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RESUMO

A aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode aumentar o crescimento e a
concentracdo de metabolitos primarios e secundarios em diversas espécies vegetais.
Anadenanthera colubrina, planta com propriedades medicinais, tem 0 crescimento
beneficiado pela micorrizacdo, mas ndo se conhece a influéncia da simbiose sobre a
producdo de compostos foliares bioativos nessa planta. O objetivo deste estudo foi
determinar o efeito da inoculacdo micorrizica e da adicdo de P na produgdo de compostos
bioativos em mudas de angico-preto. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de 2 x 5, sendo dois tratamentos de inoculagdo (com ou
sem FMA) e cinco niveis de P, em 5 repeticdes. Sementes de angico-preto foram
desinfestadas e, apds a germinacdo, as plantulas com duas folhas definitivas foram
transferidas para potes contendo solo desinfestado com 5 niveis de P [4 ( nivel natural), 8,
15, 30 e 50 mg de P dm™ de solo, suplementado com superfosfato simples] e inoculadas
com solo-in6culo misto, fornecendo 300 esporos de Gigaspora albida + Acaulospora
longula. Apds 150 dias em casa de vegetacdo, a parte aérea foi colhida, seca em estufa e
macerada em etanol 95 % (12 dias/20 °C) para determinacdo de carboidratos sollveis,
proteinas, fendis, flavonoides e de taninos totais. A producdo de proteinas e de
carboidratos, tanto em concentracdo como em conteudo, foi favorecida pela inoculagao
com FMA, porém tal beneficio foi mitigado nos maiores niveis de P testados. A
concentracdo de fenois, de flavondides e de taninos totais foi favorecida pela micorrizacao,
mesmo nos niveis mais altos de P. Conclui-se que a producdo de metabdlitos primarios e
secundarios foliares em mudas de A. colubrina pode ser maximizada pela micorrizacéo,

com os beneficios dependentes da suplementacéo fosfatica do solo.

Palavras-chave: FMA, metabdlitos secundarios, metabdlitos primarios



ABSTRACT

The application of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can increase the growth and
concentration of primary and secondary metabolites in several plant species. The growth of
cebil (Anadenanthera colubrina), a medicinal plant, is benefited from mycorrhizal
association, but the influence of the symbiosis on the production of bioactive compounds
in this plant is unkown. The objective of this study was to determine the effect of
mycorrhizal inoculation and P addition in the production of bioactive compounds in
seedlings of cebil. The experimental design was completely randomized in factorial
arrangement of 2 x 5, and two inoculation treatments (with or without AMF) and five
levels of P in 5 replicates. Seeds of cebil were sterilized and after germination, seedlings
with two true leaves were transferred to pots containing fumigated soil, with 5 levels of P
[4 (natural level), 8, 15, 30 and 50 mg P dm™ soil, supplemented with superphosphate] and
inoculated with a soil-inoculum mixture, providing 300 spores of Gigaspora albida +
Acaulospora longula. After 150 days in a greenhouse, the shoots were harvested, dried and
macerated in 95 % ethanol (12 dias/20 ° C) for determination of soluble carbohydrates,
proteins, phenols, flavonoids and total tannins. The production of proteins and
carbohydrates, both in concentration and content was enhanced by inoculation with AMF,
but this benefit was mitigated in higher levels of P. The concentration of phenols,
flavonoids and total tannins was favored by mycorrhization, even at the highest levels of P.
The production of primary and secondary metabolites on leaves of A. colubrina can be
maximized by mycorrhization with the benefits of supplementation dependent on soil

phosphate.

Keywords: AMF, secondary metabolites, primary metabolites
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1. INTRODUCAO

Os produtos do metabolismo secundario dos vegetais constituem importante fonte de agentes
terapéuticos que sdo usados ha muito tempo, principalmente em paises em desenvolvimento,
considerando que 60 a 80 % da populacdo dependem exclusivamente desses compostos para 0s
cuidados basicos em saude (Ramos et al., 2008; Agra et al., 2007).

O Brasil é rico em espécies vegetais nativas que apresentam compostos bioativos; na regido
Nordeste, onde se encontra o bioma Caatinga, ha relatos de diversas espécies com propriedades
medicinais (Silva et al., 2005; Ramos et al., 2008; Agra et al., 2007), entre as quais 0 angico-preto
(Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan), uma das espécies medicinais mais usadas pela
populacdo (Albuquerque & Andrade, 2002a). Essa planta tem sido usada na medicina popular para
a cura de diarréia (Carvalho, 2002), tosse, bronquite (Agra et al., 2007; Agra et al., 2008), gripe
(Almeida et al., 2006), inflamacao e na cicatrizagé@o de tecidos (Araujo et al., 2008).

As propriedades medicinais de A. colubrina séo conferidas por compostos bioativos como
triterpenos, esterdis (Gutierrez-Lugo et al., 2004), polissacarideos (Moretdo et al., 2003) e
compostos fendlicos, como flavonoides (Gutierrez-Lugo et al., 2004; Aradjo et al., 2008), fenois e
taninos (Monteiro et al., 2005a; Monteiro et al., 2006b). Os compostos fendlicos constituem uma
das principais classes de compostos secundarios e possuem uma variedade de efeitos biologicos,
sendo amplamente utilizados como antioxidante na inddstria alimenticia ou farmacéutica
(Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Dentre os compostos fenolicos, os flavonodides e os taninos
destacam-se por suas propriedades antimicrobianas, antioxidante, antiinflamatoria, antiproliferativa,
antialérgica, antitrombotica e antiviral (Monteiro et al., 2005b; Middleton Jr. et al., 2000; Tapas et
al., 2008).

Pesquisas comprovam a eficiéncia micorrizica em maximizar a producdo de metabdlitos
primarios e secundarios em diversas plantas (Ratti et al., 2010; Huang et al., 2011; Araim et al.,
2009; Nell et al., 2010; Silva et al., 2008b; Khaosaad et al., 2006; Toussaint et al., 2007; Zhu &
Yao, 2004), porém ndo esta esclarecido se tal incremento é consequéncia do efeito direto do fungo
ou se resulta dos efeitos mediados pelo maior aporte de P. Em algumas situac@es a inoculacdo tem
sido mais eficiente em favorecer a producdo desses compostos do que a adicdo de P (Nell et al.,
2010; Kapoor et al., 2007). Porém, mais investigacdes sao necessarias objetivando compreender 0s
mecanismos pelos quais 0s FMA interferem na producgdo de fitoquimicos, sobretudo em substratos

com suplementacéo fosfatica.
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Espécies de Anadenanthera sdo beneficiadas pela micorrizacdo (Santana, 2010; Sugai et al.,
2011; Santos et al., 2008b), porém a influéncia da simbiose sobre a producdo de metabélitos
primarios e fitoquimicos foliares dessas espécies ndo é conhecida. O objetivo do presente estudo foi
determinar o efeito da inoculacdo micorrizica e da adicdo de P na producdo de compostos bioativos

em mudas de angico-preto.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) sdo microrganismos do solo pertencentes ao filo
Glomeromycota (SchulRler et al., 2001) que se unem a raizes de cerca de 80 % das plantas terrestres
(Nagahashi et al., 2010) formando uma associagdo simbiética mutualista em que h& troca de
produtos da fotossintese por nutrientes e agua (Berbara et al., 2006). A associacdo € chamada
micorriza arbuscular, devido a formacdo de estruturas caracteristicas, denominadas arbusculos
(Smith & Read, 2008).

