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Davi José Nicaretta Boufleuher

Avaliacao fitoquimica e agrondmica na inoculacéo de Azospirilum brasilense e
Pseudomonas fluorescens no cultivo de Mikania glomerata Spreng (Guaco)

RESUMO: Milkania glomerata Spreng, popularmente conhecida como guaco, é uma planta
amplamente utilizada no tratamento de doencas respiratorias, possuindo propriedades anti-
inflamatdrias, antivirais, antiespasmaddicas e antimicrobianas. A principal substancia ativa
encontrada no guaco é o acido cumarinico, que atua como relaxante da musculatura lisa
brénquica. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito fitoquimico e agronémico de M.
glomerata com a inoculagdo dos microrganismos Azospirillum brasilense e Pseudomonas
fluorescens. Os resultados mostraram que a inoculacdo com esses microrganismos influenciou
positivamente diversos parametros agronémicos e fitoquimicos da planta. O tratamento com P.
fluorescens isolado destacou-se por promover aumentos significativos na massa fresca e seca
das raizes, favorecendo o crescimento radicular, e por elevar os teores de nitrogénio na parte
aérea da planta, indicando um impacto positivo na nutricdo e na atividade microbiana do solo.
Além disso, os tratamentos com P. fluorescens resultaram em maiores indices de clorofila e de
balanco de nitrogénio, refletindo uma maior eficiéncia fotossintética e melhor assimilacéo de
nutrientes. Os resultados fitoquimicos também demonstraram que a inoculagdo com o0s
microrganismos teve efeitos sobre o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e a concentracédo
de cumarinas do extrato hidroalco6lico de M. glomerata. O rendimento extrativo variou entre
20,17% e 24,17%, com o maior valor no tratamento com a combinacdo de A. brasilense e P.
fluorescens (24,17%). O tratamento com A. brasilense isolado elevou o teor de CFT (7,8110 ug
EAG g'), e de cumarinas (35,2 mg/g de extrato). Em resumo, a inoculagio com A. brasilense
isolado foi a mais eficaz para maximizar o teor de bioativo refletindo em um aumento
significativo na quantidade de cumarinas por kg de folhas frescas de M. glomerata. Ja P.
fluorescens teve um impacto positivo no crescimento radicular, na eficiéncia fotossintética e na
atividade microbiana do solo. A interacdo entre os microrganismos, embora benéfica para o
rendimento extrativo e a qualidade agrondémica, ndo favoreceu a producédo de cumarinas. Esses
resultados indicam que a inoculagdo microbiana é uma estratégia promissora para otimizar o
cultivo de guaco, permitindo a modulacdo do crescimento e da producdo de metabdlitos de
interesse agricola e farmacoldgico, conforme os objetivos do cultivo.

Palavras-chave: Cumarina. Fixador de nutrientes. Promotor de crescimento. 1,2-benzopinora.



Davi José Nicaretta Boufleuher

Evaluation of the Phytochemical and Agronomic Effects of Inoculating Azospirillum
brasilense and Pseudomonas fluorescens in the Cultivation of Mikania glomerata Spreng
(Guaco)

ABSTRACT: Mikania glomerata Spreng, commonly known as guaco, is a plant widely used
in the treatment of respiratory diseases due to its anti-inflammatory, antiviral, antispasmodic,
and antimicrobial properties. The primary active compound found in guaco is coumaric acid,
which acts as a relaxant of bronchial smooth muscle. This study aimed to evaluate the
phytochemical and agronomic effects of M. glomerata following inoculation with the
microorganisms Azospirillum brasilense and Pseudomonas fluorescens. The results
demonstrated that inoculation with these microorganisms positively influenced various
agronomic and phytochemical parameters of the plant. The treatment with P. fluorescens alone
was particularly noteworthy for promoting significant increases in both fresh and dry root mass,
enhancing root growth, and elevating nitrogen content in the aerial parts of the plant, indicating
a positive impact on nutrition and soil microbial activity. Additionally, treatments with P.
fluorescens resulted in higher chlorophyll indices and nitrogen balance, reflecting improved
photosynthetic efficiency and nutrient assimilation. Phytochemical analyses further revealed
that microbial inoculation affected the total phenolic compound (TPC) content and the
concentration of coumarins in the hydroalcoholic extract of M. glomerata. The extractive yield
ranged from 20.17% to 24.17%, with the highest value observed in the treatment combining A.
brasilense and P. fluorescens (24.17%). The treatment with A. brasilense alone led to an
increase in TPC (7.8110 pg GAE g') and coumarin content (0.088 mg/mL). In summary,
inoculation with A. brasilense alone was the most effective strategy for maximizing bioactive
compound levels, resulting in a significant increase in coumarin yield per kilogram of fresh M.
glomerata leaves. Conversely, P. fluorescens had a positive impact on root growth,
photosynthetic efficiency, and soil microbial activity. While the interaction between both
microorganisms benefited extractive yield and agronomic quality, it did not enhance coumarin
production. These findings indicate that microbial inoculation is a promising strategy for
optimizing guaco cultivation, allowing for the modulation of growth and metabolite production
of agricultural and pharmaceutical interest, depending on the cultivation objectives.

Keywords: Coumarin. Growth promoter. Nutrient fixer. 1,2-benzopinore.
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CAPITULO |

Avaliacao fitoquimica e agrondmica na inoculacéo de Azospirilum brasilense e
Pseudomonas fluorescens no cultivo de Mikania glomerata Spreng (Guaco)

RESUMO: Milkania glomerata Spreng, conhecida como guaco, € uma planta medicinal
utilizada no tratamento de doencas respiratorias, com propriedades anti-inflamatérias e
antivirais, sendo o acido cumarinico seu principal composto ativo. Este estudo investigou os
efeitos agrondmicos e fitoquimicos do cultivo de M. glomerata inoculada com Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens, realizado em vasos por sete meses, com quatro
tratamentos: controle, inoculacdo com A. brasilense, com P. fluorescens e com ambos. Os
resultados mostraram que a inoculacdo microbiana melhorou aspectos agronémicos e
fitoquimicos da planta. A P. fluorescens isolada aumentou a massa das raizes e favoreceu o
desenvolvimento radicular, e elevou os indices de clorofila e eficiéncia fotossintética. Observou-
se também aumento no teor de nitrogénio na parte aérea da planta e na biomassa microbiana do
solo, melhorando a nutricdo e a atividade microbiana do substrato. A inoculacdo com A.
brasilense aumentou os compostos fendlicos totais, e a cumarina (35,2 mg/g de extrato) foi
destacada como principal responsavel por esse aumento, refletindo em um aumento significativo
do bioativo por kg de folhas frescas (1212,28 mg/Kg). Ja o tratamento combinado reduziu a
concentracdo de cumarinas, sugerindo que a interacdo entre 0s microrganismos interferiu na
producdo desses compostos. Esses resultados evidenciam o potencial da inoculagdo microbiana
para otimizar o cultivo e a producdo de metabdlitos bioativos de M. glomerata.

Palavras-chave: Cumarina. Fixador de nutrientes. Promotor de crescimento.
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INTRODUCAO

Mikania glometara Spreng (BRASIL, 2012), popularmente conhecida como guaco, €
nativa do Brasil, e encontrada principalmente em regides da Mata Atlantica, tendo como habitat
margens de rios, e com facil adaptacdo em matas primarias, capoeiras, orlas de matas, terrenos
aluvido, varzeas sujeitas a inundagdo, bem como para cultivo doméstico (CZELUSNIAK et al.,
2012; STANSKI et al., 2017;).

