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RESUMO

Mimosa tenuiflora e Erythrina velutina sao leguminosas nativas da Caatinga
utilizadas para fins medicinais e comerciais. No entanto, ndo ha cultivo dessas
espécies, que sdo exploradas diretamente da natureza, de forma extrativista. Por
isso, 0 cultivo seria uma alternativa para diminuir a extragdo e, assim, evitar o
desaparecimento dessas espécies no futuro. A aplicacdo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) pode ser uma alternativa para produzir mudas com fitomassa de
qualidade melhorada. O objetivo deste estudo foi selecionar FMA, niveis de P e
substratos eficientes em favorecer o crescimento e maximizar a producédo de
metabdlitos secundérios, com potencial medicinal, em plantas de E. velutina e de M.
tenuiflora em condicbes controladas e em condicbes de campo. Realizaram-se
guatro experimentos. Os dois primeiros foram conduzidos para determinar a
responsividade de M. tenuiflora e de E. velutina a inoculacdo com FMA e a
adubacao fosfatada, e o efeito desses fatores sobre a biomassa e a producdo de
compostos fenolicos. Como E. velutina foi pouco responsiva a micorrizagdo, 0s
experimentos seguintes foram conduzidos apenas com M. tenuiflora. No terceiro
experimento foi selecionado substrato eficiente para producdo de mudas de M.
tenuiflora; no quarto determinou-se a influéncia da micorrizacdo para aumento do
crescimento e da producdo de metabdlitos primarios e secundarios foliares em
plantas de M. tenuiflora, em condicbes de campo. Mudas de M. tenuiflora
micorrizadas apresentaram maior crescimento e conteudo de metabdlitos primarios e
secundarios em relacdo as ndo micorrizadas, sendo os beneficios mais significativos
em solo com baixo teor de P (até P16). A inoculacdo micorrizica incrementou a
altura, o teor de clorofila total e a area foliar de mudas de E. velutina, sendo os
beneficios dependentes da espécie de FMA utilizada e da dose de P. Para a maioria
dos demais parametros avaliados, houve efeito apenas da adi¢cao de fésforo e ajuste
dos dados ao modelo linear. O humus de minhoca pode ser utilizado como substrato
para produzir mudas micorrizadas de M. tenuiflora, pois favorece o desenvolvimento
e incrementa a producdo de compostos fenolicos em relacdo a mudas néo
micorrizadas. Os beneficios da inoculacdo micorrizica foram mantidos em condicdes
de campo para alguns parametros de crescimento (altura, didmetro do caule) e para
a producéao de fendis totais foliares até 90 dias apds o transplantio. Conclui-se que

mudas de M. tenuiflora s&o responsivas e se beneficiam da micorrizagao



principalmente em solo com baixa concentracdo de fosforo, enquanto mudas de E.
velutina tém o crescimento e a producdo de fendis totais e de taninos totais
beneficiados pela adicdo de P, sendo mais responsivas a adubacdo fosfatada do
gue a micorrizacdo. A inoculacdo com FMA, especialmente com Gigaspora albida,
promove beneficios para o crescimento e o contetdo de metabdlitos secundarios de
interesse medicinal de M. tenuiflora, tanto em condi¢bes controladas como em
condicdbes de campo, podendo ser empregada em substituicdo a adubacdo
fosfatada. Portanto, essa alternativa mostra-se viavel para incentivar a producéo de
mudas e o plantio de M. tenuiflora, visando a utlizagdo da planta para fins

medicinais e evitando a exploracdo de modo extrativista.
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ABSTRACT

Mimosa tenuiflora and Erythrina velutina are legumes native to the Caatinga used
for medicinal and commercial purposes. However, there is no cultivation of these
species, which are taken directly from nature in an extractive way. Therefore,
cultivation would be an alternative to diminish the extraction and thus avoid the
disappearance of these species in the future. The application of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) may be an alternative to produce seedlings with improved
guality phytomass. The objective of this study was to select AMF, P levels and
efficient substrates to favor growth and to maximize the production of secondary
metabolites with medicinal potential in E. velutina and M. tenuiflora plants under
controlled and field conditions. Four experiments were carried out: The first two
experiments were conducted to determine the responsiveness of M. tenuiflora and E.
velutina to AMF inoculation and phosphate fertilization, and the effect of these factors
on biomass and the production of phenolic compounds. As E. velutina was not
responsive to mycorrhization, the following experiments were conducted only with M.
tenuiflora. The third experiment was conducted to select efficient substrate for M.
tenuiflora seedlings production. The fourth experiment was conducted in order to
verify if mycorrhization increases the growth and the production of primary and
secondary foliar metabolites in plants of M. tenuiflora under field conditions.
Mycorrhizal seedlings of M. tenuiflora showed higher growth and higher content of
soluble carbohydrates and phenolic compounds than non-mycorrhizal ones, being
the most significant benefits in soil with low P content (up to P16). Mycorrhizal
inoculation benefited only the height, total chlorophyll content and leaf area of E.
velutina seedlings, and the benefits were dependent on the species used and the
dose of P. For most of the evaluated parameters there was effect of the addition of
phosphorus and adjustment of the data to the linear model. Earthworm humus can
be used as a substrate to produce mycorrhizal seedlings of M. tenuiflora. This
substrate provided greater seedling development and increased phenolic compounds
production in relation to non-mycorrhizal seedlings. The benefits of mycorrhizal
inoculation were maintained under field conditions for some growth parameters
(height, stem diameter) and for the production of total foliar phenols up to 90 days
after transplanting. It is concluded that M. tenuiflora seedlings are responsive and

benefit from mycorrhization mainly in soil with low phosphorus concentration, while E.



velutina seedlings have the growth and production of total phenols and total tannins
benefited by the addition of P, being more responsive to phosphate fertilization than
to mycorrhization. AMF inoculation, especially with Gigaspora albida, promotes
benefits for growth and the content of secondary metabolites of medicinal interest of
M. tenuiflora, under both, controlled and field conditions, and is an alternative to
phosphate fertilization.

Keywords: Mycorrhizal inoculation. Phenolic compounds. Phosphor. Semiarid.
Biofuel



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Colonizagdo micorrizica (A) e numero de glomerosporos na rizosfera (B)
de mudas de Mimosa tenuiflora associadas a FMA (CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G.albida), em doses
crescentes de fésforo, 70 dias ap6s a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacao.
NS = Nao significativo; * = modelo de regressédo significativo (p<0,05); ** = modelo
de regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressdo significativo
(p=0,001); **** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)............ceeeererrreernnnn. 59
Figura 2 - Altura de mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C =
controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 70 dias apés a
inoculacao e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao significativo; ** = modelo de
regressao significativo (p<0,01); **** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)

Figura 3 - Numero de folhas (A) e diametro do caule (B) de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 70 dias apos a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regressao significativo (p<0,05);
**** —modelo de regressao significativo (P<0,0001) .........covvvvveiieiiiieieeeeieeeeeeeeeeeeeeeee 61
Figura 4 - Conteudo de clorofila a (A), clorofila b (B) e total (C) em mudas de
Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 70 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo significativo (p<0,05); **
= modelo de regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressao significativo
(p=<0,001); **** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)...........cccceeeeeeeeeeeennn. 62
Figura 5 - Biomassa fresca (A) e seca (B) aérea de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em doses crescentes de fosforo,
70 dias apés a inoculagéo e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao significativo; **
= modelo de regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressao significativo
(p=0,001); **** = modelo de regresséo significativo (pP<0,0001) .........cceeeevvrrrrrrrnnnnnnn. 63



Figura 6 - Biomassa fresca radicular (A) e &rea foliar (B) de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fésforo, 70 dias ap6s a inoculagdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; ** = modelo de regressao significativo (p<0,01);
**** = modelo de regressao significativo (P<0,0001) .......cevvvrireiriiieeeieeeeeiieiieeeeeeeeeeeee 64
Figura 7 - Concentragdo de carboidratos soliveis em mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes
de fésforo, 70 dias apoOs a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao
significativo; ** = modelo de regressao significativo (P<0,01)........ccceevevevivieieereeenennnn. 65
Figura 8 - Concentracdo de fendis totais (A) e de taninos totais (B) em mudas de
Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 70 dias apods a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = N&o significativo; **** = modelo de regressdo significativo
(020100 1 I SRRSO 66
Figura 9 - Concentracdo de flavonoides totais, independentemente da dose de P (A)
(C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C.
etunicatum + G. albida) e independentemente do tratamento de inoculacéo (B) em
mudas de Mimosa tenuiflora, 70 dias ap0s a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacao. Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05). ** = modelo de regresséo significativo (p<0,01).........cccceeeeeeiiiiiiiinnnnnnnnnn. 67
Figura 10 - Conteudo e incremento do conteudo de carboidratos soltveis (A e B),
fendis totais (C e D), taninos totais (E e F) e flavonoides totais (G e H) em mudas de
Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 70 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo significativo (p<0,05); **
= modelo de regresséao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressao significativo
(p=0,001); **** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)............ccceeeeeeeeeeernnn. 68
Figura 11 - Colonizacdo micorrizica independentemente das doses de fosforo (A),
namero de glomerosporos na rizosfera (B) e resposta micorrizica (%) (C) de mudas

de Erythrina velutina associadas a FMA (CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =



Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), 75 dias apds a inoculagdo e
cultivo em casa de vegetacdo. NS = nao significativo; *** = modelo de regressao
Significativo (PSO,001)....ciiiiiiiiiiiiiii e 71
Figura 12 - Altura de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C =
Controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C.
etunicatum + G. albida), independentemente da dose de P, 75 dias apls a
inoculacdo e cultivo em casa de vegetagcao. Barras seguidas da mesma letra néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05) ....coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 72
Figura 13 - Numero de folhas em funcdo de doses crescentes de P (A) e diametro
do caule em funcédo da inoculagéo micorrizica (C = Controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida) (B) em mudas
de Erythrina velutina, 75 dias ap0s a inoculacédo e cultivo em casa de vegetacao.
Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
** = modelo de regressao significativo (P<0,01) ......oevvvviiiiiiiiieeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 72
Figura 14 - Biomassa fresca aérea (A) e biomassa seca aérea (B) de mudas de
Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 75 dias apos a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo significativo (p<0,05); **
= modelo de regressao significativo (P<0,01)......ccoeveriiiiiiiiieeeieeeeeee e 73
Figura 15 - Biomassa fresca radicular (A) e biomassa seca radicular (B) de mudas
de Erythrina velutina, independentemente da inoculacdo micorrizica, cultivadas em
solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa
de vegetagdo. * = modelo de regresséao significativo (p<0,05) .......cccevvvvevevvvrieeennnnee. 74
Figura 16 - Clorofila b de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C
= controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = G. albida; Mix = C. etunicatum +
G.albida), em solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias apds a inoculacéo e
cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo
significativo (p<0,05); **** = modelo de regressao significativo (p<0,0001)............... 75
Figura 17 - Area foliar de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C
= controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 75 dias apés a

inoculacao e cultivo em casa de vegetacdo. NS = N&o significativo; * = modelo de



regresséao significativo (p<0,05); **** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)

Figura 18 - Concentracdo de fendis totais (A) e de taninos totais (B),
independentemente da inoculagdo micorrizica, e concentracdo de flavonoides totais
(C) de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE =
Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G.
albida), em solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias apdés a inoculagédo e
cultivo em casa de vegetacdo. NS = N&o significativo; * = modelo de regresséo
significativo (p<0,05); ** = modelo de regresséo significativo (p<0,01) ...........cccee.... 77
Figura 19 - Biomassa fresca radicular independentemente do substrato (A) e dos
tratamentos de inoculagdo (B), colonizagdo micorrizica (C), e numero de
glomerosporos (D) na rizosfera de mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a
FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida),
cultivadas em diferentes substratos (AM = areiatvermiculita+ 5% de residuo de
acerola madura; AV = areia + vermiculita + 5% de residuo de acerola verde; H =
areia + vermiculita + 5% de humus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solucao
nutritiva), 90 dias apOs a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Barras
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
minusculas comparam tratamentos de inoculacdo e letras maiusculas comparam
U] 0] (= 10 L SRR PP PPPPPPP 81
Figura 20 - Concentracdo de carboidratos sollveis foliares independentemente do
substrato (A) e do tratamento de inoculacédo (B) de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia + vermiculita + 5%
de humus de minhoca; SN = areia+vermiculita+ solucdo nutritiva), 90 dias apés a
inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Barras seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). ..coovvveiiiiiiiiiiee e, 82
Figura 21 - Concentracdo de fendis totais (A) e de taninos totais (B) foliares de
mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE =
Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em diferentes
substratos (H = areia + vermiculita + 5% de humus de minhoca; SN = areia +
vermiculita + solucdo nutritiva), 90 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. Letras minusculas comparam os tratamentos de inoculagdo e letras

mailsculas comparam 0S SUDSLIatOS ..........coeiviieiiiiiiiiiee e 83



Figura 22 - Concentracdo de flavonoides totais foliares de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia +
vermiculita + 5% de humus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solugéo nutritiva),
90 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Letras minusculas
comparam o0s tratamentos de inoculacdo e letras mailsculas comparam 0s
ES10 |0 1S =0 84
Figura 23 - Numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA e
namero de glomerosporos na rizosfera de Mimosa tenuiflora inoculada ou ndo com
FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), 90
(A e C)e 180 (B e D) dias ap0s o transplantio para 0 campo ............ccceeeeeeeeeeeeeee.. 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de Mimosa tenuiflora contra diversos micro-
(o] (0 T 10 5] 0 00 S P PP PPPPPPPPPPPPP 30
Tabela 2 - Efeitos da micorrizagdo sobre a producédo de metabdlitos secundarios em
dIVErsas ESPECIES VEGETAISY ........uiiiiiieiiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e s e e e e e e e s e enneeees 37
Tabela 3 - Trabalhos que investigaram os efeitos do P sobre a producdo de
MEtabOlitoS SECUNUAINOS........ccoe e 45
Tabela 4 - Caracteristicas quimicas e fisicas dos substratos testados..................... 55
Tabela 5 - Altura, colonizagdo micorrizica e numero de glomerosporos na rizosfera
de mudas de Mimosa tenuiflora no momento do transplantio ...........ccccccevvvvveeeeenenne. 58
Tabela 6 - Niveis de significancia (valores de p) para as variaveis estudadas,

considerando os efeitos isolados dos fatores (FMA; doses de P) e a interagdo FMA x

Tabela 7 - Clorofila total de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA
(C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 75 dias apés a
inoculacao e cultivo em casa de VEgetaCao ..........ceeeuuvuriiiieeeeeeeeiiiiiee e e e e eeeeees 75
Tabela 8 - Altura, numero de folhas, diametro do caule, biomassa fresca e seca
aérea e area foliar de mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C =
controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em
diferentes substratos (AM = areia+vermiculita+5% de residuo de acerola madura; AV
= areia+vermiculita+ 5% de residuo de acerola verde; H = areia+vermiculita+5% de
hiamus de minhoca; SN = areiat+vermiculita+solucdo nutritiva), 90 dias apds a
inoculacao e cultivo em casa de VEegetagao. ..........coeuuuuiiiiieeeeeieeeiiee e 78
Tabela 9 - Teores de Clorofila a, b e total de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia + vermiculita + 5%
de humus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solucéo nutritiva), 90 dias apds a
inoculacao e cultivo em casa de VEgetaGao ...........ccevvvviiiiieeeeeeeeiiiie e 80
Tabela 10 - Niveis de significAncia (valores de p) para as variaveis estudadas,

considerando 0S efeitoS A0S FIMA ... 84



Tabela 11 - Altura e diametro do caule de plantas de Mimosa tenuiflora associadas
ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora
albida), durante 180 dias apds o transplantio para 0 CampO ..........cc.vvveeeeeeeeeriiinnnnee. 85
Tabela 12 - Concentracao de fendis totais e de carboidratos solUveis das folhas de
Mimosa tenuiflora inoculada ou ndo com FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus

etunicatum; GA = Gigaspora albida), 90 e 180 dias ap0s o transplantio para 0 campo



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt s te e te e nens 20
2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA ......coo et 23
2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS VEGETAIS .....ciiiiiieeeee e, 23
2.2 PLANTAS MEDICINAIS NATIVAS DA CAATINGA ....cooveeeeeeeeeeeeeeeeeee 25
2.2.1 Mimosa tenuiflora (JUrema-preta).....ccc e 28
2.2.2 Erythrina velutina (MUIUNQU).........uuuiiiiiiii e 31

2.3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA)........ccooveeeeeeeeeeeeeeeneenes 33

2.4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS.........cooiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 35
3 MATERIAL E METODOS .....cooiviiceeceeeeeee ettt ettt nn e enane s 49
T = 7Y =N T PR 49

3.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DAS PLANTAS A INOCULACAO
MICORRIZICA E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P
SOBRE A PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS EM

Mimosa tenuiflora E Erythrina VEeIULING ..........cooiiieiiiiieiicie e 50
3.2.1 CondigOes eXPEeriMENTAIS .....uuuuuieiiieeeiieeiiiii e e e e et e e e e e errr e eeaees 50
3.2.2 Delineamento eXperimental..............ueeriiiiiioiiieeeeeee et e e e e 51
3.2.3 AvaliacOes de variaveis de crescimento vegetativos e fisioldgicos.......... 51
3.2.4 Avaliacao de variaveis MICOITIZICAS .......cuuuuiiiiieeeieeeeiiee e e 52
3.2.5 AvaliacOes de variaveis bioquimicas e fitoquimicas ..........cccccvvvvvieeneeenn.. 53
3.2.6 ANAIISE ESTALISTICA . .eiviiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeee e 54

3.3 SELECAO DE SUBSTRATO PARA INCREMENTO DO CRESCIMENTO E DA
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES EM

MUDAS DE M. t@NUITIOTA. ... .uuiiiiiiiiiiiiiii e 55
3.3.1 CondigBes eXPEeriMENTAIS........uuiiii e e i e e e e e e e et e e e e e 55
3.3.2 Delineamento experimental..............ueeuiiiiiiiiii e e 56
3.3.3 ANAlISES ESTAISTICAS .. .ciieeeee ittt e 56
3.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE Mimosa tenuiflora EM CONDICOES DE
CAMPO ...ttt e e e et — e e e e e e s — it it e e e e e e e e e n b aaraaaans 57
3.4.1 CondicOes experimentais e delineamento experimental .......................... 57
3.4.2 ANAlISES ESTAISTICAS ....ciiieiiiieee et e e 58

4 RESULTADOS ...t e e e e nraes 59



4.1 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE M. tenuiflora A INOCULACAO
MICORRIZICA E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P
SOBRE A PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS......... 59
4.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE E. velutina A MICORRIZAGCAO E
A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUGCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS..........cccocuenneee.. 69
4.3 SELECAO DE SUBSTRATO QUE FAVORECA O CRESCIMENTO E A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES EM

MUDAS DE M. t€NUIFIOT@......uuiiiiieeee e e 77
4.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE M. tenuiflora EM CONDICOES DE
(0711 =10 J ST 84
5 DISCUSSAO ...t e ettt et et e et e st e et e et e et e et e steseeeteere e 88

5.1 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE M. tenuiflora A MICORRIZACAO
E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS...........cccoveueeeee. 88
5.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE E. velutina A MICORRIZACAO E
A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS.........c.cccoveuvenen. 91
5.3 SELECAO DE SUBSTRATO PARA INCREMENTO DO CRESCIMENTO E DA
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES EM

MUDAS DE M. teNUIfIOra.......cciiiiii i 93
5.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE M. tenuiflora EM CONDICOES DE
(07111 SR 96
6 CONSIDERAGOES FINAIS ....cooivieeecteeeeeeeeeee ettt st 98
REFERENCIAS. ......ooviitiiee ettt ettt ettt st s et et enatestestesseneenssaesee e, 99

APENDICE A - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA SYMBIOSIS..........cccovve... 119



20

1 INTRODUCAO

O bioma Caatinga se estende pelos estados do Nordeste e pequenas porc¢oes
do norte de Minas Gerais e compreende diferentes tipos de vegetacao
(ALBUQUERQUE et al., 2012). A area coberta pela Caatinga apresenta abundante
intensidade luminosa, altas temperaturas e disponibilidade hidrica limitante
associada a altas taxas de evapotranspiracdo (SAMPAIO, 2010). Apesar das
condicdes adversas, a Caatinga possui uma enorme diversidade floristica
caracterizada por plantas xerofilas e deciduas, que ficam verdes apenas durante a
estacdo chuvosa (PEREIRA FILHO; BAKKE, 2010) e que s&o utlizadas pela
populacdo para diversos fins, dentres estes os cuidados basicos em salude (AGRA,;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Dentre as plantas utilizadas estdo Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir e Erythrina velutina Willd., leguminosas nativas da Caatinga,
conhecidas popularmente como jurema-preta e mulungu, respectivamente. Sao
espécies de elevada importancia econémica no Nordeste brasileiro, sendo utilizadas
para diversos fins (FIGUEIROA et al., 2005).