Ha evidéncias de que os FMA sdo um grupo muito diverso, porém, até 0 momento pouco mais
de 200 espécies foram descritas (de Souza et al., 2008). Apesar das evidéncias de reproducéo
apenas assexuada, os FMA apresentam grande diversidade genética (Maia, 2010), que pode ser
explicada pela presenga de centenas de nucleos idénticos (homocariose), cada um contendo todas as
sequéncias variantes no esporo (Pawlowska & Taylor, 2004) ou pela presenca de nucleos
geneticamente distintos (heterocariose) em cada esporo (Hijri & Sanders, 2005). Ao revisar diversos
trabalhos, Bever et al. (2008) concluiram que ha forte apoio para a teoria da heterocariose, com a
fusdo entre hifas sendo responsavel pela manutencao da variabilidade genética entre as células.

A associacdo micorrizica é iniciada a partir da germinacdo ou recrescimento de um propagulo
infectivo, que pode ser esporo, fragmento de raiz colonizado ou hifas (Smith & Read, 2008). A
germinacdo do esporo requer apenas a presenca de agua e didxido de carbono, independendo da
presenca da planta hospedeira (Lambais, 2006). Na auséncia de raizes, o crescimento da hifa é
interrompido antes que acabem as reservas do esporo, e este pode emitir novos tubos germinativos
até encontrar uma planta hospedeira (Harrison, 2005). A presenca de raizes metabolicamente ativas
é essencial para que o fungo complete seu ciclo de vida, uma vez que ele depende da planta para
produzir acidos graxos (Franken, 2010).

Ao perceber sinais quimicos vindos do hospedeiro o fungo aumenta sua atividade respiratoria e
contacta a raiz, formando apressorios (Giovannetti et al., 1994; Harrison, 2005). A penetracdo na
raiz ocorre inter e intracelularmente, e no interior do cortex hifas laterais se ramificam e formam os
arbusculos (Lambais, 2006), estruturas responsaveis pelas trocas de nutrientes (Moreira & Siqueira,
2002). A formacdo dos arbusculos é acompanhada por uma série de mudangas na disposicdo da
celula hospedeira, como mudancga de posi¢do do nucleo, fragmentagdo dos vacuolos, modificacdo

na organizacdo dos plastidios, entre outras (Bonfante et al., 2009).
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Além de produzir arbusculos, algumas espécies formam estruturas com funcdo de reserva,
denominadas vesiculas (Moreira & Siqueira, 2002). Externamente, as hifas fungicas se
desenvolvem formando o micélio extrarradicular, que atua na absor¢do de nutrientes e dgua do solo
em favor da planta, na colonizacdo secundaria de raizes, na agregacdo do solo e na producdo de
esporos (Peterson et al., 2004). No micélio externo de espécies que ndo produzem vesiculas, como
membros das familias Gigasporaceae, Scutellosporaceae, Racocetraceae e Dentiscutataceae, sdo
produzidas ainda células auxiliares, que armazenam lipidios e precedem a formacdo de esporos
(Peterson et al., 2004; Oehl et al., 2008; Biermann & Linderman, 1983).

O desenvolvimento da associacdo micorrizica compreende, portanto, trés fases: a fase
assimbiotica, que inclui o processo de germinagdo dos esporos e emissao do tubo germinativo; a
fase pré-simbiotica, que inclui a ramificacdo das hifas; e a fase simbidtica, que inclui todos os
eventos que ocorrem a partir da formacdo do apressorio (Lambais & Ramos, 2010; Maia et al.,
2010).

A colonizagdo das raizes pode variar com a formacgdo de micorrizas tipo Arum, caracterizadas
por intensa colonizacgdo intercelular e ramificagdo dicotdmica no interior das células corticais,
originando arbusculos tipicos; ou micorrizas tipo Paris, caracterizadas pelo desenvolvimento
intracelular de hifas enoveladas (Smith & Read, 2008).

Plantas associadas a FMA apresentam vantagens sobre as ndo micorrizadas, considerando que as
hifas funcionam como extensdes radiculares que aumentam a superficie de absorcdo de elementos
minerais e alcangam espacos inatingiveis pelo sistema radicular (Morgan et al., 2005). Além disso,
alguns FMA conseguem ter acesso a formas de N e P que ndo sdo utilizadas por plantas nao
associadas, especialmente em ambientes aridos e semiaridos, onde a absorcdo desses nutrientes é
limitada (Morgan et al., 2005; Miransari, 2011).

A transferéncia de fotossintatos para o fungo é da ordem de 4-20 % (Morgan et al., 2005). Os
efeitos mais relatados de FMA sobre a planta hospedeira sdo o aumento do crescimento em altura e
biomassa seca da parte aérea e da raiz (Chu et al., 2004; Silva et al., 2004), aumento dos teores de
micronutrientes (Chu et al., 2001) e macronutrientes como o P (Matsubara et al., 2009), maiores
teores de pigmentos fotossintetizantes nas folhas (Tristdo et al., 2006) e maior producdo de
metabolitos primarios (Manoharan et al., 2010) e secundarios (Ceccarelli et al., 2010; Chaudhary et
al., 2008).

O FMA também pode atuar protegendo a planta contra patdgenos radiculares (Chandanie et al.,
2009) por meio de mecanismos diretos e indiretos, como melhora do estado nutricional que resulta
em maior producdo de compostos secundarios, entre os quais substéncias relacionadas a defesa
(fitoalexinas), competicdo por locais de infeccdo e alimento, antibiose, modificacdo quali-

quantitativa de exsudados liberados pelas raizes e barreira fisica, visto que células contendo
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arbusculos ndo sdo ocupadas por fungos causadores de doengas (Maia et al., 2006; Chandanie et
al., 2009; Zhu & Yao, 2004). Outros efeitos importantes como aumento da tolerancia da planta
hospedeira a estresses salino (Yano-Melo et al., 2003) e hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2006) também
sdo observados. Além disso, 0 FMA pode reduzir a concentragdo de metais pesados na parte aérea
das plantas, favorecendo o crescimento vegetal (Silva et al., 2006).

Os mecanismos utilizados pelos FMA para mitigar estresses abidticos sdo variados. O estresse
salino € amenizado por diversos mecanismos, como absor¢do aumentada de nutrientes, manutencao
da propor¢do K*: Na’, mudancas bioquimicas, como actimulo de aminoacidos que mantém o
equilibrio osmético das células, e mudancas fisioldgicas, como maior eficiéncia fotossintética
(Evelin et al., 2009). As vias que os FMA usam para proteger as plantas contra estresses hidricos
ndo estdo claros, mas acredita-se que plantas micorrizadas possuem baixa regulacéo da expresséo de
genes que codificam proteinas intrinsecas da membrana plasmética (aquaporinas) e isso diminui a
permeabilidade da mesma evitando a perda de agua pelas células (Ruiz-Lozano et al., 2006). As
estratégias utilizadas para aumentar a tolerancia das plantas a contaminagcdo por metais pesados
incluem o efeito de diluicdo resultante do maior crescimento vegetal, adsorcdo nas estruturas
fungicas, retencdo pelas PSRG (proteinas do solo relacionadas a glomalina), imobilizacdo devido as
mudancas no pH do solo e precipitacdo de cations metalicos com granulos de fosfato (Xiaolin et al.,
2002; Silva et al., 2006; Christie et al., 2004; Gaur & Adholeya, 2004).

