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RESUMO GERAL

Libidibia ferrea (pau-ferro), arvore da regido semi-arida nordestina, tem potencial
medicinal devido a presenca de compostos secundarios. Esta espécie forma associa¢do com
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que podem levar ao aumento na producéo de
compostos bioativos em plantas. O objetivo deste trabalho foi determinar o papel da
simbiose micorrizica arbuscular e da adi¢do de P ao substrato na producdo de compostos
em mudas produzidas em telado e em plantas estabelecidas em campo. O primeiro
experimento foi um fatorial de dois tratamentos de inoculacdo (mistura de
Claroideoglomus etunicatum + Gigaspora albida + Acaulospora longula e controle sem
inoculagéo) e quatro niveis de P adicionado como superfosfato simples. O segundo e o
terceiro experimentos, um em telado e um em campo, respectivamente, tiveram quatro
tratamentos de inoculacdo: com C. etunicatum, G. albida e A. longula e controle (fungos
nativos). Mudas foram mantidas por sete meses em telado e apds foram avaliados o0s
parametros de crescimento e feito o doseamento de compostos bioquimicos e fitoquimicos.
Nas plantas mantidas em campo, também por sete meses, avaliou-se 0 crescimento e a
concentracdo de acido galico. No 1° experimento, sem adi¢cdo de P, as mudas inoculadas
tiveram maior acumulo de biomassa da parte aérea e a adicdo de P maximizou a
biossintese de carboidratos soltveis e de clorofila total. As mudas inoculadas com G.
albida, no 2° experimento, tiveram os maiores diametro do caule e concentracbes de
clorofila a, proteinas totais e flavonoides totais. Em campo, 3° experimento, G. albida
favoreceu a producéo de plantas com maior altura e biossintese de clorofila total, enquanto
as mudas inoculadas com C. etunicatum produziram maior quantidade de acido galico. O
sistema biotecnolégico empregando FMA pode constituir alternativa para producdo de
mudas de L. ferrea com elevados teores de flavonoides foliares, alem de favorecer a

producdo de &cido galico em plantas estabelecidas em campo.

Palavras chave: Glomeromycota, compostos secundarios, Leguminosae.



ABSTRACT

Libidibia ferrea (ironwood), a tree species of the Brazilian northeastern semi-arid region,
has medicinal potential due to the presence of secondary compounds. The species forms
association with mycorrhizal fungi (AMF), which can lead to increased production of
bioactive compounds. The aim of this study was to determine the role of arbuscular
mycorrhizal symbiosis and P addition to the substrate in the production of compounds in in
greenhouse grown seedlings and field established plants. The first experiment was a
factorial of two inoculation treatments (mixture of Claroideoglomus etunicatum +
Gigaspora albida + Acaulospora longula and a control without inoculation) and four levels
of P added as superphosphate. The second and third experiments, in greenhouse and field,
respectively, had four inoculation treatments: with C. etunicatum, G. albida and A.
acaulospora and control (native fungi). Seedlings were grown for seven months in the
greenhouse and thereafter their growth parameters were evaluated and biochemical
compounds and phytochemicals were assayed. In the field plants, also grown for seven
months, growth and beyond the of gallic acid concentrations were evaluated. In experiment
1, without P addition, inoculated plants had higher shoot biomass accumulationand P
addition maximized the biosynthesis of soluble carbohydrates and total chlorophyill.
Seedlings inoculated with G. albida, in experiment 2, had the greatest stem diameter and,
chlorophyll a, total protein and total flavonoids concentrations. In thefield, experiment 3,
G. albida inoculation favored the production of plants with greater height and total
chlorophyll biosynthesis, while the seedlings inoculated with C. etunicatum produced
larger amounts of gallic acid. The system employing biotechnological FMA can be an
alternative to produce seedlings of L. ferrea with high levels of foliar flavonoids and to

favor gallic acid production in field grown plantswith high .

Keywords: Glomeromycota, secondary compounds, Leguminosae
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo ricas em compostos secundarios com propriedades
farmacoldgicas e o conhecimento popular dos efeitos terapéuticos dessas plantas vem
sendo passado de geracdo em geracdo, ao longo dos séculos. As partes da planta utilizadas
na preparacdo dos medicamentos caseiros incluem folhas, frutos, raizes, cascas do caule ¢/
ou semente. Na regido semi-arida nordestina ha varias plantas medicinais, com destaque
para Libidibia ferrea (Albuquerque et al., 2007), arvore conhecida vulgarmente por pau-
ferro ou juca, pertencente a familia Leguminosae (Maia, 2004).

O pau ferro € utilizado na medicina popular como anti-diabético, anti-catarral,
cicatrizante, anti-térmico e anti-diarréico (Maia, 2004). Estudos farmacologicos
comprovam que é preventivo contra o cancer (Nakamura et al. 2002), anti-inflamatorio e
analgésico (Carvalho et al., 1996). O potencial terapéutico é devido a presenca de
compostos fitoquimicos em extratos do caule e das folhas, especialmente taninos,
saponinas, esteroides, flavonoides, cumarina, fendis (Gonzalez., 2005) e acido galico
(Nakamura et al., 2002).

Uma das formas de maximizar o crescimento de plantas com potencial medicinal é
pelo uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que formam simbiose com a maioria
das plantas, resultando em incremento no desenvolvimento vegetal. Incrementos em
espécies de interesse farmacoldgico foram registrados em: Castanospermum australe
(Abu-Zeyad et al., 1999), Passiflora alata (Silva et al., 2004) Zingiber officinale (Silva et
al., 2008), Origanum vulgare (Marrone-Fortunato & Avato, 2008), Inula ensifolia (Zubek
et al., 2010). Além do isolado de FMA, a escolha do substrato de cultivo das plantas é
fundamental para se obter maximo beneficio da micorrizacdo (Silveira et al., 2003).
Estudos recentes tém comprovado que a simbiose micorrizica pode ser alternativa para
maximizacdo da producdo de compostos quimicos com potencial medicinal (Kapoor et al.,
2007; Chaudhary et al., 2008), com a fitomassa produzida concentrando mais principios

ativos (Krishna et al., 2005), o que € mais atrativo para a industria farmacéutica.

Otimizagdo da producdo de compostos fitoquimicos medicinais, em func¢éo do uso
de FMA, tem sido documentada, com aumento na producdo de: artemisinina em Artemisia
annua (Kapoor et al., 2007; Chaudhary et al., 2008); éleos essenciais em Menta arvensis

(Gupta et al., 2002); &cidos rosmarinico e cafeico em Ocimum basilicum (Toussaint et al.,
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2007); flavanonas em Aloe vera (Mota-Fernandez et al., 2011); e saponina em Gymnema
sylvestre (Zimare et al., 2013). Embora a producdo de fitoquimicos por plantas de pau-
ferro seja comprovada (Carvalho et al., 1996; Nakamura et al., 2002; Gonzalez, 2005), néo
se conhece o potencial de FMA em incrementar essa producgdo. Protocolos biotecnolégicos
para producdo de mudas de pau-ferro, visando instalacdo de cultivos no semi-arido
pernambucano sao relevantes, pois a matéria-prima produzida nos plantios tera maior valor
agregado para comercializacdo na indudstria farmacéutica, contribuindo para diminuicdo do
uso extrativista e proporcionando alternativa econdmica para pequenos agricultores
(Oliveira et al., 2013). A selecdo de fungos eficientes em promover o crescimento do pau-
ferro pode ser alternativa para diversificacdo de culturas no Vale do Submédio Séo
Francisco, especialmente para os pequenos produtores da regido, além de representar
possibilidade de aumento da oferta de fitoterapicos para a indudstria fitoterdpica e

farmacéutica.

Considerando a hipotese de que os FMA influenciam o aumento da concentracéo
de compostos secundarios em plantas de L. ferrea, os objetivos deste estudo foram avaliar
se a inoculacdo com FMA e a adubacdo fosfatada promovem incremento na producéo de

compostos foliares bioativos em mudas e plantas de pau-ferro.

No primeiro capitulo é apresentada a fundamentacdo tedrica, abrangendo aspectos
da simbiose micorrizica arbuscular, eficiéncia micorrizica em plantas medicinais e
producdo de fitoquimicos em plantas micorrizadas. O segundo capitulo trata do papel do P
e de isolado micorrizico sobre a producdo de biomoléculas foliares em L. ferrea. No
terceiro capitulo é descrita a producdo de compostos bioativos foliares em funcdo do
indculo de FMA testado em telado. No quarto capitulo, com a intencdo de validar a
biotecnologia micorrizica em campo, foi verificado o efeito dos FMA sobre a producéo de

um composto secundario especifico, o &cido galico.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Simbiose micorrizica arbuscular

A simbiose mutualistica entre certos fungos do solo e raizes de plantas é
denominada micorriza (Sieverding, 1991). Com base na morfoanatomia das raizes
colonizadas, as micorrizas sdo classificadas em: ectomicorriza, arbuscular, arbutoide,
monotropdide, ericoide e orquiddide. O tipo mais comum é a micorriza arbuscular, que se
caracteriza pela formagdo de arblsculos no cértex da raiz hospedeira (Smith & Read,
2008).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo biotréficos obrigatérios e
completam o ciclo de vida quando associados a raizes (Souza et al., 2010). A simbiose
micorrizica arbuscular é praticamente universal, ocorrendo na maioria dos habitats e em
elevado nimero de plantas (Trindade et al., 2003). Fosseis de FMA, datados do periodo
Ordovociano, ha 460 milhdes de anos (Redecker et al., 2000), revelam a participacdo do
grupo no processo de colonizagdo do ambiente terrestre pelas plantas. Os FMA pertencem
ao Filo Glomeromycota (Schipler et al., 2001) e estdo divididos em 4 ordens, 13 familias,
19 géneros, e mais de 215 espécies descritas (Souza et al., 2010); a reproducédo €
assexuada, com o0s esporos apresentando nucleos geneticamente diferentes (Hijri &
Sanders, 2005).

A simbiose entre plantas e FMA tem inicio com uma série de eventos
desencadeados por moléculas de sinalizacdo e elicitores, liberadas pelos parceiros
simbiontes; inicialmente ocorre penetracao inter e intracelular no cértex da raiz, originando
uma estrutura bastante ramificada, o arbusculo, que € o sitio de troca de nutrientes e de
sinais e compostos organicos entre os parceiros simbiontes (Bonfante et al., 2009). Apds
estabelecimento na raiz, ocorre a formagdo do micélio externo, responsavel pela absorcéao
de nutrientes e agua do solo, direcionando-os para a planta hospedeira, que em troca

transfere carboidratos para o fungo (Moreira & Siqueira, 2002).

Os FMA atuam na nutricdo da planta, aumentando a captacdo de nutrientes,
principalmente P, em solos pobres (Yao et al., 2008). A efetividade micorrizica varia com
a espécie de planta e o FMA utilizado, sendo avaliada pela absor¢do de nutrientes e
crescimento vegetal em relagdo ao controle ndo inoculado (Cavalcante et al., 2009). A
associacdo micorrizica estimula o crescimento de mudas economicamente importantes

(Tristdo et al., 2006), inclusive plantas medicinais (Copetta et al., 2006), como algumas



Silva, Francineyde A.  Simbiose micorrizica arbuscular em pau-ferro... 16

espécies pertencentes as familias apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Apocynaceae, Liliaceae,
Lamiaceae e Zingiberaceae (Tabela 1). Além disso, os FMA podem aumentar a
concentracdo de clorofila foliar (Sheng et al., 2008) e de metabdlitos primarios e
secundérios (Ratti et al.,2010; Venkateswaslu et al. 2008; Prasad et al. 2011), maximizar a
concentracdo foliar de nutrientes (Oliveira & Oliveira, 2004), proteger contra fungos
patdégenos (Borges et al., 2007), controlar nematdides (Elsen et al., 2008), previnir a
transferéncia de metais pesados da raiz para a parte aérea das plantas (Soares & Siqueira,
2008), minimizar o estresse salino (Yano-Melo et al., 2003) e reduzir o estresse hidrico
(Marulanda et al., 2003).

Na regido semi-arida brasileira, os FMA associam-se a muitas espécies de plantas
da Caatinga (Souza et al., 2003), incluindo algumas medicinais. Selecionar FMA eficientes
em promover o crescimento de plantas, com propriedades farmacoldgicas, nativas da
Caatinga, pode contribuir para melhorar a renda de agricultores e incrementar a producao

de plantas medicinais.

Tabela 1: Interacdo de plantas medicinais com fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Espécie vegetal FMA Beneficio Referéncia
Anethum graveolens L. Glomus macrocarpum (+) Kapoor et al. (2002a)
(Apiaceae) Glomus fasciculatum (+)
Artemisia annua L. G. macrocarpum (+) Kapoor et al. (2007)
(Asteraceae) G. fasciculatum (+)
Castanospermum australe Glomus intraradices (+) Abu-Zeyad et al. (1999)
A. Cunn. & C. Fraser Gigaspora margarita (+)
(Fabaceae)
Catharanthus roseus (L.) Glomus mossseae (+) Ratti et al. (2010)
G. Don (Apocynaceae) G. fasciculatum (+)

Glomus aggregatum (+)

G. intraradices (+)
Chlorophytum borivilianum G. fasciculatum (+) Dave & Tarafdar (2011)
Santapau and Fernandes G. intraradices (+)
(Liliaceae) G. mosseae (+)
Cynara cardunculus L. var. G. intraradices 0) Ceccarelli et al. (2010)
scolymus F. (Asteraceae) G. mosseae 0)

Glomus mix (+)
Echinacea purpurea L. G. intraradices (+) Araim et al. (2009)

Moench (Asteraceae)
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Foeniculum vulgare Mill
(Apiaceae)

Mentha arvensis L. (Kalka,

Shivalik and Gomati)
(Lamiaceae)

M. arvensis

M. viridis

Origanum vulgare L.

ssp. hirtum (Link) letswaart

(Lamiaceae)
Ocimum basilicum L.var.

genovese (Lamiaceae)

0. basilicum

O. vulgare var. cona

O. vulgare hirtum var. Kalitera
O. vulgare b13/2 (Lamiaceae)

Salvia officinalis L.
(Lamiaceae)

Trachyspermum ammi (Linn.)