A madeira de M. tenuiflora é utilizada como fonte de energia para fins
sideruargicos e para producado de alcool combustivel (SILVA et al., 2011; PAES et al.,
2013), mourdes, estacas e moveis rusticos, sendo uma das leguminosas mais
exploradas no Nordeste (FIGUEIROA et al., 2005; SILVA et al., 2012). O uso
medicinal de M. tenuiflora pela populacdo nordestina tem sido bem documentado
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; SILVA; ALBUQUERQUE, 2005; AGRA et al.,
2008; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). A espécie é utilizada para
odontalgia, inflamacdes de 6rgdos externos, ferimentos, febre, célicas menstruais,
dores de cabeca, hipertensdo, bronquite e tosse (AGRA et al., 2008;
ALBUQUERQUE et al., 2007; RIBEIRO et al.,, 2014). Mimosa tenuiflora possui
diversos compostos, como taninos (PAES et al., 2006), flavonoides (BEZERRA,
2008), alcaloides (MECKES-LOZOYA,; LOZOYA; GONZALEZ, 1990) e saponinas
(JJANG; HAAG-BERRURIER; ANTON, 1991; MECKES-LOZOYA; LOZOYA;
GONZALEZ, 1990), responsaveis por suas propriedades antimicrobiana,
cicatrizante, analgésica e regeneradora de células (RIVERA-ARCE et al.,
2007a)(BEZERRA et al., 2009; FIGUEIROA et al., 2005; PADILHA et al., 2010;
RIVERA-ARCE et al., 2007a).
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A madeira de E. velutina € utilizada para fabricacdo de produtos artesanais,
jangadas e tamancos, enquanto a semente € utilizada para producdo de biojoias e
brinquedos (FIGUEIROA et al., 2005; CARVALHO, 2008). A espécie esta entre as
plantas medicinais mais utilizadas pela populagdo nordestina e estudos
comprovaram algumas propriedades medicinais dos extratos dessa espécie, como
atividade antibacteriana (VIRTUOSO et al., 2005), antinociceptiva (VASCONCELOS
et al.,, 2003), anticonvulsiva (VASCONCELOS et al., 2007) e anti-inflamatoria
(VASCONCELOS et al., 2011), entre outras. Essas propriedades séo conferidas por
metabolitos secundarios como compostos fendlicos e alcaloides (AMER; SHAMMA;
FREYER, 1991).

Por serem utilizadas para fins medicinais, partes de M. tenuiflora e de E.
velutina sdo vendidas em calcadas, mercados e feiras livres nas cidades do
Nordeste. Essas plantas podem ainda ser comercializadas na forma de produtos
industrializados como fitoterapicos, xampu, cremes e sabonetes. No entanto, ndo ha
cultivo dessas espécies, sendo estas retiradas diretamente da natureza, de forma
extrativista. Por isso o cultivo seria uma alternativa para diminuir a extracao e, assim,
evitar o desaparecimento futuro dessas espécies (ALVES; NASCIMENTO, 2010).

A aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pode ser uma
alternativa para produzir mudas em tempo reduzido, visto que essas plantas formam
associacao micorrizica (GATTAI et al., 2011; TEIXEIRA-RIOS; OLIVEIRA; YANO-
MELO, 2016). Os FMA se associam a maioria das plantas terrestres e conferem
diversos beneficios, como maior crescimento, acumulo de matéria seca, aumento
dos teores de micro e macronutrientes e maior producdo de metabolitos primarios
(MANOHARAN et al., 2010; MATSUBARA,; ISHIGAKI; KOSHIKAWA, 2009).

Diversos trabalhos tém comprovado que os FMA também sao eficientes em
incrementar a producdo de compostos secundarios, com potencial medicinal, em
diversas espécies (BASLAM; GARMENDIA; GOICOECHEA, 2011; EFTEKHARI,
ALIZADEH; EBRAHIMI, 2012; ZUBEK; MIELCAREK; TURNAU, 2012), incluindo
plantas medicinais nativas da Caatinga (OLIVEIRA et al., 2013; PEDONE-BONFIM
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015a). Porém, as espécies fangicas apresentam
variacdo na efetividade e modificam de maneira diferente a producédo de metabdlitos
(KAPOOR; GIRI; MUKERJI, 2002a, 2002b), além de apresentarem efeito positivo
dependente do genotipo vegetal (KHAOSAAD et al.,, 2006), e da composi¢cédo e
fertilidade do substrato de cultivo das plantas (FREITAS; MARTINS; VIEIRA, 2004).
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Por isso, investigacBes com plantas de interesse associadas a diferentes espécies
de FMA séo necessérias para estabelecer as melhores condigbes de cultivo que
proporcionem maior producdo de compostos bioativos. Nesse contexto, o objetivo
deste estudo foi selecionar FMA, substratos e niveis de P eficientes em favorecer o
crescimento e maximizar a producdo de metabdlitos secundarios, com potencial
medicinal, em mudas e plantas adultas de E. velutina e de M. tenuiflora. Trabalhou-
se com a hipétese de que a inoculagdio com FMA maximiza a producdo de
compostos bioativos foliares de leguminosas nativas da caatinga, com respostas que
variam de acordo com o nivel de P, espécie de FMA e substrato de cultivo das
plantas.

Neste documento sdo apresentados: Revisdo da literatura abordando
aspectos sobre os metabodlitos secundarios vegetais em especial nas plantas
medicinais da caatinga em estudo; particularidades sobre os FMA e em especial 0s
beneficios aos hospedeiros vegetais e/ou na producdo de compostos bioativos;
material e metodologia adotados no trabalho; além dos resultados, discussbes e

consideracoes finais.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS VEGETAIS

Vegetais, micro-organismos e, em menor escala, animais, produzem,
transformam e armazenam inimeros compostos que ndo participam do crescimento
e desenvolvimento normal de um organismo, mas garantem vantagens para
sobrevivéncia e reproducdo (AGOSTINI-COSTA et al., 2012). Esses compostos,
conhecidos como metabdlitos secundarios, sdo produzidos com maior intensidade
durante o periodo de transicdo entre o crescimento ativo e a fase estacionaria e
estdo divididos em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Os terpenos incluem compostos volateis, carotenoides e esterdis, constituindo
0 maior grupo de metabolitos secundarios; sao derivados da unido de isoprenos (C5)
e classificados em monoterpenos (10 C), sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C),
triterpenos (30 C), tetraterpenos (40 C) e politerpenoides, pelo nimero de unidades
C5 que possuem (TAIZ; ZEIGER, 2006). Esses compostos atuam nas plantas como
atrativos de polinizadores ou repelentes de herbivoros e funcionam como
sinalizadores e reguladores de crescimento de plantas (fitormdnios) (BREITMAIER,
2006). Além disso, representantes do grupo sao utilizados como inseticidas,
aromatizantes de alimentos e na industria de cosméticos (TAIZ; ZEIGER, 2006) e
possuem atividade antibacteriana, antifingica e antioxidante (AGOSTINI-COSTA et
al., 2012).

Os compostos fendlicos possuem uma ou mais hidroxilas (OH) ligadas a um
anel aromatico (benzeno) e sua estrutura pode variar desde uma molécula fendlica
simples até um polimero complexo de alto peso molecular (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Incluem acidos
fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonoides, taninos e ligninas
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007). Esses compostos sdo sintetizados
por meio de duas rotas metabdlicas: a do acido chiquimico e a do acido malbnico
(TAIZ; ZEIGER, 2006).

A rota do acido chiquimico utiliza precursores da glicélise (fosfoenolpiruvato) e
da rota das pentoses fosfato (eritrose 4-fosfato) para produzir os aminoacidos

aromaticos fenilalanina e tirosina, precursores dos compostos fendlicos
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(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). A rota geral dos fenilpropanoides se inicia com
a liberacdo de amonia da fenilalanina catalisada pela enzima fenilalanina amoénia-
liase (FAL) e resulta em &cido cinamico (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). O acido
cindmico é hidroxilado pela enzima acido cindAmico 4-hidrolase a &cido p-cumarico,
gue posteriormente € convertido em p-cumaroil coenzima A e futuras reagcfes levam
a biossintese das diferentes classes de compostos (VERMERRIS; NICHOLSON,
2006).

A condensacao de p-cumaroil-COA é catalisada pela enzima chalcona sintase
e da origem ao composto 4,2’,4’,6 tetrahidroxichalcona que sofre inumeras reacdes
originando as diversas classes de flavonoides (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).
Os taninos sao formados pela polimerizacdo de unidades de flavonoides,
especificamente flavan-3-ols (taninos condensados) ou pela polimerizacdo de acido
galico ou elagico com acucares simples (taninos hidrolisaveis) (SHAHIDI; NACZK,
2006; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

Os compostos fendlicos atuam como antibidticos, pesticidas naturais,
sinalizadores para o estabelecimento de simbioses, atrativos para polinizadores e
protecdo contra raios ultravioletas (HELDT, 2005). Por possuirem potencial
antioxidante, o consumo de compostos fendlicos esta relacionado a prevencdo de
varias doencas associadas ao estresse oxidativo como doencas cardiovasculares,
cancer, aterosclerose, inflamacéo, diabetes, entre outras (GIADA; MANCINI FILHO,
2006; HAMINIUK et al., 2012; HELDT, 2005). Além disso, esses compostos
possuem atividade anti-inflamatoria, antibacteriana e antiviral (MARTENS;
MITHOFER, 2005; SANTOS; MELLO, 2007).

Os compostos nitrogenados, como os alcaloides, possuem um ou Varios
atomos de nitrogénio (N) na sua constituicdo, sdo sintetizados a partir de
aminoacidos como lisina, tirosina e triptofano e incluem ainda os glicosideos
cianogénicos e os glicosinolatos (HELDT, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os alcaloides
atuam na defesa da planta contra herbivoros e patdégenos e sdo explorados por sua
atividade farmacéutica, estimulante, narcética e venenosa (ZIEGLER; FACCHINI,
2008).

Os metabdlitos secundarios constituem as substancias ativas em plantas
medicinais e sua biossintese pode ser influenciada por inUmeros fatores: época de

coleta, ciclo dia/noite, idade da planta, temperatura do ar, disponibilidade de agua e
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nutrientes, intensidade de radiacdo solar, estimulos mecéanicos e ataque de
patdgenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Basicamente existem quatro processos de producdo de compostos vegetais
bioativos: sintese quimica total, extracdo e purificacdo a partir de plantas silvestres
ou cultivadas, biotecnologia e combinacdo de técnicas (PLETSCHI, 1998). Esses
processos incluem diversas estratégias ou técnicas como culturas de células
(FUMAGALI et al., 2008), diferentes niveis de intensidade de radiagdo luminosa
(LIZARAZO et al., 2010), radiagdo UV-A e UV-B (CALDWELL; BRITZ, 2006; LI,
KUBOTA, 2009), engenharia metabdlica (BOURGAUD et al., 2001), dentre outras.
Mesmo com o avanco da quimica sintética, o cultivo de plantas medicinais para
producdo de metabdlitos secundarios continua sendo realizado (FUMAGALI et al.,
2008) e ainda possui grande importancia, visto que muitos principios ativos valiosos
como morfina, codeina, pilocarpina, vincristina e vimblastina, dentre outros, séo
obtidos de plantas cultivadas (PLETSCHI, 1998).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS NATIVAS DA CAATINGA

O uso de produtos naturais com propriedades medicinais é antigo e produtos
vegetais constituiram a principal fonte de farmacos por muito tempo (RATES, 2001).
Por causa de facilidades advindas da industrializacdo (como purificacdo de
compostos, modificacdes estruturais para produzir farmacos mais ativos e seguros),
0s produtos naturais foram perdendo a preferéncia para os produtos sintéticos
(RATES, 2001). No entanto, o uso de produtos naturais como fonte de farmacos e
de novas estruturas ainda € consideravel. Dos 1355 novos farmacos aprovados
mundialmente durante o periodo de 1981 a 2010, apenas 29% foram de origem
sintética, sendo o restante originario diretamente ou indiretamente de produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). A descoberta de novos farmacos envolve a
identificacdo de uma nova entidade quimica, que pode ser encontrada através de
sintese quimica ou através de isolamento a partir de produtos naturais como as
plantas (KATIYAR et al., 2012). Existem varios exemplos de desenvolvimento de
farmacos a partir de fontes vegetais, como a morfina, isolada de Papaver

somniferum, a Artemisinina, isolada de Artemisia annua, a quinina, de Cinchona
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spp., taxol, obtido de espécies de Taxus, dentre outros (KATIYAR et al., 2012;
VEERESHAM, 2012). Cerca de ¥ dos farmacos prescritos no mundo séo de origem
vegetal; entre aqueles considerados basicos e essenciais pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) (252), 11% sé&o exclusivamente de origem vegetal e um significante
namero sdo drogas sintéticas obtidas a partir de precursores naturais (RATES, 2001,
VEERESHAM, 2012).

As plantas medicinais sao utilizadas também como fonte de agentes
terapéuticos naturais, e o estimulo ao uso de fitoterapicos tem como finalidade a
prevencao, cura e minimizacdo dos sintomas de doencas, com a vantagem de
serem mais acessiveis a populacdo e ao servico publico de saude, em relacao
aqueles de origem sintética (TOLEDO et al., 2003).

No Brasil, que possui a maior riqueza floristica do mundo, existem mais de
56.000 espécies de plantas, aproximadamente 19% da flora mundial (GIULIETTI et
al., 2004). Um dos biomas brasileiros, a Caatinga, destaca-se pela alta
biodiversidade. Ocupando quase 10% do territério nacional, a Caatinga se estende
pelos estados do Nordeste, com excecdo do Maranhdo, e pequenas por¢cdes do
norte de Minas Gerais (2%) (MMA, 2011) e é caracterizada por abundante
intensidade luminosa, altas temperaturas (médias anuais de 25 a 30 °C), distribuicéo
irregular de chuvas (médias entre 300 e 1000 mm) e altas taxas de
evapotranspiracdao, em geral entre 1500 mm e 2000 mm anuais (SAMPAIO, 2010).
Apesar das condicbes adversas, a Caatinga possui uma enorme diversidade
floristica caracterizada por plantas xeréfilas e deciduas, que ficam verdes apenas
durante a estacdo chuvosa (PEREIRA FILHO; BAKKE, 2010).

No dominio fitogeografico da Caatinga ocorrem 4.654 espécies de
angiospermas nativas, sendo 913 endémicas (FORZZA et al.,, 2015), e muitas
dessas plantas possuem propriedades medicinais, sendo utilizadas na medicina
popular. O uso das plantas para fins medicinais € a segunda categoria de uso mais
importante em areas antropogénicas de comunidades rurais do Nordeste (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; SANTOS et al., 2009). Nessa regido é comum o
uso de plantas cultivadas e nao cultivadas para fins medicinais, sendo que as
espécies nativas/espontaneas apresentam maior indice de importancia relativa em
relacédo as cultivadas (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Em levantamento das plantas medicinais nativas da Caatinga, realizado em

uma area rural do Ceara, foram registradas 62 espécies, sendo Fabaceae,
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Euphorbiaceae, Cucurbitaceae e Malvaceae as familias com mais
representatividade (SILVA et al., 2015a). Em Caic6, no Rio Grande do Norte,
também foram listadas 62 espécies e Fabaceae foi a familia mais representada
(ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010). Em trabalho de revisdo, Albuquerque e
colaboradores  (2007) mencionaram 389 espécies vegetais, incluindo
espontaneas/nativas (275) e cultivadas (114), que s&o usadas para fins medicinais
por comunidades rurais e indigenas no semiarido nordestino.

Myracrodruon urundeuva Allemdo, Amburana cearensis (Allemdo) A.C.Sm.,
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud., Cereus jamacaru DC., Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan, Maytenus rigida Mart.,, Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. e Erythrina
velutina Willd. sdo exemplos de espécies bastante citadas e que apresentam altos
valores de importancia relativa (ALBUQUERQUE et al., 2007; ROQUE; ROCHA;
LOIOLA, 2010).

Um estudo comparativo da atividade antimicrobiana revelou que plantas da
Caatinga possuem atividade antimicrobiana superior a de plantas da Floresta
Atlantica nordestina, tanto por inibir ampla variedade de micro-organismos como em
demonstrar maior atividade contra as cepas susceptiveis (ALMEIDA et al., 2012). As
plantas possuem potencial de cura devido a producdo de metabdlitos secundarios
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004) e as espécies da Caatinga tém a producéo
desses compostos favorecida devido, entre outros fatores, a alta irradiacdo solar
(ALMEIDA et al., 2012).

As propriedades medicinais de algumas espécies como M. urundeuva
(ALVES et al., 2009; SOUZA et al., 2007; VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003), A.
colubrina (DESMARCHELIER et al., 1999; MORETAO et al., 2004), E. velutina
(VASCONCELOS et al., 2011) e M. tenuiflora (BEZERRA et al., 2009; PADILHA et
al., 2010), entre outras, foram comprovadas cientificamente. Varias plantas
medicinais sdo bastante populares, sendo vendidas regularmente nas feiras do
Nordeste (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002). Como ndo h& cultivo dessas
espécies, as plantas sao retiradas diretamente da natureza, o que pode ocasionar a
escassez (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002), como é o caso de muitas plantas
gue estdo na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extingéo
(PORTARIA N° 443/2014). Ha, portanto, necessidade de se desenvolver alternativas
sustentaveis para minimizar o extrativismo de espécies medicinais nativas do bioma

Caatinga a fim de evitar a redugéo das populacdes naturais ou mesmo a extingéo
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das espécies (KILL & LIMA, 2011). O cultivo de plantas medicinais permite o
manejo da producdo possibilitando aumento nos teores de principios ativos na
planta (CARVALHO; COSTA; CARNELOSSI, 2010).

2.2.1 Mimosa tenuiflora (Jurema-preta)

Mimosa tenuiflora é uma leguminosa nativa do Brasil pertencente a familia
Fabaceae, com distribuicdo em todos os estados do Nordeste, com excecdo do
Maranhdo (DUTRA; MORIM, 2015). Diversas espécies sao conhecidas como
‘jurema” e Mimosa tenuiflora, assim como outras espécies do género, sdo usadas
por grupos indigenas do nordeste brasileiro para fazer uma bebida alucindgena
usada em rituais religiosos, chamada “vinho da jurema” (SOUZA et al., 2008).

A madeira de M. tenuiflora é constituida por mais de 29% de lignina,
apresenta baixo teor de cinzas (0,62%) e elevada densidade béasica (>0,84 g/cm3), o
gue a torna viavel para ser usada como fonte de energia para fins siderurgicos e
para producdo de alcool combustivel (PAES et al., 2013; SILVA et al., 2011). Além
de fonte de energia, M. tenuiflora tem a madeira utilizada para produzir mourdes,
estacas e moveis rusticos, sendo uma das leguminosas mais exploradas no
Nordeste (FIGUEIROA et al., 2005; SILVA et al., 2012).

A ingestao de M. tenuiflora por ovelhas durante o periodo de acasalamento ou
gestacdo pode causar malformacfes, mortalidade embrionaria e abortos (SANTOS;
DANTAS; RIET-CORREA, 2012). Um estudo recente demonstrou que o extrato
metanolico das folhas e das sementes dessa espécie causou efeito teratogénico em
filhotes de ratas, possivelmente devido a acdo dos alcaloides N-metiltriptamina e
N,N-dimetiltriptamina (GARDNER et al., 2014). Apesar disso, a espécie é bastante
utilizada na regido Nordeste como forragem para bovinos, caprinos e ovinos (SILVA
et al., 2012).

As cascas de M. tenuiflora possuem potencial para serem empregados na
curticdo de couros e na producdo de adesivos para madeiras, pois apresentam
teores de taninos superiores aos encontrados em Angico vermelho (Anadenanthera
colubrina var. cebil), espécie usada pela industria de curtumes do Nordeste
(AZEVEDO et al., 2015; LIMA et al., 2014; PAES et al., 2006).

Estudos etnobotanicos citam o uso medicinal de M. tenuiflora pela populacdo
nordestina (AGRA et al., 2008; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
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ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; SILVA; ALBUQUERQUE, 2005). As folhas,
cascas, entrecascas e flores sdo utilizadas para odontalgia, inflamac6es de 6rgéos
externos, ferimentos, febre, cdlicas menstruais, dores de cabeca, hipertenséo,
bronquite e tosse (AGRA et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2014). Essa espécie também faz parte da medicina popular do México, sendo
utiizada regionalmente para tratar ferimentos, parasitas e problemas
gastrointestinais (CAMARGO-RICALDE, 2000). Além disso, plantas dessa espécie
sdo usadas comercialmente na forma de pd, sabonete, pomada, capsulas, xampu,
cremes e outros, para tratar queimaduras, problemas de pele, alergias e problemas
estomacais (CAMARGO-RICALDE, 2000). Na década de 1980, cascas de M.
tenuiflora foram usadas empiricamente para socorrer vitimas de uma exploséo de
gas natural em San Juanico, no México, e o efeito analgésico e a rapida e completa
reconstituicdo da epiderme foram registrados por jornalistas e cientistas no mundo
todo (ANTON et al., 1993; JIANG et al., 1991). A partir de entdo comecaram 0s
estudos sobre as propriedades medicinais dessa espécie.