Os fungos micorrizicos também desempenham importante papel na agregacdo do solo, via
processos biofisicos (atuacdo de hifas), biologicos (interacdo com outros microrganismos) e
bioguimicos (producédo de glomalina) (Rillig & Mummey, 2006).

A glomalina é uma glicoproteina composta por cerca de 60 % de carboidratos, apresentando
grande quantidade de ferro na molécula (Wright & Upadhyaya, 1998). Recentemente, o uso do
termo “glomalina” foi substituido por proteinas do solo relacionadas a glomalina (PSRG), porque
outros compostos ndo produzidos por FMA também podem ser co-extraidos e quantificados pelos
métodos comumente utilizados (Rillig, 2004).

As PSRG séo produzidas por FMA e ficam contidas nas paredes das hifas e dos esporos, sendo
passivamente liberadas no meio (Driver et al., 2005). Essas glicoproteinas podem beneficiar
diretamente 0 FMA pela melhoria no ambiente de crescimento (Rillig & Steinberg, 2002) e pela
protecdo das hifas durante o transporte de nutrientes (Wright, 2010). Além disso, sdo importantes
em nivel de ecossistema, pois quando presentes em grande quantidade no solo proporcionam
melhor drenagem de dgua e maior aeracdo, desenvolvimento do sistema radicular, atividade
microbiana e resisténcia da superficie a erosdo, melhorando, assim, a estrutura do solo (Wright,
2010; Wu et al., 2008).
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A capacidade de o fungo beneficiar a planta hospedeira é denominada efetividade micorrizica,
que é medida pela resposta de crescimento vegetal (Janos, 2007). Varios parametros podem ser
avaliados para estimar a efetividade de FMA (Tabela 1), incluindo nimero de folhas, fitomassa,
area foliar (Silva et al., 2004; Cavalcante et al., 2002) e parametros fisioldgicos tais como teores de
pigmentos fotossintéticos (Manoharan et al. 2010), producdo de metabdlitos primarios (Matsubara
et al., 2009) e secundarios (Ceccarelli et al., 2010; Chaudhary et al., 2008).

Tabela 1. Variaveis de crescimento avaliadas para estimar a efetividade de fungos micorrizicos

arbusculares (FMA)

Variaveis

Referéncia

Altura

Diametro do caule

Numero de folhas

Area foliar

Avrea foliar especifica e
Razdo de éarea foliar

Biomassa seca

Biomassa fresca

Peso de frutos, n° de
sementes/fruto, n° de
frutos/ha

Taxa de crescimento relativo
Concentracdo/contetdo de
nutrientes

Eficiéncia de utilizagdo de P

Teores de pigmentos
fotossintéticos

Atividade enzimatica

Producéo de metabdlitos
primarios

Souza (2000); Cavalcante et al. (2001); Chu et al. (2001); Cavalcante et al. (2002);
Yano-Melo et al. (2003); Silva et al. (2004); Tristdo et al. (2006); Farias et al. (2008);
Silva et al. (2008a); Santos et al. (2008a); Guissou (2009); Gogoi & Singh (2011)

Souza (2000); Chu et al. (2001); Cavalcante et al. (2002); Anjos et al. (2005); Tristdo et
al. (2006); Silva et al. (2008a);

Cavalcante et al. (2002); Yano-Melo et al. (2003); Silva et al. (2004); Anjos et al.
(2005); Tristdo et al. (2006); Barbieri Jr. et al. (2007);

Souza (2000); Cavalcante et al. (2001); Cavalcante et al. (2002); Yano-Melo et al.
(2003); Silva et al. (2004); Anjos et al. (2005); Santos et al. (2008a); Manoharan et al.
(2010)

Barbieri Jr. et al. (2007)

Cavalcante et al. (2001); Chu et al. (2001); Cavalcante et al. (2002); Yano-Melo et al.
(2003); Silva et al. (2004); Anjos et al. (2005); Chaves & Borges (2005); Tristdo et al.
(2006); Farias et al. (2008); Santos et al. (2008a); Silva et al. (2008a); Guissou (2009);
Matsubara et al. (2009); Souza et al. (2010); Manoharan et al. (2010); Ratti et al.
(2010); Gogoi & Singh (2011); Latef & Chaoxing (2011)

Souza et al. (2010); Yano-Melo et al. (2003); Silva et al. (2004); Tristdo et al. (2006);
Ratti et al. (2010)

Silva (2006); Latef & Chaoxing (2011)

Chu et al. (2001); Barbieri Jr. et al. (2007); Silva et al. (2008a)

Souza (2000); Chu et al. (2001); Yano-Melo et al. (2003); Santos et al. (2008a);
Guissou (2009); Ratti et al. (2010); Souza et al. (2010); Gogoi & Singh (2011); Latef &
Chaoxing (2011);

Chaves & Borges (2005); Tristdo et al. (2006)

Tristdo et al. (2006); Manoharan et al. (2010); Ratti et al. (2010);
(2011); Latef & Chaoxing (2011)

Gogoi & Singh
Tristdo et al. (2006); Khalafaallah & Abo-Ghalia (2008); Ratti et al. (2010); Latef &
Chaoxing (2011)

Khalafaallah & Abo-Ghalia (2008); Matsubara et al. (2009); Manoharan et al. (2010);
Ratti et al. (2010)
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Producédo de metabdlitos Freitas et al. (2004); Toussaint et al. (2007); Chaudhary et al. ( 2008); Silva et al.
secundarios (2008h); Araim et al. (2009); Ceccarelli et al. (2010); Zubek et al. (2010); Geneva at al.
(2010); Ratti et al. (2010)

2.2. Fungos micorrizicos arbusculares e Compostos bioativos

Os vegetais sdo capazes de produzir diversas substancias ndo essenciais para a manutencéo da
vida, mas que garantem vantagens para a sobrevivéncia e a perpetuacdo da espécie; tais compostos
sdo denominados metabdlitos secundarios (Santos, 2007) e atuam nas plantas como compostos de
defesa contra herbivoros e patdgenos, como atrativos de polinizadores ou dispersores de sementes e
como protetores contra a radiacéo ultravioleta (Taiz & Zeiger, 2004).

Os produtos do metabolismo secundario dos vegetais constituem importante fonte de agentes
terapéuticos que sdo usados ha muito tempo, principalmente em paises em desenvolvimento,
considerando que 60 a 80 % da populacdo dependem exclusivamente desses agentes para 0S
cuidados basicos em saide (Ramos et al., 2008; Agra et al., 2007).

O Brasil é rico em espécies vegetais nativas que produzem compostos bioativos. Varias dessas
espécies sdo encontradas na regido Nordeste, cuja vegetacdo tipica de Caatinga apresenta diversas
espécies com propriedades medicinais (Silva et al., 2005; Ramos et al., 2008; Agra et al., 2007).
Além das espécies nativas, muitas plantas cultivadas com fins agrondmicos também séo utilizadas
para fins terapéuticos pela populacdo do semi-arido (Agra et al., 2008).

O conteudo de metabdlitos secundéarios e, consequentemente, dos principios ativos em plantas
com potencial medicinal pode ser influenciado por diversos fatores como sazonalidade, ciclo
dia/noite, idade e desenvolvimento da planta, disponibilidade de nutrientes, indice pluviométrico,
temperatura, radiacdo ultravioleta, altitude, composicdo atmosférica, estimulos mecanicos e ataques
de patogenos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Além disso, a inoculacdo de plantas com FMA também
pode alterar a producdo de tais compostos (Tabela 2). Varios trabalhos comprovam a eficiéncia
micorrizica em maximizar a producdo de metabdlitos primarios e secundarios em diversas espécies
vegetais (Manoharan et al., 2010; Rapparini et al., 1996; Huang et al., 2011; Khalafallah & Abo-
Ghalia, 2008; Ratti et al., 2010; Araim et al., 2009; Nell et al., 2010; Silva et al., 2008b; Khaosaad
et al., 2006; Toussaint et al., 2007; Zhu & Yao, 2004).

