo. O preparo
das amostras a partir do meio de cultura dos fungos seguiu a proposta de Da Silva et al. (2022)
para meio de cultura de raizes, com modificagbes. O volume de 50 mL de meio de cultura dos
fungos filtrado foi duas vezes com 25 mL de cloroférmio. As fases orgéanicas foram reunidas e
concentradas em evaporador rotatorio. Em seguida, o extrato foi solubilizado em 1000 uL de
Metanol grau HPLC sob sonicagdo por 2 minutos, seguido de centrifugacdo (10 min; 10.000

rpm). O sobrenadante foi injetado automaticamente em sistema de cromatografia liquida.
2.7. Selecao dos fungos produtores de PTOX por CCD

Os extratos fungicos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) a
fim de caracterizar a presenca de PTOX nas amostras e selecionar os fungos produtores. Foram
confeccionadas placas de silica suportadas em vidro, com 0,25 mm de espessura de silica gel
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60G Merck®. Empregou-se solucdo de PTOX de referéncia (Sigma-Aldrich; 98% de pureza) a
1 mg/L. As fases moveis e o revelador seguiram o método descrito por WAGNER; BLAT
(2009). Aplicou-se 30 L dos extratos metanodlico e 30 pL da solucdo de referéncia. A placa foi
eluida de de forma unidirecional ascendente empregando-se dois sistemas de elui¢cdo em duas
cubas diferentes: 1) cloroférmio:metanol (9:1, v/v), até 3 cm da placa (FIGURA 3A); 2)
tolueno:acetona (65:35, v/v) por 5 cm (FIGURA 3B). A revelacdo foi realizada por nebulizagéo
de solucéo de etanol (92,8 °INPM) e &cido sulfarico (1:1, v/v), seguida de aquecimento a 110
°C por 5 min. A analise foi positiva quando se observou banda de mesmo fator de retencéo (R¢)
que aquela do padrédo (FIGURA 3C).

Figura 3- Analises por CCD para selecdo dos fungos endofiticos de Hyptis suaveolens
produtores de PTOX.

Fonte: da Autora (2023).

2.8. Andlises da podofilotoxina no extrato do fungo selecionado

O extrato do fungo selecionado que indicou a presenca de PTOX nas analises por CCD
(item 2.3.) foi esterilizado utilizando-se membrana de 0,22 uM. A caracterizacdo da presenca
de PTOX nas amostras e a quantificacdo foram realizadas conforme descrito nos itens, 2.5.2. e

2.5.3. do artigo 1, respectivamente.

2.9. Anélise dos dados

A analise quanto a PTOX nos fungos foi de carater qualitativo (presenca ou auséncia de
PTOX). Para a producgédo de PTOX utilizou-se estatistica descritiva.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Isolamento e identificacédo dos fungos endofiticos
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Foram isolados 21 fungos endofiticos nas raizes da Hyptis suaveolens, dentre eles foram

identificados: Epicoccum sorghinum, Ceratobasidium sp., Cladosporium sp., Humicola sp. e

Plectosphaerella cucumerina (TABELA 1). Entretanto, os outros fungos ndo foram

identificados devido ao uso somente do primer ITS. Assim, observou-se a necessidade do uso

de outros primers para o sequenciamento de todos os fungos endofiticos isolados.

Tabela 1 - Fungos endofiticos isolados nas raizes da espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit
(Primer utilizado: ITS).

Espécie (Cédigo)

Cddigo genético

ID
(%)

Epicoccum
sorghinum

GTGATCCGAGGTCAAGAGTGTAAAAATGTACTTTTGGATGTCGTCGTTATGAGTG
CAAAGCGCGAGAGTACTGCGCTCCGAAATCAATACGCCGGCTGCCAATTGTTTTA
AGGCGAGTCTACAGGAGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGTACA
AATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCT
GCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAACTATT
AAGTTTTTTCAGACGCTGATTTCAACTGCAAAGGGTTTAAGTTTGTCCAATCGGT
GGGCGAACCCACCGAGGAAACGTAAGGTACTCAAAAGACATGGGTAAGAGATA
GCAGGCAAAGCCT

100

Ceratobasidium
sp.