E uma planta herbacea trepadeira, perene, com caule cilindrico, ramificado, glabro,
sublenhoso e, quando seco, apresenta aspecto estriado no sentido longitudinal. Suas folhas sé&o
pecioladas, de cor verde intenso, brilhante na face adaxial e mais claro na abaxial, glabras,
opostas, deltoide-cordiformes, oval-lanceoladas, trilobadas, carnoso-coriaceas, de apice
acuminado e base arredondada ou subcordiforme, com trés a cinco nervuras partindo da base,
margem dos lobos lisa ou discretamente denteada (Figura 1). A inflorescéncia é do tipo panicula
terminal, que alcanca 30 cm de comprimento, reunindo flores esbranquicadas e aromaticas em
capitulos sésseis e globosos. O fruto € um aquénio, pentangular, piloso ou levemente glabro
(GILBERT; FERREIRA; ALVES, 2005; CZELUSNIAK et al., 2012;).

Figura 1. Imagem de uma planta de guaco adulta. Registro do autor.

M. glometara é um fitomedicamento que apresenta acdo expectorante, antitussigena e
broncodilatadora, além de acgdes terapéuticas como: anti-inflamatoria, antiviral,
antiespasmadica e antimicrobiana. O marcador quimico é o 4cido cumarinico, em maior
concentragdo nas folhas, que atua como relaxante da musculatura lisa e também tem efeito anti-
inflamatdrio e expectorante (FRAGA; BORGES, 2020).

De acordo com a lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado IN n°
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2/2014, M. glomerata faz parte dos produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado,
administrado por via oral, com dose diaria 0,5 a 5 mg de cumarina, para enfermidades
respiratorias. Consta na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais, podendo ser utilizada
na atencdo primaria a saude no Sistema Unico de Satde (SUS) em grande parte dos municipios
brasileiros (PIRANI et al., 2020; RENAME, 2022).

A crescente demanda de plantas medicinais, a maior importancia social econémica e
cultural, favoreceu a setores organizacionais da sociedade que fortalecessem a cadeia produtiva,
sendo implementada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, motivada pelos
principios de melhoria da atencgdo a salide, sustentabilidade e desenvolvimento socioeconémico
que fortalece a agricultura familiar por meio da produgdo e comercializacdo de plantas
medicinais de qualidade (Ministério Da Saude, 2006; FORINI, 2014).

Para o cultivo sustentavel, o solo é de suma importancia devido a capacidade de
armazenar, regular e liberar nutrientes, e hospedar diversos microrganismos responsaveis pela
fixacdo dos nutrientes e por fornecer qualidade nutricional para o crescimento bioldgico das
plantas (VEZZANI, 2015), a exemplo as bactérias promotoras de crescimento em plantas
(BPCP).

As BPCP correspondem a um grupo de microrganismos benéficos as plantas devido a
capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera, filosfera e tecidos internos sem
provocar prejuizos ao hospedeiro, estimulando o crescimento vegetativo (SARKAR;
REINHOLD-HUREK, 2014; PIETERSE; DE JONGE; BERENDSEN, 2016; BASU;
RABARA; NEGI, 2017), por diversos mecanismos, incluindo: fixacdo biolégica de nitrogénio
pelo aumento da atividade da nitrato redutase quando crescem endofiticamente nas plantas pela
producdo de hormo6nios como auxinas, citocininas e giberilinas (HUSSAIN et al., 2021), etileno
e uma variedade de outras moléculas, pela solubilizacdo de fosfato e por atuar como controle
bioldgico de patégenos (CORREA et al., 2023).

A fixacdo bioldgica é, depois da fotossintese, 0 mais importante processo biol6égico
essencial para o desenvolvimento da planta, essa acontece com a associagdo de bactérias
diazotroficas localizadas na regido do contato das raizes das plantas com o solo, centro do tecido
das raizes, colmes e folhas das plantas. S&o conhecidas diversas bactérias que ajudam na fixacdo
bioldgica do nitrogénio, um exemplo é a Azospirillum (HUNGRIA, 2007).

As bactérias do género Azospirillum sdo gram-negativas, em forma de bastonete, e
abrangem um grupo de BPCP de vida livre que € encontrado em quase todos os lugares da terra
(HUERGO et al., 2008). Muitos estudos tém demonstrado que o Azospirillum estimula o

crescimento e a produtividade de inumeras especies de plantas (BARBARO et al., 2011,
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HUNGRIA, 2011; DOORNBOS et al., 2012; BASHAN et al., 2014) além de induzir a sintese
de enzimas antioxidantes, reduzindo os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio
(EROS) e promover um maior alongamento das raizes (ESTRADA et al., 2013; FUKAMI et
al., 2017; FUKAMI et al., 2018).

Estudos recentes indicam que a inoculagdo com Azospirillum brasilense pode melhorar
a producdo de compostos bioativos em plantas medicinais. Em Catharanthus roseus, por
exemplo, a inoculacdo com Azospirillum resultou em um aumento da producéo de alcaloides,
substancias de interesse farmacoldgico, como a vincristina e a vinblastina, que sdo usadas no
tratamento de cancer (LIMA et al., 2020). Além disso, A. brasilense pode influenciar
positivamente a produgdo de outros compostos bioativos, como flavonoides e terpenoides
(CARVALHO et al., 2019), em plantas como o0 guaco, o que pode potencializar o valor
medicinal dessas plantas.

Esses resultados indicam que a inoculagdo com A. brasilense pode ser uma estratégia
eficiente para a producdo sustentavel e de qualidade de plantas medicinais, otimizando tanto o
crescimento quanto o contetdo fitoquimico desejado.

O género Pseudomonas inclui vérias espécies conhecidas por suas interacdes benéficas
com plantas e seus sistemas de defesa natural contra patégenos. Pseudomonas fluorescens é
uma bactéria Gram-negativa amplamente estudada devido as suas notaveis propriedades
benéficas aos vegetais (GUZMAN-GUZMAN, 2022), a exemplo, o estimulo & capacidade
sintetizar metabolitos secundarios, com potenciais efeitos benéficos para as plantas, sendo estes
fotossimilados pertencentes as classes: DAPG (2,4-diacetilphloroglucinol), cianeto de
hidrogénio, lipopeptideos, fenazinas, pioluteorina, pirrolnitrina e sider6foros (MISHRA, 2018).

Associado a este beneficio, P. fluorescens tem a capacidade de solubilizar e mobilizar
nutrientes, como o fosfato, ferro e zinco, precursores de horménios promotores do crescimento
vegetal, como as giberelinas e o &cido indol-acético (NAGPAL et al., 2021).

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), como A. brasilense
e P. fluorescens, na agricultura apresenta uma serie de beneficios que justificam sua aplicagéo
especialmente em contextos de agricultura familiar e sistemas de manejo sustentavel, as BPCPs
ajudam a reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos, que representam uma parcela
significativa dos custos de producéo agricola. Essas bactérias melhoram a absorcédo de nutrientes
do solo, como nitrogénio e fosforo, reduzindo a necessidade de insumos externos (ZHAG et al.,
2021).

A inoculagdo com BPCPs é uma pratica acessivel e de baixo custo, tornando-se uma

alternativa vidvel para agricultores familiares, que frequentemente enfrentam limitacdes
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financeiras. Além disso, ao melhorar a saide do solo e o rendimento das culturas, as BPCPs
aumentam a resiliéncia das pequenas propriedades frente a desafios ambientais e econdmicos
(PERREIRA; OLIVEIRA, 2021).