Tabela 2. Influéncia de fungos micorrizicos arbusculares na producéo de fitoquimicos em diversas
espécies vegetais

Planta hospedeira Fitoquimicos avaliados FMA Efeito Referéncia

Compostos fendlicos
Allium cepa L. Fendis totais Mix (Glomus 0) Perner et al.
claroideum, Glomus (2008)
microaggregatum, G.
mosseae, G.
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Annona squamosa L.

Cynara cardunculus L. var.

scolymus F.

Echinacea purpurea L.

Lolium multiflorum Lam.

Lycopersicon esculentum

Mill.

Myracrodruon urundeuva

Fr. Engler Alleméo

M. urundeuva

M. urundeuva

Ocimum basilicum L.

0. basilicum

Salvia officinalis L.

S. officinalis

Trifolium pratense L.

Valeriana officinalis L.

Anethum graveolens L.
Trachyspermum ammi
(Linn.) Sprague

Artemisia annua L.

A. annua

Flavonoides totais

Fendis e atividade antioxidante

Fenbis

Flavonoéides

Fendis solliveis

Flavonoides e fendis

Proantocianidina

Taninos totais

intraradices)

Acaulospora longula
Gigaspora albida

G. intraradices
G. mosseae
Glomus mix

G. intraradices

G. intraradices

Glomus versiforme

A. longula
G. albida

A. longula
G. albida

A. longula
G. albida

Acido rosmarinico e caféico, fendisG. mosseae

e compostos de 6leos essenciais

Acido rosmarinico e caféico

Fendis totais e flavonoides totais

Fendis totais, acido rosmarinico e
oleo essencial

Isoflavonas totais

Acidos sesquiterpénicos

Terpenos
Oleo essencial

Oleo essencial e artemisinina

Artemisinina

Chlorophytum borivilianum Saponinas

Santapau & Fernandes

Glomus caledonium
G. mosseae
G. intraradices

G. intraradices

Symbivit (mix de 6
espécies de Glomus)
G. mosseae

G. intraradices

G. mosseae

G. mosseae

G. intraradices

Mix (seis espécies de
Glomus)

G. macrocarpum
G. fasciculatum

Glomus macrocarpum
G. fasciculatum

G. macrocarpum
G. fasciculatum

Glomus fasciculatum
G. intraradices

()
(+)
(+)
(0)
(+)

(+)

(+)
(+)
©)

(+)
©)

(0)
©)

©)
(+)
(+)
©)
¢

©)

(0)
©)

©)
(0)

(+)
(*+)

(+)
(*)

(+)
(*)

(+)
(*)

(+)
(*)
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Limaet al.
(2011)

Ceccarelli et al.
(2010)
Araim et al.

(2009)

Ponce et al.
(2009)

Zhu & Yao
(2004)

Oliveira &
Silva (2011)

Oliveira et al.
(2011a)

Oliveira et al.
(2011b)

Toussaint et al.
(2008)

Toussaint et al.
(2007)
Geneva et al.

(2010)

Nell et al.
(2009)

Khaosaad et al.
(2008)

Nell et al.
(2010)

Kapoor et al.
(2002)

Chaudhary et
al.(2008)

Kapoor et al.
(2007)

Dave &
Tarafdar (2011)
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Foeniculum vulgare Mill

Hordeum vulgare L. cv.
salome

Triticum aestivum L. cv.
hatri

Zea mays L. cv. garant
Hordeum vulgare L.
cv.salome

T. aestivum cv. hatri

Secale cereale L. cv. petka
Avena sativa L. cv. salvator

Inula ensifolia L.

I. ensifolia

Mentha arvensis L.

Mentha viridis L.

Origanum onites L.

O. basilicum

O.basilicum var. genovese

O. basilicum var. genovese

Origanum vulgare var. cona
O. vulgare b13/2

Pogostemon cablin Benth

T. aestivum cv. caprimus

Oleo essencial

Derivados de cicloexanona

Derivado de cicloexanona
(Blumenin)

Derivados de timol:

“10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimol
isobutirato” e mistura de “10-(2-
metilbutiriloxi)-8,9-epoxitimol.
Isobutirato” e “10-isovaleroiloxi-

8,9-epoxitimol
isobutirato”

Derivados de timol:

“7-isobutiriloxitimol éter metilico”

Oleo essencial e mentol

Oleo essencial

Oleo essencial

Oleo essencial

Compostos de 6leo essencial:

Acetato de bornil
Eugenol metilico
5-Cadineno

Oleo essencial

Oleo essencial

Oleo essencial

Derivado de cicloexanona

. mosseae

. macrocarpum
. fasciculatum

. mosseae
. rosea
. intraradices

OO O O

G. intraradices

G. intraradices
G. clarum
Inéculo bruto

G. intraradices
G. clarum
Inéculo bruto

G. clarum

G. etunicatum
G. margarita
Acaulospora

scrobiculata

. etunicatum
. lamellosum

. etunicatum
. lamellosum

. intraradices
. etunicatum
. fasciculatum

OO0 OO O

G. mosseae

Gigaspora margarita

Gigaspora rosea

. mosseae
. margarita
. rosea

O OO0

. mosseae

. aggregatum
. fasciculatum
. intraradices
. mosseae

O OO0

. intraradices

(+)

(+)
(+)

(+)
(+)
(+)

(+)

(0)
(0)
©)

T
— N —

(+)
(+)
(+)
(+)

(+)
(+)

(+)
©)

(+)
(+)
(+)

(0)
(+)
(*+)

©
Q)
(0)

(*)
(+)
(+)
(+)
(*)

(*)
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Kapoor et al.
(2004)

Vierheilig et al.
(2000)

Maier et al.
(1995)

Zubek et al.
(2010)

Zubek et al.
(2010)

Freitas et al.
(2004)

Karagiannidis
etal. (2011)

Karagiannidis
etal. (2011)

Rasouli-
Sadaghiani et
al. (2010)

Copetta et al.
(2007)

Copetta et al.
(2006)

Khaosaad et al.
(2006)

Singh et al.
(2011)

Fester et al.
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(Blumenin) e hidroxicinamato (4- (1999)
coumaroylputrescina)
Zingiber officinale L. Oleo-resina Scutellospora (+) Silva et al.

heterogama (2008b)
Gigaspora decipiens (+)
Acaulospora koskei )
Entrophospora (+)
colombiana
Mix dos 4 isolados (+)

Compostos nitrogenados

Catharantus roseus (L.) G. Alcal6ides G. aggregatum +) Ratti et al.
Don G. fasciculatum (+) (2010)
G. intraradices 0)
G. mosseae (+)

(+) Aumento; (-) Reducdo; (0) Sem alteracdo

Os FMA influenciam quantitativamente (Ceccarelli et al., 2010) e qualitativamente (Freitas et
al., 2004; Ponce et al. 2004) a producéo de compostos bioativos; como exemplo, a inoculagéo de Z.
officinale com diferentes isolados de FMA resultou na producéo diferencial de 6leo-resina (Silva et
al., 2008b).