Em 1991 as saponinas triterpénicas mimonosideos A, B e C foram isoladas e
identificadas a partir de cascas de plantas de M. tenuiflora (JIANG et al., 1991;
JIANG; HAAG-BERRURIER; ANTON, 1991). Saponinas esteroides juntamente com
lupeol, campesterol, estigmasterol, [3-sitosterol e grande quantidade de taninos
condensados e hidrolisaveis também foram detectados nas cascas (ANTON et al.,
1993; RIVERA-ARCE et al.,, 2007b), no cerne e nas folhas de M. tenuiflora
(BEZERRA et al., 2011). Os estudos demonstraram ainda que as saponinas nao
exibiram citotoxicidade sobre células de linfoma e induziram a proliferacdo dessas
células, sendo juntamente com o0s taninos, responsaveis pelas propriedades
cicatrizantes da casca (ANTON et al., 1993).

Além dos compostos citados, foi detectada a presenca de antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, flavonais, flavanonas, flavanondis, xantonas, esteroides
e triterpenoides nos extratos etandlicos da casca, cerne e folhas de M. tenuiflora
(BEZERRA et al., 2011). Leucoantocianidinas, catequinas, flavonas e saponinas
foram detectadas apenas no extrato etandlico da casca e do cerne, enguanto
alcaloides foram detectados apenas no extrato etandlico da casca (BEZERRA et al.,
2011). Bautista et al. (2011) relataram o isolamento de oito flavonoides de folhas de
M. tenuiflora (6-metoxi-4’-O-metillnaringenina, santina, 6-metoxinaringenina,

tenuiflorina A, 5, 7, 4’-triidroxi-3, 6-dimetoxiflavona, 6-demetoxi-4’-O-metilcapilarisina,
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6 metoxikampferol e tenuiflorina C) e avaliaram a atividade anti-protozoario dos
extratos e dos compostos puros, registrando atividade moderada, sendo tenuiflorina
A e santina os mais ativos contra Entamoeba histolytica e Giardia lamblia,
respectivamente.

Outros estudos avaliaram a atividade biolégica de M. tenuiflora. Um estudo
clinico comprovou a eficacia terapéutica do extrato etandlico da casca (contendo
1,8% de taninos condensados) em tratar Ulcera venosa da perna (RIVERA-ARCE et
al., 2007a). O potencial do extrato aquoso da casca para o controle da mancha-de-
alternaria causada pelo fungo Alternaria cucumerina em melancia (BORGES et al.,
2013) e para neutralizar inflamagdo causada pelo veneno do escorpido Tityus
serrulatus também foi relatado (BITENCOURT et al., 2014). A ac&o antimicrobiana
de M. tenuiflora sobre diversos micro-organismos foi comprovada cientificamente
(Tabela 1). O extrato etandlico da casca, do caule e das folhas, por exemplo, possui
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo o
extrato da casca mais eficaz quando comparado aos extratos das demais partes
(BEZERRA et al., 2011).

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de Mimosa tenuiflora contra diversos micro-

organismos
Micro-organismos Extrato Parte da planta Referéncia
usada
Staphylococcus aureus Etandlico Casca BEZERRA et al.
(2009); PADILHA et
al. (2010);
PEREIRA et al.
(2009)
Streptococcus pyogenes, Hidro Casca GONCALVES;
Proteus mirabilis, Shigella alcodlico ALVES FILHO;
sonnei, Staphylococcus MENEZES (2005)
aureus e Staphylococcus
spp. coagulase-negativa
Streptococcus mitis, Hidro Casca MACEDO-COSTA
Streptococcus mutans, alcodlico et al. (2009)

Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus casei.

Escherichia coli, Proteus Etandlico Casca BEZERRA et al.
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vulgaris, Pseudomonas (2011)
aerugiosa, Aeromonas
caviae e Sthaphylococcus

aureus
Escherichia coli, Etandlico Cerne, folhas BEZERRA et al.
Pseudomonas aerugiosa, (2011)

Aeromonas caviae e
Sthaphylococcus aureus

Entamoeba histolytica e Hexano Folhas BAUTISTA et al.
Giardia lamblia Acetona (2011)

Metanol
Curvularia inaequalis e Aquoso Cascas BORGES et al.
Colletotrichum (2017)

gloeosporioides

2.2.2 Erythrina velutina (Mulungu)

Erythrina velutina é uma angiosperma da familia Fabaceae conhecida
popularmente por diferentes nomes de acordo com a regido do Brasil: mulungu
(Pernambuco, Paraiba, Rio grande do Norte, Sdo Paulo, Sergipe e Ceard), bucaré,
mulungu-da-flor-vermelha, mulungu-da-flor-amarela (Ceara), muchécho e mulunga
(Minas Gerais) (CARVALHO, 2008). As sinonimias cientificas da espécie sao:
Chirocalyx velutinus Walp., Corallodendron velutinum (Willd.) Kuntze, Erythrina
aculeatissima Desf., Erythrina aurantiaca Ridl. e Erythrina splendida Diels
(TROPICOS, 2014). A espécie possui folhas compostas trifoliadas, flores
alaranjadas ou vermelho-rutilante e fruto (legume) contendo uma a trés sementes de
coloracdo vermelho-escura e vermelho alaranjada (CARVALHO, 2008). Ocorre
naturalmente no Brasil, nos estados do Nordeste e em Minas Gerais e é utilizada
para arborizacdo de ruas e avenidas, para restaurar areas degradadas e para
sombrear outras culturas (LIMA; MARTINS, 2014; CARVALHO, 2008).

A madeira de E. velutina é utilizada para fabricacdo de produtos artesanais,
jangadas e tamancos, enquanto a semente € utilizada para producao de biojoias e
brinquedos (FIGUEIROA et al., 2005; CARVALHO, 2008). Apesar da distribui¢éo
restrita, a espécie esta entre as plantas medicinais mais utilizadas pela populacao
nordestina com alto indice de importancia relativa (ALBUQUERQUE et al., 2007),
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sendo indicada para o tratamento de dores, inflamagéo, insbnia, convulsdes, tosse
nervosa, distirbios do sistema nervoso central, além de ser utilizada na formulagéo
do fitoterapico Flor da noite composta® (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
ALVES; NASCIMENTO, 2010; CARVALHO et al., 2009; DANTAS et al.,, 2004;
VASCONCELOS et al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Os metabolitos secundérios predominantes em plantas do género Erythrina
séo flavonoides e alcaloides, sendo a principal fonte de alcaloides tetraciclicos do
tipo eritrina (AMER; SHAMMA; FREYER, 1991). Os alcaloides (+)-eritralina, (+)-
eritratina (AMER; SHAMMA; FREYER, 1991), hipaforina (OZAWA et al., 2008), N-
oxido de erisodina, 8-oxo-eritralina, erisotrina, erisodina, erisovina, glicoerisodina e
erimelantina (OZAWA et al., 2009) foram isolados das cascas ou sementes de E.
velutina e apresentaram propriedade promotora do sono (OZAWA et al., 2008), e
atividade de citotoxicidade aumentada em células derivadas da leucemia quando
combinados com TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
(OZAWA et al., 2009).

A flavona 3’- O- metilsigmoidina, a isoflavona erivelutinona (DA-CUNHA et al.,
1996), os flavonoides homoesperetina e faseolidina (RABELO et al., 2001) também
foram isolados de E. velutina. Outros compostos como acido fénico, acido cinamico,
a-amirina, estigmasterol, 3-amirina, B-sitosterol e lupeol foram detectados na fracéo
hexanica do extrato etandlico das cascas dessa espécie (VIRTUOSO et al., 2005). A
presenca de alcaloides, taninos e flavonoides foi detectada também nas folhas e o
acido nicotinico foi isolado do extrato metandlico dessa parte da planta (LOPES,
2010).

Em modelos animais foi comprovado que extratos das folhas de E. velutina
possivelmente interfere nos processos mnemoénicos e possui atividade depressiva
sobre o sistema nervoso central (DANTAS et al., 2004). Em modelos de ansiedade,
memoria e epilepsia verificou-se que o extrato etandlico das folhas possui efeito
semelhante aos benzodiazepinicos, que justifica o uso popular dessa planta como
tranquilizante e anticonvulsivo (TEIXEIRA-SILVA et al., 2008). Além disso, foram
relatados efeitos relaxante (SANTOS et al., 2007) e antinociceptivo (MARCHIORO et
al., 2005) para o extrato foliar.

O extrato das cascas possui comprovadamente atividade antibacteriana
(VIRTUOSO et al.,, 2005), antinociceptiva (VASCONCELOS et al., 2003), anti-
convulsiva (VASCONCELOS et al., 2007) e anti-inflamatéria (VASCONCELOS et al.,
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2011). E o extrato das sementes exibiu atividade de deterréncia oviposicional,
larvicida, pupicida e adulticida contra 0 mosquito Aedes aegypti (BARBOSA et al.,
2014).

O fato de compostos bioativos serem encontrados nas diversas partes da
planta sugere que os efeitos medicinais podem ser obtidos independentemente da
parte usada, porém o uso das folhas é mais vantajoso porque estudos pré-clinicos
toxicologicos do extrato aquoso confirmaram sua atoxicidade (auséncia de
mortalidade apos a ingestdo de dose maxima de 5 g/kg) (TEIXEIRA-SILVA, 2008),
auséncia de genotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2008), e, além disso, porque a
retirada das folhas ndo causa danos a planta como a retirada da casca o faz
(TEIXEIRA-SILVA et al., 2008).

Com base na diversidade de compostos bioativos produzidos por E. velutina,
e na atividade farmacolégica e seguranca dos extratos comprovadas em muitos
estudos, pode se concluir que essa planta apresenta potencial para ser utilizada no
desenvolvimento de fitoterapicos. Diante da inexisténcia de cultivo dessa espécie
surge a necessidade de estabelecer protocolos para a producdo de mudas e
desenvolvimento de técnicas para producdo de matéria-prima para industria de
fitoterapicos com maior biomassa e acumulo de fitoquimicos.

Considerando o elevado numero de compostos secundarios produzidos por
M. tenuiflora e por E. velutina e o nimero de estudos que vém comprovando o
potencial terapéutico dessas espécies, a busca de alternativas para promover o
cultivo sustentavel e o acumulo dos compostos bioativos se torna imprescindivel e

podera resultar em aplicacfes praticas na industria de fitoterapicos.

2.3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA)

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo comuns no solo, onde se
associam as raizes, e estdo classificados em um filo proprio: Glomeromycota
(SCHUBLER et al.,, 2001), constituido de trés classes (Glomeromycetes,
Archaeospomycetes e Paraglomeromycetes), cinco ordens (Diversisporales,
Gigasporales, Glomerales, Archaeosporales e Paraglomerales), 15 familias e 38
géneros (MAIA et al. 2015). Recentemente uma nova classificacdo, baseada em
analises filogenéticas, foi proposta e agrupou os FMA no subfilo Glomeromycotina
do filo Mucoromycota (SPATAFORA et al., 2016). Os FMA formam simbiose com
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diversos grupos de vegetais, incluindo culturas agricolas e arvores de climas
tropicais e temperados; poucas familias de plantas sdo incapazes de se associar a
esses micro-organismos ou raramente se associam, como Pinaceae, Betulaceae,
Orchidaceae, Fumariaceae, Commelinaceae, Urticaceae, Ericaceae, Brassicaceae,
Chenopodiaceae, Polygonaceae e Cyperaceae (BAGYARAJ, 2014).

A associacdo envolve fornecimento de agua e nutrientes do fungo para a
planta em troca de carboidratos produzidos durante a fotossintese; recentemente foi
sugerido que o fungo recebe também lipidios do seu hospedeiro vegetal (RICH et
al., 2017). O fungo é biotréfico obrigatério e por isso sempre € beneficiado pela
relacdo, enquanto os efeitos para a planta podem ser positivos (simbiose), neutros
(comensalismo) ou negativos (parasitismo) (SMITH; SMITH, 2015), dependendo de
fatores bidticos como grupo funcional da planta e de fatores abioticos como, por
exemplo, a fertilizacéo de nitrogénio (HOEKSEMA et al., 2010).

A inoculagdo com FMA em geral ocasiona resultados positivos sobre a
producédo vegetal tanto em condi¢cdes controladas (casa de vegetacdo) como em
condicBes de campo (BERRUTI et al., 2016). Dentre os beneficios que esses fungos
podem proporcionar aos seus hospedeiros, destacam-se: maior crescimento em
altura e biomassa (SGROTT et al., 2012), maior aquisi¢ao de nutrientes (BAUM; EL-
TOHAMY; GRUDA, 2015; GARCIA; ZIMMERMANN, 2014; LEHMANN et al., 2014;
LEHMANN; RILLIG, 2015); tolerancia a seca (WU; SRIVASTAVA; ZOU, 2013), a
salinidade (PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012), a patdégenos (TOUSSAINT et
al., 2008) e a presenca de metais pesados (LATEF et al., 2016).

Além desses beneficios, os FMA melhoram a qualidade de forragens
(BASLAM et al., 2014), podem ser utilizados como agentes de controle biolégico de
nematoides (MARRO et al., 2014) e sdo importantes na ciclagem de nutrientes
(AZCON-AGUILAR; BAREA, 2015), na agregacdo do solo (SINGH, 2012) e na
reducdo de emisséo, a partir do solo, de gases de efeito estufa como o 6xido nitroso
(BENDER et al., 2014).

No entanto, alguns fatores influenciam a eficiéncia da simbiose como
combinacdo das espécies de FMA e de plantas (BAUM; EL-TOHAMY; GRUDA,
2015; MARTINEZ-GARCIA; PUGNAIRE, 2011), caracteristicas da planta hospedeira
como estagio sucessional, quantidade de reserva nutricional presente nas sementes,
taxa de crescimento e morfologia radicular (ZANGARO et al., 2005, 2007), textura do
solo, fertilidade, pH e niveis de matéria organica (CARRENHO et al., 2007).
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Assim, antes da utilizacdo de FMA em uma cultura de interesse, é necessario
estabelecer as melhores condicbes ambientais e as combinacbes entre o0s

simbiontes que proporcionem sucesso na simbiose.

2.4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

Na simbiose micorrizica arbuscular a fisiologia do vegetal é alterada, embora
o contato fisico entre planta e fungo ocorra na raiz (LIU et al., 2007). A associagcao
pode ser alternativa eficaz para produzir plantas medicinais com maior biomassa e
maior concentragdo de compostos bioativos em substituicdo aos fertilizantes
guimicos ou com reduzida aplicacdo (PEDONE-BONFIM et al., 2013; TOUSSAINT,
2008). FMA promovem alteragbes no metabolismo vegetal, e os efeitos desses
micro-organismos sobre a producdo de metabdlitos secundarios em diversas
espécies podem ser conferidos na tabela 2. Os mecanismos que o fungo utiliza para
promover esses beneficios ainda ndo foram totalmente esclarecidos (TOUSSAINT,
2007); alguns dos possiveis mecanismos sao apresentados a seguir.

Plantas micorrizadas produzem compostos secundarios especificos, como
derivados de cicloexanona e micorradicinas (MAIER et al.,, 1997; WALTER;
FESTER; STRACK, 2000). Esses compostos sdo apocarotenoides sintetizados nos
plastidios por uma rota alternativa denominada Metileritritol fosfato (MEP), que &
induzida pelo FMA (MAIER et al., 1997; WALTER; FESTER; STRACK, 2000). Esses
apocarotenoides desempenham possiveis funcées, como participacdo na producao
de moléculas sinalizadoras e controle da colonizacdo por FMA e por patdgenos;
protecdo das células radiculares contra prejuizos causados por espécies reativas de
oxigénio e promoc¢ao da interacdo fungo-planta, visto que a reducdo na biossintese
de carotenoides ocasiona reducédo da colonizacdo micorrizica (STRACK; FESTER,
2006).

Células radiculares colonizadas por FMA contém maior niumero de plastidios
e de mitocdndrias, indicando ativacdo das vias biossintéticas mitocondriais (ciclo dos
acidos tricarboxilicos) e plastidiais (acidos graxos, aminoacidos e apocarotenoides)

(LOHSE et al.,, 2005), podendo ocasionar reacdes sistémicas no metabolismo
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vegetal (MAIER et al., 1995). Além disso, foi demonstrado que os FMA causam
modificacbes morfologicas na planta, como aumento do numero de tricomas
glandulares (estruturas onde ocorre a sintese de terpenos) em Artemisia annua L.
(KAPOOR; CHAUDHARY; BHATNAGAR, 2007; MANDAL et al., 2015) e Ocimum
basilicum L. (COPETTA; LINGUA; BERTA, 2006), sendo a maior producdo de
Artemisinina e de Oleo essencial associada a maior densidade dessas estruturas e,
no caso da Artemisinina, a ativacao transcricional dos genes envolvidos na sua
sintese, que € mediada pelos maiores niveis de acido jasmoénico (MANDAL et al.,
2015).
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Tabela 2 - Efeitos da micorrizacao sobre a producédo de metabdlitos secundarios em diversas espécies vegetais*

Planta hospedeira Orgéo Metabdlitos avaliados FMA Efeito Referéncia
vegetal
Compostos fendlicos
Allium cepa L. Bulbo Fendis totais Mix — (Claroideoglomus claroideum 0) PERNER et al. (2008)
(=Glomus claroideum), Funneliformis
mosseae (=Glomus mosseae),
Rhizoglomus microaggregatum
(=Glomus microaggregatum),
Rhizophagus intraradices (=Glomus
intraradices)
Amburana cearensis  Folhas Fendis totais, flavonoides totais e Claroideoglomus etunicatum (+) OLIVEIRA et al. (2015b)
(Allemao) A.C. Smith taninos totais Gigaspora albida 0)
Acaulospora longula (0)
Anadenanthera Folhas Fendis totais, Flavonoides totais e Acaulospora longula + G. albida +) PEDONE-BONFIM et al. (2013)
colubrina (Vell.) taninos totais
Brenan
Cucumis sativus L. Folhas Fenois, flavonoides e lignina F. mosseae +) CHEN et al. (2013)
Cynara cardunculus  Folhas e Fendis e atividade antioxidante R. intraradices +) CECCARELLI et al. (2010)
L. var. scolymus F. flores F. mosseae 0)
Glomus mix (+)
Commiphora Folhas Fendis totais e taninos totais A. longula 0) LIMA et al. (2017)
leptophloeos (Mart.) G. albida +)
J.B. Gillett C. etunicatum (+)
Folhas Flavonoides totais A. longula 0)
G. albida ()]
C. etunicatum (0)
Echinacea purpurea  Parte aéreae  Fendis R. intraradices (+) ARAIM et al. (2009)
L. raizes
Fragaria x ananassa  Frutos Flavonoides R. intraradices (+) CASTELLANOS-MORALES et al. (2010)
Duch
Fragaria x ananassa  Frutos Antocianinas Glomus sp. (+) LINGUA et al. (2013)
var. Selva
Glycine max cv. Raizes Isoflavonoides F. mosseae (+) MORANDI; BAILEY (1984)
Amsoy 71 Rhizophagus fasciculatus (=Glomus (+)
fasciculatum)
Mix de duas espécies (+)
Hypericum Parte aérea Derivados de antraquinona R. intraradices ) ZUBEK; MIELCAREK; TURNAU (2012).
perforatum L. F. mosseae 0)
Mix (Funneliformis constrictum, F. )

geosporum, F. mosseae e R.
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intraradices)

Lactuca sativa L. Folhas Fenois solluveis R. fasciculatus (+) BASLAM; GARMENDIA; GOICOECHEA (2011)
var. longifolia Inoculante comercial (F. mosseae e (+)
R.intraradices)
Folhas Antocianinas R. fasciculatus 0)
Inoculante comercial (F. mosseae e (+)
R.intraradices)
L. sativa L. var. Folhas Antocianinas R. fasciculatus (+) BASLAM; GARMENDIA; GOICOECHEA (2011)
capitata Inoculante comercial (F. mosseae e (+)
R.intraradices)
L. sativa L. var. Folhas Antocianinas Inoculante comercial (F. mosseae e +) (BASLAM et al., 2013a)(BASLAM et al., 2013b)
capitata R.intraradices)
Libidibia ferrea Folhas Flavonoides totais G. albida +) SILVA; SILVA; MAIA (2014)
(Mart. ex Tul.) A. longula 0)
L.P.Queiroz var. Claroideoglomus etunicatum (=Glomus 0)
ferrea etunicatum)
Folhas Taninos totais G. albida 0)
A. longula 0)
C. etunicatum (0)
L. ferrea Casca do Fendis totais G. albida 0) SANTOS; SILVA,; SILVA (2017)
caule A. longula 0)
C. etunicatum 0)
Casca do Flavonoides totais G. albida 0)
caule A. longula (+)
C. etunicatum “)
Casca do Taninos totais G. albida “)
caule A. longula (+)
C. etunicatum (0)
Lolium multiflorum Parte aérea e  Flavonoides R. intraradices ) PONCE et al. (2009)
Lam. raizes
Lycopersicon Raizes Fendis sollveis Glomus versiforme (+) ZHU & YAO (2004)
esculentum Mill.
Myracrodruon Folhas Fendis totais e flavonoides totais A. longula (+) OLIVEIRA et al. ( 2013)
urundeuva Allemé&o G. albida (0)
Ocimum basilcum L.  Folhas Acido rosmarinico e acido caféico e F. mosseae 0) TOUSSAINT et al. (2008)
fendis
O. basilicum Parte aérea Acido rosmarinico e acido cafeico Funneliformis caledonium (=Glomus (+) TOUSSAINT; SMITH; SMITH (2007)
caledonium) +)
F. mosseae 0)

