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Regiane Cristina Urcoviche Lastra

Associacdo micorrizica, crescimento e atividades biolégicas em Arrabidaea chica Verlot e
Levisticum officinale Koch

RESUMO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculagdo com fungos micorrizicos
arbusculares (FMASs) Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum em diferentes niveis
de fosforo (P), sobre o crescimento e a qualidade bioquimica da Arrabidaea chica, bem como
investigar a resposta de Levisticum officinale a inoculagdo com os mesmos FMAs e
Azospirillum brasilense. As plantas foram cultivadas no Horto Medicinal da UNIPAR —
Umuarama em delineamentos experimentais especificos. Para A. chica os tratamentos
influenciaram significativamente o nuimero de perfilhos, teores de compostos fenolicos,
atividade antioxidante (FRAP e DPPH), biomassa microbiana do solo, pigmentos
fotossintéticos (clorofila e caratenoides), agucares totais e redutores, flavonoides e -caroteno.
O tratamento T8 (R. clarus e C. etunicatum sob alto P) destacou-se na atividade antioxidante e
compostos fenolicos, enquanto o T7 (R. clarus, C. etunicatum e baixo P) apresentou os maiores
valores de biomassa aérea e colonizagdo radicular. Ja L. officinale o respondeu positivamente
a inoculagdo com FMAs e A. brasilense sendo o tratamento T7 (R. clarus, C. etunicatum e A.
brasilense) o mais eficiente para produgdo de biomassa. No entanto, os parametros
bioquimicos, como flavonoides, compostos fenolicos e antocianinas, foram mais expressivos
nos tratamentos com C. etunicatum isolado (T3), com R. clarus (T4) e a combinacao de R.
clarus e A. brasilense (T5). Esses resultados indicam que a maior produtividade nem sempre
esta associada a melhor qualidade fitoquimica, sendo a escolha do tratamento dependente dos
objetivos do cultivo. De modo geral, a inoculacdo com FMAs, associada ao manejo de fosforo
em A. chica e a aplicacdo de A. brasilense em L. officinale, demonstrou potencial como
bioestimulante, representando uma alternativa sustentavel para o cultivo de plantas medicinais,
com beneficios agrondmicos, econdmicos e ambientais.

Palavras-chave: simbiose, micorriza e bioestimulante.
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Regiane Cristina Urcoviche Lastra

Mycorrhizal association, growth and biological activities in Arrabidaea chica Verlot and

Levisticum officinale koch

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of inoculation with the arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) Rhizophagus clarus and Claroideoglomus etunicatum at different phosphorus (P) levels
on the growth and biochemical quality of Arrabidaea chica, as well as to investigate the
response of Levisticum officinale to inoculation with the same AMF and Azospirillum
brasilense. The plants were grown in the Medicinal Garden of UNIPAR — Umuarama in
specific experimental designs. For 4. chica, the treatments significantly influenced the number
of tillers, phenolic compound contents, antioxidant activity (FRAP and DPPH), soil microbial
biomass, photosynthetic pigments (chlorophyll and carotenoids), total and reducing sugars,
flavonoids, and B-carotene. Treatment T8 (R. clarus and C. etunicatum under high P) stood out
in antioxidant activity and phenolic compounds, while T7 (R. clarus, C. etunicatum and low P)
showed the highest values of aerial biomass and root colonization. L. officinale responded
positively to inoculation with AMF and A4. brasilense, with treatment T7 (R. clarus, C.
etunicatum, and A. brasilense) being the most efficient for biomass production. However,
biochemical parameters, such as flavonoids, phenolic compounds, and anthocyanins, were
more significant in treatments with C. etunicatum alone (T3), with R. clarus (T4), and the
combination of R. clarus and A. brasilense (T5). These results indicate that higher productivity
is not always associated with better phytochemical quality, with the choice of treatment
depending on the cultivation objectives. In general, inoculation with AMF, associated with
phosphorus management in A. chica and the application of A. brasilense in L. officinale,
demonstrated potential as a biostimulant, representing a sustainable alternative for the

cultivation of medicinal plants, with agronomic, economic, and environmental benefits.

Keywords: symbiosis, mycorrhizal and biostimulants.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um pais de grande diversidade biologica, com destaque no ranking mundial,
devido ao aproveitamento de suas plantas medicinais, com alta perspectiva de desenvolvimento
de fitoterapicos (BRASIL, 2006; Santos et al., 2011).

Dentre as espécies de plantas brasileiras, destaca-se a Arrabidaea chica, cujo sindOnimo
Fridericia chica, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem
Scrophulariales, familia Bignoniaceae, género Arrabidaea e espécie A. chica (Cronquist, 1981).

A espécie A. chica, € pouco explorada na literatura cientifica, especialmente no que diz
respeito a sua simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs).

As micorrizas termo derivadas do grego mykes (fungo); rhiza (raizes), representam
associacoes simbioticas fundamentais entre fungos e raizes de plantas (Brundrett, 2009). Para
que ocorra a troca eficiente de nutrientes entre planta e fungo, ¢ necessario que os FMAs
formem estruturas ramificadas denominadas arbusculos, que se desenvolvem no interior das
c€lulas radiculares da planta hospedeira (Keymer ef al., 2017).

Outra planta de destaque nesse estudo € o Levisticum officinale, ¢ uma planta perene
amplamente utilizada como condimento em diversas regioes da Europa, valorizada por seu
aroma intenso e sabor caracteristico, além do seu uso tradicional na culinaria, também pode ser
empregada como ingrediente em temperos comerciais industrializados e conhecida em Portugal
como “planta knorr” (Spréa, 2020).

Pertencente a familia Apiaceae (Umbelliferac) e popularmente conhecida como
levistico, erva-maggi, knorr, compreende mais de 3.000 espécies distribuidas em mais de 400
géneros (Punosevac et al., 2021; Khammassi ef al., 2022). Também se destaca pelos beneficios
culinarios e aplicagdes homeopaticas. E utilizada principalmente por suas propriedades
digestivas, diuréticas e anti-inflamatorias. Rico em taninos e vitamina C, promove equilibrio e
eliminacao de toxinas, contribuindo para o bem do ser humano (Botelho, 2023).