Sprague (Apiaceae)

Trifolium pratense L.
(Fabaceae)

Zingiber officinale L.
(Zingiberaceae)

G. macrocarpum
G. fasciculatum

G. fasciculatum

G. clarum

Glomus etunicatum
Gigaspora margarita
Acaulospora scrobiculata

G. etunicatum
Glomus lamellosum

Glomus viscosum

G. mosseae
G. margarita
G. rosea

Glomus caledonium
G. mosseae
G. intraradices

G. mosseae

G. mosseae

G. intraradices
Symbivit (seis espécies
diferentes de Glomus)

G. macrocarpum
G. fasciculatum

G. mosseae

Scutellospora heterogama

Gigaspora decipiens
Acaulospora koskei

Entrophospora colombiana

Mix de FMA

(+)
(+)

(+)

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

(+)
(+)

(+)

(+)
(+)
(+)

(+)
(+)
(+)

(+)

(+)
(+)
(+)

(+)
(©)

(*+)

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

17

Kapoor et al. (2004)

Gupta et al. (2002)

Freitas et al. (2004)

Karagiannidis et al. (2011)

Marrone-Fortunato &
Avato (2008)

Copetta et al. (2006)

Toussaint et al. (2007)

Khaosaad et al. (2006)

Nell et al. (2009)

Kapoor et al. (2002a)

Khaosaad et al. (2008)

Silva et al. (2008)

Beneficio positivo (+), negativo (-), neutro (0).
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2.2 Plantas medicinais da Caatinga

O bioma Caatinga ocupa uma area com cerca de 850.000 Km?, que corresponde a
grande parte da regido semi-arida do Nordeste (Queiroz, 2009). Parte dessa area seca,
denominada poligono das secas (Sampaio & Rodal, 2000), esta situada nos estados do
Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas
Gerais (Drumond et al., 2000). Nessa regido, o clima é semi-arido, quente (temperatura
média variando entre 24 °C e 26 °C) e com pluviosidade variando entre 250 e 800 mm
anuais, podendo-se distinguir duas estacdes: uma chuvosa, com 3 a 5 meses, e uma seca,
com 7 a 9 meses (Maia, 2004).

Espécies lenhosas e herbaceas de pequeno porte constituem a vegetacdo da
Caatinga, assim como bromelidceas e cactaceas (Drumond et al., 2000). Tais plantas
podem produzir aculeos e espinhos e cobertura descontinua de copas, caracteristicas que
tém relacdo com a escassez de agua (Sampaio & Rodal, 2000). Na Caatinga, para as
angiospermas, ha registro de 4.467 espécies de plantas inseridas em 1.132 géneros,
pertencentes a 161 familias (Flora do Brasil, 2014).

O conhecimento sobre o uso de plantas medicinais na cura de doencas faz parte da
cultura popular (Agra et al., 2007). Os erveiros, nos mercados, indicam a planta medicinal
a ser utilizada para cada doenca (Albuquerque et al., 2007) e os diferentes modos de
preparo, que podem ser na forma de maceracdo, decocgdo, infusdo (Agra et al., 2008),
lambedor, banho diario e uso topico (Alves et al., 2007). Estudos etnobotanicos apontam
que raizes, cascas, folhas, frutos e sementes de varias espécies de plantas nativas da
Caatinga sdo utilizados pela populacdo como medicinais (Almeida & Albuquerque, 2002;
Almeida et al., 2005; Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2007; Alves et al., 2007).

Segundo Drumond et al. (2000), pau-ferro (Libidibia ferrea Mart. ex Tul. LP.
Queiroz), sabia (Mimosa caesalpiniifoli Benth.), angico (Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan), aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr.Allemao), juazeiro (Ziziphus joazeiro
Mart.), catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.) e marmeleiro (Croton sonderianus
Muell. Arg.), entre outras, se destacam como medicinais na caatinga, e sdo usadas pela
populacdo pelas propriedades: diurética, antiasmatica, antidiarréica, adstringente,

antisséptica, antiulcerogénica e antifebril.

O uso indiscriminado dessas plantas pode ser danoso a satde devido as interagdes,
aos efeitos colaterais e as intoxicacbes (Alves et al., 2007). Por outro lado, o uso

extrativista pode induzir a pratica da coleta excessiva de partes das plantas (Almeida &
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Albuqguerque, 2002). Por isso, 0 manejo apropriado, o cultivo e a domesticacéo de espécies
medicinais sdo alternativas para obter matéria prima de interesse farmacéutico,
diminuindo, dessa forma, o extrativismo descontrolado (Reis et al., 2003). Nesse ambito,
alternativas biotecnoldgicas, como a simbiose micorrizica, devem ser estudadas visando

estabelecimento de cultivos das plantas mais utilizadas pela populagdo como medicinais.

Estudos multidisciplinares envolvendo as &reas de etnobotéanica, fitoquimica,
farmacologia, quimica organica sintética e quimica medicinal viabilizam a validagdo
prévia do uso terapéutico de plantas medicinais, conduzindo a descoberta de novos
medicamentos (Maciel et al., 2002). “O decreto 5.813 de 22 de junho de 2006 aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, estabelece diretrizes e linhas
prioritarias para o desenvolvimento de acdes pelos diversos parceiros em torno de
objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos em nosso pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como
o fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da

biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do Complexo produtivo da Satde” (MS,
2006).

2.2.1 Libidibia ferrea

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea (= Caesalpinia ferrea
Mart. ex Tul.) é exemplo de espécie arborea da familia Leguminosae, muito utilizada pela

populacdo para diversos fins, em especial pela acao terapéutica (Maia, 2004).

Conhecida vulgarmente como pau-ferro e juca, L. ferrea é uma arvore com5a7 m
de altura; o tronco mede de 10 a 30 cm de didmetro, a casca é cinza-escuro, fina e lisa; as
folhas sdo verde escuro por cima e verde claro por baixo, alternas, constituidas de 2 a 4
pares de pinas e cada pina com 4 a 6 pares de foliolos menores, oblongos e glabros (Maia,
2004); ha presenca de tricomas glandulares de coloracdo vermelha escura, dispersas na
face abaxial nas folhas da plantula (Galdino et al., 2007); flores pequenas e amarelas, em
paniculas; o fruto é uma vagem, com 6-8 cm de comprimento e aproximadamente 1,5 cm
de largura, coridcea e com polpa seca; sementes marrons e duras (Maia, 2004). As
sementes de L. ferrea apresentam dorméncia, sendo necessérias intervencdes mecénicas

(Lima et al., 2006) ou quimicas com &cido sulfdrico (Biruel et al., 2007) para permitir a
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permeabilidade do tegumento & &gua e favorecer a germinacgdo, que ocorre entre 7 a 15
dias; o tamanho ideal para transplantio é atingido em 8 a 9 meses (Lorenzi, 2002).

O pau-ferro é uma arvore que tem diversas utilidades, sendo usada como
medicamento, na industria madeireira, na ornamentacdo publica, na restauracdo florestal de
areas degradadas, como forrageira para os animais e na fabricacdo de tinturas naturais
(Maia, 2004).

A indicacdo terapéutica empirica do pau-ferro foi investigada cientificamente,
sendo comprovada sua eficiéncia no tratamento de doengas pela constatacdo de atividade
antiulcerogénica, antiinflamatéria, analgésica, hipoglicemiante, anticancerigena, anti-
histaminica, antimicrobiana, anticoagulante, e cicatrizante (Bacchi et al., 1995; Carvalho et
al., 1996; Coelho, 2004; Gonzalez, 2005; Sampaio et al., 2009; Cavalheiro et al., 2009;
Oliveira et al., 2010). As principais formas de uso s&o: cha (decocgéo e infusdo), lambedor
e garrafada (Balbach, 1992; Maia, 2004; Agra et al., 2007).

O poder terapéutico do pau-ferro é devido a presenca de compostos secundarios
como saponinas, flavonoides, cumarina, antraderivados, fendis, taninos, quinonas,
triterpenos, alcaloides, lactonas-sesquiterpenicas (Gonzalez, 2005; Almeida et al., 2005;
Cavalheiro et al., 2009, Souza et al., 2006). Compostos ativos isolados e identificados do
pau-ferro foram estudados com relacdo a funcdo terapéutica. O galato de metila e &cido
galico sdo preventivos contra o cancer (Nakamura et al., 2002), enquanto o acido elagico e
o acido elagico 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) podem amenizar complicacbes do
diabetes (Ueda et al., 2001); a chalcona pauferrol A possui acdo anticancerigena (Nozaki et
al., 2007).

Devido as propriedades farmacologicas comprovadas e ao amplo uso popular, L.
ferrea foi incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao Sistema
Unico de Sadde (SUS) (Renisus) divulgada pelo Ministério da Satde em fevereiro de 2009
(http://portal.saude.gov.br).

2.3 Compostos secundarios vegetais

O potencial terapéutico das plantas medicinais deve- se a presenca de compostos

secundarios, cujo conteudo varia com a influéncia de fatores como nutrientes, estadio de
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desenvolvimento, sazonalidade, temperatura, idade, altitude, ritmo circadiano, radiagdo UV
e disponibilidade hidrica (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Os compostos secundarios produzidos pelos vegetais sdo originados a partir do
metabolismo da glicose, pela via do acetato e do &cido chiquimico (Santos, 2003). s&o
agrupadas em terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, cujas funcdes sao
proteger as plantas contra herbivoros e patdgenos, como virus, bactérias, fungos e
nematoides, atuando também como agentes na simbiose planta-microrganismos (Taiz &
Zeiger, 2004). Devido as diversas fungdes, esses compostos sdo de grande importancia
para as industrias farmacéutica, agrondmica, alimentar e cosmetica (Santos, 2003).

2.3.1 Compostos fenolicos

Compostos fendlicos possuem uma ou mais hidroxilas ligadas ao benzeno, sendo a
estrutura do fenol base para todos 0s compostos fenolicos (Vermerris & Nicholson, 2006);
sdo formados por duas rotas metabdlicas, a do acido chiquimico e a do &cido malénico
(Taiz & Zeiger, 2004).

A condensacédo alddlica do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fosfato forma o acido
chiquimico, que pode ser metabolizado em acido galico ou acido corismico, originando 0s
aminodacidos aromaticos, dentre estes a fenilalanina (Santos, 2003). A enzima fenilalanina-
amonia-liase (PAL) catalisa a reagdo em que a fenilalanina perde uma molécula de amonia
dando origem ao acido cinamico; nas reagdes subsequentes hd adicdo de hidroxilas e

outros substituintes, produzindo variados compostos fenolicos (Taiz & Zeiger, 2004).

Os compostos fenolicos sédo classificados em: fenilpropandides, cumarinas, acidos
fendlicos (ex.: acido galicos e acido salicilico), flavonoides, fendis simples, taninos

hidrolisaveis, ligninas e taninos condensados, entre outros (Carvalho et al., 2003).

Os compostos fendlicos sdo quantificados por meio de reagentes cromogénicos
como vanilina, sais do acido fosfomolibdico e cloreto férrico em meio acido (Carvalho et
al., 2003). Uma das técnicas mais empregadas inclui o método de Follin-Ciocalteu, que é
uma modificacdo do método descrito por Follin-Dennis, que inclui a adi¢do do sulfato de

litio aos regentes fosfomolibidico e fosfotungistico (Vermerris & Nicholson, 2006).

As principais propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos sdo atividade

hepatoestimulante, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatorio, antioxidante,
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hipocolesterolémica, analgésico topico e hepatoprotetor (Carvalho et al. 2003), o que
justifica o interesse da indUstria de farmacos.

2.3.2 Flavonoides totais

Flavonoides sdo compostos fendlicos originados por duas rotas biossintéticas, a do
acido chiquimico que origina o anel B e a ponte de trés carbonos e do acetato (via acido
maldnico), que origina o anel A (Santos, 2003). A chalcona, precursora dos flavonoides, é
formada a partir da p-coumaril-CoA e de trés moléculas de malonil-CoA, com a reacdo
catalisada pela enzima chalcona sintase (Heldt, 2005). Os flavonoides podem ser
classificados em auronas, flavonas, isoflavonoides, flavonois, chalconas, flavanonas,
flavanas, entre outros, e possuem propriedades terapéuticas como antinflamatoria,
hormonais, antiviral, antitumoral, antimicrobiana anti-hemorragico (Zuanazzi &
Montanha, 2003). Os métodos de estudo para flavonoides incluem cromatografia de
camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia, reagente Follin-Ciocalteau e
reacao de precipitacdo com cloreto de aluminio em meio alcalino (Zuanazzi & Montanha,
2003).

2.3.3 Taninos hidrolisaveis

Taninos sdo formados comumente pela B-D-glicose, um poliol central, que se liga
com o acido galico por meio de reagdes de esterificacdo; sdo classificados em galotaninos e
elagitaninos, cujo precursor ¢ o B-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose. Possuem propriedades
terapéuticas antioxidantes, anti-inflamatdrias e como cicatrizante (Santos & Mello, 2003).
Os principais métodos para analise incluem reacdo com iodeto de potassio, oxidacdo com
oxido nitrico (Vermerris & Nicholson, 2006), solucdo de cloreto férrico, reagentes de

Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, além da precipitacdo de proteinas (Santos & Mello, 2003).
2.3.4 Atividade antioxidante

Os radicais livres sdo formados durante as reacdes de oxidacdo do metabolismo
normal dos organismos, no entanto, em condi¢do de estresse a concentracdo é aumentada
causando danos as células. Para se protegerem desses danos, os organismos utilizam
mecanismos enzimaticos (catalase, glutationa peroxidase e superdxido dismutasse) e

substancias antioxidantes (compostos fendlicos, vitamina C e E) (Vermerris & Nicholson,
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2006). As principais espécies reativas de oxigénio (EROs) incluem radical 6xido nitrico,
hidroxila, peroxido de hidrogénio, anion superéxido (Taiz & Zeiger, 2004).