A eficiéncia micorrizica em aumentar a producdo de compostos secundarios pode variar de
acordo com a combinacgédo hospedeiro-FMA. Plantas de C. cardunculus var. scolymus acumularam
mais compostos fenolicos e apresentaram maior atividade antioxidante quando inoculadas com G.
intraradices, em relacdo as associadas com G. mosseae (Ceccarelli et al., 2010). O oposto ocorreu
em plantas de O. basilicum, as quais associadas com G. mosseae concentraram mais &cido
rosmarinico e caféico do que as plantas em simbiose com G. intraradices (Toussaint et al. 2007).
Glomus mosseae também foi mais eficiente em aumentar a concentracdo de saponinas em C.
borivilianum do que G. fasciculatum e G. intraradices (Dave & Tarafdar, 2011).

As concentracdes dos metabolitos secundarios podem ser afetadas nos diversos 6rgdos das
plantas micorrizadas, como raizes (Nell et al., 2010; Zhu & Yao, 2004), rizomas (Silva et al., 2008),
tubérculos (Dave & Tarafdar, 2011), folhas (Copetta et al., 2007), flores (Ceccarelli et al., 2010) e
frutos (Kapoor et al., 2002). No entanto, 0s mecanismos que alteram a producdo de metabdlitos
secundarios ainda ndo estdo claros (Toussaint, 2007). Foi observado que o acumulo de flavondides
em raizes de Medicago sativa L. € induzido antes da colonizacdo e é dependente da fase de
desenvolvimento da simbiose e do FMA que estd colonizando a planta (Larose et al., 2002).
Kapoor et al. (2007) observaram correlacdo positiva entre densidade de tricomas glandulares e
concentracdo de artemisinina em folhas de A. annua, sugerindo que as maiores concentracdes desse
composto em plantas micorrizadas estavam associadas ao maior namero de tricomas foliares.

Os FMA causam alteracdes citologicas na planta hospedeira, como aumento no numero de

plastidios e mitocondrias, que resultam na ativacdo do ciclo dos &cidos tricarboxilicos e das vias
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biossintéticas plastidiais, aumentando assim, a producdo de metabdlitos priméarios e secundarios
(Lohse et al., 2005; Walter et al., 2000; Strack & Fester, 2006). Plantas micorrizadas mantém
menor contetdo de substancias reativas oxigenadas e maior atividade de enzimas e metabdlitos
antioxidantes, implicando em melhora do metabolismo do oxigénio reativo e, consequentemente,
menor prejuizo oxidativo (Wu & Zou, 2009). Aumentos na producdo de compostos fendlicos,
terpendides e componentes de dleos essenciais sdo considerados como resposta de defesa a
colonizacao fungica (Zubek et al., 2010).

Alguns autores sugerem que maior producdo de compostos secundarios pode envolver diversos
processos metabolicos, que podem ser mediados pela melhor absor¢do de P e N promovida pela
simbiose (Zubek et al., 2010; Toussaint et al., 2007). N&o esti esclarecido se o aumento na
concentracdo de compostos bioativos é consequéncia do efeito direto do FMA ou € resultado dos
efeitos mediados pelo P. Freitas et al. (2004) relataram que na auséncia de adubacdo fosfatada G.
clarum, G. etunicatum, G. margarita, e A. scrobiculata proporcionaram incrementos nos teores de
Oleo essencial em M. arvensis, porém, com a adicdo de P tais beneficios ndo foram atribuidos a
micorrizagdo. Por outro lado, plantas de O. basilicum ndo micorrizadas e supridas com P
aumentaram a concentracdo de acido rosmarinico e caféico (Toussaint et al., 2007).

A inoculacdo de V. officinalis com G. intraradices e uma mistura de espécies de Glomus
favoreceu o incremento na producdo de acidos sesquiterpénicos em relacdo ao tratamento controle
com adicdo de P (Nell et al., 2010). No entanto, foi observado que a inoculacdo de S. officinalis
com diferentes FMA nédo afetou a producéo de fenois totais e de &cido rosmarinico, enquanto a
aplicacdo de P proporcionou incrementos nas concentraces desses compostos (Nell et al., 2009).
Tais resultados apontam para a necessidade de desenvolvimento de mais trabalhos objetivando
compreender 0os mecanismos pelos quais os FMA interferem na producdo de fitoquimicos,

sobretudo em substratos com suplementacéo fosfética.

2.3. Angico-preto

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico-preto), espécie arborea da familia Mimosaceae,
estd presente naturalmente em diferentes regides do Brasil e de outros paises, sendo amplamente
distribuida na Caatinga (Mattos & Seitz, 2005; Carvalho, 2002; Monteiro et al., 2006a). As
espécies de angico em geral crescem até 20 m de altura e apresentam de 30 a 60 cm de didmetro de
caule (Carvalho, 2002), o que justifica o uso comum dessas plantas para construcdo, energia,
fabricacdo de moveis e artefatos (Mattos & Seitz, 2005; Carvalho, 2002; Monteiro et al., 2006a).

O angico-preto estd entre as espécies medicinais mais usadas pela populacdo nordestina
(Albuquerque & Andrade, 2002a; Albuquerque & Andrade, 2002b; Silva & Albuguerque, 2005;

Almeida et al., 2006; Monteiro et al., 2006a). Na medicina tradicional é usada para a cura de



Bonfim, Maria — Tecnologia micorrizica... 22

diarréia (Carvalho, 2002), tosse, bronquite (Agra et al., 2007; Agra et al., 2008), gripe (Almeida et
al., 2006), inflamacdo e cicatrizagdo (Araujo et al., 2008).

Estudos comprovam que extratos da casca do caule de Anadenanthera macrocarpa Brenan
possuem atividade antioxidante e capacidade de sequestrar radicais livres, e que polissacarideos
provenientes da resina de A. colubrina possuem atividade antitumoral (Desmarchelier et al., 1999;
Moretéo et al., 2004).

As propriedades medicinais de A. colubrina s&o conferidas por compostos bioativos como
triterpenos, esterdis (Gutierrez-Lugo et al., 2004), polissacarideos (Moretdo et al., 2003) e
compostos fendlicos, como flavondides (Gutierrez-Lugo et al., 2004; Aradjo et al., 2008), fendis e
taninos (Monteiro et al., 2005a; Monteiro et al., 2006b).

Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de compostos secundarios e
possuem uma variedade de efeitos bioldgicos, sendo amplamente utilizados como antioxidante na
industria alimenticia ou farmacéutica (Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Dentre 0s compostos
fendlicos, os flavondides e os taninos destacam-se por suas propriedades antimicrobianas,
antioxidante, antiinflamatdria, antiproliferativa, antialérgica, antitrombdtica e antiviral (Santos &
Mello, 2007; Monteiro et al., 2005b; Middleton Jr. et al., 2000; Tapas et al., 2008).

Devido as propriedades medicinais, o angico-preto sofre grande pressdo extrativista pelo uso local
e pela presenca de um mercado consumidor em areas do Nordeste (Albuquerque & Andrade, 2002b).
O intenso consumo, aliado a auséncia de cultivo, pode levar essa planta a extincao (Albuquerque &
Andrade, 2002b) e uma das alternativas para diminuir a pressdo de uso da espécie seria promover o
cultivo local (Monteiro et al., 2006a). A aplicacdo de FMA em solo pobre em nutrientes pode ser
uma alternativa para a producdo, em tempo reduzido, de mudas de angico-preto, considerando que
em condicdes de baixos niveis de P (até 8 mg P dm® de solo) essa espécie é dependente da simbiose
micorrizica durante a fase de muda (Santana et al., 2010). Mudas de A. macrocarpa apresentaram
alta mortalidade quando cultivadas em solo esterilizado e sem FMA; de acordo com Sugai et al.
(2011), tal comportamento indica que a espécie depende da micorrizacdo, considerando que nao
sobrevive na auséncia dos fungos.