GTAGTCCTACGGTGATTTGAGATCAGATCATAAAAGTATTGTCCAAGTCAATGGA
CTATTAGAAGCGGTTCATCTGCATTTACCTTGGCCACTTTTTACAGTGTCCTCAGC
GATAGATAACTTATCACGCCGAGTGGAACCAAGCATAACACTGAGATCCAGCTA
ATGAACAAAGAGGAGCAGGTGTGAAGCTGCAAAGACCTCCAATACCAAAGTAG
AAACCAATTGAGTTAACAAAAGATTTTAACTTTGAAGATTTCATGATACTCAAAC
AGGCATGCTCCAAGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGA
TTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGA
TGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAACTTAGTATTAGAT

99,7

Cladosporium sp.

TCAACCTTAGAAATGGGGTTGTTTTACGGCGTAGCCTCCCGAACACCCTTTAGCG
AATAGTTTCCACAACGCTTAGGGGACAGAAGACCCAGCCGGTCGATTTGAGGCA
CGCGGCGGACCGCGTTGCCCAATACCAAGCGAGGCTTGAGTGGTGAAATGACGC
TCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTTTAATTTATTAATTAAG
TTTACTCAGACTGCAAAGTTACGCAAGAGTTTGAAGTGTCCACCCGGAGCCCCCG
CCCGAAGGCAGGGTCGCCCCGGAGGCAACAGAGTCGGACAACAAAGGGTTATG
AACATCCCGGTGGTTA

100

Humicola sp.

AGCGGGTCTTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGGGTAAATAAGGGTTTTAACG
GCCGGAACCCGCAGCACGCCCAGAGCGAGATGTAACTACTACGCTCGGAGTGAC
AGCGAGCCCGCCACTGCATTTCAGGGCCTGCGGCAGCCGCAGGTCCCCAACACA
AGCCGGGGGCTTGATGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATA
CTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTGACTTATTCAGTACAGAAGACTCAGAGAGGCCATACAATG
CAATAGTTTGGTTTACCTCCGGCGGGCGCCCGCGAGGGCCCAGGGGC

98,9

Plectosphaerella
cucumerina

GGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGGTGCCGCCGGAGCGGACTTGTGG
GGGGTTTAGAGGCAGGACGCCGAGGGATCCCAATGCGAGGCTGATGCTACTGCG
CAAAGGAGAGGGCCTTCGGGTCCGCCACTGGTTTTAGGGGCCTGCCGTGGCAGA
TCCCCAACGCCGGGCCACGGGGGCTCGAGGGTTGAAACGACGCTCGGACAGGCA
TGCCTCCCAGGATACTGGAAGGCGCCATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACT
GAATTCTGCAATTCACATTACATATCGCGTTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCTGG
AGCCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTTTGACAGTTCGCTAAGAACACTCAGAAGT
ATCGTCGGGTTCGAAAACAGAGATTCTGATGAGACCGGCGGGCACCCTCGCGGG
CGCCGCCGAAGCAACAGGTATAATAGTTCACAAAGGGTAGAGAGTGTAGTACTC
AGTAATGATCCCTCCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACATATTAC

99,8

Fonte: da Autora (2023). Legenda: ID (%): percentagem de identificacio via BLAAST
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3.2. Triagem por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os fungos foram identificados como R (advindos da raiz) seguido do numero de
identificacdo, sendo nomeados de R1 a R25. Os extratos dos fungos foram preparados (de
acordo com item 2.2.) e aplicados em placas de CCD (FIGURA 4). Destes, somente no meio
de cultura do fungo Plectosphaerella cucumerina, codificado neste estudo como fungo R16,
apresentou a banda com fator de retencéo (Rf) semelhante ao da banda de PTOX de referéncia
(FIGURA 4A). Porém, o extrato do micélio ndo apresentou a banda com mesmo Rf da PTOX
(FIGURA 4B).

Figura4 - Triagem dos extratos dos fungos endofiticos encontrados nas raizes de Hyptis
suaveolens: A) Meio de cultura; B) Micélio.