Todavia, ¢ fundamental destacar a importincia do conhecimento ao grau de
micorrizacdo entre os vegetais, bem como identificar e caracterizar espécies flngicas
dominantes. Além disso, € essencial compreender a resposta da inoculagdo micorrizica sob
diferentes doses de fosforo e sua influéncia antioxidante durante o desenvolvimento da A. chica,
assim como os efeitos na L. officinale e elucidar seu potencial diante da inoculagdo de fungos
micorrizicos e Azospirillum brasilense. Em ambos os casos, ressalta-se o potencial fitoterapico
e bioquimico, configurando uma alternativa promissora na produgdo sustentavel com
implicagdes significativas para o avanco biotecnoldgico e industrial.
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CAPITULO I

Inoculacio de Fungos Micorrizicos em Arrabidaea chica Verlot sob diferentes doses de
fosforo

RESUMO

A ampla diversidade bioldgica de plantas medicinais no Brasil, juntamente com seu potencial
biotecnoldgico, aliado a preservagcdo ambiental e a descoberta de novas espécies, tem sido
amplamente reconhecida no contexto da comercializagao de fitoterapicos. Entre as localidades
de maior relevancia, a regido AmazoOnica se sobressai, vale destacar a Arrabidaea chica Verlot.
Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar a associagdo micorrizica da A. chica com
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum
sob diferentes condigdes de baixa e alta adigdo de P, analisando seus efeitos no crescimento e
desenvolvimento da planta. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, seguindo um fatorial 4x2 (sem ¢ com FMAs e combinacao de dois FMAs) sob
adicao de niveis alto e baixo de P, totalizando 64 unidades experimentais. O tratamento T8
promoveu um aumento no numero de perfilhos, clorofila a, compostos fendlicos e atividade
antioxidante (FRAP). J4 o tratamento T7 favoreceu o aumento da densidade de esporos de
FMAs, colonizagao radicular por FMAs, respiracao basal do solo, massa fresca da parte aérea,
massa seca da parte aérea, massa seca total e antocianinas. Por sua vez, o tratamento T6
aumentou o didmetro do caule, teor de nitrogénio da parte aérea, altura da planta, fosforo da
parte aérea, B-caroteno. O tratamento TS5 estimulou a produgdo de agucar total, enquanto o
tratamento T4 favoreceu a massa fresca da raiz e os flavondides na planta. No T3 elevou o
carbono da biomassa microbiana do solo, o teor de agucar redutor e antioxidante (DPPH). O
tratamento T2 aumentou o indice de balango de nitrogénio, indice de clorofila, clorofila b,
clorofila total e caroteno. Por fim, o tratamento T1 favoreceu o gCO2 e a concentragao de acucar
nao redutor. Dessa forma, este estudo evidenciou que a interacao entre os FMAs, aliada a adigao
de fosforo, exerceu efeitos significativos sobre crescimento, desempenho fisioldgico e
qualidade bioquimica da planta, em que os resultados destacam que o desempenho simbidtico
promoveu uma tripla acao benéfica, reforcando o potencial biotecnoldgico da A. chica e sua
relevancia para pesquisas voltadas ao desenvolvimento de fitoterapicos.

Palavras-chave: fitoterapico, antioxidante e fosforo.
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Inoculation of Mycorrhizal Fungi in Arrabidaea chica Verlot under different doses of
phosphorus

ABSTRACT

The broad biological diversity of medicinal plants in Brazil, along with their biotechnological
potential, combined with environmental preservation and the discovery of new species, have
been widely recognized in the context of the commercialization of herbal medicines. Among
the most important locations, the Amazon region stands out, with Arrabidaea chica Verlot
standing out. Therefore, the present study aimed to analyze the mycorrhizal association of A.
chica with the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) Rhizophagus clarus and Claroideoglomus
etunicatum under different conditions of low and high P addition, analyzing their effects on
plant growth and development. The experiment was conducted in a completely randomized
design, following a 4x2 factorial (without and with AMF and a combination of two AMF) under
high and low P addition, totaling 64 experimental units. The T8 treatment promoted an increase
in tiller number, chlorophyll a, phenolic compounds, and antioxidant activity (FRAP). The T7
treatment favored an increase in AMF spore density, AMF root colonization, basal soil
respiration, shoot fresh mass, shoot dry mass, total dry mass, and anthocyanins. In turn, the T6
treatment increased stem diameter, shoot nitrogen content, plant height, shoot phosphorus, and
B-carotene. The TS5 treatment stimulated total sugar production, while the T4 treatment favored
root fresh mass and plant flavonoids. T3 increased soil microbial biomass carbon and reduced
sugar and antioxidant (DPPH) content. The T2 treatment increased the nitrogen balance index,
chlorophyll index, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotene. Finally, the T1 treatment
favored qCO2 and non-reducing sugar concentration. Thus, this study showed that the
interaction between AMF, combined with the addition of phosphorus, had significant effects
on the growth, physiological performance, and biochemical quality of the plant. The results
highlight that the symbiotic performance promoted a triple beneficial action, reinforcing the
biotechnological potential of A. chica and its relevance for research aimed at the development

of phytotherapeutics.

Keywords: phytotherapeutic, antioxidant and phosphorus.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem destaque mundial, por sua vasta diversidade bioldgica, especialmente pelo
uso tradicional e cientifico de plantas medicinais, o que confere ao pais elevado potencial para
o desenvolvimento de fitoterapicos (BRASIL, 2006; Santos ef al., 2011).

Segundo o estudo Flora do Brasil (2020), coordenado pelo Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, sdo reconhecidas aproximadamente 46.900 espécies nativas brasileiras, além de 680
espécies exoOticas naturalizadas, que se reproduzem espontaneamente no ambiente, € 2.336
exoticas cultivadas.