Os compostos fendlicos com potencial antioxidante tém sido investigados em
plantas medicinais (Ruiz-Terén et al., 2008; Wu et al., 2005). Estudos tém demonstrado
que plantas medicinais da Caatinga possuem grande atividade antioxidante e sugerem que
tal atividade tem relagdo com o alto contetido de fendlicos (Silva et al., 2011) e pode estar
relacionada com a atividade antiinflamatéria da planta estudada (Desmarchelier et al.,
1999).

2.4 Producdo de fitoquimicos em plantas micorrizadas

Os fitoquimicos também participam da interacdo planta/FMA, pois durante o
processo de formacdo da simbiose micorrizica ha aumento, nas raizes, de compostos como
flavonoides (Larosse et al., 2002), carotenoides (Fester et al., 2002), derivados do ciclo-
hexanona (Vierheilig et al., 2000), resitina, solavetivona (Yao et al., 2003), &cidos
benzoico e cindmico (Ponce et al., 2009) e estrigolactonas (Garcia-Garrido et al., 2009).
Foram identificados e isolados compostos secundarios de acimulo transitorio, estimulados
no estadio inicial da colonizacdo pelos FMA, e compostos secundarios de acumulo
continuo, indicando correlagdo com o estabelecimento do fungo na raiz (Peipp et al.,
1997).

Um dos beneficios da colonizagdo micorrizica nas plantas é o aumento na
concentracdo de metabdlitos priméarios e secundarios (Oliveira et al., 2013), devido a
formacdo das estruturas simbidticas, os arbusculos, que tornam ativas as vias biossintéticas
das mitocdndrias, especificamente o ciclo de Krebs (Lohse et al., 2005), resultando em
aumento na taxa fotossintética (Wright et al., 1998). Considerando que as vias metabdlicas
ndo ocorrem de modo independente, a alteracdo no metabolismo priméario resulta em

mudancas no metabolismo secundério (Santos, 2003).

Ha pouco tempo, o acumulo de fitoquimicos na parte aérea de plantas micorrizadas
era documentado apenas como mudancas fisioldégicas no crescimento e na nutricdo vegetal
(Toussaint, 2007). Estudos recentes tém comprovado que a simbiose micorrizica pode ser
alternativa na maximizacdo da produgdo de compostos quimicos com potencial medicinal
(Kapoor et al., 2007; Chaudhary et al., 2008), concentrando na parte aérea mais principios

ativos (Krishna et al., 2005), o que € atrativo para a industria farmacéutica.
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A producdo otimizada de compostos fitoquimicos medicinais na parte aérea em
funcdo do uso de FMA tem sido documentada em varios estudos, conduzidos em casa de
vegetacdo ou em campo (Tabela 2). Devido ao interesse comercial dos 6leos essenciais, em
especial para a indastria farmacéutica, grande parte dos trabalhos foi inicialmente
direcionada a pesquisa de O&leos essenciais em plantas medicinais micorrizadas
pertencentes as familias Asteraceae e Lamiaceae (Chaudhary et al., 2008; Binet et al.,
2011; Karagiannidis et al., 2012).

Tabela 2. Estudos da producdo de compostos secundarios na parte aérea de plantas

medicinais inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares

Planta medicinal Efeitodo FMA Compostos secundarios Referéncias
na producéo

Familia/ Espécie

TERPENOS
APIACEAE )
Anethum graveolens L. Glomus macrocarpum > Oleos essenciais Kapoor et al. (2002a)
Glomus fasciculatum >
Coriandrum sativum L. G. macrocarpum > Oleos essenciais Kapoor et al. (2002b)
G. fasciculatum >
Foeniculum vulgare G. macrocarpum > Oleos essenciais Kapoor et al. (2004)
Mill G. fasciculatum >
Trachyspermum ammi G, macrocarpum > Oleos essenciais Kapoor et al. (2002a)
(Linn.) Sprague G. fasciculatum >
ASTERACEAE
Arnica montana L. Indculo nativo (Karkonosze)=  Lactonas Jukiewicz et al. 2010
In6eulo nativo (Kurpie) = sesquiterpénicas totais
Glomus intraradices UNIJAG
PL24-1=
G. intraradices BEG 140 =
Glomus Mix =
Artemisia annua L. G. macrocarpum > Artemisinina Chaudhary et al.
G. fasciculatum > Oleos essenciais (2008)
G. macrocarpum > Artemisinina Kapoor et al. (2007)
G. fasciculatum >
Inula ensifolia L. G. intraradices UNIJAG Derivados do timol Zubek et al. (2010)
PL- Bot = [10-isobutiriloxi-8,9-
G. intraradices UNIJAG epoxitimol isobutirato
PL Kap = e mistura de 10-(2-
Glomus clarum UNIJAG PL  Metilbutiriloxi)-8,9-
13 = epoxitimol. Isobutirato
Inéeulo nativo = e 10-isovaleroiloxi-
8,9-epoxitimol

Isobutirato]
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Santolina chamaecypari

L.

Wedilla Chinensis
(Osbeck) Merril.

APOCYNACEAE
Gymnema sylvestre

GERANIACEAE
Geranium dissectum L.

LAMIACEAE
Lavanda angustifélia L.

Mentha arvensis L.

Mentha arvensis
Cultivares: Shivalik
Gomti e Kalka

Mentha viridis L.

Ocimum basilicum L.

O.basilicum L. var.
genovese

Origanum dictamnus L.

Origanum onites L.

G. intraradices UNIJAG PL-

Bot <

G. intraradices UNIJAG PL

Kap <

G. clarum UNIJAG PL13-2 <

Inéculo nativo <

Glomus lamellosum >

Acaulospora deligata >

Glomus aggregatum >
Gigapora margarita >
Glomus feugianum >
G. fasciculatum >
Glomus rubiforme >

Scutellospora heterogama >

G. fasciculatum >
Glomus mosseae >

G. lamellosum >

G. lamellosum >

G. clarum >
G. etunicatum >
G. margarita >

Acaulospora scrobiculata >

G. fasciculatum <

G. etunicatum >
Gl. Lamellosum >

G. fasciculatum >
G. intraradices >
G. etunicatum >

G. mosseae =
Gisgaspora rosea >
G. margarita >

G. rosea >

G. lamellosum >

G. etunicatum >

Simbiose micorrizica arbuscular em pau-ferro...

Derivado de timol

[7-isobutiriloxitimol

éter metilico]

Oleos essenciais

Saponinas

Saponina
[acido gimnémico]

Oleos essenciais

Oleos essenciais

Oleos essenciais
Mentol

Oleos essenciais

Oleos essenciais

Oleos essenciais

Oleos essenciais

Acetato de bornil
Eugenol metilico

Oleos essenciais

Oleos essenciais

Oleos essenciais

25

Karagiannidis et al.
(2012)

Nisha & Rajeshkumar
(2010)

Zimare et al. (2013)

Karagiannidis et al.
(2012)

Karagiannidis et al.
(2012)

Freitas et al. (2004)

Gupta et al. (2002)

Karagiannidis et al.
(2011)

Rasouli-Sadaghiani et
al. (2010)

Toussaint et al.
(2008)

Copetta et al. (2007)

Copetta et al. (2006)

Karagiannidis et al.
(2012)

Karagiannidis et al.



Silva, Francineyde A.

Origanum vulgare var.
cona
O. vulgare b13/2

Plectranthus

amboinicus Lour)
Spreng.

Salvia officinalis L.
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G. lamellosum =

G. mosseae > Oleos essenciais

Acaulospora bireticulata >  Saponinas
Acaulospora scrobiculata >

G. margarita >

G. aggregatum >

Glomus geosporum >

G. mosseae >

S. heterogama >

Symbivit (mix espécies de Oleos essenciais
Glomus) =

G. mosseae =

G. intraradices =

G. lamelloum > Oleos essenciais

26
(2011)
Khaosaad et al.

(2006)

Rajeshkumar et al.
(2008)

Nell et al. (2009)

Karagiannidis et al.
(2012)

COMPOSTOS FENOLICOS

ANACARDIACEAE
Myracrodruon
urundeuva Fr. Engler
Alleméo

APOCYNACEAE
Catharantus roseus L.
G. Don

ASPHODELACEAE
Aloe vera L.

ASTERACEAE
Arnica montana L.

Cynara cardunculus L.

var. scolymus F.

Echinacea purpurea L.

Wedilla chinensis
(Osbeck) Merril.

Fendis totais
Flavondidesc

Acaulospora longula >
Gigaspora albida =

Glomus spp > Fendis totais

G. fasciculatum > Flavanonas
Glomus claroideum >
G. fasciculatum = Flavondis

G.claroideum >

Inéeulo nativo (Karkonosze) = Acidos fen6licos
Indculo nativo (Kurpie) =
Glomus intraradices NIJAG
PL24-1 =

G. intraradices BEG 140 =
Glomus Mix =

Glomus mix > Fenois totais
G. intraradices >

Glomus mosseae =

G. intraradices > Fenois totais

A. deligata > Fenais totais
G. aggregatum >

G. margarita >

Ortodihidroxifenol

Oliveira et al. (2013)

Rosa-Mera et al.
(2011)

Mota-Fernandez et al.
(2011)

Jukiewicz et al.(2010)

Ceccarelli et al.
(2010)

Araim et al. (2009)

Nisha & Rajeshkumar
(2010)
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G. feugianum >
G. fasciculatum >
G. rubiforme >
S. heterogama >

A. deligata > Flavonoides
G. aggregatum > Taninos
G. margarita >
G. feugianum <
G. rubiforme <
S. heterogama <
FABACEAE
Anadenanthera Mistura de FMA (G. albida e Taninos totais Pedone-Bonfim et al.
colubrina (Vell.) A.longula) > Fendis totais (2013)
Brenan Flavonoides
Trifolium pratense L. G. mosseae > Isoflavona:
biochanina A Khaosaad et al. (2008)
HYPERICACEAE
Hypericum perforatum  Rhizophagus intraradices >  Derivados da Zubek et al. (2012)
L. (Glomus intraradices) antraquinona
Funneliformis mosseae = [hipericina]
(G. mosseae)
Mix FMA >
R. intraradices = Derivados da
(G, intraradices) antraguinona
F. mosseae = [pseudohipericina]
(G. mosseae)
Mix FMA >
LAMIACEAE
Ocimum basilicum L. G. intraradices = Fendlicos totais Lee & Scagel (2009)
Cultivar Purple (Petra) Acido caftarico
Acido chicérico
Cultivar Genovese Acido rosmarinico
Italian
O. basilicum L. G. mosseae = Acido rosmarinico Toussaint et al.
AcidoCaféico (2008)
Fenois
G. intraradices = Acido Cafeico Toussaint et al.
(2007)
Glomus caledonium >
G. mosseae >
Plectranthus A. bireticulata > Fenois totais Rajeshkumar et al.
amboinicus A. scrobiculata > o-Dihidroxifenois (2008)
(Lour) G. margarita > Flavondides
Spreng.

G. aggregatum >
G. geosporum >
G. mosseae =

S. heterogama >
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Salvia officinalis L.

PUNICACEAE
Punica granatum L.

THEACEAE
Camellia sinensis
(L). O. Kuntze

Simbiose micorrizica arbuscular em pau-ferro...

A. bireticulata > Taninos

A. scrobiculata >
G. margarita >
G. aggregatum >
G. geosporum >
. mosseae >
heterogama <

v o

Fendis totais
Flavonéides totais

®

. intraradices >

Symbivit (Mix de espécies
de Glomus) =

G. mosseae =

G. intraradices =

Fenois totais
Acido rosmarinico

G. mosseae > Fendis totais
Acaulospora laevis >
Glomus manhotis >

Mix de espécies de FMA >

Mix FMA nativos > Polifendis totais

FMA cultivados <

28

Geneva et al. (2010)

Nell et al. (2009)

Singh et al. (2012).

Singh et al. 2010

COMPOSTOS NITROGENADQOS

APOCYNACEAE
Catharantus roseus L.
G. Don

ASTERACEAE
Wedilla chinensis
(Osheck) Merril.

FABACEAE
Castanospermum

australe A. Cunn. & C.

Fraser

LAMIACEAE
Plectranthus
amboinicus
(Lour)

Spreng.

G. fasciculatum > Vincristipa
G. intraradices = Cz’_:ltarar_ltlna
G. mosseae > Vlndollna

G. aggregatum > Vinblastina
Espécies de Glomus > Vinblastina
A. deligata > Alcaloides

G. aggregatum >
G. feugianum <
G. margarita >
G. rubiforme <
G. fasciculatum >
S. heterogama <

G. intraradices >
G. margarita >

Castonospermina

A. bireticulata > Alcaldides
A. scrobiculata >

G. margarita >

G. aggregatum >

G. geosporum >

Ratti et al. (2010)

Rosa-Mera et al.
(2011)

Nisha & Rajeshkumar
(2010)

Abu-Zeyad et al.
(1999)

Rajeshkumar et al.
(2008)
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G. mosseae >
S.heterogama >

THEACEAE
Camellia sinensis Mix FMA nativos > Cafeina Singh et al. (2010)
(L). O. Kuntze Fungos cultivados >

Produc&o de fitoquimicos em plantas micorrizadas, com relacdo ao controle: (>) maior (=) igual (<) menor

A producdo de biomoléculas na parte subterrdnea vegetal, classicamente
relacionada a comunicacgdo entre simbiontes, também tem recebido atencdo nas pesquisas
sobre producdo de compostos bioativos em funcdo de FMA. Fendis totais no bulbo de
Allium cepa L (Perner et al., 2008), 6leo-resina no rizoma de Zingiber officinale Roscoe
(Silva et al., 2008), acidos sesquiterpénicos nas raizes de Valeriana officinalis L. (Nell et
al., 2010), saponinas em tubérculo de Chlorophytum borivilianum L. (Dave & Tarafdar,
2011), colchicina no tubérculo de Gloriosa superba L. (Yadav et al., 2013), acidos
fendlicos na raiz de Echnacea purpurea (L.) Moench (Araim et al., 2009) e acidos
fendlicos e lactonas sesquiterpénicas em raizes de Arnica montana L. (Jurkiewicz et al.,
2010) tiveram a concentracdo modulada pela micorrizacdo. Além disso, foram registrados
aumentos de compostos secundarios em plantas utilizadas na dieta humana como
nutracéuticas: leucopeno em Solanum lycopersicum L. (Givoannetti et al., 2012),
compostos fendlicos antioxidantes em C. cardunculus (Cecarreli et al., 2010) e compostos

fendlicos em Lactuca sativa L. (Baslam & Goigoechea, 2012).