A 'B

PTOX R16 R9 R17 R22 R24

i : a ™ ol
Fonte: da Autora (2023). Legenda: PTOX — podofilotoxina; R16: Plectosphaerella cucumerina; R9:
Epicoccum sorghinum; R17: Ceratobasidium sp.; R22: Cladosporium sp.; R24: Humicola sp.

Plectosphaerella cucumerina (Lindf.) W. Gams é um fungo filamentoso pertencente ao
filo Ascomycota conhecido por ser um patdgeno agricola causador da podriddo em raizes de
hortalicas em todo o mundo (PALM; GAMS; NIRENBERG, 1995). Apresenta como
sinonimias: as espécies Fusarium tabacinum (J.F.H Beyma) W. Gams e Plectosphaerella
cucumeris Kleb (GBIF, 2022; PALM; GAMS; NIRENBERG, 1995). Abaixo observamos o
fungo Plectosphaerella cucumerina em meio de cultura BDA (FIGURA 5-A), apds 20 dias de

cultivo em BD liquido ap6s 30 dias (FIGURA 5-B) e o fungo com 20 dias de cultivo em meio
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BDA observado em microscopia 6tica (FIGURA 5-C) e microscopia eletronica de varredura
(FIGURA 6).

Figura5- Fungo endofitico Plectosphaerella cucumerina identificado como produtor de
podofilotoxina. A: Fungo cultivado em meio BDA ap6s 20 dias; B: Fungo
cultivado em BD liquido apds 30 dias; C: Microscopia 6tica do P. cucumerina.

2 A s

Fonte: da Autora (2023).

Figura6 - Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) do fungo endofitico
Plectosphaerella cucumerina.

‘j‘ 10 pm
- e —

Fonte: da Autora (2023).
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3.3. Identificacéo de podofilotoxina (PTOX) por HPLC-UV e UHPLC-MS/MS

A andlise por HPLC-UV confirmou a produgdo de PTOX pelo fungo endofitico
Plectosphaerella cucumerina conforme mostrado na Figura 7. O fungo P. cucumerina produziu
12,48 ug de PTOX por litro de meio de cultura em 30 dias de fermentacéo em shaker 100 r.p.m.

Figura7 - Perfil cromatografico do meio de cultura de Plectosphaerella cucumerina
obtido por HPLC-DAD. A: padréo de PTOX; B: Co-injecdo da amostra com o
padrdo PTOX; C. amostra. Os espectros no UV foram obtidos on-line pelo
detector DAD para a amostra e 0 padrdo PTOX a 210 nm.

i
AMOSTRA PTOX

05 1.0 15 20 25 3.0 as 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 ao0 as 2.0 9.5 10.0
Minutos

Fonte: da Autora (2023).

Analises por UHPLC-MS/MS também foram realizadas para confirmar de forma
inequivoca a producdo de PTOX pelo fungo P. cucumerina. O perfil cromatogréfico, obtido
para o padrdo de PTOX, apresenta um pico com tempo de retencdo de 21,87 min (FIGURA 8).
O perfil da amostra obtido pelo detector DAD demonstra também um pico com tempo de
retencdo em 21,81 min (FIGURA 8). O perfil espectral obtido pelo detector DAD para o padrao
PTOX e pico correspondente na amostra apresentam maximos de absorcdo compativeis entre
si. Os maximos de absorcao observados sdo caracteristicos aos maximos de absorcao relatados
na literatura (205 e 292 nm) (DEKEBO et al., 2002; KAMAL et al., 2013).