Em outro trabalho, a inoculacdo separada de rizébio e FMA foi suficiente para suprir as
necessidades nutricionais de mudas de A. macrocarpa, sendo os efeitos dos FMA mais expressivos
em relacdo ao controle (Santos et al., 2008b).

Ao investigar a resposta de A. colubrina a fertilizacdo mineral e a inoculacdo com fixadores de
nitrogénio e FMA, Patreze & Cordeiro (2004) registraram que a adi¢do de P afetou negativamente a
colonizagdo micorrizica (2 %). Por outro lado, elevada colonizacéo de A. colubrina por G. albida foi
observada tanto na presenca quanto na auséncia de vermicomposto (96,15 % e 94,51 %,

respectivamente) (Santana, 2010).
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Estudo sobre os efeitos de FMA na formagdo e pos-transplantio de mudas de cinco espécies
arboreas nativas do sul do Brasil demonstrou que A. colubrina foi a Unica espécie beneficiada pela
inoculagdo, com aumento da producdo de biomassa seca (Vandresen et al., 2007). Os autores
também registraram que a inoculacdo sem adi¢do de adubo proporcionou maior sobrevivéncia as
plantas ap6s o transplantio ao campo. Portanto, a eficiéncia dos FMA em promover o crescimento de
espécies de Anadenanthera esta comprovada (Santana, 2010; Sugai et al., 2011; Santos et al.,
2008b).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em potes em casa de vegetacdo da Universidade do Estado da
Bahia (UNEB) Campus Juazeiro, utilizando solo do tipo latossolo, procedente de areas de Caatinga
nativa no Km 152, BR 428, em Petrolina-PE, com as seguintes caracteristicas quimicas: P: 4,00 (mg
dm?®): K: 0,11; Ca: 1,9; Mg: 0,9; Na: 0,04; Al: 0,05 (cmol/dm®) e M. O.: 6,00 (g/kg); pH: 6,00 (H-O
1: 2,5); C.E.: 0,17 (dS/m).

3.1. Material vegetal
Sementes de Anadenanthera colubrina, previamente tratadas com hipoclorito de sédio (NaClO-
20 %) por 2 minutos e lavadas em &gua destilada, foram colocadas para germinar em solo

desinfestado com Bromex®.

3.2. FMA

Foi testada uma mistura de Gigaspora albida Schenck & Smith (UFPE 01) e Acaulospora
longula Spain & Schenck (UFPE 21). Os fungos foram multiplicados em solo e composto organico
vegetal (9:1 v/v) (Silva, 2006) em associacdo com raizes de Panicum miliaceum L. O inoculo foi

mantido em 4 °C por 20 meses até a utilizacao.

3.3. Inoculacédo micorrizica

Plantulas com duas folhas definitivas foram transferidas para potes com capacidade para 2 kg,
contendo solo desinfestado com 5 niveis de P [4 (nivel natural), 8, 15, 30 e 50 mg de P dm™ de
solo, suplementado com superfosfato simples] e inoculadas na regido das raizes com solo-inéculo
misto fornecendo 300 esporos/pote de G. albida + A. longula. O experimento foi mantido em casa
de vegetacdo por 150 dias sob condi¢cbes controladas de temperatura (30 °C *+ 2 °C). Apds esse

periodo, a parte aérea foi colhida e seca em estufa (45 °C) até atingir peso constante.

3.4. Delineamento experimental
O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 5,
sendo dois tratamentos de inoculacdo (com ou sem FMA) e cinco niveis de P no solo, em 5

repeticdes, totalizando 50 unidades experimentais.
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3.5. Determinac@es bioquimicas e fitoquimicas

Preparo do extrato vegetal

Apos secagem em estufa as folhas foram picotadas e maceradas em 20 mL de etanol P.A. (95 %)
por 12 dias a 20 °C. ApGs esse periodo, o extrato foi filtrado em gaze, re-filtrado em papel de filtro
qualitativo e armazenado em frasco ambar (— 4 °C) (Brito et al., 2008). As plantas do tratamento
controle (nivel natural de P = 4 mg dm®solo™) ndo desenvolveram bem e tiveram poucas folhas, por
isso a extracdo foi feita a partir de 0,02 g de folhas; nos demais tratamentos utilizou-se 0,20 g de

folhas. Isso ndo alterou os resultados, considerando que foram expressos em concentragéo.

Determinagdo de carboidratos solGveis e proteinas totais

Os carboidratos soltveis foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956), utilizando 25
ML do extrato vegetal adicionado de 95 pL de agua destilada e 50 pL de fenol 80 % (p/v). A mistura
foi agitada intensamente, recebeu 2 mL de acido sulfdrico, e permaneceu em repouso por 10
minutos para posterior leitura espectrofotométrica (490 nm), utilizando-se glicose para a curva
padréo.

As proteinas totais foram quantificadas a partir de 50 pL do extrato acrescido de 2,5 mL do
reagente de Bradford e leitura espectrofotomeétrica em 595 nm, utilizando Albumina Bovina Sérica
(BSA) para a curva padréo (Bradford, 1976).

Determinacéo de fenois, flavondides e taninos totais

Para determinar os fenois totais foi empregado o método de Folin-Ciocalteau, que consistiu em
adicionar 1 mL do extrato, 5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10 % v/v) e 10 mL de solucéo de
carbonato de sodio (7,5 % p/v) em baldes volumétricos, sendo o volume completado para 100 mL
com agua destilada. O contetdo dos balBes foi misturado e apds repouso de 30 minutos procedeu-se
a leitura espectrofotométrica em 760 nm, utilizando-se acido tanico para a curva padrdo (Monteiro
et al., 2006b).

Para determinacdo dos flavondides totais foi utilizado 1 mL do extrato vegetal adicionado de 0,6
mL de acido acético glacial, 10 mL de solucdo de piridina-metanol (2:8 v/v) e 2,5 mL de solucéo
de 5 % de cloreto de aluminio em metanol absoluto. A mistura foi completada para 25 mL com
agua destilada, permaneceu em repouso por 30 minutos e depois procedeu-se a leitura
espectrofotométrica em 420 nm, utilizando-se rutina para a curva padrdo (Araujo et al., 2008).

Os taninos totais foram quantificados a partir da transferéncia de 6 mL do extrato da planta para
frascos &mbar, seguida da adicdo de 1 g de caseina. A mistura foi mantida sob agitacdo por 3 horas

a 25°C (160 rpm), filtrada em papel de filtro qualitativo e o volume resultante da filtracdo foi
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completado para 25 mL com &gua destilada. Os fendis restantes foram quantificados pelo método
de Folin-Ciocalteau, realizando-se a leitura espectrofotométrica em 760 nm, utilizando &cido tanico
para a curva padrdo. A quantidade de taninos correspondeu a diferenca entre os valores encontrados
nessa Ultima analise e aqueles obtidos pela determinacao dos fendis totais (Monteiro et al., 2006b).
O contetdo dos metabdlitos foi calculado multiplicando-se o valor em concentragdo pelo peso da

matéria seca da parte aérea.