R. intraradices
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Olea europaea L. Raizes Fenois totais e flavonoides totais Rhizophagus irregularis (+) MECHRI et al. ( 2015)
Passiflora alata Folhas Fendis totais e Flavonoides totais G. albida (+) OLIVEIRA et al. (2015c)
Curtis Folhas Orientina G. albida (+)1 OLIVEIRA; PINHEIRO; SILVA (2015)
Folhas Vitexina-2-O-ramnosideo G. albida (-)
Salvia officinalis L. Folhas Fendis totais e Flavonoides totais R. intraradices ) GENEVA et al. (2010)
S. officinalis Folhas e Fendis totais e acido rosmarinico Symbivit (mix de 6 espécies de 0) NELL et al. (2009)
Raizes Glomus)
F. mosseae ©
R. intraradices (0)
Trifolium pratense L.  Raizes e Isoflavonas totais F. mosseae 0) KHAOSAAD et al. (2008)
Parte aérea
Vitis vinifera L. var. Folhas e Quercetina F. mosseae +) EFTEKHARI; ALIZADEH; EBRAHIMI (2012)
shahroudi tecidos R. fasciculatus +)
caulinares R. intraradices +)
Mix das trés espécies +)
V. vinifera L. Folhas e Fendis totais F. mosseae 0)
Raizes R. fasciculatus 0)
R. intraradices 0)
Mix das trés espécies (+)
Terpenos
Anethum graveolens  Frutos Oleo essencial Glomus macrocarpum +) KAPOOR; GIRI; MUKERJI (2002a)
L. R. fasciculatus +)
Trachyspermum
ammi (Linn.)
Sprague
Artemisia annua L. Folhas Oleo essencial e Artemisinina G. macrocarpum (+) CHAUDHARY; KAPOOR; BHATNAGAR (2008)
R. fasciculatus (+)
A. annua Folhagem Artemisinina G. macrocarpum (+) KAPOOR; CHAUDHARY; BHATNAGAR (2007)
R. fasciculatus (+)
Folhas Artemisinina R. intraradices (+) MANDAL et al. (2015)
Azadirachtaindica L. Sementes Azadiractina R. fasciculatus (+) VENKATESWARLU et al. (2008)
Chlorophytum Tubérculos Saponinas R. fasciculatus (+) DAVE; TARAFDAR (2011)
borivilianum R. intraradices (+)
Santapau & Fernees F. mosseae (+)
Coriandrum sativum  Frutos Oleo essencial G. macrocarpum ) KAPOOR; GIRI; MUKERJI (2002b)
L. R. fasciculatus (+)
Cucumis sativus L. Raizes Triterpenoides F. caledonium ) AKIYAMA; HAYASHI (2002)
F. mosseae (+)
Foeniculum vulgare Frutos Oleo essencial ) KAPOOR; GIRI; MUKERJI (2004)

Mill

G. macrocarpum
R. fasciculatus

()
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Helianthus annuus Sementes Oleo fixo F. mosseae (+) HEIDARI; KARAMI (2014)
cv. Alester C. etunicatum 0)
Hordeum vulgare L. Raizes Derivados de ciclohexanona F. mosseae (+) VIERHEILIG et al. (2000)
cv. salome Gigaspora rosea (+)
Triticum aestivum L. R. intraradices (+)
cv. hatri
Zea mays L. cv.
garant
Hordeum vulgare L. Raizes Derivados de ciclohexanona R. intraradices (+) MAIER et al. (1995)
cv.salome (Blumenina)
T. aestivum cv. hatri
Secale cereale L. cv.
petka
Avena sativa L. cv.
Salvator
Inula ensifolia L. Parte aérea Derivados de timol: R. intraradices 0) ZUBEK et al. (2010)
“10-isobutyryloxy -8,9-epoxitimol R. clarus 0)
isobutirato” e a mistura de “10- (2-
methylbutylyroxy)-8,9-epoxythymol.
Isobuthirato” e “10-isovaleroyloxy-
8,9-epoxythymol isobutirato”
I. ensifolia Raizes Derivados de timol: R. intraradices )
“7-isobutyryloxy metil éter” R. clarus ()
L. sativa L. var. Folhas Carotenoides Glomus fasciculatum (Taxter sensu +) (BASLAM et al., 2013a)
capitata externas Gerd.) Gerd. e Trappe,
Inéculo comercial (mistura of R. (+)
intraradices e F. mosseae)
L. sativa L. var. Folhas Carotenoides Inéculo comercial (mistura of R. (+) BASLAM; GARMENDIA; GOICOECHEA (2013)
capitata intraradices e F. mosseae)
Mentha arvensis L. Parte aérea Oleo essencial R. clarus (+) FREITAS; MARTINS; VIEIRA (2004)
C. etunicatum (+)
Gigaspora margarita (+)
Acaulospora scrobiculata (+)
M. arvensis Folhagem Oleo essencial R. fasciculatus (+) GUPTA et al. (2002)
fresca
M. arvensis Folhagem Oleo essencial F. mosseae ) BHARTI et al. (2013)
fresca Glomus aggregatum )
R. fasciculatus +)
R. intraradices (+)
Mentha viridis L. Folhas Oleo essencial C. etunicatum ) KARAGIANNIDIS et al. (2011)
Claroideoglomus lamellosum (=Glomus +)




lamellosum)

Moringa oleifera L. Folhas Carotenoides R. intraradices “) COSME et al. (2014)
F. mosseaae “)
Ambos os fungos combinados (-)
Origanum onites L. Folhas Oleo essencial C. etunicatum (+) KARAGIANNIDIS et al. (2011)
C. lamellosum (0)
O. basilicum Parte aérea Oleo essencial R. intraradices (+) RASOULI-SADAGHIANI et al. (2010)
C. etunicatum (+)
R. fasciculatus (+)
O. basilicum var. Folhas Compostos do éleo essencial: Bomil  F. mosseae 0) COPETTA et al. (2007)
genovese acetato G. margarita (+)
Metil eugenol G. rosea (+)
O-Cadinene
O. basilicum var. Folhas Oleo essencial F. mosseae 0) COPETTA; LINGUA; BERTA (2006)
genovese G. margarita )
G. rosea (0)
Origanum vulgare Folhas Oleo essencial F. mosseae +) KHAOSAAD et al. (2006)
var. cona
O. vulgare b13/2
Pogocauleon cablin Oleo essencial G. aggregatum +) SINGH et al. (2012)
Benth R. fasciculatus +)
R. intraradices +)
F. mosseae (+)
Solanum Frutos Licopeno R. intraradices +) GIOVANNETTI et al. (2012)
lycopersicum L. var.
Money marker
Stevia rebaudiana Folhas Esteviosideo e rebaudiosideo A R. fasciculatus (+) MANDAL et al. (2013)
(Bertoni)
T. aestivum cv. Raizes Derivado de ciclohexanona R. intraradices (+) FESTER; MAIER; STRACK (1999)
Caprimus (Blumenina) e hydroxicinnamate (4-
coumaroylputrescine)
Valeriana officinalis Rizomas Acidos sesquiterpénicos F. mosseae 0) NELL et al. (2010)
L. R. intraradices (+)
Mix (seis espécies de Glomus) (+)
Zingiber officinale L.  Rizoma Oleo-resina Dentiscutata heterogama (+) SILVA et al. (2008)
(=Scutellospora heterogama)
Gigaspora decipiens (+)
Acaulospora koskei +)
Entrophospora colombiana )
Mix dos quatro isolados (+)
Compostos nitrogenados
Castanospermum Folhas Castanospermina R. intraradices ) ABU-ZEYAD; KHAN; KHOO (1999)
australe A. Cunn. & G. margarita (+)
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C. Fraser
Catharantus roseus(  Folhas Alcaloides G. aggregatum (+) RATTI; VERMA; GAUTAM (2010)
L.) G. Don R. fasciculatus (+)
R. intraradices 0)
F. mosseae (+)
M. oleifera Folhas Glicosinolatos (Monoacetil isbmero 1)  R. intraradices (+) COSME et al. (2014)
F. mosseaae (+)
Combinagdo de ambos os fungos (+)
Prosopis laevigata Raizes Trigonelina G. rosea (+) ROJAS-ANDRADE et al. (2003)

(Willd.) M. C. Johnst

(+) Incremento, (-) Reducéo, (0) Sem alteracdo em relacéo ao tratamento controle.

"Adaptada de Pedone-Bonfim et al. (2015) e atualizada

! Dependendo da fertilidade do solo
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Os FMA também podem aumentar a atividade fotossintética indiretamente,
por melhorar a nutricdo da planta, aumentar a area foliar e incrementar os teores de
pigmentos fotossintetizantes (TRISTAO; ANDRADE; SILVEIRA, 2006). No entanto,
h& evidéncias de que as taxas fotossintéticas por unidade de area foliar podem ser
maiores em plantas micorrizadas e isso pode ser explicado pelo dreno de carbono
promovido pela simbiose, que resulta em maior exportagcédo de triose fosfato para o
citoplasma e, consequentemente, maior ativacdo do ciclo de Calvin, ocasionando
maior producdo de metabdlitos primarios, que sdo precursores das vias do
metabolismo secundario (KASCHUK et al., 2009).

Maior produgcdo de metabdlitos secundarios em plantas micorrizadas pode
também estar relacionada a rapida ativacdo de defesa da planta, envolvendo a
producédo de espécies reativas de oxigénio e consequente acumulo de substéancias
antioxidantes (SBRANA; AVIO; GIOVANNETTI, 2014), ao aumento da producédo de
horménios como o acido jasmonico (MANDAL et al., 2013) e a maior atividade de
enzimas envolvidas na producdo dos compostos (IBRAHIM; JAAFAR, 2011,
LISTER; LANCASTER; WALKER, 1996). CHEN et al. (2013) observaram que a
simbiose micorrizica promoveu maior atividade de algumas enzimas, entre elas a
fenilalanina amoénia liase, glicose-6-fosfato desidrogenase e chiquimato
desidrogenase, além de aumentar a expressao de genes envolvidos na regulacao da
rota dos fenilpropanoides.

RIVERO e colaboradores (2015) apresentaram recentemente uma analise
metabolémica completa de raizes de tomate (Solanum lycopersicum L. cv.
Moneymaker) em simbiose com F. mosseae e R. irregulares e confirmaram que o
metaboloma de raizes micorrizadas € significativamente diferente daquele de raizes
ndo micorrizadas. Esses autores relataram ainda efeito neutro da simbiose sobre a
biomassa da parte aérea e radicular, maior acumulo de P e N em raizes
micorrizadas, impacto negativo da simbiose sobre o conteido de aminoacidos,
principalmente daqueles envolvidos na sintese dos fenilpropanoides e,
contrariamente, maior acumulo de metabdlitos derivados desses aminoacidos em
raizes micorrizadas (RIVERO et al., 2015).

Os efeitos sobre 0 metabolismo secundario vegetal podem ser mediados pela
melhor absor¢cédo de nutrientes, como o P, tendo em vista que plantas micorrizadas,
em geral, aumentam a absorcdo deste elemento (SCHWEIGER; MULLER, 2015;
TOUSSAINT; SMITH; SMITH, 2007; ZUBEK et al., 2010). O P é um importante
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nutriente na armazenagem de energia e na integridade estrutural, compondo &cidos
nucleicos, nucleotideos, coenzimas, fosfolipidios, além de ter papel central nas
reacoes que envolvem ATP (TAIZ; ZEIGER, 2006). Os FMA secretam fosfatases e
suas hifas alcangcam maior volume de solo, aumentando a concentracdo de P
disponivel para as plantas (ELBON; WHALEN, 2014). No entanto, h& evidéncias de
gue as alteragbes causadas no metabolismo vegetal pelos FMA podem ser
mediadas diretamente pela micorriza (SCHWEIGER; MULLER, 2015; Tabela 3).
Diversos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de esclarecer essa questao
(Tabela 3).



Tabela 3 - Trabalhos que investigaram os efeitos do P sobre a producao de metabdlitos secundéarios
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Planta

Tratamentos

Compostos avaliados

Conclusao

Referéncia

Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni

Controle sem P

Controle com P (50 mg P kg_:L como

K2HPOJ)

Rhizophagus fasciculatus sem P

R. fasciculatus com P

Esteviosideo e
rebaudiosideo A

Incrementos promovidos pelos FMA na producdo dos
compostos estdo ligados a mecanismos nutricionais e
nao nutricionais (maior producéo de acido jasmonico e
carboidratos), pois plantas micorrizadas tiveram maior
producdo em relagdo a plantas ndo micorrizadas e
supridas com P.

MANDAL et al. (2013)

Valeriana
officinalis L.

Controle (sem P e sem FMA)

F. mosseae

R. intraradices
Inéculo  comercial
espécies de Glomus)
P (136 mg KH,PO, L~

(misto de seis

Y

Acidos sesquiterpénicos

Efeitos mediados diretamente pelos FMAs.

NELL et al. (2010)

Salvia officinalis L.

Controle (sem P e sem FMA)

F. mosseae

R. intraradices
Inéculo  comercial
espécies de Glomus)

(misto de seis

P (136 mg KH2PO, L)
P (68 mg KH2PO,4 L)

Fenodis totais

Acido rosmarinico

Efeitos mediados pelo P.

NELL et al. (2009)

Trifolium pratense  Controle Isoflavonas (daidzeina e Resultados inconclusivos KHAOSAAD et al.
L. F. mosseae formononetina) (2008)
Controle adicionado de P
Controle Genisteina
F. mosseae
Controle adicionado de P
Controle Biochanin A
F. mosseae
Controle adicionado de P
Artemisia annua L.  Controle Artemisinina Efeito mediado pelo P e pelos FMA, porém o KAPOOR,;
Glomus macrocarpum incremento foi maior em plantas micorrizadas com ou CHAUDHARY;

G. fasciculatum

Controle adicionado de P

GM +P
GF+P

sem P, sugerindo efeito independente da nutri¢éo.

BHATNAGAR (2007)

Origanum
basilicum L.

Controle com suplementacao de P

F. mosseae
F. caledonium

Acido rosmarinico e &cido

cafeico

Embora maior suplementagdo de P tenha
incrementado as concentragBes de &cido rosmarinico
e &cido cafeico na parte aérea de plantas néo

TOUSSAINT; SMITH;
SMITH (2007)
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R. intraradices

micorrizadas, houve maior produgdo desses
compostos em plantas micorrizadas, sugerindo efeitos
diretos dos FMA e ndo somente os mediados pela
nutricdo fosfatada.

Origanum vulgare
var. Cona

O. vulgare b13/2

O. vulgare ssp.
hirtum var. Kalitera

Controle Oleo essencial
F. mosseae

Controle adicionado de P

Controle
F. mosseae
Controle adicionado de P

Efeito mediado pelo FMA

KHAOSAAD et al.
(2006)

Mentha arvensis L.

Controle Oleo essencial e mentol
Rhizoglomus clarus

Claroideoglomus etunicatum

Gigaspora margarita

Acaulospora scrobiculata

Diferentes doses de P

Incrementos nos teores de 6leo essencial e de mentol,
em razdo dos FMA, foram observados apenas na
auséncia da adubacao fosfatada.

FREITAS; MARTINS;
VIEIRA (2004)

Foeniculum
vulgare Mill.

Controle Oleo essencial
G. macrocarpum

G. fasciculatum

Solo com aplicagdo de KH;PO4

(equivalente a 20 kg/ha de P)

GM+P

GF+P

Efeito sinérgico da aplicacdo de FMA e adubacao
fosfatada.

KAPOOR; GIRI;
MUKERJI (2004)
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Os estudos mostram que as espeécies flngicas apresentam variacdo na
efetividade e modificam diferencialmente os metabdlitos (KAPOOR; GIRI; MUKERJI,
2002a, 2002b), além de apresentarem efeito positivo dependente do gendtipo
vegetal (KHAOSAAD et al.,, 2006) e do 6rgdo da planta avaliado (ZUBEK et al.,
2010). Além disso, os efeitos do P sobre a producdo de metabdlitos secundarios
podem variar entre diferentes espécies vegetais (ZENG et al., 2013; Tabela 3). Por
isso, investigacbes com plantas de interesse e diferentes espécies de FMA séo
ainda necessérias para estabelecer as condi¢des de cultivo que proporcionem maior

producéo dos compostos.

Para Schweiger e Miller (2015), em alguns casos, diferencas nos compostos
foliares entre plantas micorrizadas e ndo micorrizadas podem ser consequéncia,
apenas, da diferenca no estagio de desenvolvimento vegetal, visto que plantas
micorrizadas crescem mais rapido por estarem mais nutridas em relacdo as nao
micorrizadas. Por isso, o desenvolvimento de trabalhos em condi¢cdes de campo &
importante para acompanhar as modificagcbes desde a fase de muda até a fase
adulta e para confirmar os resultados obtidos em condi¢cdes controladas, pois 0s
efeitos da inoculagéo sobre crescimento e producdo de metabdlitos em condi¢des de
campo dependem de varios fatores, incluindo a competicdo entre as espécies de
FMA introduzidas e as espécies nativas (FARMER et al., 2007).

Estudos desenvolvidos em condi¢cdes de campo com algumas espécies de
importancia medicinal ou nutricional como Mentha arvensis L. (GUPTA et al., 2002),
Ipomoea batatas (L.) Lam. (FARMER et al., 2007), Artemisia annua L.
(CHAUDHARY; KAPOOR; BHATNAGAR, 2008), Azadirachta indica A. Juss.
(VENKATESWARLU et al., 2008), Cynara cardunculus L. (CECCARELLI et al.,
2010) e Libidibia ferrea (SILVA et al., 2014) mostraram eficiéncia dos FMA. Essa
eficiéncia foi traduzida por incremento na producdo de R-caroteno (FARMER et al.,
2007), oleo essencial (CHAUDHARY; KAPOOR; BHATNAGAR, 2008; GUPTA et al.,
2002), artemisinina (CHAUDHARY; KAPOOR; BHATNAGAR, 2008), fendis totais
(CECCARELLI et al., 2010) e acido gélico (SILVA et al., 2014), demonstrando que a
utilizacdo de FMA pode representar uma estratégia eficiente e sustentavel para
aumentar a biossintese de compostos secundarios em plantas de importancia
medicinal (CECCARELLI et al., 2010).
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Considerando que o Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA)
recomenda o cultivo organico de plantas medicinais (CARVALHO; COSTA;
CARNELOSSI, 2010), a aplicacdo de FMA pode representar uma alternativa
possibilitando a producao de plantas com maior biomassa e maior concentracao de
compostos bioativos (TOUSSAINT, 2008). Nem sempre as condi¢des ideais para a
producdo de biomassa serdo as mais adequadas para a producdo de principios
ativos, dessa forma para cada espécie medicinal a ser cultivada, é necessario ter
conhecimento de todas as etapas de desenvolvimento da planta, além de
estabelecer as condic¢des ideais de cultivo tanto para a producdo de biomassa como
para a producdo dos compostos bioativos de interesse (CARVALHO; COSTA,;
CARNELOSSI, 2010). A busca por técnicas de producédo que reduzam os custos e a
variabilidade na concentracdo dos fitoquimicos é cada vez mais desejavel pela

industria de fitoterapicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ETAPAS

O trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira foi determinado a
responsividade de Mimosa tenuiflora e de Erythrina velutina a inoculacdo com FMA
e a adubacéo fosfatada, e o efeito desses fatores sobre a biomassa e a producédo de
metabdlitos primarios e secundéarios. Para cada planta, foi conduzido um
experimento em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 4 x 4,
sendo: quatro tratamentos de inoculagéo (controle, inoculado com Claroideoglomus
etunicatum, com Gigaspora albida ou com C. etunicatum+G. albida) e quatro niveis
de P no solo (PO — nivel natural, P8, P16 e P32), em 5 repeti¢cdes, totalizando 80
unidades experimentais por planta. Apés 70 (M. tenuiflora) e 75 dias (E. velutina) em
casa de vegetacdo, avaliaram-se as variaveis de crescimento, micorrizicas e
bioquimicas das plantas. Como E. velutina foi pouco responsiva a micorrizagdo, 0s
experimentos seguintes foram conduzidos apenas com M. tenuiflora.

A segunda etapa foi conduzida para selecionar substrato eficiente para
producédo de mudas testando residuos organicos como alternativa para aumento do
crescimento e da producdo de metabdlitos primarios e secundarios foliares em
plantas de M. tenuiflora. Um experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 4 x 3, sendo quatro substratos e trés
tratamentos de inoculacdo (Controle, C. etunicatum e G. albida), em cinco
repeticdes. Os substratos testados foram a base de areia e vermiculita na proporcéao
de 1:1 (substrato controle) em combinacdo com 5% (v/v) dos seguintes compostos:
himus de minhoca, residuo de acerola madura e residuo de acerola verde, estes
tltimos provenientes da agroindustria. Apos 90 dias em casa de vegetacdo
avaliaram-se variaveis de crescimento e micorrizicas e a producdo de metabdlitos
primarios e secundarios pelas mudas.