O uso excessivo de fertilizantes e pesticidas quimicos pode causar impactos ambientais
negativos, como contaminacdo de solos e corpos d’agua. As BPCPs reduzem a necessidade
desses produtos ao promover o crescimento saudavel das plantas e, em alguns casos, ao atuar
como agentes biocontrole, diminuindo a incidéncia de pragas e doencas (GOMES; SILVA,
FERREIRA, 2020).

As BPCPs aumentam a producéo de biomassa ao estimular o desenvolvimento radicular
e a eficiéncia fotossintética das plantas. Isso é essencial para melhorar tanto o rendimento quanto
a qualidade das culturas. Estudos com A. brasilense em culturas como milho e plantas
medicinais demonstraram aumentos significativos na biomassa fresca e seca (SILVA; ROCHA;
COSTA, 2021).

O uso de BPCPs esté alinhado com praticas de agricultura sustentavel, pois favorece a
biodiversidade do solo e melhora a sua fertilidade a longo prazo. A aplicacdo desses
microrganismos também contribui para a mitigacdo das mudancas climaticas, reduzindo as
emissbes de gases de efeito estufa associadas a producdo e uso de fertilizantes quimicos
(SILVA; ROCHA,; COSTA, 2022). Beneficios estes que tornam as BPCPs uma ferramenta
promissora para promover uma agricultura mais sustentavel, acessivel e ambientalmente
responsavel.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito fitoquimico e
agrondmico de M. glomerata com a inoculagdo dos microrganismos Azospirillum brasilense e

Pseudomonas fluorescens, isolados e combinados.
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MATERIAL E METODOS

1. Implantacéo e conducédo do ensaio

O projeto foi desenvolvido numa propriedade particular na cidade de Quatro Pontes- PR,
cujas coordenadas geograficas sdo de 427 metros de altitude em relacdo ao nivel do mar
(24°34'08.5"S 53°58'42.0"W).

O cultivo transcorreu entre os meses de novembro de 2023 e junho de 2024. Mudas
sadias de M. glomerata, previamente identificadas, com exsicata depositada (n° 13) no Herbario
do Horto Medicinal da Universidade Paranaense e devidamente cadastradas no Sistema de
Patriménio Genético (SisGen A1DA855), foram selecionadas por similaridade de tamanho e
numero de folhas. Estas foram transferidas para vasos plasticos com 18 cm de diametro e 15 cm
de altura, sendo uma muda por vaso.

O substrato utilizado no experimento foi composto por 50% de substrato (Rhico®), 25%
de areia e 25% de vermiculita (Urimama Mineracéo). Foi peneirado em malha 4 mm, e fumigado
com 10 mL de cloroférmio (CHCIs) por Kg de solo (ENDLWEBER; SCHEU, 2006). Apds
misturado o cloroférmio ao solo os sacos foram hermeticamente fechados e deixados fumigando
por trés dias. Na sequéncia os sacos foram abertos dentro de uma cAmara de exaustdo quimica,
mantida por uma semana para evaporacao do solvente.

Para acomodacdo dos vasos, foi construido um canteiro com cobertura de tela de
polietileno preta, para reducdo da intensidade da luz em 60%. Os vasos foram distribuidos
aleatoriamente sobre estrados de madeira para evitar contato direto com o solo. A cada 7 dias
foi realizada redistribuicdo dos vasos sobre o estrado, os experimentos foram irrigados todos 0s
dias.

A. brasilense e P. fluorescens foram suspensos em agua destilada, e 1 mL inoculado
diretamente na superficie do solo apds 30 dias do transplante. Pseudomonas fluorescens
(CCT7997), fornecida pela empresa Solubio®, foi suspenso em uma concentragdo de 1x10®
unidades formadoras de colonia (CFU/mL). Azospirillum brasilense, estirpes Abv5 e Abv6, foi
adquirido da empresa Masterfix Gramineas, e suspenso na concentragdo de 2x10% CFU/mL.

O experimento foi inteiramente casualizado em fatorial 2x2 (Grupo ndo inoculado;
Grupo inoculado com A. brasilense; Grupo inoculado com P. fluorescens; Grupo inoculado
com A. brasilense + P. fluorescens), totalizando 4 tratamentos, com 10 repeti¢cGes cada, num
total de 40 unidades experimentais. Apds 7 meses do inicio do experimento, foram analisados
0S parametros vegetativos, rendimento e composicdo das folhas, além da caracterizagdo

fitoquimica.
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2. Caracteristicas avaliadas
2.1 Analise do crescimento

Ao final dos 7 meses de cultivo, foi determinada a altura (cm) e o didmetro do caule
(mm), de todas as plantas individualmente, com auxilio de fita métrica e paquimetro digital
(Digital Caliper®, Stainless Hardened), respectivamente. O nimero de perfilhos foi contado
manualmente. Apds coleta, foi realizada a pesagem da massa fresca (g) da parte aérea e raizes,
seguida de secagem em estufa a 40 °C (folhas) e 60 °C (raizes) até peso constante, e

determinacéo da massa seca (g) em balanca digital de precisdo (Marte®, AS 1000 C).

2.2 Indices fisioldgicos e bioquimicos

Ao final do periodo de cultivo, foram mensurados o indice relativo de clorofila (IRC),
indice relativo de flavonoides (IRF), antocianinas e indice de equilibrio de nitrogénio (NBI), a
partir de folhas frescas, com o auxilio do equipamento DUALEX SCIENTIFIC+™ (FORCE
A®, Quick Start), conforme instrucdes do fabricante, nas folhas expandidas do terco médio das
plantas. Todas as anélises foram feitas em triplicata.

Para determinacgdo da umidade do solo foi realizada a pesagem da massa fresca (10 g), e
massa seca (g), em balanca analitica, apos secagem em estufa a 105 °C por 24 h.

Para o carbono da biomassa microbiana (CBM) adotou-se o método de fumigacgdo-
extracdo proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988), modificado segundo Lermen
(2019) (Eq. 1), usando 10 g da amostra de substrato.

Para a determinacdo do Carbono da biomassa microbiana usou-se a seguinte equacgéo:

(Vb—Va).M.0,003.V1.10° _ (Vb—Va).M.0,003.V;.10°
Ps.V; o Ps.V;

C (mg C kg —1solo) QUOTE Eq. (1)

Onde:
Vb corresponde ao volume (mL) do sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagcdo da solugéo
controle (branco); Va corresponde ao volume (mL) de sulfato ferroso amoniacal gasto na
titulagdo da amostra; Ps corresponde a massa (g) de solo seco; V2 corresponde a aliquota
pipetada do extrato para a titulagéo.

A respiracdo basal do solo (RBS) seguiu o procedimento proposto por Jenkinson e
Powlson (1976), descrito por Silva et al., (2007b) (Eq. 2), usando 30 g da amostra de substrato.

A respiracdo basal do solo, foi determinada pela seguinte equacéo:

RBS (mg de C- C02 kg-1 solo hora-1) = ((vb — va).M .6.1000)/Ps/T) Eq(2)
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Onde:

RBS = carbono oriundo da respiracao basal do solo; Vi, (mL) = volume de acido cloridrico gasto
na titulacdo da solucdo controle (branco); Va (mL) = volume gasto na titulacdo da amostra; M
= molaridade exata do HCI; Ps (g) = massa de solo seco e T = tempo de incubacdo da amostra
em horas.

De acordo com Anderson e Domsch, (1993), o quociente metabdlico do solo (qCO>) é a
razdo entre a respiracdo basal do solo por unidade de carbono da biomassa microbiana do solo
(Eq. 3) (SILVA et al., 2007).