De acordo com Cragg e Newman (2013), ja constataram que havia um crescente
interesse incluindo a bioprospeccao de competitividade tecnoldgica e avangos de ferramentas
biotecnoldgicas envolvendo o uso de plantas em beneficio da sociedade.

Frente a este cenario, a Regido Amazodnica se destaca devido as suas riquezas naturais,
sendo economicamente viavel ao mercado local, nacional e internacional, em virtude do
aproveitamento integral de seus produtos e subprodutos como raiz, caule, folha, flor e fruto
(Santos et al., 2017).

Neste experimento, destaca-se a espécie Arrabidaea chica, pertencente a divisao
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem Scrophulariales, familia
Bignoniaceae, género Arrabidaea e espécie A. chica (Cronquist, 1981). Segundo Fischer et al.
(2004) o género Arrabidaea foi renomeado, passando a ser denominado Fridericeae.

Segundo Lorenzi (2002), o Brasil ndo ¢ o unico habitat da A. chica, podendo ser
encontrada na América tropical: Cerrados, Mata Atlantica, Regido Sul do Brasil e
principalmente na Bacia Amazonica. Sendo uma arvore perene trepadeira distribuida também
no Sul do México até a Guiana (Barbosa et al., 2008; Medeiros et al., 2011).

Diante de sua popularidade, A. chica recebe diversas denominagdes dependendo da
regido brasileira, como cipo-pau, cipd-cruz, carajuru, carapiranga, carajiru, crajiru, carajeru,
crejer (Corréa, 1984), sendo, afamada com o passar dos anos como crajiru no Amazonas, pariri
no Pard, carajuru, punca-panga e chica em outras localidades (Kalil Filho et al., 2000).

Considerada uma trepadeira arbustiva com aproximadamente 2,5 m de altura de ramos
tetragonais, com folhas bi- ou trifoliadas, com fruto alongado agudo em ambos os lados,
contendo sementes ovoides, com uma nervura média saliente nas valvas e sementes (Behrens
et al., 2012). Uma planta promissora devido as suas acdes fitoquimicas e terapéuticas, na qual
vem aumentando o interesse em estudos voltados a esse vegetal, podendo ser utilizada como

um todo: raiz, caule, folha e flor (Batalha et al., 2022).
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Historicamente, suas folhas eram utilizadas na preparagdo de chés para o tratamento de
diarréias, anemia, leucemia, ictericia e albuminuria (Corréa, 1984). Além disso, 4. chica ¢
amplamente empregada na medicina popular para tratar impigens, sendo especialmente
utilizada em lavagens de feridas e ulceras, devido as suas propriedades adstringentes e
cicatrizantes (Alves et al., 2010).

Seu uso terapéutico também inclui o alivio de coélicas intestinais, diarréia, corrimento
vaginal, sifilis, conjuntivite, anemia, leucemia, cancer de boca, dentre outras condi¢des (Kalil
Filho, 2000). A literatura ainda destaca seu potencial bioativo, evidenciado por suas atividades
antiprotozoarias, antiflingicas, anti-inflamatorias e antitumorais (Michel et al., 2015; Moreira
et al., 2024). Além disso, suas folhas sdo ricas em antocianinas, compostos fendlicos com
elevado poder antioxidante (Batalha ef al., 2022; Castro, 2023).

De acordo com Andrade et al. (2021) e Medeiros et al. (2021), as plantas medicinais
representam uma alternativa promissora e acessivel para o tratamento de diversas doencas,
destacando o potencial teraputico de seus compostos bioativos. Para Silva (2002), a
comunidade de quilombolas utiliza 4. chica para o tratamento de anemia, inflamacao do utero,
estdmago, intestino, diarreia, leucemia, hepatite, regulagdo da menstruacdo, lavagem de
ferimentos da pele, tosse, problemas de rins e do figado.

Vasconcelos ef al. (2021) investigaram a atividade das fragdes n-hexano, acetato de etila
e butanol obtidas de A. chica Verlot contra a osteoartrite (OA) induzida por MIA (injecao intra-
articular de monoiodoacetato) em ratos e constataram potencial analgésico e anti-inflamatorio
significativo, demonstrando uma inibicdo de 90% da COX-2, demonstrando relevancia no
processo inflamatorio. Ja Takenaka et al. (2020), analisaram o perfil quimico do extrato
hidroetanolico de A. chica e avaliaram sua atividade anti-inflamatoria intestinal em
camundongos, onde os resultados indicaram perda de peso, preservacao da barreira intestinal
bem como seus niveis de permeabilidade, efeito atribuido a sua forte capacidade de eliminagao
de radicais lipidicos.

Outro fator importante encontrado na A. chica ¢ a carajurina, um composto bioativo
investigado como marcador bioldgico para atividade antileishmania a partir dos extratos
hidroalcoodlicos da planta, apresentando efeito letal contra essas formas de parasitas (Moragas
et al., 2020; Souza et al., 2023).

Corréa (1984) e Taffarello et al. (2013) relatam que os povos indigenas usavam as folhas
de A. chica como pigmento para tingir seus corpos, enfeites, utensilios, vestimentas e para
elaboracdo de tatuagens, devido a extragdo de suas folhas ser de cor vermelho-escuro. Segundo

Zorn (2001), essa coloragao também era utilizada em praticas de magia, prote¢do contra picada

19



de mosquitos e como protetor solar. De acordo com Alves et al. (2010), essa cor demonstra
presenca de agticar redutor, alcaloides, antocianidinas, antocianinas, antraquinonas, esteroides,
triterpenoides, fendis, flavonoides, flavonois, flavanonas, saponinas, taninos, catequinas,
cumarinas, polissacarideos e proteinas (Barros, 2018).