Na terceira etapa verificou-se a influéncia da micorrizacdo no crescimento e
na producdo de metabdlitos primarios e secundarios foliares em plantas de M.
tenuiflora em condicées de campo. Mudas foram cultivadas em casa de vegetacéo
com o substrato selecionado no experimento anterior (areia + vermiculita + hiumus

de minhoca 5%) e ao atingirem 0,20 m de altura foram transferidas para o campo.
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ApOs trés e seis meses em campo foram avaliadas as variaveis de crescimento

vegetal e fangico, além da producdo de metabdlitos nas folhas de M. tenuiflora.

3.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DAS PLANTAS A INOCULACAO
MICORRIZICA E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P
SOBRE A PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS EM
Mimosa tenuiflora E Erythrina velutina

3.2.1Condic¢bes experimentais

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Laboratério de
Microbiologia (Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF), Petrolina-PE, com
temperatura média de 32,5 °C e umidade relativa do ar média de 36%. Sementes de
M. tenuiflora e de E. velutina foram desinfestadas em solucdo de NaClO (0,05%) por
20 min. As sementes de M tenuiflora tiveram a dorméncia quebrada por imersdo em
agua quente (85 °C) por 30 segundos e em agua fria por 60 segundos (BAKKE et al.,
2006), enquanto as de E. velutina foram escarificadas com uma lixa d"agua n° 80.
Em seguida, as sementes foram colocadas para germinar em bandejas de células
contendo vermiculita de granulacdo média e areia lavada, previamente esterilizada
em autoclave (121° C/1h/2 dias consecutivos), na propor¢ao de 1:1 (v/v).

Apés emergéncia de duas folhas definitivas, as plantulas foram transferidas
para sacos contendo 2 kg de solo autoclavado (121 °C/ 1h em trés dias
consecutivos) adicionado de doses crescentes de P (8, 16 e 32 mg.kg™) na forma de
superfosfato simples (P20s).

O solo utilizado no experimento, do tipo Argissolo, foi coletado em area anexa
ao Projeto Salitre em Juazeiro-BA, e apresentava as seguintes caracteristicas fisicas
e quimicas: 74,68%, 12,02% e 13,31% de areia, silte e argila, respectivamente; pH =
6,2; C.E. = 0,33 dS.m™; P = 5,82 mg.dm™; K = 0,34 cmolc.dm™; Ca = 3,9 cmolc.dm™®;
Mg = 1 cmolc.dm™; Na = 0,03 cmolc.dm™®; Al = 0,1 cmolc.dm™; CTC = 7,5 cmolc.dm™
e 10,96g.kg™ de M.O. As anélises foram realizadas em um laboratério comercial de
analise de solo (SOLOAGRI, Petrolina, Pernambuco). O conteudo de P, K e Na foi
extraido com o extrator Mehlich 1; o contetdo de Ca* e Mg** foi extraido com KCI

1.0 N e o pH do solo foi determinado em uma solu¢do de solo: agua (1:2,5). As
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quantidades de carbono (C) e matéria organica (MO) foram determinadas pelo
método Walkley-Black (NELSON; SOMMERS, 1996). A condutividade elétrica (CE)
foi determinada pelo extrato da pasta saturada e a capacidade de troca catidnica
(CTC) foi calculada pela soma das bases (Ca*, Mg®*, K*, Na*) e o potencial de
acidez (H* + AI®).

No momento do transplantio as plantulas dos tratamentos inoculados
receberam, na regido das raizes, uma suspensdo contendo 100 glomerosporos de
Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & Schuf3ler (UNIVASF
06) ou de Gigaspora albida N.C. Schenck & G.S. Sm. (UFPE 01) ou dos dois
isolados combinados (mix com 50 glomerosporos de cada FMA). Esses isolados
foram cedidos pelo banco de inéculo do Laboratério de Microbiologia (UNIVASF —
CCA), apos multiplicacdo em solo com capacidade de campo de 75%, usando
painco (Panicum miliaceum L.) como planta hospedeira, e apresentavam
infectividade entre 25 e 28%, respectivamente (MIP-INVAM -
http://invam.wvu.edu/methods/infectivity-assays/mean-infection percentage-mip).

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 4 x 4, sendo quatro tratamentos de inoculacdo [Controle (C), inoculado com
C. etunicatum (CE), com G. albida (GA) ou com os dois isolados (MIX)] e quatro
doses de fésforo no solo (0, 8, 16 e 32 mg.kg™), em cinco repeticdes, totalizando 80
unidades experimentais. A dose 0 representou a fertilidade natural do solo (~4
mg.kg?) e foi denominada PO, enquanto as demais, com adicdo de P,Os, foram
denominadas P8, P16 e P32. As mudas foram irrigadas mantendo-se a capacidade

de campo de 75% e mantidas em casa de vegetacao.

3.2.3 AvaliacOes de variaveis de crescimento vegetativos e fisiolégicos

Apébs 70 (M. tenuiflora) e 75 (E. velutina) dias, contados a partir da inoculacao
micorrizica, determinaram-se: altura, numero de folhas, didmetro do caule, clorofila
a, b e total, biomassa fresca e seca da parte aérea e das raizes, area foliar,

colonizagdo micorrizica, producdo de carboidratos solUveis e producdo de
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metabdlitos secundarios (fendis totais, flavonoides totais e taninos totais) pelas
plantas, e niumero de glomerosporos na rizosfera.

A altura das plantas e o didametro do caule foram medidos com auxilio de uma
régua milimetrada e de um paquimetro digital, respectivamente. Os teores de
clorofila a, b e total foram determinados in vivo utilizando um medidor eletrénico
(ClorofiLOG) e expressos como indice de Clorofila Falker (ICF). A biomassa fresca e
seca da parte aérea e da raiz foi avaliada por meio de pesagem imediata e apos
secagem do material em estufa a 40 °C até peso constante. Para quantificar a area
foliar, as folhas foram fotografadas e analisadas no programa Quant 2002-2.

3.2.4 Avaliagcao de variaveis micorrizicas

A colonizacdo micorrizica foi avaliada em 0,5 g de raizes frescas (com
excecdo das plantas controle que ndo alcancaram esse peso de raiz) apés
clarificagdo com hidroxido de potassio (10% p/v) e hidroxido de potassio (10%) +
peroxido de hidrogénio (10% v/v) na proporcéo de 1:1 v/v, e posterior coloracdo com
azul de Trypan 0,05% em lactoglicerol (PHILLIPS & HAYMAN, 1970 com
modificacdes). As raizes coradas foram observadas em estereomicroscopio (40x) e
a taxa de colonizacdo estimada pelo método de interseccdo de quadrantes
(GIOVANNETTI & MOSSE, 1980).

Glomerosporos foram extraidos de 50g de solo seco pela técnica de
decantacdo e peneiramento Uumido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguida de
centrifugacdo em agua e sacarose (JENKINS, 1964). Posteriormente foram

colocados em placas canaletadas e contados em estereomicroscopio (40x).

A resposta micorrizica foi determinada pela formula: (M-NM) x M™* x 100,
sendo M a biomassa seca aérea de plantas micorrizadas e NM a biomassa seca de
plantas ndo micorrizadas (PLENCHETTE; FORTIN; FURLAN, 1983). Com base nas
respostas, as plantas foram categorizadas para cada dose de P, conforme termos
adaptados do trabalho de Habte & Manjunath (1991) em: plantas excessivamente
responsivas (>75%), altamente responsivas (50 - 70%), moderadamente
responsivas (25 — 50%), marginalmente responsivas (<25%) ou independentes (ndo

respondem a micorrizacao).
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3.2.5 Avaliagbes de variaveis bioquimicas e fitoquimicas

As folhas secas foram utilizadas para preparo do extrato etandlico e
determinacdo de metabdlitos primarios e secundarios. As folhas de M. tenuiflora
foram pulverizadas em moinho de facas e pesadas (150 mg de plantas controle e
500 mg das demais) e submetidas a maceracdo em 6 ou 20 mL de etanol 95% por
12 dias em temperatura ambiente (25°C), enquanto as folhas (500 mg) de E. velutina
foram picotadas e maceradas em 40 mL de etanol (95%) por 12 dias em
temperatura ambiente (25 °C) (BRITO et al.,, 2008). A solugéo extrativa obtida foi
colocada em estufa com circulagdo e renovacdo de ar a 40 °C até completa
evaporacao do solvente. O extrato seco foi pesado em balanca analitica e foram
preparadas solucbes na concentracdo de 1,0 mg/mL em agua milli-Q (para
guantificacdo de carboidratos soluveis), em etanol 95% (para analises de
metabolitos secundarios com M. tenuiflora) ou em metanol absoluto (para analises
de metabdlitos secundarios com E. velutina) para a quantificacdo de carboidratos
soluveis, fendis totais, flavonoides totais e taninos totais.

A concentracdo de carboidratos soluveis foi determinada utilizando a
metodologia descrita por Dubois et al. (1956) com modificacdes. As mensuracdes
das absorbancias foram feitas em triplicatas em espectrofotdmetro UV-VIS a 490
nm, a concentracdo determinada a partir de uma curva padrdo de glicose e os
resultados expressos como mg de equivalente de glicose (EG) por grama de extrato
(mg EG/g).

A determinacdo espectrofotométrica de fendis totais, taninos totais e
flavonoides totais foi realizada seguindo a metodologia descrita por Amorim et al.
(2008) com modificacfes. Os fendis totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu a partir de 500 pL do extrato, 1,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
(10%, v/v), 2,5 mL de carbonato de sodio (7,5%, p/v) e 20,75 mL de agua destilada.
A solucao foi homogeneizada e permaneceu em repouso ao abrigo da luz por 30
minutos e a absorbancia foi medida em 760 nm. Os fenois residuais foram
determinados pelo método de precipitacdo da caseina seguido pelo método de
Folin-Ciocalteu, utilizando 6 mL do extrato, 1 g de caseina e 12 mL de agua
destilada. A solucéo ficou sob agitacdo em temperatura ambiente (25-28 °C) por 3
horas e posteriormente foi filtrada e o volume final completado para 25 mL com agua

destilada. A concentracéo de fenadis residuais foi determinada com 500 pL do filtrado.
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Os taninos totais corresponderam a diferenca entre os niveis de fendis totais e
fendis residuais. Os resultados foram expressos como mg de equivalente de acido
tanico (EAT) por grama de extrato (mg EAT/g).

Para determinacao dos flavonoides totais, 1 mL do extrato foi transferido para
baldo volumétrico, acrescido de 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de solucéo
de piridina-metanol (2:8 v/v) e 2,5 mL de solucédo de cloreto de aluminio (5%) em
metanol absoluto. A mistura foi completada para 25 mL com agua destilada, mantida
em repouso por 30 minutos e a absorbancia foi medida em 420 nm. Os resultados
foram expressos como mg de equivalente de rutina (ER) por grama de extrato (mg
ER/g).

A massa de extrato foi estimada para a planta inteira (apenas para M.
tenuiflora), considerando o peso da matéria seca das folhas, e a partir desses
valores estimou-se a producdo dos metabdlitos por planta (conteddo expresso como
mg/planta). Os valores de conteudo dos metabolitos foram utilizados para calcular o
incremento proporcionado pelos FMA, utilizando a férmula 100(X-Y)/Y, onde X

representou o contetdo da planta micorrizada, e Y o da planta controle.

3.2.6 Andalise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade do erro (Shapiro-Wilk)
e de homogeneidade das variancias (Bartlett). Os valores (referentes a M. tenuiflora)
de biomassa seca aérea, clorofila total, contetdo de: flavonoides, fendis, taninos e
carboidratos foram submetidos & transformacdo de Vx; os valores de clorofila a e
concentracdo de carboidratos foram transformados em log (xX) e os valores de
biomassa fresca radicular e de glomerosporos foram transformados em log (x+1). Os
valores (referentes a E. velutina) de altura e de namero de glomerosporos foram
transformados em log (X) e os valores de clorofila b foram submetidos a
transformagao de Vx. Em seguida os dados foram submetidos & anélise de variancia
e de regressédo polinomial; na auséncia de interagao significativa entre os fatores, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As andlises foram realizadas com
auxilio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2013) no programa R versao 3.3.1 (R

Core Team, 2016) considerando o nivel de significancia de 0,05.
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3.3 SELECAO DE SUBSTRATO PARA INCREMENTO DO CRESCIMENTO E DA
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES
EM MUDAS DE M. tenuiflora

3.3.1 CondigOes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratério de
Microbiologia (Campus de Ciéncias Agrarias da Univasf), Petrolina-PE, com
temperatura média de 33,9 °C e umidade relativa do ar média de 36,3%. Sementes
de M. tenuiflora foram desinfestadas, tiveram a dorméncia quebrada e foram
colocadas para germinar conforme descrito no item 3.2.1.

ApoOs emergéncia de duas folhas definitivas, as plantulas foram transferidas
para sacos plasticos contendo 1,5 L de substrato e inoculadas na regido das raizes
com solo-inoculo contendo cerca de 200 esporos de C. etunicatum (URM FMA 03)
ou de G. albida (URM FMA 11). As mudas do tratamento n&o inoculado receberam 2
mL de filtrado do in6culo para equalizar a microbiota. Os fungos utilizados foram
multiplicados em substrato constituido por solo do tipo argissolo, areia e vermiculita
(1:1:0,5 v/v), utilizando milho e sorgo como hospedeiros.

Os substratos testados foram a base de areia e vermiculita na proporcdo de
1:1 viv (A+V — substrato controle) em combinacdo com 5% (v/v) dos seguintes
compostos organicos: humus de minhoca (A+V+H), residuo de acerola madura
(A+V+AM) e residuo de acerola verde (A+V+AV), cujas caracteristicas fisicas e

guimicas estéo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas quimicas e fisicas dos substratos testados

Caracteristicas quimicas

Substrato C.E. pH M.O. P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC
dS.m®* - gkg” mg.dm cmole.dm™
A+V 1,74 6,4 0,31 12,08 0,06 003 15 0,70 0,00 0,5 2,3 28

A+V+H 0,88 6.9 245 2995 024 008 12 0,70 0,00 3,2 22 54
A+V+AM 1,10 4,7 1062 1086 0,30 004 15 060 045 24 24 49
A+V+AV 1,02 4,1 99% 1140 030 002 12 050 0,70 37 20 57

Caracteristicas fisicas

Areia total Silte Argila

g.kg”
A+V 947.,5 38,5 14,0
A+V+H 946,4 37,4 16,3
A+V+AM  970,0 29.9 0,2
A+V+AV 945,2 34,9 19,3

Fonte: Pedone-Bonfim (2018)
A+V = areia + vermiculita; A+V+H = areia + vermiculita + himus; A+V+AM = areia + vermiculita + acerola
madura; A+V+AV = areia + vermiculita + acerola verde
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O huamus de minhoca utilizado no experimento foi obtido da empresa Bio
humus e os residuos de acerola foram provenientes da Niagro, ambas em Petrolina,
PE. Os residuos de acerola foram constituidos de sementes e restos de polpa e
antes de serem utilizados foram secos em estufa a 60°C e posteriormente moidos
em moinho de facas.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao por 90 dias sendo irrigadas
em dias alternados, mantendo-se a capacidade de campo de 75%. ApGs 15 dias da
inoculacdo apenas as plantas do substrato controle receberam 60 mL de solucao
nutritva de Hoagland & Arnon (1950) modificada por Jarstfer e Sylvia (1992)
suplementada com 50 mM de Tris-HCI (pH 6,5) (SILVA et al. 2005; SILVA; YANO-
MELO; MAIA, 2007) uma vez por semana. No final do experimento (90 dias)
avaliaram-se: altura, numero de folhas, diametro do caule, biomassa fresca aérea e
radicular, biomassa seca aérea, clorofila a, b e total, area foliar, colonizacdo
micorrizica, numero de glomerosporos, carboidratos solaveis, fendis totais,
flavonoides totais e taninos totais, como descrito nos itens 3.2.3, 3.2.4 e 3.2.5. Os
teores de clorofila a, b e total, e as concentracdes de: carboidratos soluveis, fenois
totais, flavonoides totais e taninos totais foram determinadas apenas nas plantas
cultivadas no substrato controle e no substrato constituido de humus, pois aquelas
mantidas nos substratos a base de acerola ndo produziram folhas suficientes para

analise.

3.3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
de 4 x 3, sendo quatro substratos (A+V, A+V+H, A+V+AM e A+V+AV) e trés
tratamentos de inoculacdo (Controle, C. etunicatum e G. albida), em cinco

repeticoes.

3.3.3 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade do erro (Shapiro-Wilk)
e de homogeneidade das variancias (Bartlett). Os valores de area foliar e biomassa
seca aérea foram submetidos a transformacao de Vx; os valores de altura, clorofila a,

clorofila b, clorofila total e nimero de glomerosporos foram transformados em log (x),
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os valores de didmetro do caule e biomassa fresca aérea foram transformados em
log (x+1) e os valores de coloniza¢do micorrizica foram transformados em arco seno
de raiz x/100. Em seguida os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises
foram realizadas com auxilio do pacote ExpDes.pt (FERREIRA, E. B.; CAVALCANTI,
P. P.; NOGUEIRA, 2013) no programa R versao 3.3.1 (R Core Team, 2016).

3.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE Mimosa tenuiflora EM CONDICOES DE
CAMPO

3.4.1 Condic¢des experimentais e delineamento experimental

Neste experimento buscou-se determinar se os beneficios da micorrizagao de
M. tenuiflora eram mantidos em condi¢cdes de campo. Mudas de M. tenuiflora foram
produzidas com o substrato selecionado (areia + vermiculita + 5% de humus de
minhoca) em experimento prévio (item 3.3) e inoculadas ou ndo (NI) com solo-
inéculo contendo cerca de 200 esporos de C. etunicatum (CE) ou de G. albida (GA).
As mudas do tratamento ndo inoculado receberam 2 mL de filtrado do inéculo para
equalizar a microbiota. Ap6s 124 dias em casa de vegetacdo as mudas foram
transplantadas para uma area de Caatinga desmatada proxima ao perimetro irrigado
do Salitre (Juazeiro/BA). Foram preparadas covas (30 x 30 x 30 cm) com
espacamento de quatro metros entre plantas e entre as fileiras. Durante os trés
primeiros meses as plantas foram irrigadas por gotejamento durante uma hora,
(vazéo 1,6 L) todos os dias, depois foram irrigadas por uma hora em dias alternados
e, apos seis meses, passaram a ser irrigadas uma vez por semana por 1,5 horas. No
momento do transplantio as mudas apresentavam altura, colonizagdo micorrizica e
namero de esporos conforme a Tabela 5, e a area experimental apresentava

numero de médio de 200 glomerosporos em 50 g de solo.
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Tabela 5 - Altura, colonizagdo micorrizica e numero de glomerosporos na rizosfera
de mudas de Mimosa tenuiflora no momento do transplantio

Tratamentos Altura (cm) Colonizacgéao NUumero de
micorrizica (%) glomerosporos
em 50 g de solo
rizosférico
N&o inoculado 20,88 0,0 0,0
CE 20,79 4,6 22
GA 39,82 7,96 752

Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés
tratamentos de inoculagao (NI, inoculado com CE ou com GA), em seis repeti¢gdes.
Trés e seis meses apos o transplantio avaliaram-se: altura, didmetro do caule, teores
de clorofila a, b e total, colonizagcdo micorrizica, producao de carboidratos sollveis e
de metabolitos secundarios (fendis totais, taninos totais e flavonoides totais) pelas
plantas e numero de glomerosporos na rizosfera, como descrito nos experimentos
anteriores. Avaliou-se também o numero mais provavel (NMP) de propagulos
infectivos na rizosfera das plantas (SIEVERDING 1991).

3.4.2 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade do erro (Shapiro-Wilk)
e de homogeneidade das variancias (Bartlett). Os valores de clorofila b e clorofila
total de 180 dias foram transformados para log(x) e os valores de colonizacéo
micorrizica foram transformados em arco seno de raiz x/100. Em seguida os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas com auxilio do pacote
ExpDes.pt (FERREIRA, E. B.; CAVALCANTI, P. P.; NOGUEIRA, 2013) no programa
R versédo 3.3.1 (R Core Team, 2016).



59

4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE M. tenuiflora A INOCULACAO
MICORRIZICA E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P
SOBRE A PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

Entre os tratamentos inoculados, a maior taxa de colonizacéo foi observada
em mudas de M. tenuiflora inoculadas com a combinacdo dos isolados de FMA
(MIX). As plantas controle ndo apresentaram colonizagdo micorrizica. A adicdo de P
nao afetou a colonizacao por C. etunicatum, mas reduziu linearmente a colonizagao
por G. albida e MIX (Figura 1A).

Maior producdo de glomerosporos foi registrada na rizosfera de mudas
inoculadas com G. albida e com o MIX, com reducdo da esporulacdo a partir da
dose de 8 mg.kg™! (Figura 1B). Tratamentos com C. etunicatum n&o apresentaram
mudanca na esporulacéo com a adicéo de P.