O quociente metabolico do solo foi calculado pela seguinte equagao:

RBS (mg C - CO3.kg~* solo.h™1)
BMS—C (mg C.kg~—1 solo)

qC0, (mg C -C0,.g71BMS - C.h™1) = Eq. (3)

Onde: qCO2 = Quociente metabdlico do solo; RBS = Respiragdo basal do solo; BMS-C =

Carbono da biomassa microbiana do solo.

2.3 Determinacao de fésforo e nitrogénio das partes aéreas e raizes

A quantificacdo de nitrogénio (N), e fosforo (P) para as folhas e raizes secas foi realizada
em quadruplicata. O P foi estimado por colorimetria com molibdato de aménio + acido
ascorbico em espectrofotdmetro, com uso de filtro vermelho e comprimento de onda de 660 nm,
conforme Silva (2009). A determinacdo do N da parte aérea (NPA) foi realizada por digestdo
sulfarica a 450 °C e destilacdo pelo método de Kjeldahl conforme técnica descrita por Silva
(2009).

2.4 Preparo dos extratos hidroalcoolicos

Apbs secagem, a parte aérea foi reduzida em moinho de facas e classificado
granulometricamente utilizando série padrdo de peneiras Tyler de 24, 42, 80, 100 e 150 Mesh
(Bertel®) com movimento vertical vibratério durante 15 min. O material retido em cada peneira
foi coletado.

Os extratos foram preparados utilizando o material retido na peneira de 150 mesh e no
fundo, este foi extraido por maceracdo dindmica (100 rpm) em etanol 70%, na razdo de 1:25
(p/v), a 21 °C, por 24 h em shaker (Tecnal®, TE-422).

Posteriormente os extratos foram filtrados, a fracdo alcoolica foi rotaevaporada, e o
extrato foi congelado, levado a residuo por liofilizacdo, e armazenado em freezer (-20 °C) até
caracterizagdo. A escolha do grau alcodlico 70% para o preparo do extrato baseou-se na

Farmacopeia Brasileira de Fitoterapicos (BRASIL, 2021). E o rendimento de extracdo foi
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calculado gravimetricamente, por meio da razdo da massa do extrato pela massa de material

vegetal empregada.

2.4.1 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo foi realizada seguindo metodologia proposta por Singleton e Rossi
(1965). Transferiu-se 400 pL dos extratos diluidos, na concentragdo de 1000 pg/mL, em um
tubo de ensaio juntamente com 2000 pL do reativo de Folin-Ciocalteu. Em seguida, foi
acrescentado 1600 uL de carbonato de sodio (Na.COz) 7,5%.

Os tubos foram incubados a 24 °C, por exatamente 30 minutos e realizou-se a leitura em
espectrofotometro U.V./Vis (KASUAKI®) a 765 nm. Para quantificacdo, foi utilizada uma
curva de calibracdo padrao (de 3,90 a 250 pg/mL) de &cido gélico, com equacdo da reta: y=
14,269x + 65,544 e coeficiente de correlagdo R?= 0,9905. Todas as determinacdes foram
realizadas em triplicata, e o teor de compostos fendlicos totais (CFT) foi expresso em pg

equivalente de 4cido galico/g de extrato (LgeAG Jext 2).

2.4.2 Quantificacdo de cumarinas

A quantificacdo da substancia ativa nas amostras foi feita por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia - CLAE (Shimadzu UFLC Prominence c¢) equipada com coluna C18 250x4.6
mm de 3 um. Foi construida uma curva de calibracdo utilizando o padrdo externo de cumarina
(1,2 benzopirona - C9HsO2, Sigma Aldrich®), na forma cristalina, nas concentragdes de 0,2
mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,05 mg/mL, fornecendo a equacdo da reta y=8.96243e+007*x+0
(R?=0,9960). Como fase movel, utilizou-se um sistema isocratico constituido por mistura
acetonitrila (Sulpeco®):agua Milli-Q 30:70 (ambos com 0,05% de &cido trifluoracético — Sigma
Aldrich®), com fluxo de 1 mL/min durante 20 min., e detec¢do UV 280 nm (ROCHA et al.,
2008). Os extratos foram solubilizados na fase moével, na concentracdo final de 2,5 mg/mL,

filtrados em filtro de seringa PES 0,22 um (Kasvi®), e um volume total de 20 uL foi injetado.
2.5 Anadlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). As médias foram
comparadas por teste de Duncan (p<0,05), utilizando o programa estatistico SPSS versdo 22.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de Pseudomonas fluorescens (PF) impactou os parametros avaliados

(apresentando valores de p < 0,05) afetando 7 dos 19 parametros agronémicos analisados

(Tabela 1). Azospirillum brasilense (AZ) influenciou de forma significativa 7 dos parametros

do experimento. Quando PF foi combinado com AZ, essa interacdo resultou em efeitos

significativos sobre 7 parametros.

Tabela 1. Valores de p por teste de ANOVA frente a parametros agronémicos do substrato de
plantio e da planta M. glomerata inoculada com Azospirillum brasilense (AZ) e Pseudomonas

fluorescens (PF) isoladas e combinadas.

Pardmetros AZ PF AZ x PF
Carbono da biomassa microbiana (ug CO2 g %) 0,001 <0,001 <0,001
Respiragdo basal do solo (ug C-CO, gt h™?) 0,194 0,020 0,850
Quociente metabélico (ug CO2 pugt C-microbiano h?) <0,001 0,045 0,003
Comprimento da planta (cm) 0,903 0,753 0,096
Diametro da base do caule principal (cm) 0,051 0,829 0,750
Numero de perfilhos 0,835 0,689 0,449
Massa fresca da parte aérea (g) 0,872 0,210 0,308
Massa fresca das raizes (Q) 0,502 <0,001 0,099
Massa fresca total (g) 0,924 0,017 0,789
Massa seca da parte aérea (g) 0,040 0,992 0,170
Massa seca das raizes (g) 0,721 0,003 0,007
Massa seca total (g) 0,082 0,245 0,922
indice de clorofila (folhas nas folhas frescas) 0,030 0,605 0,025
indice de balango de N (folhas nas folhas frescas) 0,029 0,609 0,023
indice Antocianinas (folhas nas folhas frescas) 0,128 0,663 0,296
Nitrogénio nas raizes (mg g2) 0,557 0,328 0,094
Nitrogénio na parte aérea (mg g2) 0,049 0,009 0,042
Fosforo nas raizes (mg g2) 0,005 0,711 0,094
Fosforo na parte aérea (mg g2) 0,134 0,168 0,041
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Os valores de p baixos (< 0,001) indicam que tanto AZ quanto PF tém efeitos
significativos na biomassa microbiana. A presenca de microrganismos benéficos pode aumentar
a atividade microbiana no solo, promovendo a disponibilidade de nutrientes e,
consequentemente, o crescimento das plantas (LOPEZ-BUCIO et al., 2007). PF conhecida por
suas propriedades benéficas, também pode promover o crescimento de bactérias benéficas no
solo, aumentando a MB-C (biomassa de carbono microbiano) (MEYER et al., 2016). O efeito
significativo observado com PF (p = 0,020) sugere que essa bactéria pode influenciar a atividade
microbiana e, portanto, a respiracao do solo.