No Brasil, o primeiro trabalho com plantas medicinais micorrizadas visando
aumento na producdo de compostos bioativos foi realizado por Freitas et al. (2004), os
quais observaram em M. arvensis incremento na producao e qualidade de 6leos essenciais.
Quatro anos depois, Silva et al. (2008) registraram maior producdo de éleo resina no
rizoma de Z. officinale inoculada com S. heterogama, Gigaspora decipiens, Acaulospora
koskei, Entrophospora colombiana e mistura dos quatro isolados. Recentemente, no
Nordeste, Oliveira et al. (2013) e Pedone-Bonfim et al. (2013) observaram aumento na
producdo de compostos fendlicos nas espécies arbdreas medicinais nativas da Caatinga, M.

urundeuva e A. colubrina, respectivamente, quando em associagdo com FMA.

Isolados distintos de FMA podem influenciar diferentemente a quantidade e
qualidade dos compostos terpendides, nitrogenados e fendlicos em diferentes espécies de
plantas medicinais (Copetta et al., 2006; Toussaint et al., 2007; Kapoor et al., 2002a;

Khaosaad et al., 2006). Em O. basilicum var. genovese colonizada por G. rosea houve
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aumento na produgdo de dleos essenciais, de canfora e de a-terpineol; por outro lado, em
plantas inoculadas com G. margarita registraram baixas concentracGes de eucalipitol,
linalol e eugenol (Copetta et al., 2006). Similarmente, os frutos de Anethum graveolens e
de Trachyspermum ammi inoculadas com G. macrocarpum tiveram maior concentracao de
Oleos essenciais que plantas inoculadas com G. fasciculatum (Kapoor et al., 2002a).
Associadas a G. mosseae, 0s gendtipos O. vulgare b 13/2 e Origanum vulgare var. cona
apresentaram aumento na concentracdo de éleos essenciais, porém em O. vulgare ssp.
hirtum var. Kaliterea esse beneficio ndo foi documentado (Khaosaad et al., 2006). Esses
registros apontam para a necessidade de selecdo de isolados de FMA quando o objetivo é
otimizar a producdo de compostos bioativos.

Alteracdes nas concentracbes de alcaldides também foram registradas em C.
australe e C. roseus por influéncia indireta da colonizagdo micorrizica (Abu-Zeyad et al.,
1999; Ratti et al.,, 2010). Em C. roseus, G. mosseae foi mais eficiente do que G.
aggregatum e G. fasciculatum em induzir aumento na producéo de alcaloides na raiz, no
caule e nas folhas (Ratti et al., 2010). Por outro lado, em C. australe, G. intraradices foi
mais eficiente do que G. margarita em maximizar a producéo de castanospermina (Abu-
Zeyad et al., 1999). Quanto aos compostos fenolicos, a colonizacdo de E. purpurea por G.
intraradices favoreceu a concentracdo desses compostos nas raizes com relagdo ao

controle, com destaque para o &cido caftarico e acido chicorico (Araim et al., 2009).

Os Fendlicos, sdo compostos antioxidantes que protegem 0s organismos contra 0s
radicais livres (Vermerris & Nicholson, 2006). Em raizes colonizadas por FMA foi
verificada grande quantidade de espécies reativas ao oxigénio (Fester e Hause, 2005); tal
incremento € justificado pelo aumento no nimero de enzimas antioxidantes (Lambais et
al., 2003) e de compostos fendlicos antioxidantes (Toussaint et al., 2007) em plantas
micorrizadas. Ceccarelli et al. (2010) registraram que a coloniza¢do micorrizica arbuscular
em C. cardunculum induziu aumento do conteudo fendlico com poder antioxidante,
resultando em maior atividade antiradicais livres na parte aérea. Porém, Geneva et al.
(2010) observaram que em S. officinalis houve reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes importantes, como a ascorbato peroxidase, a superéxido dismutase e a
catalase, sugerindo que a colonizacdo micorrizica provavelmente ndo tenha causado

estresse oxidativo.
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Os seguintes mecanismos foram propostos para explicar como os FMA modulam a
producdo de metabdlitos secundarios nas raizes e na parte aérea das plantas: sinalizacdo
entre os simbiontes mutualisticos, nutricdo melhorada, resposta de defesa, alteracfes no
perfil hormonal, alta taxa de fotossintese, aumento dos niveis de espécies reativas do
oxigénio, ativacdo de rotas metabdlicas, aumento do contetudo de moléculas sinalizadoras
envolvidas na sintese de compostos fendlicos, maior atividade e expressdo génica de
enzimas chave de rotas metabdlicas (Larose et al., 2002; Kapoor et al., 2002a; Copetta et
al., 2006; Toussaint et al., 2007; Chaudhary et al., 2008; Dave & Tarafdar, 2011; Zimare et
al., 2013; Zhang et al., 2013, Ceccarelli et al., 2010). No entanto, para Toussaint (2007),
0s mecanismos que 0s FMA utilizam para induzir aumento dos compostos fitoquimicos na
parte aérea das plantas hospedeiras ainda ndo estdo esclarecidos. Larose et al. (2002)
observaram que a sinalizacdo entre os simbiontes aumenta a concentracdo de flavondides
na raiz de Medicago sativa cv. Steel, dependendo do estadio da simbiose e da espécie de
FMA inoculado. Por outro lado, Copetta et al. (2006) e Zubek et al. (2010) sugeriram que
é a resposta de defesa a colonizacdo micorrizica que eleva a concentracdo de compostos
secundarios, considerando que a atividade antifiungica ¢ uma das funcdes dos Oleos

essenciais.

A nutricdo melhorada das plantas micorrizadas, especialmente em fosforo (Kapoor
et al., 2002a) e em nitrogénio (Toussaint et al., 2007; Mota-Fernandez et al., 2011), pode
incrementar a producdo de terpenoides e de acidos fenolicos. Contudo, hd controversias
sobre a influéncia da fertilizacdo fosfatada em aumentar a producdo de compostos
bioativos em plantas medicinais. Kapoor et al. (2002a) apontaram o P como um possivel
indutor da producdo e da qualidade de Oleos essenciais em A. graveolens e T. ammi
inoculadas com G. macrocarpum e G. fasciculatum. Para Toussaint et al. (2007), o
aumento na producdo de acido rosmarinico e acido caféico em O. basilicum pode ter sido
influenciado tanto pelo P como mediado diretamente pelo FMA. Em S. officinalis
micorrizada ndo houve alteracdo na producdo de acidos fenolicos, enquanto o alto teor de P
aumentou a concentracdo de 4&cido rosmarinico nas folhas (Nell et al., 2009).
Contrariamente, Freitas et al. (2004) observaram que a micorrizacdo de M. arvensis,
associada a aplicacdo de P, reduziu os teores de mentol e a qualidade dos 6leos essenciais,
enquanto sem a adicdo de P, as plantas tiveram aumento de 88 % no teor de Oleos

essenciais e 89 % no teor de mentol, que o controle ndo inoculado. Pedone-Bonfim et al.
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(2013) registraram que o beneficio da nutricdo fosfatada associada a inoculagéo
micorrizica foi dependente do composto fendlico considerado.

O aumento do numero de tricomas glandulares em folhas de O. basilicum var.
genovese, devido a mudancas hormonais induzidas por FMA, pode estar relacionado a
maior concentracdo de Oleos essenciais (Copetta et al., 2006). No entanto, resultados
contrarios foram encontrados por Marone-Fortunato & Avato (2008), os quais verificaram
que apesar de G. viscosum ter induzido aumento significativo na densidade de glandulas
nas folhas de O. vulgare, o incremento ndo foi suficiente para produzir mudancas claras na

sintese e acumulo de 6leos essenciais.

Os FMA formam associagdo com a maioria das espécies vegetais da Caatinga
(Souza et al., 2003), dentre as quais L. ferrea (Gatai et al., 2011). O conhecimento sobre a
condicdo micorrizica da espécie vegetal é importante para garantir sucesso na producéo de
mudas, sobretudo em condi¢Ges adversas, como solos pobres em nutrientes (Santana,
2010) ou contaminados (Gatai et al., 2011). A eficiéncia de FMA sobre o crescimento de
espécies de Caesalpinia é conhecida (Carneiro et al., 1998), porém nédo esta documentado
0 papel da simbiose em otimizar a producdo de compostos bioativos em plantas desse
género. Nesse contexto, o emprego da tecnologia micorrizica pode ser alternativa
promissora, pois esse beneficio foi registrado em outras espécies da Caatinga como M.

urundeuva (Oliveira et al., 2013) e A. colubrina (Pedone-Bonfim et al., 2013).

Para a regido semi-arida, os agricultores poderdo cultivar mudas de plantas
medicinais, tornando possivel o comércio de matéria prima, evitando o extrativismo

indiscriminado e agregando valor a sua economia.
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3. COMPOSTOS BIOATIVOS FOLIARES EM MUDAS DE PAU-FERRO
INOCULADAS COM FMA E CULTIVADAS EM SOLO ADUBADO COM
FOSFORO'*

! Trabalho a ser submetido para publicacdo na Industrial Crops and Products.
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3. COMPOSTOS BIOATIVOS FOLIARES EM MUDAS DE PAU-FERRO
INOCULADAS COM FMA E CULTIVADAS EM SOLO ADUBADO COM
FOSFORO

RESUMO

A aplicagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) associada a fertilizacdo fosfatada
pode otimizar a biossintese de compostos bioativos. Libidibia ferrea é utilizada pela
populacdo do nordeste do Brasil como recurso terapéutico, devido as suas propriedades
medicinais. Plantas dessa espécie formam simbiose com FMA e foi testada a hipdtese de
que a fertilizacdo fosfatada aumenta a producdo de compostos bioativos foliares, com o0s
beneficios maximizados em plantas micorrizadas. Portanto, objetivou-se verificar o efeito
da inoculacdo micorrizica e da adubacdo fosfatada na producdo de biomoléculas foliares
em mudas de L. ferrea. Plantulas foram transferidas para potes com 1,2 kg de solo adubado
ou ndo com 13, 31 e 55 mg de P,Os/kg de solo. Solo-indculo contendo 300 esporos de um
mix de Claroideoglomus etunicatum + Gigaspora albida + Acaulospora longula foi
depositado nas raizes e as plantas mantidas em telado experimental por sete meses. A
inoculagdo micorrizica favoreceu o acimulo de matéria seca da parte aérea das plantas,
dispensando a fertilizacdo do substrato, enquanto a adicdo de P maximizou a biossintese de
carboidratos soluveis e de clorofila total. No entanto, a aplicagdo conjunta de FMA e P nédo

incrementa a producdo de compostos bioativos foliares em mudas de pau-ferro.

Palavras-chave: Glomeromycota, metabolismo secundario, nutricdo fosfatada.

1. INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo abundantes no solo e associam-se
simbioticamente a raizes da maioria das espécies vegetais. A associacao propicia aumento
no crescimento da planta, devido a absorcdo de nutrientes do solo, principalmente fosforo
(Smith & Read, 2008). Em solos pobres em P, plantas micorrizadas sdo beneficiadas
devido a atuacdo do miceélio externo, que explora area além dos limites das raizes (Moreira
& Siqueira, 2002). No entanto, niveis elevados de P no solo prejudicam a associa¢do

(Carneiro et al., 2004), suprimindo diversos beneficios ao hospedeiro.

Diversas plantas nativas da Caatinga formam associagcdo micorrizica (Souza et al.

2003), incluindo medicinais. Entre essas, destaca-se L. ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz
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var. ferrea (Gatai et al., 2011), conhecida vulgarmente como pau-ferro (Lorenzi, 2002),
leguminosa utilizada pela populagdo por possuir consideravel potencial medicinal
(Almeida et al., 2005). Plantas de L. ferrea possuem propriedades antiulcerogénica (Bacchi
et al., 1995), antiinflamatéria, analgésica (Carvalho et al., 1996), anticancerigena
(Nakamura et al., 2002) e antibacteriana (Sampaio et al., 2009). Essas caracteristicas estdo
associadas a presenca de compostos secundarios com potencial medicinal, como

flavonoides, fendis, taninos, entre outros (Gonzalez, 2005).

Uma das ferramentas tecnolégicas para aumentar a producdo de compostos de
importancia farmacoldgica é a utilizacdo de FMA eficientes (Oliveira et al., 2013), que
podem favorecer o acimulo de compostos primarios e secundarios em plantas medicinais
(Ratti et al., 2010; Cecarelli et al., 2010; Dave & Tarafdar, 2011). Nesse sentido, o P &
conhecido por modular a atuagdo dos FMA na biossintese de moléculas (Pedone-Bonfim et
al., 2013). No entanto, como os resultados séo conflitantes (Kapoor et al., 2004, Toussaint
et al., 2007; Copetta et al., 2006, Chaudhary et al., 2008; Dave & Tarafdar, 2011; Zimare
et al., 2013; Zhang et al., 2013, Ceccarelli et al., 2010), sdo necessarios estudos para
definir o papel da simbiose na maximizacdo da sintese de compostos bioativos em L.
ferrea. Com isso busca-se estabelecer protocolo biotecnolégico de baixo custo para
producdo de plantas com elevados teores de fitoquimicos nas folhas e, portanto, mais
atrativas para a industria de fitoterapicos. Além disso, L. ferrea € um modelo experimental

de relevancia, considerando que forma simbiose com FMA (Gattai et al., 2011).

Neste estudo foi testada a hipotese de que a fertilizagdo fosfatada aumenta a
producdo de compostos bioativos foliares, com os beneficios maximizados em plantas
inoculadas com FMA. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da
inoculacdo micorrizica e da adubacdo fosfatada na producéo de biomoléculas foliares em

mudas de L. ferrea.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Substrato

Foi utilizado latossolo de area de Caatinga nativa, coletado no municipio de
Petrolina-PE, apresentando: matéria organica 2,48 g kg™; PH(H20-1:25 4,9; Condutividade
Elétrica 3,16 ds m™; P 5,50 mg dm™; K 0,18 cmol.dm™; Ca 2,5 cmol. dm™; Mg 3,5 cmol,

dm™: Na 0,47 cmol. dm™ e Al 0,05 cmol, dm™. Partes do solo foram adubadas com 13, 31
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e 55 mg kg™ de P,Os e ap6s analise apresentaram, respectivamente, 7,4; 7,9 e 8,4 mg dm
de P.