Figura 1 - Colonizacdo micorrizica (A) e niumero de glomerosporos na rizosfera (B)
de mudas de Mimosa tenuiflora associadas a FMA (CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + Gigaspora albida), em
doses crescentes de fésforo, 70 dias apOs a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regressao significativo (p<0,05); **
= modelo de regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressao significativo

(p=0,001); *** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)

mCE NS BCE NS
GA  Y=-02318X+11,65 R2>=083%** GA Y=0,0011X20,0713X+2,0755 R2=0,94%
eMIX Y=-0,4858X+21,74 R*=0,91%%** o MIX Y=0,0016X2-0,0797X+1.8981 R2=001%*

140
120 J

100 o

Colonizagio micorrizica (%)

w Nimero de glomerosporos/50g de solo

=

Doses de fosforo (mg kg™)

Fonte: Pedone-Bonfim (2018)
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Houve interacao significativa (p < 0,05) entre os fatores (FMA x doses de P)
para as varidveis de crescimento, que se ajustaram a regressdo polinomial

quadratica, com algumas excec¢des (Figura 2).
Em baixos niveis de P (até 16 mg.kg™ de solo) as plantas micorrizadas

alcancaram maior altura do que as plantas controle. Essas diferencas

desapareceram na maior dose de P testada (Figura 2).

Figura 2 - Altura de mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C =
controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 70 dias apés a
inoculacao e cultivo em casa de vegetacdo. NS = N&o significativo; ** = modelo de
regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)

¢+C  Y=-0,0732X%+4,1058X+8,2225 R?*=(0,99%****

BCE Y=-0,0261X2>+1,1166X+53,4745 R>=0,91**
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A inoculacdo micorrizica aumentou o namero de folhas e o diametro do caule
nas mudas dos tratamentos com menores doses de P (até 8 mg.kg™?) (Figura 3). Em
relacdo ao numero de folhas, as mudas inoculadas com C. etunicatum ou MIX néo
foram afetadas pela adicdo de P, mas as associadas com G. albida apresentaram
reducéo linear no namero de folhas com o aumento das doses de P (Figura 3A). O
ponto maximo de desenvolvimento do caule (3,98 mm) foi alcancado por mudas nao
inoculadas na dose estimada de 31,28 mg.kg™ de P e por mudas inoculadas com C.
etunicatum (4,09 mm) na dose estimada de 20,58 mg de P.kg™ de solo. A adubacéo

nao afetou o didmetro do caule das mudas inoculadas com G. albida e MIX, que
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apresentaram meédias de 4,06 e 3,88 mm, respectivamente, no tratamento com a

dose natural de P no solo (PO) (Figura 3B).

Figura 3 - Numero de folhas (A) e diametro do caule (B) de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em doses
crescentes de fosforo, 70 dias apds a inoculagéo e cultivo em casa de vegetacgéo.
NS = N&o significativo; * = modelo de regresséao significativo (p<0,05); **** =modelo

de regressao significativo (p<0,0001)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A producéo de clorofila a ndo foi afetada pela adicdo de P ao solo em plantas
inoculadas com MIX ou néo inoculadas. A inoculagdo com MIX e com C. etunicatum
promoveu aumento desse pigmento nas doses de 16 e 32 mg.kg™ (Figura 4 A). O
ponto de maxima producao dessa variavel (28,84 e 25,70 ICF) foi alcancado na dose
estimada de 19,75 e 21,25 mgkg® de P para C. etunicatum e G. albida,
respectivamente (Figura 4A).

Para clorofila b, os valores maximos médios foram 6,45 ICF na dose estimada
de 16,95 mg de P.kg™ de solo em plantas ndo inoculadas; 8,94 ICF na dose de
22,80 mg. P. kg em plantas inoculadas com C. etunicatum; 5,95 ICF na dose de
17,15 mg de P.kg™ de solo em plantas com o MIX. As plantas inoculadas com G.
albida alcancaram médias de 5,83 ICF quando cultivadas em solo sem adicéo de P,
apresentando taxas similares aos dos tratamentos adubados (Figura 4B).

Plantas inoculadas com C. etunicatum apresentaram producdo maxima de
clorofila total (38,07 ICF) na dose estimada de 20,87 mg de P.kg™ de solo, enquanto
as inoculadas com MIX apresentaram 34,69 ICF na dose de 21,24 mg de P.kg™ de
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solo. A producgéo de clorofila total de plantas ndo inoculadas ou inoculadas com G.

albida néo foi afetada pela adicdo de P, com valores médios de 21,33 ICF e 26,89

ICF respectivamente, na dose natural de P no solo (PO) (Figura 4C).

Figura 4 — Conteudo de clorofila a (A), clorofila b (B) e total (C) em mudas de Mimosa

tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum;

GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com doses

crescentes de fésforo, 70 dias apds a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacao. NS

= Nao significativo; * = modelo de regressao significativo (p<0,05); ** = modelo de

regressao significativo (p<0,01); *** = modelo de regressao significativo (p<0,001); ****
= modelo de regressao significativo (p<0,0001)
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A producdo de biomassa aérea (fresca e seca) ndo foi influenciada pelas
doses de P em plantas inoculadas com G albida, que alcancaram valores médios de
15,04 para biomassa fresca e 5,99 para biomassa seca em solo sem adicdo de P
(Figuras 5 A e B). Houve ajuste quadratico para plantas néo inoculadas e inoculadas
com C. etunicatum e com MIX, com valores maximos estimados respectivos de
14,79, 15,72 e 15,6 g para biomassa fresca aérea nas doses estimadas de 32,00,
18,67 e 14,42 mg de P.kg™ de solo (Figura 5A); e houve ajuste quadratico para
plantas ndo inoculadas e inoculadas com C. etunicatum com valores maximos
estimados de 5,85 e 6,22 g para biomassa seca aérea, nas doses de 29,25 e 17,82

mg de P kg™ de solo (Figura 5B).

Figura 5 - Biomassa fresca (A) e seca (B) aérea de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou nédo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em doses crescentes de
fosforo, 70 dias apds a inoculagdo e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao

significativo; ** = modelo de regressao significativo (p<0,01); ** = modelo de

regressado significativo (p<0,001); **** = modelo de regressao significativo
(p<0,0001)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

Maior biomassa fresca de raizes foi alcancada por plantas inoculadas nas
doses mais baixas de P (PO e P8), ndo havendo diferenca significativa entre os
tratamentos de inoculacdo (Figura 6A). Em plantas inoculadas com C. etunicatum
nao houve influéncia das doses de P, em plantas controle e em plantas inoculadas
com G. albida houve ajuste quadratico, e em plantas inoculadas com MIX a
producdo de raiz fresca aumentou linearmente com a adicado de P ao solo (Figura
6A).
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A é&rea foliar de plantas ndo inoculadas aumentou linearmente com o aumento
da dose de P ao solo. Em plantas micorrizadas essa variavel ndo foi afetada pela
adicdo de P, e na dose natural desse nutriente (PO) as plantas associadas com C.
etunicatum, G. albida e MIX alcancaram valores médios de 731,46, 642,98 e 734,30

cm?, respectivamente (Figura 6B).

Figura 6 - Biomassa fresca radicular (A) e area foliar (B) de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em doses
crescentes de fésforo, 70 dias apds a inoculagédo e cultivo em casa de vegetacao.
NS = N&o significativo; ** = modelo de regresséo significativo (p<0,01); *** =modelo

de regressao significativo (p<0,0001)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A concentracdo de carboidratos sollveis em plantas inoculadas com C.
etunicatum ou com G. albida néo foi afetada pelas doses de P (Figura 7). Em solo
ndo adubado foi observada maior concentracdo dessa classe de metabdlitos em
plantas ndo micorrizadas. A analise de regressao revelou ajuste quadratico para
plantas ndo inoculadas com ponto minimo de producdo na dose 17,5 mg.kg™ e
ajuste linear decrescente para plantas inoculadas com MIX. No entanto, em solo
com adicdo de 8 mg.kg' de P, plantas micorrizadas apresentaram maior
concentracdo de carboidratos soluveis, e ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos de inoculacdo nas demais doses testadas (Figura 7).



Figura 7 - Concentragdo de carboidratos soluveis em mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou nao a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de
fosforo, 70 dias ap6s a inoculagdo e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao

significativo; ** = modelo de regressao significativo (p<0,01)
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A adicdo de P ndo afetou a concentracdo de fendis totais e de taninos totais

em plantas micorrizadas (Figura 8A e B). Nas doses mais baixas de P (PO e P8)

plantas ndo micorrizadas apresentaram maior concentracdo de compostos fendlicos,

enquanto nas maiores doses testadas ndo houve diferenca significativa entre

tratamentos de inoculacdo (Figura 8A). Maior concentracdo de taninos totais

(0N

foi

observada em plantas micorrizadas cultivadas em solo sem adicdo de P, mas na

dose P8 plantas ndo micorrizadas tiveram maior concentracdo desses compostos,

sem diferenca significativa entre os tratamentos de inoculacdo nas demais doses

testadas (P16 e P32) (Figura 8B).
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Figura 8 - Concentracdo de fendis totais (A) e de taninos totais (B) em mudas de
Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 70 dias apds a inoculagdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; *** = modelo de regressao significativo
(p<0,0001)

— ¢C  Y=-25575X+303,5050 R*=096%*** —_ ¢C  Y=-0,2990X*+10,4436X+172,1146 R=0,69%%***

2 HCE NS £ ECE NS

£ GA NS £ GA NS

b

€ 400 OMIX NS € 400 ®MIX NS

= =

20 20

: 300 E 300

= ‘-; *

o0 - E. *»

8 200 7 E 00 — T

4 z

£ 100 - » 100

& =)

g g

S 0 : ; ‘ g 0 : : ‘
0 8 16 32 0 8 16 32

A Doses de fosforo (mg kg') B Doses de fosforo (mg kg)
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N&o houve interacdo significativa entre os tratamentos de inoculacdo e as
doses de P para a concentracdo de flavonoides totais (Figura 9A e B). Maior
concentracdo desses compostos foi registrada em plantas ndo inoculadas e
naqguelas inoculadas com C. etunicatum, que diferiram das plantas inoculadas com
G. albida, independentemente da dose de P (Figura 9A). A concentracdo de
flavonoides foi reduzida linearmente com o aumento da dose de P no solo,

independentemente do tratamento de inoculacéao (Figura 9B).



67

Figura 9 - Concentracdo de flavonoides totais, independentemente da dose de P
(A) (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix
= C. etunicatum + G. albida) e independentemente do tratamento de inoculacéo
(B) em mudas de Mimosa tenuiflora, 70 dias apos a inoculagédo e cultivo em casa
de vegetacao. Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p < 0,05). ** = modelo de regresséo significativo (p<0,01)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A micorrizacdo promoveu beneficios significativos sobre o crescimento das
mudas, o que resultou, na producdo de metabdlitos (expressa como mg/planta) com
incrementos de: 2.946%, 3.219% e 3.481% sobre a producdo de carboidratos;
4.307%, 5.014% e 4.527% de fendis totais; 7.314%, 8.471% e 7.636% de taninos
totais; 4.028%, 5.300% e 4.806% de flavonoides totais, promovidos respectivamente
por C. etunicatum, G. albida e MIX na dose PO (Figura 10A-H). Até a dose P16
foram registrados incrementos proporcionados pela micorrizagcdo na producdo dos
metabolitos. Com o aumento da dose de P a porcentagem de incremento diminuiu e
na dose mais alta de P (P32) ndo houve incremento da producdo desses compostos

pela inoculacgao.
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Figura 10 - Conteudo e incremento do conteudo de carboidratos solluveis (A e B),

fendis totais (C e D), taninos totais (E e F) e flavonoides totais (G e H) em mudas de

Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus

etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com

doses crescentes de fésforo, 70 dias apOs a inoculacdo e cultivo em casa de

vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo significativo (p<0,05); **

= modelo de regressao significativo (p<0,01); ** = modelo de regressao significativo

(p=<0,001); *»*** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)
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4.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE E. velutina A MICORRIZACAO E
A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

Houve interacao significativa entre os fatores estudados (FMA x doses de P)
para o numero de glomerosporos, biomassa fresca aérea, biomassa seca aérea,
clorofila b, clorofila total, area foliar e concentracdo de flavonoides. A producéo de
clorofila a e de carboidratos soluveis ndo foi influenciada pelos fatores testados e as

demais variaveis foram afetadas por apenas um dos fatores (Tabela 6).

Tabela 6 - Niveis de significancia (valores de p) para as variaveis estudadas,
considerando os efeitos isolados dos fatores (FMA; doses de P) e a interacdo FMA x
P

Variavel FMA P Interacéo FMA x
P
Colonizacao micorrizica * Ns Ns
Numero de glomerosporos * o *
Altura ** Ns Ns
Nuamero de folhas Ns * Ns
Diametro do caule * Ns Ns
Biomassa fresca aérea Ns ** *
Biomassa fresca radicular Ns * Ns

Biomassa seca aérea Ns *k *
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Biomassa seca radicular Ns * Ns
Clorofila a Ns Ns Ns
Clorofila b * ** **
Clorofila total Ns Ns *

Area foliar ** i .
Concentracao de fendis totais Ns * Ns
Concentracao de taninos totais Ns * Ns
Concentracao de flavonoides totais Ns Ns *

Concentragdo de  carboidratos Ns Ns Ns
solaveis

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - *(p <0,05); **(p<0,01); Ns (n&o significativo)

As plantas inoculadas apresentaram taxa média de colonizacdo entre 26 e
36%. Plantas associadas a C. etunicatum apresentaram-se menos colonizadas que
as demais, embora sem diferenca significativa. Esse tratamento apresentou 0s
menores valores de esporulacdo. As doses de P néo influenciaram a colonizagao
micorrizica, mas provocaram uma reducao linear na producdo de glomerosporos na
rizosfera de plantas inoculadas com C. etunicatum e G. albida (Figura 11A e B). A
resposta das plantas a inoculacéo foi baixa em todas as doses de P e variou entre -
27,65% e 21,26%, sendo E. velutina considerada, nas condicbes estudadas,
marginalmente responsiva a micorrizacdo quando cultivada em solo sem adicdo de

P e ndo responsiva quando adubada com P (Figura 11C).
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Figura 11 - Colonizacdo micorrizica independentemente das doses de fésforo (A),
namero de glomerosporos na rizosfera (B) e resposta micorrizica (%) (C) de mudas
de Erythrina velutina associadas a FMA (CE = Claroideoglomus. etunicatum; GA =
Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), 75 dias ap6s a inoculagédo e
cultivo em casa de vegetacdo. NS = néo significativo; ** = modelo de regresséo

significativo (p<0,001)

a a
~ 35
g 3
= 30 z
_g a
‘£ 25
£ 2
g 15
2 10
: s
o
0
CE GA MIX

BCE Y=-0.0294X+2.0305 R*=0,77***
GA  Y=-0,0305X+2.8035 R*=0.96***

= eMIX NS
e 775
2 700
1
7 475 Y L ]
2 400 ®
g 325
2 250
£ 175
g 100 -
g 25 -
o 0 8 16 32
Doses de P (mg kg")
B
sCE GA sMIX
30
£ 20
g I . 53]
=
g 0 == =
2 0 8 16 5,
£ -10
8
g -20
&
S 30
-10
Doses de P(mg kg )
C

Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A altura das mudas foi influenciada apenas pela micorrizacdo (Tabela 6) e foi
incrementada pela inoculagdo com C. etunicatum, diferindo significativamente dos

tratamentos controle e MIX (Figura 12).
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Figura 12 - Altura de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C =
Controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.
etunicatum + G.), independentemente da dose de P, 75 dias apds a inoculacdo e
cultivo em casa de vegetacdo. Barras seguidas da mesma letra nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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O numero de folhas nédo sofreu influéncia da inoculacdo (Tabela 1) e
aumentou linearmente com o aumento da dose de P no solo (Figura 13A). Para o
diametro do caule ndo houve influéncia da adicdo de P, apenas da inoculacéo

micorrizica, sendo maior no tratamento controle (Figura 13B).

Figura 13 - Numero de folhas em funcéo de doses crescentes de P (A) e diametro
do caule em funcéo da inoculacédo micorrizica (C = Controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = G. albida Mix = C. etunicatum + Gigaspora albida) (B) em mudas
de Erythrina velutina, 75 dias ap6s a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacao.
Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

** = modelo de regressao significativo (p<0,01)
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Em relagdo a biomassa fresca aérea, as doses de P n&o influenciaram
plantas inoculadas com G. albida ou com MIX, e a andlise de regressao permitiu
calcular o ponto maximo dessa variavel na dose estimada de 21,57 mg de P.kg™
para plantas controle, enquanto plantas inoculadas com C. etunicatum apresentaram
um comportamento linear crescente em relacdo as doses de P (Figura 14 A). Para a
producdo de biomassa seca aérea, a adicdo de P afetou apenas as plantas nédo
inoculadas e estas alcancaram maior biomassa na dose estimada de 24,82 mg de
P.kg(Figura 14 B). Na dose de 16 mg de P.kg™" plantas n&o inoculadas continham
maior biomassa do que plantas micorrizadas, sem diferenca estatistica nas demais

doses testadas (Figura 14 A e B).

Figura 14 - Biomassa fresca aérea (A) e biomassa seca aérea (B) de mudas de
Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C. etunicatum + G. albida), em solo com
doses crescentes de fosforo, 75 dias apos a inoculagcdo e cultivo em casa de
vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséao significativo (p<0,05); **

= modelo de regressao significativo (p<0,01)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

Para a producéo de raizes, E. velutina respondeu apenas a adicédo de fésforo
(Tabela 5), com aumento linear na producéo de biomassa (fresca e seca) na medida

em que se aumentou a dose de P no solo (Figura 15 A e B).
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Figura 15 - Biomassa fresca radicular (A) e biomassa seca radicular (B) de mudas
de Erythrina velutina, independentemente da inoculacdo micorrizica, cultivadas em
solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias apds a inoculagédo e cultivo em casa

de vegetacdo. * = modelo de regressao significativo (p<0,05)
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A clorofila a ndo foi influenciada pelos fatores estudados, mas houve
interacdo significativa da inoculacdo micorrizica e das doses de P para a producéo
de clorofila b e de clorofila total (Tabela 5). A adicdo de P n&o afetou a producéo de
clorofila b em mudas inoculadas com C. etunicatum e com MIX, enquanto nas
mudas inoculadas com G. albida e naquelas ndo inoculadas, houve maior producao
dessa varidvel nas doses estimadas de 17,16 e 17,56 mg de P.kg,

respectivamente.
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Figura 16 - Clorofila b de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C

= controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.

etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 75 dias apos a

inoculacao e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao s significativo; * = modelo de

regressao significativo (p<0,05); *** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)
;SE §§-0,0008X2+0,0281X+2,2043 R>=0,32*

GA  Y=-0,0053X+0,1819X+2,1608 R?=0,58%***
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A producgéo de clorofila total foi incrementada pela inoculagéo micorrizica com
G. albida e MIX quando as mudas foram cultivadas em solo sem adicéao de P (P0); a

suplementacao fosfatica ndo estimulou mais beneficios da simbiose sobre esse
parametro (Tabela 7).

Tabela 7 - Clorofila total de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA
(C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fosforo, 75 dias apos a
inoculacao e cultivo em casa de vegetacao

Clorofila total (ICF)

FMA 0 8 16 32

C 24,06 bB 31,90 aA 26,78 aAB 28,39 aAB
CE 29,18 abA 31,40 aA 26,44 aA 28,81 aA
GA 29,89 aA 29,78 aA 31,70 aA 29,49 aA
MIX 32,92 aA 29,02 aA 29,01 aA 29,32 aA

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailuscula
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Em geral, maior area foliar foi registrada em mudas inoculadas com C.
etunicatum. As mudas inoculadas com G. albida e com MIX nao sofreram influéncia
da adicdo de P, enquanto aquelas ndo inoculadas tiveram um aumento linear da
area foliar com o aumento das doses de P no solo (Figura 17).

Figura 17 - Area foliar de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C
= controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C.
etunicatum + G. albida), em solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias apds a
inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de

regressao significativo (p<0,05); *** = modelo de regresséo significativo (p<0,0001)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A producéo de fendis totais e de taninos totais sofreu influéncia apenas da
adicdo de P e aumentou linearmente em funcéo da adubacéo (Figura 18 A e B). Em
relacdo a producédo de flavonoides houve interacdo significativa entre os fatores
testados, porém a adicdo de P influenciou apenas as plantas ndo inoculadas, que

tiveram uma reducéo linear na producao, em funcao das doses de P (Figura 18 C).
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Figura 18 - Concentracdo de fendis totais (A) e de taninos totais (B),
independentemente da inoculagdo micorrizica, e concentracdo de flavonoides totais
(C) de mudas de Erythrina velutina associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE =
Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida; Mix = C. etunicatum + G.
albida), em solo com doses crescentes de fésforo, 75 dias ap6s a inoculacdo e
cultivo em casa de vegetacdo. NS = Nao significativo; * = modelo de regresséo
significativo (p<0,05); ** = modelo de regresséo significativo (p<0,01)
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

4.3 SELECAO DE SUBSTRATO QUE FAVORECA O CRESCIMENTO E A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES
EM MUDAS DE M. tenuiflora

O substrato contendo humus de minhoca foi o melhor para todas as variaveis
de crescimento analisadas (Tabela 8). Para numero de folhas e diametro do caule
de plantas cultivadas nesse substrato, ndo houve diferenca entre os tratamentos de

inoculacdo, porém para altura, biomassa fresca e seca aérea, a inoculagdo com C.
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etunicatum promoveu incrementos de 70,22%, 143,31% e 202,80%,
respectivamente, enquanto a inoculagdo com G. albida promoveu incrementos de
51,18, 127,82 e 194,39%, respectivamente. Gigaspora albida foi o0 melhor tratamento
de inoculacdo para incrementar a area foliar das mudas no substrato com himus
(Tabela 8).