3.6. Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (5 %), utilizando o programa Assistat (Assistat, 2011). Foram realizadas analises de

regressao para os niveis de P.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo entre os fatores FMA x niveis de P, os quais influenciaram a producéo dos
compostos avaliados, com excecao dos contetdos de fendis totais e de taninos totais (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis de significancia (valores de p) para as variaveis estudadas, considerando os efeitos
isolados dos fatores (1-Inoculacdo; 2- Niveis de P) e a interagdo 1 x 2

Variavel Fator 1 Fator 2 Interacdo 1 x 2
Biomassa seca da parte aérea ** ** **
Concentracéo de proteinas totais * ** **
Conteldo de proteinas totais ol faled ol
Concentracdo de carboidratos solUveis ** ns **
Conteldo de carboidratos solUveis ol ns faled
Concentracdo de fendis totais ** ** **
Conteldo de fenois totais ol faled ns
Concentracdo de flavonoides totais ** ** **
Conteldo de flavonoides totais fale ** **
Concentracdo de taninos totais ** ** **
Conteldo de taninos totais fale ** ns

*(p <0,05); **(p<0,01); ns (ndo significativo)

Em plantas ndo associadas a FMA, a matéria seca da parte aérea (Tabela 4), a concentracdo e o
conteldo de flavonoides e o conteldo de proteinas tiveram ajustes lineares, engquanto para a
producdo dos demais metabdlitos estudados houve ajustes quadraticos (Tabelas 5 e 6). Nas plantas
associadas aos FMA a producdo dos metabolitos ndo teve ajuste significativo (Tabelas 5 e 6), com
excecdo das concentracBes de flavondides e de carboidratos, que apresentaram ajuste quadratico
(Tabela 5), e do conteudo de flavondides, que teve ajuste linear (Tabela 6). Esses dados mostram
que em plantas ndo micorrizadas a matéria seca da parte aérea e a producdo de alguns metabolitos
aumentaram linearmente com o0s niveis de P no solo, enquanto outros apresentaram modelo
quadratico com ponto de maximo estimado nos niveis moderados de P. Em plantas micorrizadas 0s
niveis de P ndo influenciaram a producdo da maioria dos compostos estudados, como indicado pela

andlise de regressao.
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Tabela 4. Matéria seca da parte aérea (g) de mudas de angico-preto, micorrizadas ou ndo,
cultivadas em solo desinfestado com diferentes niveis de P, 150 dias ap0s a inoculacdo, em casa de

vegetacao
Tratamentos Niveis de P (mg/dm?® de solo)

4 8 15 30 50 Ajuste
Controle 0,04bB 0,26 bB 0,84 bA 091aA 122aA Y=-250 + 0,302 x R*=0,95"
FMA 0,73aB  122aAB  1,27aAB  0,79aAB 1,31aA ns

Médias seguidas da mesma letra, maitsculas na linha e minGsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).
(p<0,01); ns (ndo significativo)
CV (%) = 35,45

Tabela 5. Concentracdo de protéinas totais, carboidratos solGveis, flavondides totais, fendis totais e
de taninos totais foliares (mg/g planta) em mudas de angico-preto, micorrizadas ou néo, cultivadas
em solo desinfestado com diferentes niveis de P, 150 dias ap6s a inoculacéo, em casa de vegetacdo

Niveis de P (mg/dm® de solo)

Proteinas 4 8 15 30 50 Ajuste
Controle 200,50 bB 312,45 aA 309,45 aA 312,95 aA 298,65 aA Y=105 + 124,76 x - 17,51x" R°= 0,87
FMA 311,25 aA 307,25 aA 301,75 aA 302,75 aA 304,85 aA ns

Carboidratos

Controle 0,44 bB 1,93 bA 1,73 aA 2,13aA 2,20 aA Y=-0,55+1,33x-0,160x° R’=0,84
FMA 3,05 aA 2,56 aAB 1,96 aBC 1,61aC 2,00 aBC Y=4,16- 1,17x +0,144x* R?=0,94"
Flavonoides

Controle 0,43 bC 0,43 bC 0,58 bBC 0,92 aA 0,75 bAB Y=1,780 - 1,74x R’= 0,96
FMA 0,81 aB 0,70 aB 0,80 aB 0,73 bB 1,03 aA Y= 2,458 - 3,086x + 1,854x* R?= 0,99
Fendis

Controle 2,64 bB 8,11 aA 7,27 aA 4,32 bB 4,02 bB Y=-13,748 +23,308x ~ 7,67x" R°= 0,99
FMA 8,59 aA 8,49 aA 8,45 aA 8,43 aA 8,68 aA ns

Taninos

Controle 2,62 bB 7,54 aA 7,45 aA 3,69 bB 3,53b Y=-13,42 + 22,67x — 7,45x°R*= 0,98
FMA 8,02 aA 7,99 aA 7,93 aA 7,94 aA 8,18 aA ns

Médias seguidas da mesma letra, maiusculas na linha e mindsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).
(p <0,05);  (p<0,01); ns (ndo significativo)
CV (%) = 10,64, 22,72; 16,58; 14,13; 11,54, respectivamente.
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Tabela 6. Conteldo de proteinas totais, carboidratos solGveis e flavonoides totais foliares
(mg/planta) em mudas de angico-preto, micorrizadas ou ndo, cultivadas em solo desinfestado com
diferentes niveis de P, 150 dias apds a inoculagdo, em casa de vegetacao

Niveis de P (mg/dm?® de solo)

Proteinas 4 8 15 30 50 Ajuste
Controle 8,16 bB 8,05 bB 255,40 bA 282,81 aA 359,14 aA Y=-84,80 + 90,17x R’= 0,99
FMA 227,03 aB 375,31 aAB 384,59 aAB 239,97 aAB 402,08 aA ns

Carboidratos

Controle 0,07 bB 0,52 bB 1,35 bAB 1,95 aA 2,57 aA Y= 0,68 + 0,656x — 0,0006x> R?0,99”
FMA 2,23 aAB 3,15aA 2,44 aAB 1,27 aB 2,75 aA ns
Flavonoides

Controle 0,02bB 0,11bB 0,48 bAB 0,82 aA 0,94 bA Y=-0,293 +0,255x R’= 0,96
FMA 0,60 aB 0,86 aB 1,02 aAB 0,57 aB 1,37 aA Y=3,078 - 5,38x R%= 0,99™

Meédias seguidas da mesma letra, maitsculas na linha e minusculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).
(p <0,05);  (p<0,01); ns (ndo significativo)
CV (%) = 35,85; 40,65; 39,67, respectivamente

No menor nivel de P, a inoculagido micorrizica promoveu incremento de 1.725 % na matéria seca
da parte aérea em relagcdo ao tratamento controle. Tal incremento diminuiu na medida em que se
aumentou o nivel de P no solo (Tabela 4). Resultados semelhantes foram registrados por Aguiar et
al. (2004) e Machineski et al. (2011) em mudas de Prosopis juliflora (Sw) DC e Ricinus communis
L, respectivamente.

A adicdo de apenas 8 mg de P por dm™ de solo, associado & micorrizacdo promoveu crescimento
similar ao registrado em plantas ndo micorrizadas e cultivadas em solo com 50 mg de P dm™
(Tabela 4), sugerindo a possibilidade de utilizacdo de FMA para aumentar o crescimento vegetal e
reduzir o uso de fertilizantes quimicos (Tanu et al., 2006).