2.2 Material vegetal

Mudas de L. ferrea foram preparadas a partir de sementes (adquiridas em area de
Caatinga), cuja dorméncia foi quebrada por meio de escarificacdo quimica com &cido
sulfdrico por 20 minutos, seguida por lavagem com agua corrente e dgua destilada (Biruel
et al., 2007). A germinacdo foi realizada em recipientes com capacidade para 50 mL,

contendo vermiculita granulagdo média.
2.3 Inoculagdo micorrizica

Plantulas com duas folhas definitivas foram transferidas para potes com 1,2 Kg de
solo (ndo esterilizado), com ou sem superfosfato simples, e na regido das raizes foi
depositado solo-in6culo contendo um mix de 300 glomerosporos (1:1:1) de
Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. SchulRler (UFPE 06)
+ Gigaspora albida N. C. Schenck & G. S. Sm. (UFPE 01) + Acaulospora longula Spain
& N. C. Schenck (UFPE 21). O experimento foi mantido em telado experimental
(Universidade de Pernambuco — Campus Petrolina, Brasil) por sete meses, em condi¢cfes
ambientais de temperatura e umidade relativa do ar variando entre 21,0 °C e 32,6 °C e 26,5

% e 76,7 %, respectivamente.
2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 2
X 4: 2 tratamentos de inoculacdo (controle ndo inoculado e inoculado com mix de FMA) X

4 niveis de P (solo natural ou adubado com superfosfato simples), em 5 repeticdes.
2.5 Avaliag6es de crescimento vegetal e do FMA

Ao final do experimento foram avaliados: matéria seca da parte aérea (MSPA),
clorofila total e coloniza¢do micorrizica. A matéria seca foi determinada quando o material
vegetal atingiu peso constante em estufa (45 °C). O teor de clorofila foi estimado in vivo
com auxilio do CFL1030 - Medidor Eletronico de Teor de Clorofila clorofiLOG, e o0s
dados expressos em indice de Clorofila Falker (ICF). Raizes foram retiradas dos

substratos, lavadas, clarificadas (KOH 10 %, p/v e H,0O, 10 %, v/v) e coradas com azul de
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Trypan (0,05 %, p/v) (Phillips & Hayman, 1970) e o percentual de coloniza¢do micorrizica
foi estimado pelo método de interseccdo de quadrantes (Giovannetti & Mosse, 1980).

2.6 AvaliacOes bioquimicas e fitoquimicas:

2.6.1 Preparo do extrato etandlico

Foi preparado extrato vegetal macerando-se 500 mg de folhas secas picotadas em
frascos ambar (80 mL) com 20 mL de etanol (95 %), por 12 dias a 20 °C e ao abrigo da luz.
Ao final desse periodo o extrato foi filtrado em gaze e re-filtrado em papel de filtro
qualitativo e armazenado em frasco ambar (- 4 °C) (Brito et al., 2008). No extrato etandlico

foram quantificados:

2.6.2 Carboidratos soluveis: a quantificacdo foi realizada em 50 pL do extrato etanolico,
95 uL de &gua destilada, 50 pL de fenol (80 %, p/v), sequindo agitacdo intensa em vortex;
em seguida foram adicionados 2 mL de acido sulfurico, deixando-se em repouso por 10
minutos a 22 °C, sendo conduzida a leitura em espectrofotometro (490 nm). A curva-

padréo foi preparada utilizando-se glicose (Dubois et al., 1956).

2.6.3 Fenois totais: foram adicionados 2 mL do extrato, 5 mL do Reagente de Folin-
Ciocalteau (10 %, v/v) e 10 mL de carbonato de sodio (7,5 %, p/v) em baldo volumétrico e
0 volume foi completado para 100 mL com &gua destilada. Apds 30 minutos em repouso,
foram realizadas leituras de absorbancia (760 nm), adotando-se o &cido tanico como
padrdo (Monteiro et al., 2006).

2.6.4 Taninos totais: Em frasco ambar foram adicionados 3 mL do extrato e 0,5 g de
caseina em pdé e o material mantido em agitacdo constante (3 h/ 160 rpm/ 25 °C). Em
seguida as amostras foram filtradas, completando-se o volume para 25 mL em baldo
volumétrico e a quantificacdo foi feita pelo método de Folin-Ciocalteau. A diferenca entre
essa leitura e aquela obtida na quantificacdo de fendis totais equivale a concentracdo de
taninos (Monteiro et al., 2006).

2.6.5 Flavonoides totais: em um baldo volumétrico colocou-se 1 mL do extrato etandlico,
0,6 mL de &cido acético glacial, 10 mL de solucdo piridina:metanol (2:8, v/v) e 2,5 mL de
solucdo etandlica de cloreto de aluminio (5 %, p/v), e o volume final de 25 mL completado
com &gua destilada. Apds repouso de 30 minutos, a absorbancia foi medida (420 nm),

utilizando-se rutina para preparo da curva-padrao (Araujo et al., 2008).
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2.6.6 Atividade antioxidante: em um tubo de ensaio rosqueado adicionou-se 0,1 mL do
extrato e 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM), homogeneizando-se em seguida em vortex.
Para preparo do controle, 0,1 mL da solugdo controle (alcool metilico, acetona e agua) foi
adicionado em um tubo de ensaio e 3,9 mL do radical DPPH. O &lcool metilico foi usado
como branco e as leituras foram realizadas em espectrofotometro (515 nm), apds repouso
de 30 minutos (Rufino et al., 2007).

2.7 Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(5 %), utilizando-se o programa Assistat 7.6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os fatores estudados (FMA e P) para a matéria
seca da parte aérea e colonizagdo micorrizica. Por outro lado, houve efeito apenas do P
para a atividade antioxidante total, concentracdo de carboidratos soluveis e clorofila total.

Para 0s demais parametros ndo houve efeito dos fatores testados (Tabela 1).

Tabela 1. Niveis de significancia (valores de p) para as variaveis estudadas, levando em

consideracéo os efeitos dos fatores isolados (P e FMA) e a interagdo FMA X P

Variavel P FMA P X FMA
Matéria seca da parte aérea ** ns **
Colonizagdo micorrizica il il faled
Concentracdo de fendis totais ns ns ns
Concentracdo de flavonoides totais ns ns ns
Concentracdo de taninos totais ns ns ns
Atividade antioxidante fale ns ns
Concentracdo de carboidratos sollveis *k ns ns
Clorofila total * ns ns

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

Em todos os niveis de P os tratamentos inoculados com FMA apresentaram maior
colonizagdo das raizes em relacdo ao tratamento controle, (Tabela 2). De modo geral,

menor colonizagdo foi registrada nas plantas cultivadas nos niveis intermediarios de P (13
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e 31 mg P dm™®) (Tabela 2). Cavalcante et al. (2002) registraram que os fungos inoculados
foram mais efetivos em colonizar mudas de Passiflora edulis em solo ndo esterilizado e

adubado com P, em relacdo aos FMA nativos.

Nas mudas ndo inoculadas, o beneficio da adubacdo fosfatada no acimulo de
MSPA foi observado nos niveis mais altos de P (31 e 55 mg P dm™) (Tabela 2). Por outro
lado, a inoculagdo micorrizica favoreceu a producdo de MSPA no solo sem fertilizagdo
(5,50 mg P dm™), resultando em aumento de 10,6 % em relacdo ao controle (Tabela 2).
Registros de beneficios da inoculacdo micorrizica em solos sem fertilizagcdo fosfatada tém
sido documentados em Menta arvensis L. (Freitas et al., 2004) e em Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan (Pedone-Bonfim et al., 2013).

Tabela 2. Colonizacdo micorrizica e matéria seca da parte aérea (MSPA) em mudas de
pau-ferro cultivadas em telado experimental, em solo com quatro niveis de P e inoculadas

ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares, sete meses apos a inoculacéo

Tratamentos de Niveis de P (mg dm™ solo)
inoculacéo 5,50 13 31 55

Colonizacéo (%)

Controle 56,21 aB 46,21 bB 35,18 cB 55,71 aB

FMA 66,28 aA 64,60 abA 54,48 cA 61,36 bA
MSPA (g)

Controle 1,60 bB 1,71 bA 2,34 aA 2,37 aA

FMA 1,77 bA 1,85 bA 2,26 aA 1,99 bB

Médias (n= 5) seguidas da mesma letra, minGscula na linha e mailsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de
Tukey (5 %).

O potencial antioxidante das folhas de pau-ferro cultivadas com 31 mg dm? foi
menor do que aquelas cultivadas nos menores niveis de P (Tabela 3), independentemente
da inoculacdo micorrizica. Mesmo o fésforo sendo um macronutriente importante nas rotas
anabolicas de compostos que conferem potencial antioxidante aos vegetais (Heldt, 2005),
esse beneficio ndo foi documentado nesse estudo. E provavel que outros nutrientes estejam
envolvidos na biossintese de moléculas com potencial de captura de radicais livres. Nesse

sentido, estudos adicionais devem ser delineados para comprovar tal hipotese.

Independentemente da inoculagdo com FMA, houve aumento de carboidratos

soltveis nas folhas das mudas cultivadas em solo fertilizado nos niveis intermediarios de P
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(Tabela 3); achados similares foram documentados por Pedone-Bonfim et al. (2013) com a

leguminosa A. colubrina.

Houve aumento na producdo de clorofila em plantas adubadas com 31 mg dm™
P,Os em relagdo ao menor nivel de P testado (Tabela 3), independentemente do tratamento
de inoculacdo. Resultados similares foram obtidos por Oliveira et al. (2014) em mudas de
Passiflora alata adubadas com vermicomposto. Como registrado por Baslam e Goicoechea
(2012), a associacdo micorrizica pode aumentar a concentracdo de clorofilas totais,
resultando em aumento das taxas fotossintéticas, beneficiando o crescimento da planta
hospedeira, o desenvolvimento e a funcionalidade da simbiose e direcionando a biossintese
de carboidratos (Shing et al., 2010), mas 0 mesmo ndo ocorreu no presente estudo (Tabela
1).

Tabela 3. Concentracdo de clorofila total (ICF-Indice de Clorofila Falker), carboidratos
solliveis (mg g planta™) e atividade antioxidante (mg planta/mg DPPH) foliares em mudas de
pau-ferro cultivadas em telado experimental, em solo com ou sem adicdo de P,

independentemente dos fungos micorrizicos arbusculares, sete meses apds a inoculacéo

Variaveis Niveis de P (mg dm™ solo)

5,50 13 31 55
Atividade antioxidante 0,38a 0,23a 0,19b 0,30 ab
Carboidratos solUveis 0,17 b 0,22a 0,22a 0,16 b
Clorofila total 2891b 30,68 ab 33,71a 32,78 ab

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

Também ha relatos do beneficio da micorrizacdo no aumento da producdo de
compostos secundarios vegetais, com 0 aumento relacionado a mecanismos nutricionais
(Kapoor et al. 2002) e ndo nutricionais (Mandal et al. 2013). No entanto, ndo se registrou
incremento na producdo de fendis, flavonoides e taninos totais nas mudas de pau-ferro
micorrizadas (Tabela 4). Resultados contrarios foram obtidos com a leguminosa A.
colubrina micorrizada e cultivada em solo adubado com P (Pedone-Bonfim et al., 2013).
Isso confirma a necessidade de estudos para definir a eficiéncia de FMA na producdo de
compostos bioativos vegetais, devendo-se evitar generalizagcbes sobre o comportamento

das familias vegetais em relagdo ao acumulo desses compostos.
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Tabela 4. Concentracdo fendis totais, flavonoides totais e taninos foliares em mudas de
pau-ferro inoculados com FMA cultivadas em telado experimental, em solo com ou sem

adicdo de P, sete meses apds a inoculacao

Tratamento de inoculacéo Niveis de P (mg dm™ solo)
5,50 13 31 55

Fenois totais*

Controle 4,70 aA 3,38 aA 3,23 aA 3,71aA
FMA 3,62 aA 3,23 aA 2,83 aA 3,12 aA

Flavonoides totais*

Controle 69,41 aA 68,02 aA 74,38 aA 75,66 aA
FMA 63,40 aA 75,81 aA 68,57 aA 72,79 aA

Taninos totais*

Controle 4,60 aA 3,28 aA 3,14 aA 3,60 aA
FMA 3,52 aA 3,24 aA 2,70 aA 3,03 aA

* mg g planta®
(n=5) seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maitsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

Nas plantas ndo micorrizadas de L. ferrea houve ajuste quadratico para colonizagédo
(y= 32,6 + 51,3x — 33,1x%* R?*=0,99 e p<0,01), carboidratos (y= 0,12 + 0,07x - 0,01x%* R*=
0,95 e p<0,05) e atividade antioxidante (y= 0,64 - 0,32x + 0,06x*; R*= 0,87 e p<0,01). Por
outro lado, nas plantas inoculadas registrou-se ajuste quadratico para colonizacao
micorrizica (y= 34,05 + 57,7x - 29,7x% R?*= 0,99 e p<0,01) e MSPA (y= 3,44 - 2,70x +
1,33x%; R%= 0,99 e p<0,01); para os demais parametros os ajustes ndo foram significativos.
Resultados similares de ajuste quadratico, para a colonizagdo micorrizica e para o contetdo
de carboidratos soltveis foram documentados por Oliveira (2014) em Passiflora alata,

cultivadas em diferentes niveis de vermicomposto.

A hipétese inicial do trabalho ndo foi confirmada, indicando que a aplicacao
conjunta de P e de FMA ndo incrementa a biossintese de biomoléculas com potencial
medicinal em folhas de pau-ferro. Estudos futuros devem incluir outros nutrientes,
considerando que as abordagens nutricionais para incremento da producdo de compostos

bioativos em plantas micorrizadas focam apenas o P (Toussaint, 2007).
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4, CONCLUSOES

- O crescimento de mudas de pau-ferro é maximizado pela inoculagdo com FMA,
dispensando a adigéo fosfatada.