Houve incremento da inoculacdo micorrizica para todos os parametros
avaliados nas plantas cultivadas com o substrato controle (SN), sem diferenca entre
as duas espécies de FMA testadas. Claroideoglomus etunicatum beneficiou todos os
parametros de crescimento de plantas cultivadas em substrato com residuo de
acerola madura, e para a maioria das variaveis ndo apresentou diferenca estatistica
do substrato controle (SN) (Tabela 8).

Tabela 8 - Altura, numero de folhas, didametro do caule, biomassa fresca e seca
aérea e area foliar de mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C =
controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em
diferentes substratos (AM = areia+vermiculita+5% de residuo de acerola madura; AV
= areia+vermiculita+ 5% de residuo de acerola verde; H = areia+vermiculita+5% de
hamus de minhoca; SN = areiat+vermiculita+solucdo nutritiva), 90 dias apds a

inoculacao e cultivo em casa de vegetacéao.

Variaveis e Tratamentos de Substratos

inoculacao
Altura (cm) AM AV H SN
C 3,34 bC 3,64 aC 21,96 bA 7,92 bB
CE 14,5 aB 4,47 aC 37,38 aA 13,40 aB
GA 4,07 bC 4,32 aC 33,20 aA 15,60 aB
CV (%) 7,7
N° de folhas AM AV H SN
C 3,00 bC 4,40 bBC 18,00 aA 7,00 bB
CE 15,00 aB 8,00 aC 20,20 aA 9,40 bC
GA 3,67 bC 5,75 abC 19,00 aA 13,40 aB
CV (%) 20,79
Diametro do caule (cm) AM AV H SN

C 0,44 bC 0,43 bC 2,55 aA 1,05 bB
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CE 1,56 aB 0,85 aC 3,20 aA 1,71 aB
GA 0,56 bC 0,55 bC 3,08 aA 1,92 aB
CV (%) 13,08

Biomassa fresca aérea (g) AM AV H SN

C 0,03 bC 0,04 aC 2,84 bA 0,38 bB
CE 1,18 aB 0,17 aC 6,91 aA 1,48 aB
GA 0,07 bC 0,07 aC 6,47 aA 1,84 aB
CV (%) 14,63

Biomassa seca aérea (9) AM AV H SN

C 0,01 bC 0,02 bC 1,07 bA 0,18 bB
CE 0,56 aB 0,14 aC 3,24 aA 0,62 aB
GA 0,03 bC 0,03 bC 3,15 aA 0,87 aB
CV (%) 14,97

Area foliar (cm?) AM AV H SN

C 7,82bC  13,45aBC 330,62 bA 69,64 bB
CE 183,12aB 54,17aC 447,60 abA 244,49 aB
GA 63,74 bC 59,45 aC 570,42 aA 235,14 aB
CV (%) 24,98

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - Médias seguidas da mesma letra, mindsculas na coluna e mailsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %)

Os fatores estudados néo influenciaram a producdo de clorofila a e de

clorofila total (Tabela 9). Em relacdo a clorofila b, mudas cultivadas em substrato

adicionado de humus néo foram influenciadas pelos tratamentos de inoculacdo, mas

aquelas cultivadas em substrato controle (A + V + solucéo nutritiva) apresentaram

maior producéo dessa variavel quando inoculadas com G. albida (Tabela 9).
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Tabela 9 - Teores de Clorofila a, b e total de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia + vermiculita + 5%
de himus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solucao nutritiva), 90 dias apos a

inoculacao e cultivo em casa de vegetacao

Variaveis e Tratamentos de inoculagéo Substratos
Clorofila a (ICF) H SN

C 24,60 aA 14,22 aA
CE 18,30 aA 29,68 aA
GA 17,88 aA 24,40 aA
CV (%) 21,19

Clorofilab (ICF) H SN

C 7,94 aA 3,64 bB
CE 8,26 aA 7,48 abA
GA 5,78 aB 12,86 aA
CV (%) 24,33

Clorofila total (ICF) H SN

C 32,54 aA 17,86 aA
CE 26,56 aA 37,16 aA
GA 23,66 aA 37,26 aA
CV (%) 17,26

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - Médias seguidas da mesma letra, mindsculas na coluna e mailsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

N&o houve interacdo significativa entre os fatores estudados para a producao
de biomassa fresca radicular das mudas e para a colonizacdo micorrizica. Maior
producdo de raizes frescas foi observada em plantas micorrizadas,
independentemente do substrato de cultivo, e maior colonizacdo micorrizica e
producédo de raizes frescas foram registradas nos substratos a base de humus de
minhoca e de solucdo nutritiva (substrato controle), independentemente do
tratamento de inoculagéo (Figura 19A, B e C). Maior producdo de glomerosporos foi
registrada na rizosfera de plantas inoculadas com C. etunicatum no substrato

controle (A+V+ solucéao nutritiva) (Figura 19 D).
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Figura 19 - Biomassa fresca radicular independentemente do substrato (A) e dos
tratamentos de inoculacdo (B), colonizacdo micorrizica independentemente dos
tratamentos de inoculagdo (C) e numero de glomerosporos (D) na rizosfera de
mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE =
Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em diferentes
substratos (AM = areia + vermiculita + 5% de residuo de acerola madura; AV = areia
+ vermiculita + 5% de residuo de acerola verde; H = areia + vermiculita + 5% de
hamus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solucdo nutritiva), 90 dias apés a
inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Barras seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras mindsculas comparam

tratamentos de inoculacao e letras mailsculas comparam substratos
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

Os substratos adicionados de residuos de acerola madura ou verde foram
inadequados para o crescimento das mudas em todos os tratamentos de inoculacéo,
com excecao daqguelas inoculadas com C. etunicatum e cultivadas no substrato
contendo acerola madura (Tabela 8).

N&o houve interacdo significativa entre os fatores estudados para a producéao
de carboidratos soluveis e o substrato de cultivo ndo influenciou essa variavel.

Plantas inoculadas com G. albida n&o diferiram estatisticamente de plantas controle
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na producdo desse metabdlito, mas aquelas inoculadas com C. etunicatum
produziram 23% mais carboidratos do que plantas n&o inoculadas,
independentemente do substrato de cultivo (Figura 20A e B).

Figura 20 - Concentracdo de carboidratos sollveis foliares independentemente do
substrato (A) e do tratamento de inoculacdo (B) de mudas de Mimosa tenuiflora
associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA =
Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia + vermiculita + 5%
de humus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solu¢do nutritiva), 90 dias apos a
inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Barras seguidas da mesma letra nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

Em relacdo a producao de fendis totais e de taninos totais, plantas cultivadas
em substrato a base de himus apresentaram maior producdo desses metabolitos
guando inoculadas com C. etunicatum ou G. albida. Quando cultivadas no substrato
controle, ndo foi detectada diferenca entre as plantas ndo inoculadas e aquelas
associadas com C. etunicatum, com a producdo sendo reduzida em plantas
inoculadas com G. albida. O substrato controle foi melhor para a producédo desses
metabdlitos, em relacdo ao substrato a base de humus, sem diferenca entre os

substratos para plantas inoculadas com G. albida (Figura 21 A e B).
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Figura 21 - Concentracdo de fenois totais (A) e de taninos totais (B) foliares de
mudas de Mimosa tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE =
Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em diferentes
substratos (H = areia + vermiculita + 5% de humus de minhoca; SN = areia +
vermiculita + solucdo nutritiva), 90 dias ap6s a inoculacdo e cultivo em casa de
vegetacdo. Letras minasculas comparam os tratamentos de inoculagdo e letras

mailsculas comparam os substratos
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

A producdo de flavonoides totais foi reduzida em plantas micorrizadas
cultivadas em substrato a base de humus, e ndo diferiu estatisticamente entre os

tratamentos de inoculacdo em plantas cultivadas no substrato controle (Figura 22).
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Figura 22 - Concentragdo de flavonoides totais foliares de mudas de Mimosa
tenuiflora associadas ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus
etunicatum; GA = Gigaspora albida), cultivadas em diferentes substratos (H = areia +
vermiculita + 5% de humus de minhoca; SN = areia + vermiculita + solu¢ao nutritiva),
90 dias apés a inoculacdo e cultivo em casa de vegetacdo. Letras mindsculas
comparam o0s tratamentos de inoculacdo e letras mailsculas comparam o0s

substratos
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Fonte: Pedone-Bonfim (2018)

4.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE M. tenuiflora EM CONDICOES DE
CAMPO

Em condicbes de campo, a inoculagcdo micorrizica nao influenciou algumas
variaveis como os teores de clorofila a, b e total, a producédo de taninos totais e de
flavonoides totais, a colonizacdo micorrizica das plantas e o numero de

glomerosporos na rizosfera (Tabela 10).

Tabela 10 - Niveis de significAncia (valores de p) para as variaveis estudadas,

considerando os efeitos dos FMA

Variavel Efeito do FMA

Altura *

Diametro do caule ** (até 90 DAT) Ns (180 DAT)
Clorofila a Ns

Clorofila b Ns
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Clorofila total Ns
Concentracao de carboidratos soluveis Ns (90 DAT) e * (180 DAT)
Concentracao de fendis totais * (90 DAT) e Ns (180 DAT)
Concentracao de taninos totais Ns
Concentracao de flavonoides totais Ns
Colonizacao micorrizica Ns
Numero de glomerosporos Ns

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - *(p <0,05); **(p<0,01); Ns (ndo significativo); DAT = dias apos o

transplantio

As plantas inoculadas com G. albida alcangcaram a altura de transplantio (0,20
m) aos 75 dias de crescimento (dados n&do mostrados) e o0s beneficios
proporcionados pelo fungo foram mantidos para a altura das plantas até os 90 dias
apos o transplantio (DAT), quando ndo foi mais possivel avaliar esse parametro
(Tabela 11). Em relagdo ao diametro do caule, plantas inoculadas com G. albida
mostraram maior diametro em relagdo aos outros tratamentos e esse incremento foi
mantido até os 90 DAT (Tabela 11).

Tabela 11 - Altura e diametro do caule de plantas de Mimosa tenuiflora associadas
ou ndo a FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora

albida), durante 180 dias apdés o transplantio para o0 campo

Tratamento 15 DAT 30 DAT 45DAT 60DAT 75DAT 90 DAT 180 DAT

Altura (cm)
C 20,98b 30,79b 3883b 70,75b 98,37b 137,10b -
CE 21,43b 31,92b 45,75b 7050b 96,25b 12542b -
GA 43,29a 56,04a 67,92a 99,83a 127,66a 162,61a -
CV (%) 12,88 21,25 27,72 29,26 25,3 16,85 -
Diametro do caule (mm)

C 241b 3,70b 650b 966b 1322b 18,04b 44,10a
CE 256b 4,13b 656b 10,69b 1393b 19,05b 50,05a
GA 469a 7,60a 10,75a 16,22a 20,84a 26,54a 53,45a
CV (%) 10,68 18,31 17,1 19,36 17,89 17,55 24,53

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Maior producdo de fendis totais foi registrada em plantas inoculadas com G.
albida aos 90 dias; aos 180 dias néo foi observada diferenca entre os tratamentos de
inoculacdo em relacdo a essa variavel (Tabela 12). Em relacdo a producédo de
carboidratos solUveis, ndo houve influéncia da inoculagdo aos 90 dias, mas aos 180
dias maior producao foi quantificada nas plantas controle e naquelas inoculadas com
G. albida (Tabela 12).

Tabela 12 - Concentracao de fendis totais e de carboidratos solUveis das folhas de
Mimosa tenuiflora inoculada ou ndo com FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus

etunicatum; GA = Gigaspora albida), 90 e 180 dias ap0s o transplantio para o campo

Tratamento 90 DAT 180 DAT

Fenois totais (mg de EAT /g de extrato)

C 175,94 ab 186,56 a
CE 154,56 b 197,25 a
GA 181,22 a 196,52 a
CV(%)

Carboidratos soluveis (mg de EG /g de extrato)
C 117,41 a 185,41 a
CE 107,08 a 161,08 b
GA 108,63 a 165,02 ab
CV(%) 26,47 14,02

Fonte: Pedone-Bonfim (2018) - Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Antes do transplantio, a area experimental apresentava NMP de propagulos
infectivos de 6,28/cm3. Aos 90 e 180 dias do transplantio o NMP de propagulos
infectivos foi maior na rizosfera de plantas inoculadas com C. etunicatum, seguido
de plantas controle (Figura 23 A e B), sem diferenca estatistica para o numero de
glomerosporos (Figura 23 C e D). Ao comparar os valores de NMP nos dois periodos
avaliados (90 e 180 DAT), observa-se um aumento de quatro vezes na rizosfera do
tratamento controle, trés vezes no tratamento inoculado com C. etunicatum e 1,9

vezes naguele com G. albida (Figura 23).
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Figura 23 - Numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA e
namero de glomerosporos na rizosfera de Mimosa tenuiflora inoculada ou ndo com
FMA (C = controle; CE = Claroideoglomus etunicatum; GA = Gigaspora albida), 90

(A e C)e 180 (B e D) dias apos o transplantio para o campo
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5 DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE M. tenuiflora A MICORRIZACAO
E A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

De modo geral, as plantas associadas aos FMA apresentaram maior
desenvolvimento do que as ndo micorrizadas. Por exemplo, mudas cultivadas em
solo sem adicdo de P e inoculadas com G. albida ou com o MIX tiveram crescimento
(altura, namero de folhas e didmetro do caule) equivalente ao de mudas que
receberam a maior dose de P, evidenciando que a inoculagcdo micorrizica tem efeito
similar ou é mais eficiente do que a adubacdo fosfatada em promover o
desenvolvimento inicial de M. tenuiflora, e assim constitui alternativa efetiva para
reducédo do uso de fertilizantes quimicos na producédo de mudas.

O presente estudo confirma os resultados de Teixeira-Rios; Oliveira e Yano-
Melo (2016), mostrando que M. tenuiflora é responsiva e se beneficia da
micorrizacdo. Além disso, M. tenuiflora é uma importante planta hospedeira para
comunidades de FMA. Sua rizosfera inclui espécies de Acaulospora,
Claroideoglomus, Dentiscutata, Gigaspora, Glomus, Funneliformis, Rhizoglomus e
Scutellospora (SOUZA et al., 2016). Beneficios da simbiose micorrizica foram
registrados também para outras espécies de Mimosa (MELLO; SILVA; SAGGIN
JUNIOR, 2012; MENDES et al., 2013; OLIVEIRA; ALIXANDRE, 2013).

Contrario aos nossos resultados, Silva e Silva (2017) nao registraram
beneficios da inoculacdo com isolados de G. albida, C. etunicatum e Acaulospora
longula sobre o crescimento de plantas de M. tenuiflora. Porém, no referido trabalho,
mesmo as plantas ndo inoculadas estavam colonizadas, impossibilitando concluir se
os FMA tiveram ou néo influéncia sobre as variaveis analisadas; também é possivel
gue a acdo dos FMA nativos ndo tenha diferido da observada em relacdo aos
tratamentos inoculados. Em outro estudo, em solo contaminado com chumbo, o
crescimento de M. tenuiflora também ndo foi melhorado pela micorrizacdo, mas
nesse caso a presenca do metal reduziu a colonizacdo micorrizica, prejudicando a
associacao (GATTAIl et al., 2011).
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O fato de plantas inoculadas com G. albida na dose natural de P no solo,
apresentarem biomassa fresca e seca aérea cerca de 30 vezes maior do que
plantas ndo inoculadas, com valores iguais aos registrados nas plantas né&o
inoculadas, na maior dose de P (P32), mostra que a inoculacdo com FMA pode ser
utilizada na producdo de mudas de M. tenuiflora em solo com baixos niveis de P,
sem necessidade de adubacao fosfatada. Com o aumento da dose de P no solo os
beneficios da simbiose foram reduzidos e plantas ndo inoculadas cultivadas na dose
P32 alcangaram a mesma biomassa de plantas micorrizadas. Em outros estudos
com plantas nativas da Caatinga também se observou que maiores beneficios da
associacdo sdo obtidos em solos com baixa disponibilidade de P (OLIVEIRA;
ALIXANDRE, 2013; OLIVEIRA et al., 2015a; PEDONE-BONFIM et al. 2018; SILVA
et al., 2015b; TEIXEIRA-RIOS; OLIVEIRA; YANO-MELO, 2016).

Confirmou-se neste estudo que a alta fertiidade do solo interfere
negativamente na colonizagdo micorrizica e na esporulacédo de algumas espécies de
FMA (MACHINESKI; BALOTA; SOUZA, 2011; OLIVEIRA et al., 2015a; TEIXEIRA-
RIOS; OLIVEIRA; YANO-MELO, 2016). Em solo sem adicao de P, C. etunicatum foi
menos eficiente do que G. albida e MIX na colonizacdo e na promocdo de
crescimento das plantas, considerando a maioria das variaveis analisadas. Porém,
com a suplementacdo fosfatica sua eficiéncia se equiparou a dos outros
tratamentos. Os fungos possuem diferentes estratégias de vida e adicdes
moderadas de P podem favorecer o efeito do fungo sobre a nutricdo e o crescimento
da planta (CARDOSO et al., 2010).

Além de melhorar o crescimento vegetal, a simbiose micorrizica elevou os
teores de clorofilas a, b e total nas folhas de M. tenuiflora e promoveu incrementos
significativos na area foliar nas menores doses de P (PO e P8), indicando maior
desempenho fotossintético em plantas micorrizadas. Beneficios da micorrizacéo
sobre os teores de clorofila foram registrados para outras espécies como Coffea
arabica L. (TRISTAO; ANDRADE; SILVEIRA, 2006), Lactuca sativa L. (BASLAM et
al., 2013a) e Coriandrum sativum L. (OLIVEIRA et al.,, 2016). As plantas nédo
micorrizadas responderam a adicdo de P para producdo de area foliar, mas foi
necessaria a adicdo de 16 mg.kg™ de P para alcancarem a mesma &rea foliar de
plantas micorrizadas, em solo sem adicdo de P. Mudas micorrizadas de Jatropha
curcas (BALOTA et al., 2011) e de Schinopsis brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2015a)

também apresentaram maior area foliar quando cultivadas em baixas doses de P.
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Maior &rea foliar implica em melhor interceptacdo de luz e maior taxa de fotossintese
e crescimento (BALOTA et al., 2011).

O efeito aparentemente negativo da simbiose, nas doses mais baixas de P,
sobre a producdo de metabdlitos primarios e secundarios provavelmente é
consequéncia do efeito de diluicdo, pois a inoculagdo promoveu maior altura e maior
biomassa seca aérea em relagcdo as plantas ndo micorrizadas. Similarmente, a
concentragdo de flavonoides foi maior nas plantas ndo micorrizadas, as quais
apresentaram menor crescimento. Quando a taxa de crescimento vegetal é alta, a
producdo de compostos fendlicos pode ser reduzida pela escassez de substrato,
havendo uma correlacdo negativa entre a producdo de fendis totais e a taxa de
crescimento (LATTANZIO et al., 2009). Entretanto, a simbiose afetou positivamente
o conteudo de todos os metabdlitos analisados por aumentar a biomassa vegetal.
Quando o objetivo é produzir matéria prima para a industria de fitoterapicos, € mais
vantajoso aumentar o conteddo e produtividade por hectare do que aumentar
apenas a concentracdo de metabdlitos em plantas individuais (WELLING et al.,
2016).

Efeito positivo da simbiose sobre o conteudo de carboidratos solaveis, fendis
totais, flavonoides totais e proteinas totais em M. urundeuva foi também relatado por
Oliveira et al. (2013). Outros estudos demonstraram o potencial dos FMA em
promover incrementos de compostos fendlicos em plantas medicinais tanto em
concentragcdo quanto em conteudo (CECCARELLI et al.,, 2010; OLIVEIRA;
PINHEIRO; SILVA, 2015; PEDONE-BONFIM et al., 2013). As espécies de FMA
variam na efetividade e influenciam diferentemente a producdo de metabdlitos
(KAPOOR; GIRI; MUKERJI, 2002a, 2002b), aléem de apresentarem efeito positivo
dependente do gendtipo vegetal (KHAOSAAD et al., 2006) e do 6rgdo da planta
avaliado (ZUBEK et al., 2010).

Os resultados deste estudo sugerem que os efeitos dos FMA sobre o
metabolismo vegetal podem ter sido mediados apenas pela melhor absorcdo de
nutrientes como o P. Efeitos apenas da nutricdo de P sobre a producdo de fendis
totais e de &cido rosmarinico em Salvia officinalis, e de Oleo essencial em
Foeniculum vulgare foram registrados por outros autores (KAPOOR; GIRI,
MUKERJI, 2004; NELL et al., 2009).