A producdo de proteinas e de carboidratos, tanto em concentragdo como em conteudo, foi
favorecida pela inoculacdo com FMA, porém tal beneficio foi mitigado nos maiores niveis de P
testados (Tabelas 5 e 6). A micorrizacdo pode ser alternativa para a producdo de mudas com teores
mais elevados de metabolitos primarios sem necessidade de utilizar fertilizantes fosfatados.
Resultados semelhantes foram obtidos em outras situacdes (Vazquez et al., 2001; Ratti et al., 2010;
Manoharan et al., 2010; Khalafallaah & Abo-Ghalia, 2008; Huang et al., 2011). E possivel que esse
beneficio esteja relacionado com a melhor nutricdo vegetal (Morgan et al., 2005; Miransari, 2011).

Diferente do registrado para os metabdlitos primarios (proteinas e carboidratos), a concentracao
de flavonoides, de fendis e de taninos totais foi favorecida pela micorrizacdo mesmo nos niveis
mais altos de P (Tabela 5). Aparentemente ha efeito sinérgico da aplicacdo conjunta de P e
inoculacdo micorrizica e a presenca do FMA € essencial para maximizar a producdo desses
compostos em plantas de A. colubrina.

O efeito da acdo conjunta da inoculacdo micorrizica e do P sobre a producdo de outros

compostos bioativos como 6leos essenciais (Kapoor et al., 2002 e 2004), artemisinina (Kapoor et
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al., 2007), compostos fenolicos (Toussaint et al., 2007) e dleo resina (Silva et al., 2008) esta
documentado. No presente ensaio verificou-se que o beneficio pode variar com o tratamento de
inoculacdo. Estudos tém demonstrado que sem FMA a fertilizagdo ndo é suficiente para induzir
aumento na concentracdo de 6leo essencial em O. vulgare var. cona e de artemisinina em A. annua,
em comparagdo com plantas micorrizadas, indicando a participacédo direta da simbiose no processo
e ndo apenas a melhoria no estado nutricional das plantas (Khaosaad et al., 2006; Kapoor et al.
2007).

O aumento na producdo dos compostos estudados pode estar relacionado a alteragdes citologicas
causadas pelo FMA, como aumento no nimero de algumas organelas que resultam na ativacdo do
ciclo dos acidos tricarboxilicos e das vias biossintéticas plastidiais, responsaveis pela producdo de
subprodutos utilizados na sintese de compostos fendlicos (Lohse et al., 2005; Walter et al., 2000;
Strack & Fester, 2006; Santos, 2007). Além disso, é conhecido que h& producdo de diversos
metabolicos quando a absorcdo de P é otimizada (Zubek et al., 2010; Toussaint et al., 2007).

Os incrementos induzidos pela inoculacdo, sem adicdo fosfatica, para as concentracbes de
flavondides, de fendis e de taninos foliares alcancaram 88,4 %, 2254 % e 206,1 %,
respectivamente, em relacdo ao controle ndo inoculado (Tabela 5). Esses dados sugerem que a
micorrizacdo se torna indispensavel quando o objetivo é produzir plantas de A. colubrina com
maiores concentragdes de compostos bioativos.

Ao contrério dos resultados obtidos nesse estudo, Nell et al. (2009) observaram que plantas de S.
officinalis fertilizadas concentraram mais compostos fenolicos do que plantas micorrizadas. No
entanto, varios trabalhos comprovam o potencial dos FMA em aumentar a producdo de fendis em
diversas plantas (Cecarelli et al., 2010; Araim et al., 2009; Toussaint et al., 2007; Zhu & Yao,
2004).

Mudas de A. colubrina micorrizadas e cultivadas sem adicédo de P produziram 8,59 (mg/g planta)
de fendis (Tabela 5), valor inferior ao registrado em mudas de E. purpurea (25,04 mg/g planta) e
superior ao obtido em mudas de S. officinalis (0,03 mg/g planta) e de A. cepa (1,15 mg/g)
inoculadas com G. intraradices (Araim et al., 2009; Geneva et al., 2010; Perner et al., 2008). Tal
resultado indica que folhas de A. colubrina micorrizadas podem servir como fonte para extracdo de
compostos fendlicos.

No presente estudo a concentracdo e o contedo de flavondides totais foi aumentado em plantas
micorrizadas na maioria dos niveis de P (Tabelas 5 e 6), como mencionado em outras pesquisas
(Larose et al., 2002; Castellanos-Morales et al., 2010). No entanto, em algumas situacdes foi
evidenciado que a inocula¢do micorrizica pode reduzir a produgdo de flavonoides (Geneva et al.,
2010; Ponce et al., 2009).
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Independentemente da fertilizacdo, a inoculagdo foi eficiente em aumentar os contetdos de
fendis e de taninos totais (Tabela 7), sendo o potencial dos FMA em aumentar a producdo de
compostos secundarios relatado por diversos autores (Dave & Tarafdar, 2011; Karagiannidis et al.,
2011; Ceccarelli et al., 2010; Rasouli-Sadaghiani et al., 2010; Chaudhary et al., 2008).

Tabela 7. Conteudo de fendis totais e de taninos totais foliares (mg/planta) em mudas de angico-
preto, micorrizadas ou nao, independentemente dos niveis de P, 150 dias apds a inoculacéo, em casa

de vegetacgéo
Tratamentos de inoculacéo Variaveis
Fenois totais Taninos totais
Controle 347b 3,19b
FMA 911a 8,56 a
CV (%) 37,67 36,57

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

Independentemente do tratamento de inoculacgéo, a adi¢do de P aumentou os conteudos de fenois
e de taninos, com maior incremento nos tratamentos que receberam adicdo de 15 e 50 mg/dm®
(Tabela 8). A producédo de compostos bioativos em O. basilicum e A. annua também foi favorecida

pela suplementacdo fosfatica (Toussaint et al., 2007; Kapoor et al., 2007).

Tabela 8. Conteldo de fendis totais e taninos totais foliares (mg/planta) em mudas de angico-preto
cultivadas em solo desinfestado com diferentes niveis de P, independentemente do tratamento de
inoculagdo, 150 dias apds a inoculacdo, em casa de vegetacdo

Variaveis Niveis de P (mg/dm® de solo)
4 8 15 30 50 CV (%)
Fendis totais 3,19 ¢ 6,24 ab 8,51a 5,30 hc 8,21 ab 37,67
Taninos totais 298 ¢ 5,87 ab 8,12 a 4,82 hc 7,58 a 36,57

Médias seguidas da mesma letra na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

A producdo de plantas medicinais com maior concentracdo de compostos fendlicos agrega valor
a matéria prima vegetal, o que é mais atrativo para 0 mercado fitoterapico, além de contribuir para
diminuir o uso extrativista dessas plantas pela populacdo. Estudos em campo devem ser conduzidos

para confirmar, em maior escala, os resultados obtidos neste ensaio.
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5. CONCLUSOES

1. A inoculacdo micorrizica e os niveis de P no solo influenciam a producdo de metabélitos
primarios e secundarios foliares em mudas de A. colubrina.

2. A utilizacdo de FMA associado a suplementacdo fosfatica aumenta a producdo de
carboidratos sollveis e de proteinas totais foliares em mudas de A. colubrina, com os beneficios
dependentes da concentracdo de P,Os adicionada ao solo.

3. A maximizacdo da producdo de fenois, flavondides e de taninos totais em mudas de A.

colubrina é obtida a partir da utilizacdo conjunta de FMA e adicao de P.
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