Segundo Freitas et al. (2023), o cha das folhas de 4. chica é popularmente utilizado por
pacientes com cancer durante os tratamentos de quimioterapia ou radioterapia. Acredita-se que
ela possa auxiliar na elevagdo dos niveis de eritrocitos e plaquetas, geralmente reduzidos em
decorréncia desses tratamentos agressivos. Piriz et al. (2015), ja haviam relatado o uso da planta
no contexto oncologico, destacando seu potencial como agente estimulador na producgdo de
células sanguineas, especialmente durante a quimioterapia ou radioterapia.

De acordo com Ferreira ef al. (2016), foram avaliados os efeitos do extrato da planta A.
chica em camundongos, os resultados demonstraram que o extrato etanolico promoveu um
aumento significativo nas concentracdes de hemadcias (9,2%) e plaquetas (29,5%) nos animais
testados, sugerindo um potencial fitoterapico da planta em condi¢des que afetam parametros
hematolégicos. Rocha et al. (2019) também investigaram o efeito protetor do extrato de A.
chica contra o cancer de mama quimicamente induzido em modelo animal, onde os resultados
indicaram que o extrato reduziu significativamente a toxicidade hematologica associada a
quimioterapia, além de diminuir o estresse oxidativo e melhorar os niveis de enzimas
antioxidantes no tecido mamario.

Sendo A. chica uma planta medicinal de diversos principios ativos, vem se tornando de
interesse do SUS (Renisus), no qual foi publicada em fevereiro de 2009 sua inclusdo, devido a
sua atividade biologica. Logo, ocorreu um registro de patente PI 0703095 relatando sua
formulacao farmacéutica frente a fotoprotecao e pigmentagao (Dias Filho ez al., 2014).

Em 2010, a ANVISA, por meio da Resolugio da Diretoria Colegiada (RDC n° 10, de
marco de 2010), publicou como norma a notificagdo de drogas vegetais, que por sua vez, ndo
podem ser confundidas com medicamentos fitoterapicos, porém ambos sao obtidos de plantas
medicinais. Ja a fitoterapia esta conceituada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes
formas farmacéuticas, incentivando o desenvolvimento comunitario, solidario e participativo
da populacdo social (BRASIL, 2006). Para Silva e Pamponete (2022), tornou-se uma tradi¢do
e valor familiar. Corroborando os estudos de Jamel et al. (2024), em que destaca a importancia
da valorizagao dos saberes tradicionais e do potencial farmacoldgico da A. chica.

Foi investigada a atividade do extrato metandlico de 4. chica, onde leveduras revelaram

resisténcia a esse extrato apds 48 horas (Hofling et al., 2010). Zago et al. (2020) testaram a
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atividade de cicatrizacdo de feridas in vitro de extrato hidroalcoolico padronizado de A. chica
em células epiteliais e osteoblasticas expostas ao acido zoledronico, demonstrando que as
células apresentam maiores valores de viabilidade: 74,1% a 82,3% para fibroblastos e 66% para
pré-osteoblastos quando usadas com A. chica. Confirmando seu potencial cicatrizante, anti-
inflamatorio, antifungico, antitumoral, anticancerigeno, antimicrobiano e antioxidante (Jorge,
2008; Barbosa et al., 2008; Ribeiro et al., 2012; Ferreira et al., 2013; Schiozer et al., 2017,
Nascimento et al., 2022).

Estudo preliminar conduzido por Siraichi et al. (2013) constatou que a atividade
fotoprotetora, tanto quimica quanto fisica, da expressao obtida a partir do extrato de 4. chica,
utilizando espectroscopia fotoacuUstica. Esse achado destaca a relevancia das formulagdes
fotoprotetoras encontradas comercialmente, sendo comum a associa¢ao de dois ou mais ativos
para a protecao quimica e um bloqueador solar, no caso, o dioxido de titdnio como protetor
fisico.

Além de plantas, pesquisas constatam que o Brasil abriga aproximadamente 12,5 a 13,5
mil espécies de fungos (Peixoto; Morim, 2003), no qual 153 espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em seu territorio (= 48%), no entanto, ja existem varias espécies novas
descritas para a ciéncia (Pereira et al., 2015).

Estudos descrevem que o filo Glomeromycota, possui trés classes, cinco ordens, 16
familias, 44 géneros e aproximadamente 322 espécies (Schiiler et al., 2001; Tedersoo et al.,
2020). No qual, a partir da sua diversidade, vem favorecendo novas descobertas e ferramentas
biotecnoldgicas agregadas ao mercado fitoterapico. Frente a esse inciso, vale destacar a
importancia dos FMAs, espécies simbiontes, visto que as plantas contribuem para seu
desenvolvimento, no qual precisam estar associados a uma raiz viva que lhes fornecga
carboidratos e outros fatores para que eles possam crescer, esporular e completar seu ciclo de
vida (Stiirmer; Siqueira, 2013). Além disso, busca compreender a interagdo com diferentes
doses de fosforo (P), devido ao papel fundamental desse elemento na formacao de trifosfato de
adenosina (ATP), principal fonte de energia para processos como fotossintese, divisdo celular,
transporte de assimilados e manutencdo da carga genética (Sasabuchi et al., 2022; Bicudo et
al., 2010).

Pesquisas de (Matsubara et al., 2009; Zubeck et al., 2015), demonstram que a associagao
simbiotica dos FMAs as raizes das plantas, favorece a absor¢ao de nutrientes essenciais, como
nitrogénio (N), fésforo (P), zinco (Zn), Magnésio (Mg) e Calcio (Ca), essa interacdo contribui
para aumento dos niveis de pigmentos fotossintéticos nas folhas dos vegetais (Pedone-Bonfim,

et al., 2015) e para uma maior producdo de metabdlitos primdrios, fundamentais como
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precursores de vias do metabolismo secundario (Manoharan et al., 2010; Pedone-Bonfim et al.,
2015). Esses mecanismos podem beneficiar ndo apenas o desenvolvimento da A. chica, mas
também impulsionar avancos no desenvolvimento biotecnologico sustentavel.