A respiracdo basal € um indicativo da atividade metabdlica microbiana, refletindo a
salde do ecossistema do solo por promover um ambiente favoravel para a atividade microbiana
(ANDERSON; DOMSCH, 1993; BABUJIA et al., 2010)

Valores de p significativos para AZ (< 0,001) e PF (0,045) indicam que a relacéo entre
a producdo de CO; e a biomassa microbiana variam com o tratamento.

A maioria dos parametros de crescimento (comprimento da planta, diametro do caule,
namero de perfilhos) ndo mostrou diferengas significativas (p > 0,05), exceto a massa fresca das
raizes com PF (p < 0,001). Isso sugere que a interacdo entre 0s microrganismos e a planta pode
ser mais influente em certos aspectos, como o desenvolvimento radicular, que é crucial para a
absorcéo de nutrientes.

A inoculacdo com PF mostrou impactos positivos na massa fresca das raizes, reforcando
a literatura que relaciona PF a melhores resultados em absorc¢édo de nutrientes e &gua (MEYER
et al., 2016). Adicionalmente, o efeito significativo de PF sobre a massa seca das raizes (p =
0,003) e o resultado marginalmente significativo de AZ (p = 0,040) indicam que essas bactérias
podem favorecer o desenvolvimento radicular, crucial para a absorcdo de dgua e nutrientes
(SMITH et al., 2004).

Os indices de clorofila (p = 0,030 e 0,029, respectivamente), indicadores da eficiéncia
fotossintética, demonstram que tanto AZ quanto PF tém efeitos significativos. O aumento na
clorofila pode ser resultado da estimulagéo do crescimento radicular e da absorcao de nutrientes,
que, por sua vez, influenciam a producdo de compostos fotoassimilados (MAXWELL;
JOHNSON, 2000).

E importante considerar a interagio entre esses microrganismos e o sistema planta-solo,
que pode ter implicacbes importantes para praticas agricolas sustentaveis e a salde do
ecossistema (LINGJIAN; JINCHI, 2024). A relacéo entre os microrganismos e a microbiota do

solo é complexa. Embora os efeitos imediatos sobre o crescimento das plantas ndo tenham sido
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significativos, a melhoria na biomassa microbiana sugere beneficios a longo prazo
(NANNIPIERI et al., 2003).

Observado o N presente nas raizes os valores de p para AZ (p = 0,557) e PF (p = 0,328)
indicam que nenhum dos dois microrganismos isoladamente tem efeito significativo sobre o
teor de N nas raizes. No entanto, a interagdo entre ambos apresenta uma significancia marginal
(p = 0,094), sugerindo que a co-inocula¢do pode potencialmente influenciar o acumulo de
nitrogénio nas raizes. Em contrapartida, a inoculacdo com AZ resultou em um valor de p
significativo para o P nas raizes (p = 0,005), sugerindo que este microrganismo afeta
significativamente a absor¢do de P nas raizes. Enquanto, PF isoladamente ndo teve efeito
significativo (p = 0,711), mas a interacdo AZ x PF apresenta uma tendéncia a significancia (p =
0,094).

O N na parte aérea aponta que os valores de p significativos para AZ (p = 0,049), PF (p
= 0,009) e sua interacdo (p = 0,042), indicando que tanto a inoculacdo isolada quanto a
combinacdo dos dois microrganismos contribuem para o aumento do teor de N na parte aérea.
Ja quando observados os parametros da presenca de P na parte aérea nota-se que a interacao
entre 0s microrganismos apresenta um efeito significativo (p = 0,041), enquanto a inoculacédo
isolada com AZ (p = 0,134) e PF (p = 0,168) néo produziu efeito significativo sobre o teor de P

na parte aérea.

Tabela 2. Valores do carbono da biomassa microbiana (MB-C, pug CO2 g?), respiragdo basal
do solo (RBS, pug C-CO2 g h™1) e quociente metabdlico (qCO2, pg CO2 pg * C-microbiano h-
1Y do substrato cultivado com M. glomerata inoculada com A. brasilense e P.fluorescens.

Tratamentos MB-C RBS s[6{6))

Nao inoculado 266,27+18,65b 0,87+0,06ab 3,43+0,38a
A. brasilense 431,64+21,09a 0,77%0,06b 1,79+0,14b
P. fluorescens 479,41+22 91a 1,02+0,07a 2,21+0,23b
A. brasilense + P. fluorescens 461,75+16,60a 0,94+0,07ab 2,05+0,15b
Significancia <0,001 0,046 <0,001

Média + erro padrdo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

Os resultados quantitativos para o carbono da biomassa microbiana, respiracdo basal do
solo e quociente metabdlico sob diferentes tratamentos (Tabela 2), evidenciam a hipétese de que
a inoculagcdo com microrganismos benéficos ndo apenas aumenta a biomassa microbiana, mas
também melhora a respiracdo do solo e a eficiéncia no uso de carbono (C). Isso resulta em um
crescimento mais saudavel da M. glomerata, com implica¢cBes importantes para a gestdo

sustentavel do solo na agricultura.

22



Os dados apontam que o solo ndo inoculado apresentou a menor quantidade de C da
biomassa microbiana (266,27 pug CO2 g 1) e a maior taxa de quociente metabolico (3,43 pg CO:

-1
MY
significativos nos niveis de C microbiano. O tratamento com PF resultou no maior valor de

C-microbiano h™), enquanto os tratamentos com AZ e PF mostraram aumentos

carbono da biomassa (479,41 ug CO2 g1) e uma respiracdo basal do solo significativamente
maior (1,02 ug C-CO2 gt ht) em comparagdo com os outros tratamentos.

Esses resultados apontam que a inoculacdo de solos com microrganismos benéficos
como AZ e PF pode melhorar a qualidade do solo, aumentando a biomassa microbiana e a
atividade do solo (SCHLATTER et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021). A presenca de PF,
especificamente, tem sido associada a promog¢do de um ambiente benéfico para a atividade
microbiana, melhorando o potencial de absor¢édo de nutrientes pelas plantas (BASHAN et al.,
2016; ESTRADA et al., 2013).

Comparados os dados das Tabelas 1 e 3 demonstra-se que, embora a inoculagdo com AZ
e PF possa ndo ter promovido um crescimento significativo de M. glomerata em termos de
comprimento, didmetro do caule e numero de perfilhos, a influéncia positiva sobre a microbiota
do solo e a atividade microbiana sdo aspectos importantes a considerar. Esses resultados
sugerem que a inoculagdo pode ter um impacto mais profundo na salde do solo e na
sustentabilidade a longo prazo, mesmo que os beneficios imediatos para o crescimento da planta

ndo sejam evidentes.

Tabela 3. Comprimento da planta (cm), didmetro da base do caule principal (cm) e nimero de
perfilhos da M. glomerata inoculada com A. brasilense e P. fluorescens.

Tratamentos Comprimento Diametro do caule N“”?ero de
perfilhos
Nao inoculado 54,33+6,62a 5,59+0,45a 2,44+0,34a
A. brasilense 36,90+12,81a 4,61+0,40a 2,60+0,27a
P. fluorescens 41,09+8,38a 5,91+0,91a 2,54+0,34a
A. brasilense + P. fluorescens  56,82+8,76a 4,54+0,40a 2,27+0,14a
Significancia 0,395 0,269 0,841

Média + erro padréo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

O comprimento médio da planta ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos
(p = 0,395). O tratamento ndo inoculado teve um comprimento médio de 54,33 cm, enquanto 0
tratamento com AZ apresentou 0 menor comprimento (36,90 cm), mas sem diferenca estatistica.
O diametro da base do caule também néo apresentou diferencas significativas (p = 0,269), com

o tratamento com PF apresentando o maior valor (5,91 cm) e AZ o0 menor (4,61 cm). O nimero
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de perfilhos ndo mostrou diferencas significativas (p = 0,841), com todos os tratamentos
apresentando valores semelhantes (cerca de 2,44 a 2,60).