- O uso combinado da inoculacdo com FMA e adi¢do de P, nos niveis testados, ndo

incrementa a produgdo de compostos secundarios foliares em mudas de L. ferrea.
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4. PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS FOLIARES EM MUDAS
MICORRIZADAS DE PAU-FERRO [Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz
var. ferrea)?

% Trabalho submetido para publicacdo no Journal of Medicinal Plant Research
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4. PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS FOLIARES EM MUDAS
MICORRIZADAS DE PAU-FERRO [Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz
var. ferrea]

RESUMO

Libidibia ferrea é uma planta nativa da Caatinga utilizada na medicina tradicional devido a
presenca de compostos bioativos. Em algumas plantas, essas biomoléculas tém a producao
maximizada pela inoculacdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Este estudo
teve como objetivo determinar e selecionar FMA eficientes em otimizar o crescimento e a
producdo de compostos bioativos em L. ferrea. Plantulas com duas folhas definitivas foram
inoculadas ou ndo com solo-indculo fornecendo 200 glomerosporos de Claroideoglomus
etunicatum, Gigaspora albida e Acaulospora longula e cultivadas em solo ndo esterilizado
e adubado com 5 % de vermicomposto. O experimento foi mantido em telado por sete
meses, sendo avaliados: altura, namero de folhas, diametro do caule, matéria seca da parte
aérea e das raizes, colonizacdo micorrizica, clorofilas (total, a e b) e concentracdes de
carboidratos solUveis, proteinas, taninos, fenois e flavonoides totais. A micorrizagdo com
G. albida favoreceu a producdo de mudas com maior diametro do caule e com maior
acumulo foliar de clorofila a, proteinas totais e flavonoides totais. O sistema
biotecnologico empregando G. albida pode ser alternativa para producdo de mudas de L.

ferrea com maiores teores de flavonoides totais.

Palavras chave: Glomeromycota, flavonoides, Libidibia ferrea, semi-arido.

1. INTRODUCAO

Arvore nativa da Caatinga, Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L. P. Queiroz var.
ferrea (= Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.) (Fabaceae), também conhecida como pau-ferro
ou juca, tem diversas utilidades na restauracdo florestal de areas degradadas e na
recuperacdo de solos (Maia, 2004). E utilizada na medicina tradicional contra varias
doencas pelas atividades antiulcerogénica, antiinflamatoria, analgésica, hipoglicemiante,
anticancerigeno e antimicrobiana (Bacchi et al., 1995; Nakamura et al., 2002; Gonzalez,
2005; Sampaio et al., 2009). Tais propriedades terapéuticas estdo relacionadas a presenca
de compostos secundarios como flavondides, fendis, taninos, saponinas, cumarina,
antraderivados e quinonas (Gonzalez, 2005; Almeida et al., 2005), presentes nas folhas,

frutos, casca e raiz da planta (Maia, 2004).
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Os FMA formam simbiose mutualistica com a maioria das plantas, havendo troca
de nutrientes entre os parceiros. A micorrizagdo é benéfica para a planta hospedeira,
estimulando o crescimento de mudas (Cavalcante et al., 2001), acimulo de nutrientes na
parte aérea, e protecdo contra patdgenos (Smith & Read, 2008). Estudos recentes tém
comprovado que a simbiose micorrizica pode ser alternativa na maximizagdo da producao
de compostos quimicos com potencial medicinal (Ratti et al., 2010; Oliveira et al., 2013),
com a fitomassa produzida concentrando mais principios ativos (Chaudhary et al., 2008;
Ceccarelli et al., 2010; Zubek et al., 2012).

Embora a producgdo de fitoquimicos por plantas de pau-ferro seja comprovada e
existam registros da associagdo com FMA (Carneiro et al., 1998; Gattai et al., 2011), ndo
se conhece o potencial de FMA em incrementar a producdo dessas biomoléculas. Neste
trabalho foi testada a hipotese de que os FMA aumentam a concentragdo de fitoquimicos
foliares em L. ferrea, com os beneficios dependendo do isolado de FMA testado e do
composto bioativo considerado. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a producéo de

compostos bioativos foliares em mudas de pau-ferro inoculadas com FMA.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Telado Experimental da Universidade de
Pernambuco — Campus Petrolina, localizado no municipio de Petrolina — PE (Nordeste do
Brasil), entre agosto de 2011 e marco de 2012. De acordo com a classificacdo de Kdeppen
o clima na regido é Bswh [Clima Semi-Arido, com altas temperaturas (> 22 °C) e escassas

chuvas no inverno (< 250 mm)].
2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos
de inoculacdo e cinco repeticdes, utilizando solo ndo esterilizado: controle (presenca de
FMA nativos), inoculado com Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C.
Walker & A. SchiRler (UFPE 06), inoculado com Gigaspora albida N. C. Schenck & G.
S. Sm. (UFPE 01) e inoculado com Acaulospora longula Spain & N. C. Schenck (UFPE
21).
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2.2 Material vegetal e solo

As sementes de pau-ferro (coletadas na Caatinga) foram escarificadas
quimicamente com &cido sulfarico (98 %) durante 20 minutos, para quebra da dorméncia
(Biruel et al., 2007), lavadas com agua corrente e depois com agua destilada e em seguida

colocadas para germinar em recipientes (50 mL) contendo vermiculita granulagdo média.

Plantulas com duas folhas definitivas foram transferidas para potes com 1,2 kg de
substrato composto por solo (ndo esterilizado) coletado em é&rea de Caatinga nativa
misturado com 5 % de vermicomposto, apresentando: matéria organica 3,21 g kg™; pH 5,2;
C.E. 3,53 ds m™; P 12,68 mg dm™; K 0,26 cmolc dm™; Ca 2,7 cmol. dm™; Mg 1,8 cmol,
dm™; Na 0,49 cmol. dm™; Al 0,05 cmol. dm™. As plantulas foram inoculadas com solo-
inoculo contendo 200 glomerosporos + hifas + raizes colonizadas de cada FMA testado. O
experimento foi mantido em telado por 225 dias, em condi¢des ambientais de temperatura
(Tmin: 24,97 °C e Tmax: 38,57 °C) e umidade relativa do ar (URmin: 33,09 %; URnsx: 84,50

%). As plantas foram irrigadas diariamente.
2.3 Parametros de crescimento e colonizacdo micorrizica

Apos sete meses, o experimento foi colhido e avaliados: altura, nimero de folhas,
diametro do caule, matéria seca da parte aérea e das raizes e colonizacdo micorrizica. Para
determinacdo da matéria seca, 0 material vegetal foi mantido em estufa (45 °C) até atingir
peso constante. O teor de clorofila foi estimado in vivo utilizando Medidor Eletrdnico de
Teor de Clorofila clorofiLOG - CFL1030 e expresso em ICF (indice de Clorofila Falker®)
(Falker Automatacdo Agricola Industria Brasileira, made in Brazil). A colonizagdo
micorrizica foi avaliada pelo método de intersecdo dos quadrantes (Giovannetti & Mosse,
1980) apos diafanizacdo de raizes com KOH (10 %), H,O, (10 %) e coloracdo com azul de
Trypan (0,05 %) (Phillips & Hayman, 1970).

2.4 Reagentes

Os seguintes produtos quimicos foram usados: &cido acético glacial, &cido
sulfurico, alcool etilico, alcool metilico, e carbonado de soédio de F Maia (Cotia, SP,
Brasil); albumina bovina sérica e hidrato de rutina da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP,

Brasil); acido tanico, caseina, cloreto de aluminio, Azul de Coomassie G-250, glicose,
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acido fosforico, fenol, piridina da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e reagente de Folin—

Ciocalteau da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
2.5 Preparacéo do extrato vegetal

Apobs secagem em estufa, 500 mg de folhas foram picotadas e transferidas para frascos
ambar (80 mL), sendo adicionados 20 mL de etanol (95 %) (F Maia® Cotia, SP, Brasil).
Apb6s maceracdo por 12 dias (25 °C) ao abrigo da luz, o extrato foi filtrado em gaze e re-
filtrado em papel de filtro qualitativo e armazenado em frasco ambar (- 4 °C) (Brito et al.,
2008). No extrato foram quantificados: proteinas totais, carboidratos soluveis, fendis,

flavondides e taninos totais, como descrito abaixo:
2.5.1 Proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford (1976)
(modificado). Em tubo de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato etandlico e 2,5 mL
do Reagente de Bradford, seguindo-se a agitacdo em vortex. Apds cinco minutos, as
leituras foram feitas em espectrofotémetro (595 nm), utilizando o BSA (albumina bovina

sérica) como padrao.
2.5.2 Carboidratos solGveis

A quantificacdo foi feita pelo método de Dubois et al. (1956) modificado. Em um
tubo de ensaio rosqueavel foram colocados 50 pL do extrato etanolico, 95 pL de agua
destilada, 50 pL de fenol (80 %, p/v), procedendo-se agitacdo intensa em vortex.
Posteriormente, foram adicionados 2 mL de acido sulfurico (98 %) e ap0s incubacdo (10
minutos / 22 °C) foi conduzida a leitura em espectrofotdmetro (490 nm). Utilizou-se

glicose para preparo da curva-padréo.
2.5.3 Fendis totais

Os fenois totais foram determinados de acordo com a metodologia proposta por
Monteiro et al. (2006). Em baldo volumétrico (100 mL) foram adicionados 2 mL do
extrato, 5 mL do Reagente de Folin-Ciocalteau (10 %, v/v), 10 mL de carbonato de sddio
(7,5 %, p/v) e o volume foi completado para 100 mL com agua destilada. Ap6s 30 minutos
em repouso, foram realizadas leituras de absorbancia (760 nm). Adotou-se o0 acido tanico

como padréo.
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2.5.4 Taninos totais

Para quantificar taninos totais foi utilizado o método da precipitacdo de caseina,
descrito em Monteiro et al. (2006). Em um frasco ambar foram adicionados 3 mL do
extrato e 0,5 g de caseina em pd, com posterior agitacdo (160 rpm) por 3 h. As amostras
foram filtradas, sendo o volume completado para 25 mL em baldo volumétrico e a
quantificacdo realizada pelo método de Folin-Ciocalteau. A concentracdo de taninos foi
obtida pela diferenga entre o valor encontrado nessa leitura e aquele obtido na
quantificacdo de fendis totais.

2.5.5 Flavonoides totais

Os teores de flavonoides foram estimados a partir da metodologia de Aradjo et al.
(2008), com algumas modificagdes. Em um baldo volumétrico colocou-se 1 mL do extrato
etandlico, 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de solugéo piridina:metanol (2:8 v/v) e
2,5 mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio (5 %, p/v), com o volume final de 25
mL completado com &gua destilada. Apos 30 minutos em repouso, a absorbancia foi

medida (420 nm), utilizando-se rutina para preparo da curva-padrao.
2.6 Anéalise dos dados

Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de

Tukey (5 %), utilizando o programa Assistat 7.6.
3. RESULTADOS

Beneficio da micorrizacdo foi registrado para o diametro do caule e quando as
mudas estavam associadas com G. albida. (Tabela 1). Por outro lado, o efeito da
inoculacdo micorrizica foi mais evidente em outros parametros, como os teores de clorofila

e 0 acumulo de biomoléculas (Tabela 2).

A colonizacdo das raizes de L. ferrea ndo diferiu estatisticamente entre o0s

tratamentos inoculados, mas foi superior ao controle (Tabela 2).
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Tabela 1. Altura, matéria seca da parte aérea, matéria seca da parte subterranea, nimero de
folhas e didmetro do caule de mudas de pau-ferro, associadas ou ndo a fungos micorrizicos

arbusculares (FMA), sete meses ap6s a inoculacdo, em telado experimental

Variavel Tratamentos de inoculacdo
Controle Gigaspora  Claroideoglomus  Acaulospora

albida etunicatum longula
Altura (cm) 31,98 a 32,36 a 27,86 a 32,46 a
Matéria seca da parte aérea (g) 2,17a 2,28a 1,95a 2,33a
Matéria seca da parte subterranea (g) 2,36 a 1,89a 2,03a 1,89a
Namero de folhas 10,00 a 10,80 a 8,80 a 10,80 a
Didmetro do caule (mm) 3,42 b 3,8la 3,39b 3,567 ab

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

A inoculagdo aumentou a producdo de clorofila a (11,4 %) nas folhas de L. ferrea,
com aumento na concentracdo de proteinas totais (51,1 %) em mudas micorrizadas por G.
albida em relacdo ao tratamento ndo inoculado (Tabela 2). Por outro lado, a concentracéo
de carboidratos soltuveis embora ndo tenha diferido estatisticamente entre os tratamentos,

foi incrementada pela inoculagdo com G. albida (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo de proteinas totais, carboidratos sollveis, fendis totais,
flavonoides totais, taninos totais, clorofila total, clorofilas a e b foliares em mudas de pau-
ferro e colonizacdo micorrizica, associadas ou ndo a fungos micorrizicos arbusculares

(FMA), sete meses ap0s a inoculacdo, em telado experimental

Variével Tratamentos de inoculagio
Controle Gigaspora Claroideoglomus Acaulospora

albida etunicatum longula
Proteinas totais* 66,39 b 100,33 a 66,04 b 86,24 ab
Carboidratos sollveis* 0,22 ab 0,32a 0,21b 0,23 ab
Fendis totais™ 2,74 a 34la 2,74 a 2,98 a
Flavondides totais* 0,92b 1,27a 0,99b 1,11ab
Taninos totais* 2,70 a 2,98a 2,71a 2,94 a
Clordfila total** 25,37hb 44,21 ab 39,27 ab 45,35 a
Clorofila a** 342D 3,8la 3,39b 3,57 ab
Clorofila b** 9,93 ab 12,52 a 7,840 10,31 ab
Colonizagéo micorrizica (%) 6,20 b 41,99a 53,45 a 39,68 a

* (mg g planta™); ** (ICF — Indice de Clorofila Falker).
Médias (n=5) seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

A concentracdo de fendis foliares ndo variou com os tratamentos de inoculacéo,
mas a inoculacdo com G. albida incrementou a producdo de flavonoides foliares (38 %)

em mudas de pau ferro (Tabela 2).
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4. DISCUSSAO

Beneficios da micorrizagdo sobre o crescimento vegetal, como o registrado para o
didmetro do caule de mudas de L. ferrea inoculadas com G. albida, tém sido relatados em
outras plamtas (Cavalcante et al., 2001; Copetta et al., 2006). Caldeira et al. (1997), ndo
encontraram beneficios da simbiose micorrizica em mudas da leguminosa arborea
Copaifera martii L. No entanto, a micorrizagdo otimizou o crescimento de Ocimum
basilicum L. (Rasouli-Sadaghiani et al., 2010) e de Gloriosa superba L. (Yadav et al.
2013). Para definicdo da eficiéncia micorrizica € importante considerar diversos
parametros, como o crescimento da planta e a concentracdo de compostos bioquimicos e
fitoquimicos que traduzem a fisiologia do fotobionte (Huang et al., 2011; Ratti et al., 2010,
Zubek et al., 2010).