Apesar da reconhecida importancia dos FMAs e da A. chica, a literatura cientifica ainda
apresenta uma lacuna significativa quanto a investigagdo da interagdo entre ambos. Até o
momento, foi identificado apenas um estudo (Barazetti et al., 2022) que avaliou o crescimento,
as trocas gasosas foliares e a coloniza¢do micorrizica em A. chica, demonstrando que a
associacdo com FMAs ¢ evidente e benéfica, podendo ser considerada como de interesse
economico devido aos seus principios fitoquimicos. No entanto, ainda sdo escassas as pesquisas
voltadas ao desenvolvimento de sistemas de cultivo sustentaveis que explorem sua associagao
com FMAs.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo analisar a resposta de seu metabolismo e
atividades antioxidantes frente a inoculagdo com FMAs, os quais sdo reconhecidos como
bioestimulantes por promoverem o aumento da absorcao e translocacao de nutrientes, a indugao

de producao de metabolitos secundarios e o equilibrio de fitohormonios na planta 4. chica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Design experimental

As amostras de A. chica foram coletadas em Goioeré, estado do Parana, localizado com
latitude S 24° 11 '38.94 ¢ longitude W 53° 01' 49.41. No qual, a muda foi originada de uma
planta matriz proveniente do municipio de Jaru, estado de Rondonia.

Inicialmente, as estacas foram cultivadas por 89 dias em garrafas pet, sendo regadas
uma vez por dia, exceto em dias chuvosos. Apos esse periodo, foram transplantadas para vasos
plasticos com 3 L de capacidade e inoculadas com FMAs em diferentes doses de fosforo (P) e
permaneceram por mais 276 dias no Horto Medicinal da UNIPAR — Umuarama, localizado
geograficamente com Latitude de 23° 46’ 11,34 e Longitude de 53° 16’ 41,78, com altitude de
442 m. As plantas foram mantidas em local aberto, com cobertura de sombrite de 0,3
milimetros, sendo irrigadas todos os dias, exceto em dias de chuva, sendo adicionada solugao
nutritiva contendo nitrogénio, potassio, calcio, magnésio, enxofre, apos 90 dias, de acordo com
Hoagland e Arnon (1950), exceto para o P adicionado ja no inicio do experimento. Apds esse
periodo, foram levadas ao laboratorio da Unipar e realizadas as analises.

Para o experimento, foi utilizada uma mistura contendo 50% de substrato orgénico +
areia + Biomix® (1:1), colocado dentro de dois sacos plésticos preto e fumigado com 10 mL
de cloroférmio (CHCl3) kg™! de substrato de acordo com o método adaptado (Endlweber; Scheu,
2006), ap6s misturado o CHCIl3 ao solo os sacos foram hermeticamente fechados e deixados
fumigando por trés dias. Apos o periodo, os sacos ficaram abertos dentro de uma camara de
exaustao quimica e apos sete dias realizado o transplantio das mudas.

Em cada vaso foi realizado o plantio de uma muda-estaca de 4. chica e inoculado com
aproximadamente 200 esporos dos FMAs e Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum
provenientes do banco de Glomales da UNIPAR nos tratamentos com inoculagao.

Nos tratamentos nao inoculados (controles), foram adicionados 100 mL do filtrado de
solo inoculo, preparado com uma propor¢do de 100 g de solo indculo por litro de dgua
deionizada estéril, visando isolar apenas o efeito dos FMAs adicionados.

Ao solo com baixa dose de P (20 mg de P kg, foram adicionados 0,88 gramas de
KH,PO4 kg de substrato, ¢ isto corresponde a 200 mg de P kg™ de solo em alta dose de P. Nos
vasos com baixo P foram adicionados 0,38 g de cloreto de potassio (KCI). Os tratamentos
tiveram aproximadamente a mesma concentragdo de K no solo, diferindo unicamente na

concentracdo de P conforme a técnica utilizada por Urcoviche et al. (2015).
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Foram divididos em 8 tratamento com 8 repeti¢des:

Tratamento 1: substrato + 20 mg P kg™

Tratamento 2: substrato + 200 mg P kg™

Tratamento 3: substrato + Rhizophagus clarus + 20 mg P kg™!
Tratamento 4: substrato + R. clarus + 200 mg P kg

Tratamento 5: substrato + Claroideoglomus etunicatum + 20 mg P kg™!
Tratamento 6: substrato + C. etunicatum + 200 mg P kg™

Tratamento 7: substrato + C. etunicatum + R. clarus + 20 mg P kg™

Tratamento 8: substrato + C. etunicatum + R. clarus + 200 mg P kg™

2.2. Densidade de esporos

Os esporos dos FMAs foram extraidos de subamostras de 10 g de solo pela metodologia
de peneiramento iimido em malha de 0,710 mm e 0,053 mm (Gerdemann et al., 1963),
submetidos a centrifugagao em agua (3000 rpm por 3 min) e em sacarose 50% (2000 rpm por
2 min) e novamente peneirados em malha de 0,053 mm.

Para a contagem e identificagdo, foram transferidos para placas de Petri e contados em

microscopio estereoscopico (aumento de 40X) (Ferrari et al., 2020).

2.3. Colonizacao radicular de fungo micorrizico arbuscular

Amostras das raizes finas das plantas envolvidas no experimento, inicialmente foram
enxaguadas com agua corrente, cortadas no comprimento de 1 a 2 cm, clareadas em KOH 10%
(90 °C por 1 h). Em seguida, lavadas novamente e acidificadas com HCI 5% (90 °C por 30
min.) e enxaguadas em 4gua corrente.

Foi adicionado em solucdo de azul de tripano (Trypan Blue) 0,05% e incubado em
banho-maria (90 °C por 30 min.). As raizes coradas foram preservadas em lactoglicerol,
conforme a técnica de Phillips e Hayman (1970) até o momento da montagem das laminas.

A verificagdo de segmentos colonizados foi de trés raizes com cerca de 3 cm cada uma
e colocadas em laminas, sobrepostas por laminulas e contados 100 segmentos (Giovanetti;
Mosse, 1980), sob microscopio estereoscopico (40x—100 x), identificando local colonizado,
hifa, arbusculo e vesicula.