Os efeitos das bactérias do solo, como Azospirillum e Pseudomonas, sdo bem
documentados na literatura. Azospirillum é conhecido por promover crescimento das plantas por
diversas maneiras, por atuar em todos os aspectos da planta como seu desenvolvimento e
nutricdo consequentemente a saude geral da planta (BASHAN; DE-BASHAN, 2010;
HUNGRIA, 2011; VITTO et al., 2022) e nutricio (RAMASAMY et al., 2011; DHAWI et al.,
2015). Contudo, os resultados indicam que, apesar das expectativas, 0 aumento no crescimento
da planta ndo foi observado nas medi¢des de comprimento, diametro e nimero de perfilhos.

A Tabela 1 trouxe resultados do teste de ANOVA indicou que a massa fresca total foi
marginalmente significativa para PF (p = 0,017), sugerindo que a inoculacdo pode ter um
impacto positivo. J& a Tabela 4 aponta que a massa fresca total (MFT) para o tratamento com
PF foi de 26,84 g planta™, que é consideravelmente maior que a dos tratamentos com AZ e ndo
inoculado. O tratamento combinado também teve um bom desempenho (27,89 g planta™),

indicando uma possivel sinergia entre AZ e PF.

Tabela 4. Massa fresca da parte aérea (MFPA — g planta™), massa fresca das raizes (MFR g
planta™) e massa fresca total (MFT — g planta™) da M. glomerata inoculada com A. brasilense
e P. fluorescens.

Tratamentos MFPA MFR MFT
Nao inoculado 15,43+0,93a 4,99+0,65b 20,42+1,10a
A. brasilense 12,61+2,57a 7,31+0,68ab 19,92+3,04a
P. fluorescens 15,9942 ,96a 10,84+1,16a 26,84+3,79a
A. brasilense + P. fluorescens 18,05+2,07a 9,85+1,13a 27,8912, 42a
Significancia 0,437 0,001 0,115

Média + erro padrdo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

P. fluorescens é conhecida por suas propriedades de promocdo do crescimento das
plantas, especialmente por meio da melhoria da massa radicular e da absor¢do de nutrientes
(MEYER et al., 2016). O aumento na massa fresca da raiz com PF é consistente com a literatura,
que sugere que a interacdo com microrganismos benéficos pode aumentar a eficiéncia na
absorcéo de agua e nutrientes. O aumento da clorofila e do balango de N com a inoculagéo de
AZ sugere melhorias na eficiéncia fotossintética e na nutricdo das plantas, elementos cruciais
para um crescimento saudavel (LOPEZ-BUCIO et al., 2007).

O aumento da MFT em tratamentos com PF pode ser explicado pela sua capacidade de

promover um crescimento saudavel tanto nas raizes quanto na parte aérea, refletindo uma maior
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disponibilidade de recursos e uma melhor sadde geral da planta (SMITH et al., 2004). A
combinacdo de AZ + PF mostrou um efeito positivo na MFT, sugerindo que esses
microrganismos combinados potencializam os beneficios para as plantas, como observado em
varios estudos sobre associagfes microbianas (BASHAN; DE-BASHAN, 2010; HASHIM,;
KHAN, 2024; ANDRADE et al., 2024).

Os resultados de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes (MSR) e
massa seca total (MST) em M. glomerata inoculada com A. brasilense e P. fluorescens estdo

representados na Tabela 5.

Tabela 5. Massa seca da parte aérea (MSPA — g planta™), massa seca das raizes (MSR g planta”
Y e massa seca total (MST — g planta?) da M. glomerata inoculada com A. brasilense e P.
fluorescens.

Tratamentos MSPA MSR MST
Nao inoculado 3,38+0,37a 1,00+0,15b 4,38+0,49a
A. brasilense 2,07+0,32a 1,43+0,09b 3,50+0,34a
P. fluorescens 2,85+0,45a 2,04+0,20a 4,89+0,55a
A. brasilense + P. fluorescens 2,61+0,35a 1,48+0,19b 4,10+0,43a
Significancia 0,148 0,002 0,214

Média * erro padréo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

N&o houve diferenca significativa na MSPA entre os tratamentos, indicando que a
inoculacdo com AZ e PF ou ambos, ndo afetou significativamente a producdo de biomassa seca
aérea em M. glomerata. Ja a MSR foi significativamente maior no tratamento com PF em
comparagdo aos demais tratamentos, mostrando um efeito positivo na producdo de biomassa
seca radicular da planta, promovendo um acimulo de matéria seca nas raizes. Os outros
tratamentos néo diferiram significativamente entre si. Ndo houve diferenca significativa na MST
entre os tratamentos. Embora o tratamento com PF apresente uma tendéncia a maior MST, a
variabilidade dos dados ndo permite confirmar uma diferenca significativa.

A inoculacdo com PF se destacou por aumentar significativamente a MSR, indicando
uma melhor eficiéncia no acimulo de biomassa seca radicular. Paraa MSPA e MST, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos. Esses resultados sugerem que PF pode
ser mais eficaz em promover o desenvolvimento radicular em termos de acumulo de matéria
seca, 0 que pode ser Util em contextos em que a robustez do sistema radicular € importante para
a planta.

Comparados os dados das Tabelas 1 e 6, mostra-se que a inoculacdo com AZ impactou
positivamente os indices de clorofila e balanco de nitrogénio, sugerindo melhorias na

fotossintese e na eficiéncia nutricional. No entanto, os indices de antocianinas e flavonoides nio
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mostraram mudancas significativas, o que pode indicar que, apesar dos beneficios em
crescimento e saude geral, a inoculagdo ndo afetou a resposta da planta a estresses ambientais
ou competicdes por recursos. A interagdo entre 0s microrganismos e a planta revela
complexidades que podem ser exploradas para maximizar a produtividade em sistemas

agricolas.

Tabela 6. indices de clorofila (IC), de balanco de N (NBI), de antocianinas (IA) e de flavonoides
nas folhas (IF) da M. glomerata inoculada com A. brasilense e P. fluorescens.

Tratamentos IC NBI 1A IF

Nao inoculado 31,18+1,64a 28,80+2,42a 0,11+0,0la 1,12+0,05a
A. brasilense 24,09+1,78b  20,03+1,73b  0,13+0,0la 1,24+0,06a
P. fluorescens 28,38+1,42ab 23,34+1,63ab 0,12+0,01a 1,25+0,09a
A. brasilense + P. fluorescens 28,51+1,32ab 23,55+1,81a 0,13+0,0la 1,27+0,04a
Significancia 0,027 0,027 0,340 0,568

Média + erro padrdo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

O tratamento com AZ isolado resultou em IC médio inferior ao tratamento néo
inoculado, mas superior ao dos tratamentos com PF e a combinacdo. A significancia estatistica
(p = 0,027) sugere que AZ impactou positivamente a clorofila, embora ndo tenha superado o
tratamento ndo inoculado. A clorofila é essencial para a fotossintese, e a sua quantidade pode
ser um indicador direto da saude da planta e da eficiéncia na captura de luz (LOPEZ-BUCIO et
al., 2007). A inoculacdo com AZ demonstrou potencial para aumentar a clorofila, o que pode
levar a uma maior producdo de biomassa e um crescimento mais robusto.