Maior colonizagdo micorrizica nos tratamentos inoculados com FMA do que no
controle indicam que os fungos utilizados foram habeis em competir com 0s fungos
nativos presentes no tratamento controle. Contrariamente, Zubek et al. (2010) verificaram
que fungos nativos produziram mais colonizagdo no cortex radicular de Inula ensifolia L.

do que os tratamentos inoculados.

As mudas de L. ferrea inoculadas com G. albida tiveram aumento na concentracdo de
pigmentos e de proteinas nas folhas. Similarmente, em Catharanthus roseus L.G. Don,
Glomus mosseae favoreceu aumento na concentracdo de clorofila total e clorofila a,
enquanto G. fasciculatum contribuiu para a concentracdo de clorofila b, em relacdo ao
controle (Ratti et al., 2010). Beneficios na taxa fotossintética podem ser devido a melhor
nutricdo propiciada pela micorrizacdo (Giri et al., 2003). A eficiéncia de FMA em
aumentar a concentracao de proteinas em mudas de L. ferrea também foi documentada em
outras plantas medicinais, como em C. roseus (Ratti et al., 2010), em Echinacea purpurea
L. Moench (Araim et al., 2009) e em Camellia sinensis L. O. Kutntze (Singh et al. 2010).
A atividade dos arbusculos pode otimizar as vias biossintéticas das mitocondrias,
especificamente o ciclo de Krebs (Lohse et al., 2005), aumentando a taxa fotossintética

(Wright et al., 1998), o que favorece o anabolismo vegetal.

Embora a concentragdo de fendis foliares e taninos em pau-ferro ndo tenha variado
entre os tratamentos de inoculacdo, em outras situacdes esse beneficio foi documentado
(Cecarelli et al., 2010; Toussaint et al., 2007; Rajeshkumar et al., 2008; Singh et al., 2012).
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Estudos mostram que em plantas medicinais a biossintese de compostos fendlicos pode ser
favorecida por fatores bioticos, entre os quais a micorrizagdo (Khaosaad et al., 2008;
Toussaint et al., 2007; Rosa-Mera et al., 2011; Zimare et al., 2013). Ensaios para
determinacdo da eficiéncia micorrizica devem ser conduzidos antes da recomendacdo da
tecnologia micorrizica para incremento na producgdo de compostos fendlicos, considerando

que nem todas as espécies vegetais respondem positivamente a inoculagdo com FMA.

A inoculagdo com G. albida aumentou a producdo de flavonoides foliares em
mudas de pau-ferro, como também foi observado por Khaosaad et al. (2008) em Trifolium
pratense L. micorrizado. O fato de em mudas de pau-ferro, os niveis de producdo de
flavonoides totais terem sido elevados, em comparacgdo ao obtido em outros vegetais, como
Salvia officinalis com 0,022 mg flavondides g planta™ (Geneva et al., 2009), indica que
folhas de pau-ferro micorrizadas podem servir como fonte de flavonoides, compostos
importantes na industria farmacéutica (Zuaninazzi & Montanha, 2003). Os beneficios
registrados na producdo de flavonoides foliares em pau-ferro podem ser atribuidos ao
estado nutricional das plantas, a resposta de defesa e as alteracfes no perfil hormonal
(Larose et al., 2002; Kapoor et al., 2002a; Copetta et al., 2006; Toussaint et al., 2007).
Também contribui no aumento de atividade das vias do acido chiquimico e do acetato,
rotas precursoras na biossintese desses compostos (Zuaninazzi & Montanha, 2003).
Ressalte-se que o aumento na producdo de flavonoides foliares ocorreu apenas em mudas
associadas com G. albida, confirmando que os efeitos da micorrizacdo dependem do
isolado de FMA.

Diante dos resultados, comprovou-se a hipotese inicial do trabalho com a
micorrizacdo interferindo na producdo de compostos com potencial medicinal, e as
respostas variando em funcdo do isolado de FMA testado. Naturalmente os beneficios
variam de acordo com o composto secundario considerado. Nesse contexto, o emprego da
tecnologia micorrizica pode ser alternativa promissora para o cultivo de mudas de L. ferrea
com maior incremento na producdo de compostos bioativos com propriedades medicinais,
com destaque para os flavonoides totais e as proteinas totais foliares. Cultivos dessa
leguminosa podem ser instalados e servir como cultura alternativa para pequenos
produtores locais, evitando o uso extrativista. Testes em campo e analises com HPLC
devem ser conduzidos para validar a tecnologia e a caracterizagdo de flavonoides

especificos, produzidos por mudas de L. ferrea micorrizadas.
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4, CONCLUSOES

- A inoculagdo com FMA contribui para o crescimento e otimiza a fisiologia de
mudas de L. ferrea, porém os beneficios dependem do isolado testado.

- O sistema biotecnolégico empregando G. albida é alternativa para producao de
mudas de L. ferrea, com teores de proteinas e clorofila a superiores aos obtidos em mudas

nao micorrizadas.

- A simbiose pau-ferro e G. albida pode ser utilizada para otimizar a producéo de
flavonoides foliares com propriedades medicinais em L. ferrea.
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5. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES AUMENTAM A
PRODUCAO DE ACIDO GALICO EM FOLHAS DE Libidibia ferrea
EM CAMPO?

*Trabalho a ser submetido para publicacéo na Industrial Crops and Products.
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5. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES AUMENTAM A
PRODUCAO DE ACIDO GALICO EM FOLHAS DE Libidibia ferrea
EM CAMPO

RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) induzem aumento de fitoquimicos de interesse
farmacéutico em algumas plantas nativas do semi-arido brasileiro. Neste trabalho,
investigou-se se a inoculagdo micorrizica incrementava a producdo de compostos
bioativos, principalmente acido gélico, em plantas de pau-ferro estabelecidas em campo.
Mudas foram inoculadas com Claroideoglomus etunicatum, Acaulospora longula
Gigapora albida ou ndo inoculadas (controle) e, apds sete meses do transplantio, avaliadas
quanto a parametros de crescimento das plantas, clorofila, fenois, taninos, acido galico,
colonizagdo micorrizica e densidade de esporos de FMA. Plantas inoculadas com C.
etunicatum tiveram concentracdes de acido galico 21 % maiores que as do controle,
enquanto plantas associadas a G. albida tiveram maiores concentracdes de clorofila total.
A tecnologia micorrizica empregando C. etunicatum pode constituir alternativa para

incrementar a producéo de acido galico em plantas de pau-ferro estabelecidas em campo.
Palavras-chave: Glomeromycota, compostos secundarios, pau-ferro, caatinga, semi-arido.
1. INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), microorganismos do filo
Glomeromycota, associam-se de forma simbidtica a maioria das plantas. A associacao
beneficia a planta porque os FMA aumentam a captacdo de nutrientes em solos pobres, em
especial o P (Yao et al., 2008), e amenizam 0 estresse causado por fatores bioticos e
abidticos (Smith e Read, 2008). Com isso, ha estimulo no crescimento de mudas
economicamente importantes (Tristdo et al., 2006), inclusive de plantas medicinais do
semi-arido (Oliveira et al., 2013), que podem apresentar maior concentracdo de
metabolitos primarios e secundarios (Pedone-Bonfim et al., 2013; Mandal et al., 2013).

A biotecnologia micorrizica pode ser uma alternativa para otimizar a producéo de

compostos secundarios em algumas espécies vegetais: 6leos essenciais em Anethum
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graveolens L., Mentha arvensis L., Ocimum basilicum L. e Salvia officinalis L. (Kapoor et
al., 2002a; Copetta et al., 2006; Geneva et al., 2010; Chaudhary et al., 2008), &cido cafeico
em O. basilicum (Toussaint et al., 2007); artemisinina em Artemisia annua L. (Chaudary et
al., 2008); e alcaloides em Castanospermum australe A. cunn. & C. Fraser e Catharanthus
roseus L.G. Don (Abu-Zeyad et al., 1999; Ratti et al., 2010). Porém ndo ha relatos para o
acido galico, importante composto que pertence ao grupo dos fendlicos e possui
propriedades antibacterianas e antioxidantes (Chanwitheesuk et al., 2007; Broinizi et al.,
2007).

No bioma Caatinga, tipico do semi-arido brasileiro, diversas espécies de plantas
medicinais, com propriedades terapéuticas, beneficiam a populacdo (Agra et al., 2007).
Dentre essas, o pau-ferro [Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea],
espécie da familia Fabaceae, comprovadamente micotrofica (Gattai et al., 2011), possui
propriedades terapéuticas, com atividades antiulcerogénica, antiinflamatoria, analgésica,
hipoglicemiante, anticancerigena, anti-histaminica, antimicrobiana, anticoagulante,
larvicida contra o Aedes aegypti e cicatrizante (Bacchi et al., 1995; Carvalho et al., 1996;
Gonzalez, 2005; Sampaio et al., 2009; Cavalheiro et al., 2009; Oliveira et al., 2010). Tais
propriedades estdo relacionadas a presenca de compostos secundarios (Ueda et al., 2001;
Gonzalez et al., 2005; Souza et al., 2006; Nozaki et al., 2007), com destaque para o acido
galico (Nakamura et al., 2002). Alternativas para incremento da producéo de acido galico e
de outros compostos em folhas de pau-ferro sdo, portanto, de interesse para a indudstria
fitoterapica.

Considerando que ndo ha registro do plantio de espécies arbOreas medicinais
micorrizadas em campo, com a finalidade de aumentar a producdo de compostos
secundarios, sobretudo o &cido galico, neste trabalho foi testada a hipdtese de que a
inoculacdo com FMA de mudas de L. ferrea estabelecidas em campo aumenta a producdo
de acido galico, porém as respostas variam com o FMA utilizado. O objetivo foi
determinar se a inoculacdo micorrizica incrementa a producdo de &cido galico em plantas

de pau-ferro micorrizadas e estabelecidas em campo.
2. MATERIAL E METODOS
Um experimento foi estabelecido no Campo Experimental da Universidade de

Pernambuco, no Campus de Petrolina. A regido tem clima tipo Bswh, segundo

classificacdo de Kdeppen. No periodo de realizacdo do experimento (fevereiro a setembro
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de 2013), as médias da temperatura maxima e minima foram 33,2 °C e 21,7 °C,
respectivamente, a média da umidade relativa do ar foi 55,2 % e o indice pluviométrico foi
9,5 mm. O experimento constou de quatro tratamentos, em blocos ao acaso, com seis
repeticbes: inoculacdo de mudas de L. ferrea com os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. SchuBler
(UFPE 06), Gigaspora albida N. C. Schenck & G. S. Sm. (UFPE 01) ou Acaulospora
longula Spain & N. C. Schenck (UFPE 21) e ndo inoculadas (controle).

Sementes de pau-ferro coletadas em éarea de Caatinga foram tratadas com &cido
sulfarico concentrado durante 20 minutos para quebra da dorméncia (Biruel et al., 2007),
lavadas com &gua corrente e agua destilada e colocadas para germinar em recipientes de 50
mL contendo vermiculita (granulagdo média). Quando as plantulas tinham quatro folhas
definitivas foram transferidas para sacos de polietileno contendo 1,2 kg de substrato
composto por solo (ndo esterilizado) + 5 % de vermicomposto e inoculadas ou ndo com
solo-inoculo contendo 200 esporos de cada FMA.

O solo foi coletado em area de Caatinga nativa (densidade de 96 glomerosporos
100 g solo™), em Petrolina, Pernambuco. Foram identificadas no solo as espécies de FMA:
Scutellospora spl, Glomus macrocarpum Tul. & Tul., Apendicispora ependicula Spain,
Sierverd & N. C. Shenck, Acaulospora spl, Glomus spl e Acaulospora scrobiculata
Trappe (Lima, 2014). O solo misturado com o vermicomposto apresentou as seguintes
caracterfsticas quimicas: P, 12,68 mg dm™; K, 0,26 cmol.dm™; Ca, 2,7 cmol.dm™; Mg, 1,8
cmol.dm™; Na, 0,49 cmol.dm™; Al, 0,05 cmol.dm™; matéria organica, 3,21 g kg™*; e pHixzo
25 5,2.

Os inoculos de Claroideoglomus etunicatum, Gigaspora albida e Acaulospora
longula foram obtidos da UFPE, multiplicados em solo + 10 % de vermicomposto,
utilizando paingo (Panicum miliaceum L.) como hospedeiro, e armazenados por 22 meses
a 4 °C até o momento da utilizacéo.

Apo6s 225 dias em telado, as mudas foram transplantadas para o campo
experimental. Nesta ocasido, elas apresentavam, em média, 72 cm de altura, 14 folhas, 5,1
mm de didmetro do caule e concentracdo foliar média de clorofila total de 50,07 ICF
(indice de Clorofila Falker). No campo, as mudas foram colocadas em covas de 0,4 x 0,4 x
0,4 m*, com espacamento de 5 m uma da seguinte, em fileiras com quatro plantas, distantes
5 m uma fileira de outra, e sendo quatro fileiras por parcela, resultando em densidade de
400 plantas ha™.