A colonizag¢ao radicular total por FMAs foi transformada pela equagao:
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Col.t = (ArcSen VCol. (%)/100).(180/m) para normalizagdo dos dados.
No qual Col.t ¢ colonizagdo total; (%) porcentagem; Pi (m) propor¢do numérica
originada da relagdo entre as grandezas do perimetro de uma circunferéncia e seu didmetro com

valor de 3,14.

2.4. Determinacio da respiracao basal do solo e quociente metabolico do solo

A respiragdo basal do solo (RBS) foi determinada de acordo com Jenkinson e Powlson
(1976), utilizando 30 g de amostra de solo e colocando no interior do frasco de 500 mL do tipo
de conserva. Em seguida, foram colocados 30 mL de NaOH 1 mol L™! dentro de um frasco de
30 mL. Foi utilizado um frasco contendo apenas NaOH como prova em branco (PB), sem solo
e todos fechados hermeticamente.

Ap6s 7 dias, foi retirado o frasco contendo NaOH e foram adicionados 2 mL de uma
solugdo de cloreto de bario (BaClz) a 10% e 3 gotas de fenolftaleina (solugao alcoodlica a 3%)
em cada frasco. Foi titulado o NaOH com HCI de normalidade conhecida de 0,5 mol L.

Para calcular o CO; liberado foi utilizada a equagao:

RBS (mg de C-CO2 kg !'soloh™!) = (((B-V) . M. E . 1000)/PS)/T

Onde: B = volume de HCI usado para titular o NaOH da prova em branco (PB); V =
volume de HCI usado para titular o NaOH do tratamento; M = molaridade do HCI; E =
equivaléncia grama de carbono = 6; 1000 = transformar g em kg de solo; PS = peso do solo
seco em gramas ¢ T = tempo de incuba¢ao em horas.

O quociente metabolico (¢CO2) foi calculado a partir da razao entre a respiragao basal
e o carbono da biomassa microbiana; o quociente microbiano foi obtido a partir da razao entre
o carbono microbiano e o carbono total, conforme descrito por Silva et al. (2007). O calculo
qCO2 foi pela equagao:
qCO2 (mg C-CO2.g'"BMS-C.h")=RBS(mgC-CO:.kg")/BMS -C (mgC . kg™
solo).

Onde qCO:2: quociente metabdlico do solo; RBS: respiracdo basal do solo e BMS-C:

carbono da biomassa microbiana.

2.5. Carbono da biomassa microbiana do solo

O carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi determinado pelo método de

fumigagdo-extracao proposto por Vance ef al. (1987) e modificado por Tate et al. (1988). O
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CBM extraido foi estimado de acordo para Lermen et al. (2017) e Ferrari et al. (2020). As
amostras foram analisadas em triplicata, em que cada amostra foi dividida em sete subamostras
de 10 g (trés fumigadas ou ndo e uma para obten¢ao da umidade do solo), devidamente pesadas
e acondicionadas em frascos de vidro de 100 mL.

O processo de extracdo das amostras fumigadas ocorreu apds 24 horas de fumigagao,
em seguida, a elimina¢do dos residuos de cloroféormio e das amostras ndo fumigadas. Em
seguida, adicionou-se 50 mL de solug¢do 0,5 M de sulfato de potéssio (K2SO4). Agitado por 30
min., esperando decantar por 30 min e transferindo o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta
para um filtro de papel acoplado ao funil e tubo de 50 mL. Ao final da filtragem, foi obtido o
extrato de cada subamostra (fumigada ou ndo fumigada).

Em seguida, foram transferidos 8 mL do extrato previamente filtrado para um
Erlenmeyer de 250 mL e foram adicionados 2 mL de solug¢ao 0,066 M de dicromato de potassio,
10 mL de acido sulftarico (H2SO4) P.A. e 5 mL de acido orto-fosforico (H;PO4) P.A., todos com
o auxilio de dispensador e ordem cronoldgica. Apds esfriar, foram adicionados 70 mL de agua
deionizada, e a espera de esfriar novamente, foram adicionadas 4 gotas de difenilamina
(CsHs)2NH (1%), e foi realizada a titulagcdo sob agitacdo magnética com uma solugao 0,033 M
de sulfato ferroso amoniacal [(NH2)> Fe(SO4)2-6H2O]. Mudando de coloragdo passando da cor
purpura para verde.

Para determinac¢ao da CBM utilizou-se a equagao:

C (mg C kg solo) = (Vb-Va) .M. 0,003.V,.10°/Ps.V

Onde C ¢ o carbono extraido do solo; Vb (mL) ¢ o volume do sulfato ferroso amoniacal
gasto na titulagdo da solugdo controle (branco); Va (mL) ¢é o volume de sulfato ferroso
amoniacal gasto na titulagdo da amostra; M ¢ a molaridade do sulfato ferroso amoniacal. Vi
volume do extrator sulfato de potassio utilizado; V> ¢ a aliquota pipetada do extrato para
titulacdo; 0,0033 ¢ o miliequivalente do C; Ps (g) ¢ a massa do solo seco. Adota-se Kc = 0,4

como fator de corregdo, conforme Kaschuk et al. (2010).

2.6. Colheita, altura, nimero de perfilho e determina¢cao da massa seca das plantas

Foram avaliados pardmetros de altura da planta, didmetro do caule e niimero de
perfilhos, sendo que a altura foi determinada utilizando uma fita métrica e o nimero de perfilhos
foi determinado por meio da contagem manual por planta.

As raizes e a parte aérea das plantas foram separadas e pesadas a massa frescas e apos

foram secas em estufa com circulagdo de ar forcada a 65 °C por 48 h. Em seguida, foi
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determinada a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca das raizes (MSR) e a massa

seca total (MST) por meio da pesagem com balanca semi-analitica.