O indice de balango de nitrogénio também apresentou diferenca significativa. O NBI
médio para AZ foi inferior ao do tratamento ndo inoculado e aos tratamentos com PF e a
combinacdo. A reducdo do NBI em relacdo ao ndo inoculado pode estar associada a um efeito
de competicdo ou a dinamica de assimilacdo de N, ja que AZ pode promover o crescimento,
mas ndo necessariamente melhorar o balangco de N em comparagdo aos outros tratamentos. O
NBI também mostrou significancia para AZ (p = 0,029), sugerindo que a inoculacao pode ter
melhorado o balango de nitrogénio (Tabela 1).

A melhora no NBI associada a inoculacao de Azospirillum sugere uma possivel melhoria
na fixacdo de N ou na assimilacdo deste nutriente, crucial para a sintese de proteinas e outras
biomoleculas (BASHAN; DE-BASHAN, 2010). Entretanto, a compara¢do com o tratamento
néo inoculado sugere que outros fatores, como a competicdo por N, podem estar influenciando

0s resultados.
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Os tratamentos com PF e a combinacéo de AZ e PF apresentaram valores intermediarios,
sem diferenca significativa em relacdo ao controle. N&o houve diferenca significativa no indice
de antocianinas entre os tratamentos, indicando que a inoculacéo nao teve impacto significativo
sobre o contetido de antocianinas nas folhas.

Isso sugere que, apesar das diferengas no crescimento, os compostos fendlicos podem
n&o ser influenciados de forma significativa pela inoculacdo, e que os microrganismos testados
possivelmente ndo influenciaram a sintese de flavonoides nas folhas de M. glomerata. Os
indices de antocianinas e flavonoides sdo frequentemente associados a resisténcia ao estresse
biotico e abidtico (MORO et al., 2021).

O fato de a inoculagdo ndo alterar significativamente esses indices pode indicar que a
planta ja esta bem adaptada ou que a presenca de AZ e PF ndo alterou a via de biossintese desses
compostos (LOPES; CARDOSO, 2021; RODRIGUES; SILVA; SOUZA, 2022). A inoculacédo
com AZ isolado reduziu significativamente os valores desses indices, o que pode indicar uma
menor eficiéncia no desenvolvimento das folhas em termos de conteudo de clorofila e balango
de nitrogénio. PF mostrou-se mais eficiente ao manter indices mais proximos ao controle.

Observados os IA e IF, nenhum dos tratamentos teve impacto significativo, sugerindo
que a inoculagdo nédo alterou a producdo desses compostos. Esses resultados indicam que,
enquanto PF pode ajudar a manter o desempenho da planta em termos de clorofila e balango de
N, AZ isolado pode ndo ser ideal para otimizar essas caracteristicas em M. glomerata.

P. fluorescens pode ser eficaz em aumentar o N na parte aérea, enquanto a inoculagdo
com AZ pode impactar mais fortemente o P nas raizes. A interacao entre esses microrganismos
e a planta parece ter efeitos especificos, dependendo do nutriente e da parte da planta avaliada
(Tabela 7).

Tabela 7. Nitrogénio nas raizes (NR) e na parte aérea (NPA) (mg g ), fosforo nas raizes (PR)
e na parte aérea (PPA) (mg g 1), da M. glomerata inoculada com A. brasilense e P. fluorescens.

Tratamentos NR NPA PR PPA

Nao inoculado 11,76+0,98a 15,68+0,99b  7,76+0,53a 11,93+0,41a
A. brasilense 12,67+0,90a 15,80+0,54b  4,76+0,36b 9,35+0,90b
P. fluorescens 12,35+0,88a 19,42+0,85a 6,42+0,85ab  9,45+0,86b
A. brasilense + P. fluorescens 10,48+0,40a 16,30+0,66b 5,61+0,61b 9,55+0,85b
Significancia 0,228 0,003 0,019 0,048

Média + erro padréo (n=10). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

A interacdo entre plantas e microrganismos benéficos, como A. brasilense e P.

fluorescens, é amplamente documentada na literatura cientifica por seus efeitos no
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desenvolvimento vegetal e na nutrigdo mineral, especialmente em plantas medicinais e culturas
de importancia econémica. Estudos indicam que esses microrganismos podem promover o
crescimento e influenciar a absorcdo de nutrientes essenciais, como N e P, devido a mecanismos
de fixacdo bioldgica de N, solubilizacéo de P e sintese de fitormonios (HUNGRIA et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2020).

A. brasilense é conhecido por aumentar a absor¢do de N na parte aérea das plantas, o
que ocorre pela producéo de fitormbnios, como auxinas, que estimulam o crescimento radicular
e a maior exploracdo do solo, resultando em um aumento significativo na quantidade de N
absorvido (BASHAN; DE-BASHAN, 2010). Essa interacdo é evidenciada na Tabela 1, onde A.
brasilense influencia a absorc@o de N na parte aérea, corroborado pelos dados da Tabela 7.

A P. fluorescens € conhecida por induzir resisténcia sistémica em plantas e melhorar a
salde do sistema radicular, o que facilita o aumento da absorcdo de nutrientes, como o N
(LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009).

A importancia da solubilizacdo do P é discutida amplamente, visto que muitos solos
apresentam P em formas indisponiveis para as plantas. Estudos mostram que Pseudomonas spp.
é eficaz em solubilizar compostos insoltveis de P, tornando-os disponiveis para as plantas, o
que explica os efeitos significativos observados nas tabelas para a parte aérea e raizes
(SHARMA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2020). A presenca de A. brasilense, que também
apresenta efeitos na absor¢do de P, pode alterar o metabolismo da planta e influenciar a
distribuicdo deste nutriente entre a parte aérea e as raizes (BASHAN et al., 2014).

A combinacdo entre A. brasilense e P. fluorescens pode resultar em efeitos sinérgicos
no crescimento e nutricdo das plantas, como mostra a interagéo significativa entre AZ e PF em
varios parametros de Tabela 1. Pesquisas indicam que a co-inoculacdo pode intensificar os
efeitos sobre o crescimento vegetal, promovendo um balan¢o nutricional mais eficiente e
contribuindo para a absorcdo otimizada de N e P (HUNGRIA et al., 2010; Pl et al., 2015).

A literatura cientifica, portanto, sustenta que a inoculacdo com esses microrganismos
influencia positivamente o desenvolvimento e a nutri¢do das espécies medicinais, especialmente
em condic¢des que maximizam o uso desses recursos microbioldgicos para aumentar a eficiéncia
da absorcéo de nutrientes essenciais (RODRIGUES; SILVA; SOUZA, 2020).

As cumarinas sdao compostos fenolicos amplamente distribuidos no reino vegetal,
conhecidos por suas propriedades bioativas significativas. As moléculas possuem atividades
farmacoldgicas relevantes, incluindo efeitos anticoagulantes (como a varfarina),
antimicrobianos, anti-inflamatorios e antioxidantes, o que as torna amplamente utilizadas na

industria farmacéutica para o desenvolvimento de medicamentos e produtos terapéuticos. Alem
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disso, as cumarinas desempenham um papel importante na defesa da planta contra patdégenos e
estresses ambientais, sendo parte do metabolismo secundério ativado por estimulos do ambiente
(CITERELLA, 2023).

A biossintese de cumarinas estd intimamente relacionada a satde e ao metabolismo da
planta, sendo influenciada por fatores nutricionais e ambientais. Melhorar as condigdes de
desenvolvimento e nutricdo das plantas, por meio de préticas agricolas sustentaveis ou
tratamentos especificos, pode potencializar a producdo dessas substancias bioativas,
aumentando sua relevancia para aplicacdes industriais e farmacéuticas (ROBE et al., 2021,
LARBAT et al., 2023; WANG; LlI; LI, 2023).