Constatou-se que mudas de M. tenuiflora séo responsivas e se beneficiam da

micorrizagdo principalmente em solo com baixa concentracdo de fosforo, e a
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inoculacdo, especialmente com Gigaspora albida, promove beneficios para o
crescimento inicial e para o conteudo de metabdlitos secundéarios de interesse

medicinal, podendo ser empregada em substituicdo a adubacéo fosfatada.

5.2 DETERMINACAO DA RESPONSIVIDADE DE E. velutina A MICORRIZACAO E
A ADUBACAO FOSFATADA, E DO EFEITO DOS FMA E DO P SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

Os isolados de FMA utilizados nesse estudo colonizaram as mudas de E.
velutina (média de 26-36%) e os valores podem ser considerados altos se
comparados aos encontrados por Gattai et al. (2011), que registraram 1,5% de
colonizagdo micorrizica em mudas dessa espécie cultivadas em solo natural e em
solo contaminado por chumbo. No entanto, apesar da maior colonizagdo observada
no presente trabalho, a micorrizacdo beneficiou apenas o crescimento em altura,
area foliar e a producédo de clorofila total. Leite et al. (2014) também estudaram o
efeito da inoculacdo micorrizica (mix de FMA nativos) e da adicdo de doses de P
sobre o crescimento inicial de E. velutina e néo registraram beneficios até 98 dias
apos a semeadura.

A auséncia de resposta a inoculacdo micorrizica pode estar relacionada a
massa das sementes dessa espécie, que proporciona reserva nutricional suficiente
para promover o crescimento inicial das mudas (PASQUALINI; UHLMANN;
STURMER, 2007) e/ou ao grupo sucessional ao qual a espécie pertence
(secundaria inicial) (SANTANA; SILVA; SILVA, 2009). De acordo com estudos
realizados em ecossistemas brasileiros, espécies secundarias Sd8o0 menos
responsivas a micorrizagdo (PASQUALINI; UHLMANN; STURMER, 2007;
ZANGARO et al., 2007), apresentam reduzida intensidade de coloniza¢do e menor
numero de esporos de FMA na rizosfera em relacdo a espécies de sucessao inicial
(ZANGARO et al., 2012).

A associacao com C. etunicatum promoveu beneficios para a altura e a area
foliar das mudas, reforcando as evidéncias de que os FMA apresentam diversidade
funcional e variacdo na eficiéncia em promover beneficios ao hospedeiro (POUYU-
ROJAS; SIQUEIRA; SANTOS, 2006).
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Da mesma forma que observado para CE, houve clara evidéncia da
diversidade funcional quando observado o incremento na clorofila total pela
inoculacdo com G. albida apenas em solo sem adicdo de P. Ha registros da
eficiéncia de isolados de G. albida em promover incrementos no teor de clorofila total
em mudas de Libidibia ferrea (SILVA; SILVA; MAIA, 2014) e de Amburana cearensis
(OLIVEIRA et al., 2015b) em solo com 12,68 mg P dm? solo.

O didmetro do caule € um importante indicador de qualidade de mudas
porque estd relacionado a sobrevivéncia e crescimento das plantas em campo
(BALOTA et al., 2011). No presente estudo esse parametro nao foi beneficiado pelos
tratamentos de inoculacdo. Entretanto, Gattai et al. (2011) observaram incrementos
de mais de 50% no diametro do caule de mudas de E. velutina associadas a fungos
micorrizicos, 0 que indica que combinag¢des planta—FMA mais eficientes podem
maximizar os beneficios da simbiose.

O nuamero de folhas e a producédo de raizes nédo foram influenciados pela
inoculacdo, mas aumentaram linearmente em relacdo a adicdo de P. A inoculacéo
micorrizica também néo influenciou o crescimento de E. velutina em outro estudo,
com a maioria das variaveis apresentando modelo linear, sendo a dose de 200 mg
P.kg™ considerada a mais eficiente para a producdo de mudas (LEITE et al., 2014).

No presente trabalho, a dose estimada de P que promoveu maior biomassa
seca aérea no tratamento controle foi 24,82 mg.kg™? e a biomassa de plantas
micorrizadas nao foi influenciada pela adicdo de P. Esses resultados indicam
auséncia de sinergismo no uso conjunto de adubacdo fosfatada e FMA para a
producéo de biomassa seca aérea de mudas de E. velutina.

A producdo de fendis totais e taninos totais, compostos secundarios que
possuem uma variedade de efeitos bioldgicos, pode ser incrementada em plantas de
E. velutina apenas com a adubacéo fosfatada, sendo desnecessaria a inoculagcao
com FMA. A producao desses tipos de metabdlitos em mudas de L. ferrea também
nao foi influenciada pela micorrizacéo (SILVA; SILVA; MAIA, 2014) que, no entanto,
foi eficiente em incrementar a producdo desses compostos em mudas de outras
espécies nativas brasileiras, como Anadenanthera colubrina (PEDONE-BONFIM et
al., 2013), A. cearensis (OLIVEIRA et al.,, 2015b) e Inga vera (LIMA; CAMPOS;
SILVA, 2015).

Para a producédo de flavonoides, tanto a adubacdo como a inoculagéo

micorrizica mostraram-se desnecessarias, pois a adubagao provocou reducéo linear,
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e a inoculacdo com C. etunicatum causou reducdo desse metabdlito em plantas
cultivadas sem adicdo de P. Reducado de flavonoides em fungdo da associagéo
micorrizica também foi observada em folhas de Salvia officinalis (GENEVA et al.,
2010) e em parte aérea e raizes de Lolium multiflorum (PONCE et al., 2009).
Contudo, diversos autores mostraram o potencial dos FMA em incrementar a
producdo de flavonoides em outras espécies vegetais (BASLAM; GARMENDIA;
GOICOECHEA, 2011; CASTELLANOS-MORALES et al.,, 2010; LIMA; CAMPOS;
SILVA, 2015; OLIVEIRA; PINHEIRO; SILVA, 2015; SILVA; SILVA; MAIA, 2014). Os
mecanismos utilizados pelo fungo para alterar o metabolismo secundério das plantas
ndo estdo totalmente esclarecidos (TOUSSAINT, 2007), mas uma espécie de FMA
pode incrementar ou reduzir a producédo de metabdlitos secundarios, dependendo da
espécie vegetal associada, como observado para Rhizoglomus intraradices em
associacdo com Ocimum basilicum (TOUSSAINT; SMITH; SMITH, 2007) e com S.
officinalis (GENEVA et al., 2010).

Portanto, a inoculagéo micorrizica com G. albida e/ou C. etunicatum contribui
para crescimento de mudas de E. velutina apenas em relacdo a altura,
incrementando também alguns parametros fisiolégicos, como o teor de clorofila e a
area foliar, sendo os beneficios dependentes do FMA utilizado e da dose de P.
Erythrina velutina tem o crescimento e a producédo de fendis totais e de taninos totais
beneficiados pela adicdo de P, sendo mais responsiva a adubacao fosfatada do que
a micorrizacdo. Esses resultados constituem subsidios para entendimento da
relacdo FMA e plantas de interesse, e apontam para a continuidade de estudos
visando a definicAo de estratégias para maximizar os beneficios da simbiose

micorrizica em plantas de E. velutina.

5.3 SELECAO DE SUBSTRATO PARA INCREMENTO DO CRESCIMENTO E DA
PRODUCAO DE METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS FOLIARES
EM MUDAS DE M. tenuiflora

Dentre os substratos testados neste estudo, aquele adicionado de humus de
minhoca promoveu maior desenvolvimento das mudas, seguido pelo substrato

controle (A + V + Solucéo nutritiva).
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O substrato adicionado de humus apresentou valores de pH préximo da
neutralidade, condutividade elétrica dentro dos niveis desejaveis (0,88 dS.cm™) e
valores adequados de CTC (Tabela 4). Além disso, esse substrato forneceu os
nutrientes necessarios ao crescimento das mudas e, provavelmente, possibilitou
maior disponibilidade hidrica, juntamente com a vermiculita. A quantidade de P
(29,95 mg.dm™) presente em sua constituicdo n&o foi prejudicial para a colonizacdo
micorrizica, visto que ndo houve diferenca estatistica entre a colonizacéo de plantas
cultivadas nesse substrato e aquelas cultivadas no substrato controle, que tinha
guantidade de P adequada para o desenvolvimento da simbiose (SILVA et al., 2005;
SILVA; YANO-MELO; MAIA, 2007).

O humus de minhoca, como constituinte de substrato, também foi adequado
para a producdo de mudas de mamoeiro (ARAUJO et al., 2013), tamarindeiro
(GOES et al., 2011) e gravioleira (OKUMURA et al., 2008), proporcionando melhores
resultados em relacdo a outros compostos testados. Esse composto organico
constitui um substrato favoravel ao cultivo porque é rico em nutrientes como
nitrogénio, fésforo, potassio e magnésio (ARAUJO et al., 2013). Por outro lado,
concentracbes de humus superiores a 20% (v/v), embora possam favorecer o
crescimento das plantas, podem ser prejudiciais a formacéo de propagulos de FMA
e a colonizacdo micorrizica (SILVA et al., 2006), indicando a escolha de doses
parcimoniosas.

Os substratos constituidos de residuos de acerola madura ou verde néo
foram adequados para o desenvolvimento das plantas neste estudo. Esses
substratos alternativos apresentam boas caracteristicas fisicas para serem utilizados
na producdo de mudas, como densidade de particulas, densidade global e
porosidade total, mas apresentam baixo valor de pH, o que influencia negativamente
a disponibilidade de nutrientes e esta relacionado a desequilibrios fisiolégicos da
planta (FARIAS et al., 2012).

A inoculacdo micorrizica das plantas foi eficiente em incrementar a
concentracdo de carboidratos soluveis, independentemente do substrato utilizado, e
para incrementar as concentracdes de fendis totais e de taninos totais das plantas
cultivadas em substrato constituido de himus de minhoca, confirmando dados da
literatura que apontam os beneficios da simbiose para melhoria da fitomassa de
plantas medicinais (PEDONE-BONFIM; SILVA; MAIA, 2015; PEDONE-BONFIM et

al., 2018; ZENG et al., 2013). Esses incrementos na producdo de metabdlitos
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secundarios podem ser atribuidos a melhor nutricdo das plantas micorrizadas que
conseguiram manter as duas rotas ativas, tanto do metabolismo primério (que
resultou em maior crescimento e maior producdo de carboidratos solGveis) quanto
do metabolismo secundéario (que resultou em maior producdo de compostos
fendlicos) (CARETTO et al., 2015; SCHWEIGER; MULLER, 2015). Outra possivel
explicacdo seria que ap0s certo tempo de crescimento nos vasos, houve deplecéo
de nutrientes e as plantas ficaram estressadas, passando a investir em metabdlitos
secundarios. Estudos mostram que a deficiéncia de nutrientes esta relacionada a
maior producdo de fendis totais; a planta deixa de investir no crescimento e o0s
recursos sao desviados para o metabolismo secundario (CARETTO et al., 2015;
GERSHENZON, 1984; LATTANZIO et al., 2009). Além disso, esses incrementos
podem estar relacionados aos diferentes estagios de desenvolvimento vegetal, como
consequéncia do maior crescimento das plantas em simbiose (SCHWEIGER,;
MULLER, 2015).

Os efeitos mediados pelos FMA no metaboloma das plantas sdo muito
diversos e nenhum padréo foi encontrado até o momento (SCHWEIGER; MULLER,
2015). Ao contrario do incremento promovido pelos FMA na producédo de fendis
totais e de taninos totais, nas plantas de M. tenuiflora cultivadas em substratos a
base de humus registrou-se reducdo na producédo de flavonoides nessas mesmas
plantas. Isso pode ser explicado pelo efeito de diluicdo promovido pelo maior
crescimento de plantas micorrizadas ou porque os flavonoides foram direcionados
para a producdo de taninos, que esses sao formados pela polimerizacdo de
unidades de flavonoides (SHAHIDI; NACZK, 2006; VERMERRIS; NICHOLSON,
2006).

Plantas cultivadas no substrato controle apresentaram maior producdo de
compostos fendlicos do que aquelas cultivadas em substrato constituido de humus.
Isso pode estar relacionado ao menor crescimento dessas plantas em relacdo as
cultivadas no substrato constituido de humus, visto que em plantas com menores
taxas de crescimento geralmente se verifica maiores taxas de producdo de
compostos fendlicos (CARETTO et al., 2015; GERSHENZON, 1984; LATTANZIO et
al., 2009). As evidéncias indicam que no caso de plantas de M. tenuiflora
micorrizadas, o hiumus de minhoca pode ser utilizado como constituinte de substrato

para producdo de mudas.
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5.4 BENEFICIOS DA MICORRIZACAO DE M. tenuiflora EM CONDICOES DE
CAMPO

Em condicbes de campo todas as mudas estavam colonizadas por FMA
(colonizacdo média aos 90 dias entre 9% e 16% e aos 180 dias entre 22% e 25%),
indicando o potencial infectivo dos fungos nativos e dos introduzidos. E embora n&o
tenha sido registrada diferenca estatistica para a colonizacdo e para o0 numero de
glomerosporos na rizosfera, entre os tratamentos de inoculagdo, maior NMP de
propagulos infectivos foi observado na rizosfera de mudas inoculadas com C.
etunicatum. Entretanto mudas inoculadas com G. albida apresentaram maior altura e
didametro do caule, sendo esses beneficios registrados desde a producdo das mudas
em casa de vegetacao até os 90 dias de crescimento em campo.

A inoculacdo com G. albida pode possibilitar a antecipacdo do transplantio
para o campo, visto que essas plantas alcancaram a altura de transplantio aos 75
dias de crescimento em casa de vegetacdo, enquanto plantas controle, nao
inoculadas, e inoculadas com C. etunicatum, s0 conseguiram essa altura apos 120
dias de crescimento em casa de vegetacao.

A inoculacdo com G. albida também foi eficiente em incrementar a altura de
plantas de Tocoyena selloana em condicdes de campo (SOUZA et al.,, 2010).
Entretanto, a eficiéncia micorrizica, em geral, é dependente da combinacdo FMA-
planta e da duracdo do experimento. Em mudas de Libidibia ferrea, G. albida foi
menos eficiente em incrementar a altura das plantas do que C. etunicatum e
Acaulospora longula, sete meses ap0s o transplantio (SILVA et al., 2014). Porém,
apo6s 13 meses em campo, os indculos de A. longula e G. albida foram mais
eficientes em aumentar o diametro do caule de Libidibia ferrea do que C. etunicatum
(SANTOS; SILVA; SILVA, 2017).

Neste estudo, a inoculagcdo com G. albida também foi eficiente em promover
maior concentracdo de fendis totais em folhas de M. tenuiflora aos 90 dias de
crescimento em condicbes de campo, provavelmente como resultado do melhor
estado nutricional dessas plantas, mas nao influenciou a producédo de flavonoides
totais e de taninos totais. Em plantas de L. ferrea a inoculagcdo com G. albida e C.
etunicatum também n&o influenciou a producdo de taninos totais ap0s sete meses

em condicbes de campo (SILVA et al., 2014). Entretanto, apdés 13 meses, as
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concentragdes de taninos totais e de flavonoides totais foram maiores em plantas
inoculadas com A. longula (SANTOS; SILVA; SILVA, 2017).

Em outro estudo realizado recentemente com solo nativo (ndo esterilizado)
nenhum beneficio da inoculagdo com G. albida, C. etunicatum e A. longula foi
registrado sobre o crescimento e a producdo de metabdlitos secundarios de plantas
de M. tenuiflora (SILVA; SILVA, 2017), confirmando que os resultados da associacao
sdo dependentes dos simbiontes envolvidos e das condi¢gBes experimentais. Além
disso, a inoculacdo micorrizica € mais eficaz em solos com baixa fertilidade e com
baixo potencial infectivo (SOUZA et al., 2010).

Ap6s 90 dias de crescimento em condi¢cdes de campo ndo sdo observados
mais beneficios da inoculagdo micorrizica sobre os parametros de crescimento e
sobre o metabolismo secundéario, indicando que a partir de entdo os FMA nativos
séo tao eficientes quanto os introduzidos. Porém, a inoculacdo na fase de muda é
essencial para reduzir o tempo de producdo e para o melhor estabelecimento das

plantas no campo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os beneficos promovidos pelos FMA aos hospedeiros vegetais sao
dependentes de varios fatores, entre esses a combinagéo fungo-planta, o nivel de
fertilidade do solo, especialmente de P, e o substrato de cultivo. Por isso estudos
devem ser conduzidos para cada espécie vegetal de interesse, visando encontrar as
condicdes que melhor favorecam a relacdo simbidtica. Estudos da associacdo
micorrizica arbuscular com plantas nativas da Caatinga ainda sdo escassos, embora
a micorrizagao de algumas dessas plantas tenha se mostrado promissora.

Este estudo traz informagfes relevantes sobre a associacdo micorrizica em
duas espécies vegetais nativas da Caatinga: Erythrina velutina e Mimosa tenuiflora.
Foi estudada a resposta dessas plantas a inoculacdo com duas espécies de FMA e
a aplicacdo de doses crescentes de fosforo na forma de superfosfato simples. Nas
condicbes estudadas, o cultivo de E. velutina pode ser realizado apenas com a
inoculacdo micorrizica na dose natural de fésforo ou apenas com a adubacao
fosfatada, pois essa espécie mostra-se marginalmente responsiva a micorrizagao
guando cultivada em solo sem adicao de P e ndo responsiva quando adubada com
fésforo. Mimosa tenuiflora mostrou-se responsiva, beneficiando-se da micorrizagcéao
principalmente em solo com baixa concentracdo de fosforo. Assim, plantas de M.
tenuiflora podem ser cultivadas apenas com a inoculacdo micorrizica na dose natural
de fésforo no solo (4 mg.kg™) ou podem ser cultivadas utilizando apenas adubacéo
fosfatada, porém serdo necessarios 33 mg.kg™ de superfosfato simples no solo para
alcancar desenvolvimento similar ao de plantas micorrizadas. Os beneficios da
inoculacao micorrizica para M. tenuiflora vao além do crescimento e sdo conferidos
tanto em condicBes controladas como em condi¢cBes de campo. A utilizacdo de FMA,
especialmente Gigaspora albida, e de humus de minhoca como constituinte de
substrato de cultivo, produz aumento no conteudo de metabdlitos secundarios de
interesse medicinal e constitui uma pratica viavel e sustentavel para produzir mudas
em menor espaco de tempo e com melhor estabelecimento em campo, sem

necessidade de suplementacao fosfatada.
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Abstract In the temestrial ecosysiems, soil is an importamt
companent., chamcterzed by holdng hegh diversity of macros
arganisms which play a key mole for productivity and vegetal
compasition. The group of symbions. microonganssne stands
out for comtribating derecthy to the growth and plant mstrition,
ar] among teem, the arbuscular noycomtyizal fimgi form ane of
the oldest and well establshed associations. In arder o increase
the kmowledge and comtribute for further research with AMF
and plants of Caatinga, in this review we compile data from
previous studics on the cffocts of symbicsis between arbuscullar
mycoarhioal fumgi (AMF) and plants of the Caatinga, a type of
dry tropical forest found in the mortheast of Brazil. These shadies
collected data under varous experimental conditions, emphas
sizing fimgal efficiency and host resporsiveness m sodls with
vaned fertility. From our analyss we conclude that in general
the symiviotic efficiency on these plantx depends on mamy face
fnes, such as the planisfung combination, fertility and soil type.
Furthermore, I leguminosae the impact of a joint mooulation
with nitrogen fixing bacteria must be taken inio account.
Clarcidengiomus chmicaimm was the most iested AMF specics
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benefiting almost all plasts tested. Approxamaiely 30 plant spes
cies were shxdied reganiing possible benefits provided by AMF
and of these only Fymenca courban] and Aspidosperma
mriaiiem did not respond to myoombdzation. Higher efficiency
of the mycorrhizal symbiass can be obtained m sodks with kow
P levels, emplastzng the exsential role of these microorgans
i=ms in the growth and survival of plamt species from the
Caatinga bsome.

Keywords Arbuscular nycorrhizal fungi - Efficiency -
Respomsivity - Mative plants

1 Iniroduction

Brazl has the highest flonstsc richness in the world, with 236
familses, 7970 genera and 32 B30 species of Angiosperns,
from which 56.12% (18.427) are endemic (Forzza o al.
2015). Among the biomes, the forth richest in the country is
the Caatinga with 4654 species, grouped in 168 families and
1152 genera, and an erdemzsm mte of 19.62% (913 specics
and 28 genera) (Forza et al. 205

The Caatinga, also referred fo as Braziliam dry tropical
forest, comprises differemt types of vegetation ocourming in
the semisarid region that extends through most of the
Mortheastern states and small portsons of Minas Germis (2%)
(MNLA 2011; Albuquergue ot al. 2002). The semisanid region
iz chamcierized by high light intensity, high tempeatures with
ancual averages between 23 and 30 *C, iregular minfall dis-
tributon, with average anmual precipitaons varying between
300 and 100 mm and kigh evapolmnspiration rates that ane
generally between 1 300 mm and 2000 mm per year (Gariglio
et al. 2000} Four soil types predominaie — Latosals {19%),
Litholic Measols (19%), Argisols (153%) and Luvisols {13%)
(Silva et al. 201 5a). Despite the adverse conditions, the
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