2.7. Nitrogénio da parte aérea e Indice de balanco de nitrogénio

A determinacdo do N da parte aérea (NPA), bem como indice de balango de N (NBI),
foi realizada por meio da digestdo sulfurica de 0,2 g das folhas a 450 °C, seguido pelo método
Kjeldahl de destilacdo e titulagio com 0,05 mol L' de HCI (Silva, 2009; Lermen et al., 2017),
sendo o N quantificado por titulagdo, apos procedimento de destilagdo por arraste a vapor.

Foram pesadas aproximadamente 200 mg de matéria seca moida e colocada em um tubo
de ensaio para digestdo, acrescentando 700 mg da mistura digestora e 5 mL de acido sulfurico.
Em seguida, acondicionado em capela até atingir os 450 °C para fazer a digestao até a amostra
atingir a coloragdo branca, em seguida, adicionado 10 mL de agua destilada.

As amostras foram levadas ao destilador de N, abriu-se a valvula do copo dosador,
depois foi adicionado hidréxido de sédio 15N, adicionando até que a amostra fique escura,
atingindo a coloragdo, e, em seguida, fecha-se o copo dosador. Coloca-se o béquer contendo 10
mL de indicador no suporte da coleta, em seguida liga o destilador deixando destilar até que
atinja o volume de 50 mL no béquer.

ApOs a destilacao, foram adicionadas 3 gotas de indicador titulado com HCL 0,05 N,
sendo adicionado até o momento em que atinja o ponto da virada, ou seja, ocorrer a mudanga
na coloracao. Em seguida, foi realizada a avaliacdo do NPA presente na parte aérea, bem como

do NBI, que avalia o balango entre a disponibilidade e a utilizagdo do N pela planta.

2.8. Determinacao de fosforo da parte aérea da planta

As amostras do vegetal foram secas a 60 °C por 48 h e moidas em torno de 500 mg e
acondicionadas em cadinhos na mufla para incineracao a 500 °C por 4 h, até atingir a combustao
completa. Apos o resfriamento, foram adicionados 10 mL de HCL 1 mol L!. Em seguida, os
cadinhos foram colocados em uma chapa de aquecimento a 70 °C por 10 min, para solubilizagao
total dos elementos. Apos o resfriamento, filtrou e retirou 2,5 mL do sobrenadante com uma
pipeta, em seguida foi adicionado 5 mL de 4gua deionizada (Martins; Reissmann, 2007).

O P foi estimado por colorimetria com molibdato de amonio + acido ascorbico em
espectrofotometro, utilizando um filtro vermelho € um comprimento de onda de 660 nm (Silva,

2009).
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2.9. Teores de clorofila a e clorofila b e carotenoide

Os contetdos de clorofila a, clorofila b, total e de carotenoides foram mensurados em
conformidade com Lichtenthaler (1987). Foram macerados 150 mg de folhas frescas de trés
repeti¢des de cada tratamento, em triplicata. As amostras foram acondicionadas em microtubos
Eppendorf de 2 mL, aos quais foram acrescentados 1,5 mL de acetona PA envolto em papel
aluminio para serem mantidos em ambiente de escuro, onde permaneceram sob agitacao por 24
horas, sob temperatura de 6 °C. Em seguida, realizado a leitura de acordo com o protocolo
adaptado para ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Koleva ef al., 2002) 645 nm
para clorofila a, 663 nm clorofila b e 470 carotenoides e calculadas as concentracdes dos
pigmentos conforme as formulas de Lichtenthaler e Welbum, (1983):

Clor a = ((12,7.A663)-(2,69.A645)).V/(1000.M)

Clor b = ((22,9.A645)-(4,68.A663)).V/(1000.M)

Clortotal = ((20,2.A663)-(2,69.A645)).V/(1000.M)

Carot = ((1000.A470)-(1,82.CHL a-85,02.CHL b)). V/(1000.M)

Onde Clor e Carot significam clorofila e carotenoides, A663, A645 e A470 representam
os valores das absorbancias, V ¢ o volume de acetona em mL utilizado na extracdo de M ¢ a

massa fresca das folhas utilizadas para a extragao.

2.10. Flavonoides e antocianinas

Os flavonoides e antocianinas foram extraidos segundo a metodologia descrita por
Francis (1982), na qual utiliza como solvente extrator uma solugao etanol-HCI. Onde foi pesado
1 g do material congelado e foi realizada a anotacdo. Em seguida, foram adicionados
aproximadamente 30 mL da solugdo com uso de proveta de etanol-HCI (1,5 M) e
homogeneizado em um agitador mecanico vortex e transferido para um baldo volumétrico de
50 mL (sem filtrar) envolto em papel de aluminio, completando-se para o volume final com a
solugdo etanol-HCI (1,5 M) 20 mL.

As amostras ficaram em repouso por uma noite na geladeira e foi filtrado o material
para um béquer, sempre envolto com papel aluminio protegido da luz e realizada a leitura em
um comprimento de onda de acordo com o protocolo adaptado para ELISA (Koleva et al.,
2002), 535 nm para antocianinas e flavonoides. Ja o branco foi composto da solucao de etanol-

HCI (1,5 M). Todo procedimento foi realizado com redu¢do da luminosidade.
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2.11. Determinacgio de fenolicos, Ferric Reducing Antioxidant Power e método Radicais

livres

Foram pesadas 0,5 g da amostra fresca em um béquer e adicionado 20 mL de metanol
50%, e colocado em tubo falcon 50 mL, ficou em repouso, protegido da luz utilizando papel
aluminio, durante 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a centrifugacdo em
15.000 rpm por 15 min sob temperatura de 10 °C.

O sobrenadante foi recolhido e colocado em um baldo volumétrico de 50 mL protegido
de luz e temperatura ambiente. Depois de adicionado 20 mL de acetona 70% no residuo que
ficou no tubo que foi centrifugado, ficando de repouso por 1 h, protegido novamente da luz e
temperatura ambiente. Foi realizada a centrifugacao de 15000 rpm por 15 min e transferido o
sobrenadante para o mesmo baldo volumétrico do primeiro sobrenadante e completado com
agua destilada.