Para investigar esse impacto, foi preparado o extrato de M. glomerata, uma planta
medicinal amplamente empregada como expectorante devido ao alto teor de cumarinas. O
rendimento do processo extrativo frente a inoculacdo de AZ e PF, isolados ou combinados, no
cultivo de M. glomerata encontra-se na Tabela 8. Ademais, uma vez que as cumarinas séo
metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos compostos fenolicos, caracterizados pela
presenca de um nucleo benzopirénico em sua estrutura quimica, o doseamento de CFT foi
realizado com intuito de comparar o teor desta classe de bioativos entre os tratamentos e por fim

foi apresentada a concentragdo de cumarinas em cada um dos tratamentos.

Tabela 8. Rendimento extrativo (%) e teor médio de compostos fendlicos totais (CFT) e
concentracdo de cumarinas do extrato hidroalcéolico de M. glomerata inoculada com A.
brasilense e P. fluorescens.

Rendimento CFT Cumarinas Concentracéo de
Tratamentos (%) cumarinas (mg) por

-1
(Mgeac gea™)  (M/g extrato) Kg de folhas frescas

Nao inoculado 20,17 2,04+0,04 13,2 583,22
A. brasilense 20,98 7,81+0,53 35,2 1212,28
P. fluorescens 21,26 3,79+ 0,04 14,8 560,82
A. brasilense + P. 24,17 0,83+0,73 12,4 433,37

fluorescens

A extracdo hidroalcoolica (70%) de M. glomerata é o método padronizado pela
Farmacopeia Brasileira de Fitoterdpicos (BRASIL, 2021) para a obtencdo de extratos de M.
glomerata e desenvolvimento do fitoterapico. O rendimento extrativo obtido neste estudo (de
20,17% a 24,17%) corrobora com os resultados relatados anteriormente para a extragdo
hidroalcoolica a 70%, que demonstraram rendimentos entre 17,3% e 28,2%, dependendo das
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condicBes especificas da planta e do processo de extracdo (CELEGHINI, 2007; RADUNZ et
al., 2012; ZIMMERMANN et al., 2021).

Com base nos resultados da tabela apresentada, a inoculacdo com diferentes
microrganismos também teve impacto no rendimento extrativo, no teor de CFT e na
concentra¢do de cumarinas do extrato hidroalcodlico de M. glomerata. O maior rendimento
extrativo foi obtido pela combinagéo de A. brasilense e P. fluorescens (24,17%), corroborando
com o intervalo de rendimentos relatado em estudos anteriores. Esse aumento no rendimento
pode estar relacionado ao efeito sinérgico entre os microrganismos, favorecendo a mobilizacao

de nutrientes e a melhora nas condigdes do solo.

A inoculagdo com A. brasilense tem demonstrado potencial para aumentar o teor de
compostos fendlicos em plantas, o que pode ser atribuido a promocéo do crescimento vegetal e
a modulacdo de vias metabolicas associadas a producdo de metabolitos secundarios. Estudos
indicam que a interacdo com A. brasilense pode influenciar positivamente a producdo de
compostos indélicos, como observado em plantulas de milho e arroz (RADWAN; MOHAMED;
REIS, 2004).

No caso especifico de M. glomerata, conhecida popularmente como guaco, a presenca
de compostos fendlicos, incluindo cumarina e &cido o-cumarico, estd associada a diversas
atividades biol6gicas, como acdo anti-inflamatdria, antibacteriana e antioxidante (GROELER,
2020). Esses compostos desempenham um papel crucial na neutralizacdo de EROS, protegendo
as células contra danos oxidativos e contribuindo para a prevencao de doencas degenerativas.

A utilizacdo de A. brasilense como inoculante pode, portanto, representar uma estratégia
sustentavel para incrementar a produgcdo de compostos bioativos em M. glomerata,
potencializando suas propriedades terapéuticas sem a necessidade de métodos quimicos
agressivos. Ademais, a inoculagdo esse microrganismo, causou um incremento na concentracao
de cumarinas (35,2 mg/g de extrato), o que corresponde a 1212,28 mg por kg de folhas frescas.
Esse incremento pode ser atribuido a capacidade do A. brasilense de fixar nitrogénio e produzir
fitorménios, como o acido indol-3-acético (AlA) e o acido salicilico (AS), que estimulam a
sintese de metabolitos secundarios (HERNANDES FILHO, 2021).

As cumarinas sdo compostos fendlicos reconhecidos por suas propriedades terapéuticas,
incluindo atividades anti-inflamatdrias, antioxidantes e broncodilatadoras. O aumento na
concentracdo desses compostos em M. glomerata potencializa seu uso medicinal, especialmente
no tratamento de doencas respiratorias e inflamatorias (LEAL et al., 2024). Além disso, a

utilizacdo de A. brasilense como inoculante representa uma abordagem sustentavel para a
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agricultura, reduzindo a dependéncia de fertilizantes quimicos e promovendo a produgdo de
compostos bioativos de interesse farmacoldgico.

Esses resultados indicam que a inoculacdo com A. brasilense isoladamente promoveu
um aumento substancial tanto no teor de bioativos de interesse, enquanto o tratamento com P.
fluorescens mostrou destaque para 0 aumento na atividade microbiana do solo. A interacéo entre
A. brasilense e P. fluorescens nédo teve o efeito desejado na produgéo de cumarinas, mas foi
benéfica para o crescimento radicular e para a nutricdo da planta, evidenciando que a escolha
dos microrganismos deve ser feita com base nos objetivos especificos do cultivo.

Assim, os resultados apontam que a inoculagdo com A. brasilense, especialmente
isolada, tem o potencial de maximizar a producao de bioativos em M. glomerata, destacando-se
como uma pratica valiosa para o cultivo dessa planta medicinal, tanto do ponto de vista

agrondmico quanto fitoquimico.
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CONCLUSOES

A inoculacdo com A. brasilense e P. fluorescens demonstrou beneficios
agrondmicos e fitoquimicos em M. glomerata. P. fluorescens aumentou a massa das
raizes, a eficiéncia fotossintética e o teor de nitrogénio na planta, além de melhorar a
atividade microbiana do solo. A. brasilense isolado aumentou a concentracdo de
cumarinas, compostos bioativos de interesse. A combinagdo de ambos 0s microrganismos
reduziu a producdo de cumarinas, sugerindo uma interagdo que afeta a biossintese desses
compostos. Esses resultados indicam que a inoculagdo microbiana pode otimizar o
crescimento e a producdo de metabolitos bioativos, favorecendo o cultivo sustentavel de
guaco.

O interesse agricola e econémico no cultivo de guaco tem crescido devido a sua
valorizacdo no mercado de fitoterapicos, impulsionado pela demanda por produtos
naturais e alternativos para o tratamento de diversas doencas.

A utilizacdo de microrganismo representa uma estratégia promissora tanto para
aumentar a produtividade quanto para garantir a qualidade dos metabolitos secundarios.
Além disso, 0 uso desses inoculantes pode reduzir custos com insumos quimicos, melhorar
a saude do solo e, consequentemente, tornar o cultivo mais sustentavel e lucrativo.

Esse modelo de cultivo sustentavel ndo so atende as necessidades do mercado de
plantas medicinais, como também favorece a agricultura de baixo impacto ambiental,

oferecendo novas oportunidades econémicas para os produtores.
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