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=542892
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=542892
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Antes do transplantio, 10 pontos foram marcados na area experimental, caminhando
em zig-zag, e neles coletadas amostras de solo, nas camadas de 0 a 20 cm e de 20 a 40 cm,
que foram misturadas formando duas amostras compostas, analisadas quanto as
caracteristicas quimicas (Tabela 1). A densidade média de esporos de FMA nas amostras
foi de 54 esporos 100 g solo™ A 4rea foi arada, gradeada e coveada, sendo depositados em
cada cova 5 litros de vermicomposto e 150 g de superfosfato simples. O vermicomposto
utilizado apresentava: P, 4.8 g kg; C, 279 g kg™ N, 32.3 g kg™; K, 0.8 g kg™: Ca, 34.2 g
kg™; pH (201:25) 6,65; Mg, 4,14 g kg™; Cu, 36 mg kg™*; e Mn, 823 mg kg™

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo da area experimental nas profundidades de 0-20
e 20-40 cm

P K Ca Mg  Na Al M.O. pH CE.
Solo mg/dm?® cmol, dm™ g/kg H,O (1:2,5) mS/icm
0-20 10,38 024 14 0,5 0,03 0,00 0,41 6,2 0,21
20- 40 9,61 0,14 0,7 0,3 0,01 0,00 0,23 5,6 0,21

M.O.= matéria organica; C.E.= condutividade elétrica.

Depois do transplantio, a area foi irrigada por gotejamento semi-automatico por 15
minutos em dias alternados (8,4 L planta® h™). As plantas receberam cuidados diérios de
capina e catacdo manual de insetos herbivoros, até as avaliacdes feitas sete meses do
transplantio. Foram avaliados: altura; diametro do caule; nimero de folhas; concentragdes
de clorofila, fendis, taninos e acido galico nas folhas; nimero de glomerosporos no solo; e
proporcao de colonizacdo micorrizica nas raizes. As medidas das plantas foram feitas nas
duas plantas Uteis centrais em cada parcela.

As concentracdes de clorofila foram medidas com o medidor eletrénico clorofiLOG
CFL1030. Os fenois e taninos totais foram quantificados pelos métodos Folin-Ciocalteu e
da precipitacdo de caseina, respectivamente (Monteiro et al., 2006), utilizando-se extrato
etanolico foliar obtido por maceracdo (Oliveira et al., 2013).

A concentracdo de acido galico foi determinada em cromatografo (Ultimate 3000,
Dionex) provido de detector de arranjo fotodiodos (comprimento de onda de 280 nm),
utilizando-se pré-coluna de 3,9 pm, coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5
pm), mantida em temperatura ambiente (24 °C) e fluxo da fase mével de 0,8 mL por
minuto, utilizando-se 20 pL para injecdo. A fase movel foi composta por &gua acidificada
com 4&cido trifluoracético, a 0,05 %, como solvente A e metanol (grau HPLC) acidificado

com acido trifluoracético, a 0,05 %, como solvente B, tendo ambas sido degaseificadas em
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banho de ultrassom (Ultracleaner) e filtradas através de membrana com poro de 0,45 pum.
A separacdo foi efetivada utilizando-se gradiente linear: 10 minutos 25 % B; 12 minutos 40
% B. A solugdo padrdo utilizada foi o 4cido galico (Sigma Aldrich®) e os resultados foram
expressos em g % de acido galico. A solugdo estoque das folhas foi preparada utilizando-se
0,5 g de folhas pulverizadas e transferidas para um baldo de fundo redondo (100 mL),
adicionando-se 15 mL de &gua destilada e deixando-se durante 30 minutos em banho-maria
(85 a90 °C), sob refluxo. Ao final, o bal&o foi resfriado e a solucéo foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL, apo6s ser filtrada em algoddo, completando-se o volume com
agua destilada. Aliquota de 5 mL da solucdo estoque foi diluida ema baldo volumétrico de
10 mL e o volume foi completado com agua destilada. As amostras foram passadas em
filtros de PVDF (difluoreto de polivinilideno) de 25 mm de diametro e com 0,45 pum de
abertura de poro e transferidas para vials.

O solo rizosférico foi coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade, em trés
pontos equidistantes do caule e os glomerosporos quantificados pelas metodologias de
Gerdemann & Nicolson (1963) e Jenkins (1964). As raizes foram separadas do solo,
diafanizadas com KOH (10 %, p/v) e H,0, (10 %, v/v), coradas com azul de Trypan em
lactoglicerol, a 0,05 %, p/v (Phillips & Hayman, 1970), e a colonizacdo micorrizica foi
determinada pelo método da intersecdo de quadrantes segundo, Giovannetti & Mosse
(1980).

Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey

(5 %), utilizando-se o programa Assistat 7.6.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de pau-ferro, tanto associadas a C. etunicatum quanto a A. longula,
ficaram significativamente mais altas que as do controle ndo inoculado, mas as inoculadas
com G. albida nédo diferiram das do controle (Tabela 2). Os diametros do caule, apesar de
13% maiores com a inculacdo de C. etunicatum e 10% maiores com a de A. longula, ndo
diferiram significativamente do diametro no controle, assim como ndo diferiram 0s
nameros de folhas. Nem sempre sdo observados beneficios da inoculacdo com FMA em
espécies arboreas transplantadas a campo, ja que a resposta varia com o parametro medido
e a espécie considerada (Smith & Read, 2008). Vandresen et al. (2007), por exemplo, ndo
observaram beneficio da inoculacdo na biomassa total, na &rea foliar e no comprimento das

raizes de cinco espécies arbdreas nativas transplantadas para campo no Parana.
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As plantas inoculadas com G. albida ndo cresceram mais que as do controle, a
inoculacdo favoreceu o acimulo de clorofila total (19 %) em relacdo ao controle (Tabela
3). Portanto, a simbiose foi eficaz em aumentar os teores de pigmentos fotossintetizantes,
importantes para o anabolismo vegetal. Yadav et al. (2013) também observaram aumento
no contetdo de clorofilas a e b em folhas de plantas de Gloriosa superba L. associadas a
Acaulospora laevis.

A densidade de glomerosporos na rizosfera e a coloniza¢do micorrizica nas plantas
dos tratamentos inoculados ndo diferiram significativamente da densidade e da colonizagéo
no tratamento controle (Tabela 2). No entanto, Gupta et al. (2002) registraram maior taxa
de colonizacdo micorrizica em plantas de Mentha arvensis L. inoculadas e mantidas em
campo que no tratamento controle. E provavel que a duracdo do experimento ndo tenha
sido suficiente para provocar alteragdes detectaveis na colonizagdo micorrizica e na

reproducdo dos FMA, em Petrolina.

Tabela 2. Altura, nimero de folhas, diametro do caule, colonizacéo e densidade de esporos
(DE) em plantas de pau-ferro, inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), sete meses ap0s transplantio ao campo, em Petrolina, PE

Variavel Tratamentos de inoculagéo
Controle Gigaspora Claroideoglomus  Acaulospora

albida etunicatum longula
Altura (m) 1,49b 152b 1,74 a 1,65a
Numero de folhas 4575a 42,70 a 41,42 a 39,67 a
Diametro do caule (mm) 16,16 a 16,55a 18,22 a 17,76 a
Colonizacao (%0) 64,43 ab 53,58 b 73,97 a 65,28 ab
DE (100 g solo™) 38,80 a 44,33 a 34,25a 34,25a

Médias (n= 6) na linha seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

Nas plantas inoculadas com FMA nédo houve aumento nas concentracoes de fendis
e de taninos totais em relacdo ao controle (Tabela 3). Geneva et al. (2010) também nao
observaram aumento na concentracdo de fenois totais em Salvia officinalis L. Por outro
lado, em outras situaces foram registrados aumentos nos contéudos de fendis totais em
Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All. (Oliveira et al., 2013), Catharantus roseus L.G.
Don (Rosa-Mera et al., 2011), Cynara cardunculus L. (Ceccarelli et al., 2010), Echinacea
purpurea L. (Araim et al., 2009) e, também, nos contetdos de taninos em Wedilla
Chinensis (Osbeck) Merril. (Nisha & Rajeshkumar, 2010) e Plectranthus amboinicus
(Lour) Spreng (Rajeshkumar et al., 2008). Maiores teores de pigmentos fotossintéticos sao

mecanismos propostos para explicar a influéncia do FMA no aumento da concentragdo de
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compostos secundarios em plantas medicinais (Dave & Tarafdar, 2011), mas tal
mecanismo parece ndo ter influenciado a concentracdo de compostos secundarios nas

plantas de pau-ferro inoculadas com FMA, em Petrolina.

Tabela 3. Concentracdes de clorofila, fendis e taninos totais e acido galico em plantas de
pau-ferro, inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA), sete meses

apos transplantio ao campo, em Petrolina, PE

Variavel Tratamentos de inoculagéo
Controle Gigaspora albida  Claroideoglomus  Acaulospora
etunicatum longula
Clorofila total** 65,34 b 77,54 a 66,73 b 67,78 b
Fenois totais* 2,11ab 2,16a 2,13ab 2,08b
Taninos totais* 2,02 ab 2,09a 2,08 a 1,99 b
Acido galico*** 0,038 b 0,027 d 0,046 a 0,033 ¢

Médias (n=6) na linha seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (5 %).

Apesar da concentracédo de fenois totais ndo ter sido significativamente aumentada
pela presenga do FMA, a inoculagdo com C. etunicatum aumentou a producdo de acido
galico (21 %) em relacdo ao controle ndo inoculado, diferindo dos demais tratamentos de
inoculacdo (Tabela 3). Nell et al. (2009) observaram que em S. officinalis a concentracao
de fendlicos totais e de &cido rosmarinico nas folhas ndo foi alterada em plantas
micorrizadas quando comparadas as do controle.

Um mecanismo proposto para explicar a influéncia dos FMA no aumento de
compostos secundarios € a ativacdo de rotas metabolicas (Zimare et al., 2013). Entre essas,
uma das relevantes é a do acido chiquimico, precursor de compostos fenolicos (Heldt,
2005), o que pode justificar 0 aumento na concentracdo de acido galico foliar nas plantas
formando simbiose com C. etunicatum. Além disso, esse incremento foi dependente do
FMA utilizado (Copetta et al., 2006), confirmando a hipdtese inicial do trabalho.
Experimentos realizados em campo com outras espécies validam a aplicacdo micorrizica
visando aumento da biossintese de compostos secundarios com propriedades terapéuticas,
como observado por Ceccarelli et al. (2010) em plantas de C. cardunculus, com producéo
aumentada de fendis totais, e por Gupta et al. (2002), em cultivares de M. arvensis, com
maior concentracdo de 6leos essenciais.

A tecnologia micorrizica empregando C. etunicatum pode agregar valor a fitomassa
de pau-ferro comercializada para a industria fitoterdpica, considerando a producédo de acido

galico foliar obtida. Dessa forma, os agricultores do Vale do Sdo Francisco poderdo
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cultivar o pau-ferro, tornando possivel a venda das folhas para a industria farmacéutica e
contribuindo para a redugdo do extrativismo.

Estudos futuros devem analisar o efeito da inoculagdo micorrizica na producéo de
outros compostos foliares com importancia farmacol6gica em pau-ferro, como o &cido

elagico e o Pauferrol A.

4. CONCLUSAO

A inoculacdo micorrizica pode favorecer o crescimento de L. ferrea estabelecida
em campo e aumentar a producdo de acido galico, com os beneficios variando em funcéo
do FMA inoculado. O plantio de L. ferrea inoculado é uma alternativa para fornecimento
de matéria-prima com melhor qualidade a inddstria de fitoterapicos.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

Libidibia ferrea € uma leguminosa arborea medicinal nativa da Caatinga, cujo
efeito terapéutico esta relacionado a presenca de compostos secundarios nos tecidos. No
extrato do pau-ferro foram caracterizadas algumas dessas moléculas, entre as quais o &cido
galico, que possui atividades antimicrobiana e antioxidante, além de possuir efeito
preventivo contra o cancer. O poder terepéutico do pau-ferro é bastante conhecido pela
populacdo e o Ministério da Salde inseriu a L. ferrea na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus).

A obtencdo de partes do pau-ferro é feita de forma extrativista, colocando em risco
a espécie, devido a coleta abusiva. Isto pode ser em decorréncia do alto custo dos
medicamentos industrializados ou ainda, ao fornecimento de matéria prima para a industria
fitoterapica. Nesse sentido, plantios desta leguminosa sdo recomendados. A biotecnologia
micorrizica, que é uma alternativa eficiente para produzir mudas, além de induzir o
aumento de compostos secundarios vegetais, pode ser utilizada para producdo de mudas de

pau-ferro.

No presente estudo, experimentos realizados com plantas de pau-ferro associadas a
FMA, em telado experimental e em campo, confirmaram a hipotese de que os FMA
induzem aumento na concentracao de alguns compostos secundarios. Folhas de mudas de
pau-ferro inoculadas com mistura de FMA e cultivadas em solo sem adicdo de P,0s
tiveram maior acumulo de matéria seca. Por outro lado, a acdo conjunta do P e da

micorriza ndo incrementou a producao dessas biomoléculas.

Mudas de pau-ferro inoculadas com G. albida e adubadas com vermicomposto
tiveram aumento na concentracao de flavondides, importantes compostos secundarios que

apresentam varias propriedades terapéuticas.

Em campo, os resultados obtidos com plantas de pau-ferro micorrizadas ratificaram
parcialmente dados obtidos em telado, considerando que o tratamento micorrizico que
favoreceu a producéo de fitoquimicos no experimento em telado ndo correspondeu ao FMA
mais eficaz em condicGes de campo. Plantas inoculadas com C. etunicatum acumularam
mais acido galico foliar em plantas de pau-ferro em campo. Isto confirma a necessidade de

ensaios em campo para validacdo da tecnologia micorrizica.
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A biotecnologia micorrizica podera proporcionar aos pequenos agricultores a
oportunidade de aumentar a renda familiar com o plantio do pau-ferro, fornecendo a
industria fitoterapica e farmacéutica maior volume de matéria prima, com concentracdo

aumentada de acido galico.

Estudos futuros devem incluir anélises em plantas com mais tempo de transplantio,
avaliando-se outras partes vegetais (casca do caule, flores, frutos e sementes) e outros

compostos vegetais, como 0 &cido elagico e o pau-ferrol A (chalcona).
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