A comparacao do perfil de fragmentacgéo por MS/MS do padréo de PTOX com a amostra

analisada confirmam a producao de PTOX por P. cucumerina (FIGURA 9)
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Cromatograma de UHPLC-MS/MS (modo positivo) do padrdo de PTOX e da
solucéo estéril de fungos.
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Figura 9 - Espectro de MS/MS do ion de m/z 414.7 [M+H]".
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A molécula de PTOX (C22H220g), em modo positivo de analise, gera o ion precursor de
m/z 415 Da [M+H]". No espectro de MS/MS do ion m/z 414.7 [M+H]", tanto do padrdo quanto
do tratamento mais promissor (tR 21.87 min), foi possivel observar os fragmentos de m/z 397,
247, 229 e 168 caracteristicos dessa substancia (ZHAO et al., 2008). O fragmento mais
abundante de m/z 397 refere-se a perda de uma molécula de agua [M+H-H20]" pelo ion preursor
protonado. A perda da porcdo 3-trimethoxybenzene (ArH, 168 Da) da molécula de PTOX
desidratada, gera o fragmento de m/z 229 [M-H.O-ArH+H]". O fragmento da porcdo ArH de
m/z 168 também foi observdo no espectro de MS/MS. Por fim o fragmento de m/z 247 [M-
ArH+H]" refere-se a perda de ArH do ion precursor antes da desidratacdo. Dessa forma pode-
se afirmar que esse metabdlito secundério foi produzido pelo fungo P. cucumerina, sendo sua
presenca confirmada pelos métodos de HPLC-UV e UHPLC-MS.

Esse mesmo fungo foi relatado no trabalho de Zhou e colaboradores (2017) que
avaliaram o extrato obtido ap6s 7 dias de cultivo da P. cucumerina em meio liquido e
reportaram atividade contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa. A Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) do extrato (obtido por acetato de etila) foi de 1,25 mg/mL. Além disso, menores
concentragdes do extrato (0,25 a 1 mg/mL) inibiram a formacé&o de biofilme da P. aeruginosa
in vitro. O extrato da P. cucumerina reduziu a producdo de piocianina em até 70%, toxina
necessaria para infeccdo e formacdo de biofilme da bactéria P. aeruginosa. Além disso, 0s
autores indicaram a presenca dos compostos fendlicos melleina, citreoisocumarina, patulina e
emodina via LC-MS, sendo os dois Gltimos responsaveis pela inibi¢éo e ruptura do biofilme da
bactéria patogénica. Dessa forma varios metabdlitos secundarios da via do chiquimato, assim
como a PTOX, tiveram sua biossintese aumentada via fungos endofiicos, o que demonstra a
potencialidade para producdo em larga escala.

Uma das formas de producéo industrial de metabdlitos secundarios é via cultura fungos
endofiticos, muitas vezes capazes de produzir os mesmos compostos naturais que seu
hospedeiro (HUANG et al., 2014). Estudos relatam a presenca de PTOX em fungos endofiticos
isolados de algumas espécies vegetais. O fungo Phialocephala fortinii, obtido dos rizomas da
espéecie Podophyllum peltatum, produziu 189 pg/L de PTOX ap0s 4 semanas em meio de
cultura (EYEBERGER; DONDAPATI; PORTER, 2006). Fusarium solani, isolado das raizes
de Podophyllum hexandrum produziu em média 29,0 ug de PTOX por grama de micélio seco
(MOHAMMAD et al., 2012). A espécie Mucor fragilis, isolada no rizoma da espécie
Sinopodophyllum hexandrum encontrada nas montanhas Taibai na China, produziu 49,3 pg de
PTOX por grama de micélio seco apds 7 dias de fermentacdo em meio de cultura (HUANG et

al., 2014). O fungo Fusarium oxysporum, isolado em Juniperus recurva, produziu 28 ug/L de


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H22O8
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PTOX apos 4 dias de fermentacdo (KOUR et al., 2008). Entretanto, ndo ha registros anteriores
na literatura relatando a presenca de PTOX no fungo Plectosphaerella cucumerina. Dessa
forma considera-se promissor o emprego da espécie P. cucumerina na producdo industrial de

PTOX em alta escala.

4. CONCLUSAO

O fungo endofitico Plectosphaerella cucumerina, encontrado nas raizes da Hyptis
suaveolens, exsuda PTOX para o meio de cultura e pode ser considerado uma fonte sustentavel
para producdo industrial de PTOX, produzindo 12,48 pg/L de PTOX apds 30 dias de

fermentacéo.
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