O conteudo de fenolico total foi determinado usando Folin-Ciocalteu, como descrito por
Waterhouse (2002), em protocolo adaptado para ELISA em 750 nm. Para o calculo do teor
fendlico foi necessario construir uma curva de calibragdo com os valores de absorbancia de
acordo com as concentracdes de acido galico e calcular a equacdo da reta e o coeficiente de
correlagdo linear (1), onde valores acima de 0,99 demonstraram niveis adequados de precisao,
no qual, y = valor de absorbancia; x = teor de fendlicos totais, onde os resultados obtidos foram
expressos em pug mL™!.

O potencial antioxidante também foi avaliado por meio do método de redugdo do ferro
(FRAP), conforme descrito por Rufino et al. (2006). Também foi realizado o mesmo processo
das amostras conforme descrito anteriormente. As amostras foram determinadas pela mistura
de 270 uL de FRAP e 10 uL de amostras e 20 uL de agua e homogeneizadas e mantidas em
banho-maria a 37 °C por 30 min e realizada a leitura a 595 nm. A partir das absorbancias obtidas
das diferentes dilui¢cdes dos extratos, plotada a absorbancia no eixo Y e a dilui¢do (mg L—1) no
eixo X. Em seguida, determinada a equacdo da reta (y = mx + b), onde y € a absorbancia; x a
concentra¢io (mg L™!); m é o coeficiente angular e b o intercepto no eixo Y.

A atividade antioxidante dos extratos das folhas foi avaliada com base no efeito
sequestrador de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), utilizando protocolo
adaptado para ELISA em 515 nm (Koleva et al., 2002), sendo repetida no intervalo de 30 min.
cada vez que estabiliza. Os resultados foram expressos em percentual de sequestro de radical
livre (%SRL), conforme equagdo: %SRL = (AC-AM)/ACx100, onde AC ¢ a absorbancia do

controle e AM é a absorbancia da amostra.

29



2.12. Sistema B-Caroteno/Acido linoléico

O sistema Beta-Caroteno/Acido Linoleico, seguido pelo protocolo de Mattos et al.
(2009), adaptado para microplacas em leitura no ELISA. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Foi pesado 100 mg de amostra de massa fresca, em seguida adicionado 0,5 mL de etanol
a 70% e agitado por 1 h. em um shaker, 20 min. em banho de ultrassom e centrifugado por 10
min. a 10000 rpm. Ao final foi recolhido o sobrenadante e transferido para um tubo limpo.
Ocorreu a repeticdo do procedimento de extracdo para o residuo que ficou no fundo do tubo
Eppendorf, em seguida, adicionou-se 0,5 mL de etanol a 70%. A amostra foi agitada por 1 h.
em um shaker por 20 min. em banho de ultrassom e foi centrifugado por 10 min. a 10000 rpm,
recolhido o sobrenadante e transferido para o tubo com a amostra.

A atividade antioxidante foi determinada pela mistura de 280 pL de emulsdao contendo
B-caroteno/acido linoléico e 20 pL de amostras, além disso, aliquotas de 280 pL. de emulsao do
branco foram transferidas para placas de ELISA contendo 20 pL de extratos. Plotadas em
microplacas de fundo chato, sendo mantidas a 50 °C, durante 120 min. a 470 nm, sendo
realizada a leitura antes e apos 120 min.

Os resultados foram expressos em porcentagem da atividade antioxidante conforme
equacdo: %AA = [1-(Abscinicial - Abscfinal)/(Absaminicial - Absamfinal)] x 100 em que,
%AA = percentagem da atividade antioxidante; Abscinicial = absorvancia inicial do controle;
Abscfinal = absorvancia final do controle; Absaminicial = absorvancia inicial da amostra e

Absamfinal = absorvancia final da amostra.

2.13. Determinacio do actcar total

Foram pesados 200 mg da massa vegetal e adicionados 2 mL de 4agua destilada e
homogeneizada no vortex, em seguida centrifugados por 5 min. a 7000 rpm, recolhido o
sobrenadante para um novo tubo. Foi retirado 1 mL do sobrenadante e realizado o teste de DNS.

Em cada poco de microplaca foi adicionado, 25 pL de amostra e 25 pL do reativo DNS,
levado ao banho fervente por 5 min., em seguida resfriado em gelo e adicionado 330 pL de
solucdo de tartarato duplo de sodio e potassio, por fim as microplacas foram levadas para leitura
no ELISA e lidas a 490 nm de acordo com protocolo de Maldonade ef al. (2013) e Santo et al.
(2017).
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2.14. Determinacido do acucar redutor

As amostras foram homogeneizadas em nitrogénio liquido, adicionadas 4 mL de etanol
80% em 250 mg de massa vegetal e agitadas no vortex, mantidas a 75 °C por 10 min e
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
lavado o precipitado com 4 mL de etanol 80% e coleta do sobrenadante de acordo com o
protocolo de Maldonade ef al. (2013) e Santo et al. (2017).

Depois de pipetadas as amostras em microplaca, foram seladas com filme plastico pvc
e levadas a banho fervente por 5 min., em seguida resfriadas em gelo e retirado o filme plastico
que selava e adicionado 330 pL de 4gua deionizada autoclavada.

A leitura foi realizada em ELISA a 490 nm a temperatura de 25 °C sem cinética apenas
uma vez e foi realizado o calculo de sensibilidade, linearidade, limite de deteccao e limite de

quantificagao.

2.15. Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias foram

comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05) utilizando SPSS for Windows versao 22.0 (SPSS
Inc. Chicago, IL, EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados da andlise de varidncia (ANOVA) para diversas
variaveis, comparando trés fatores: a inoculagdo com FMAs, adi¢do de P e a interagdo entre
ambos. Observa-se que tanto a inoculagdo com FMAs quanto a interagdo com a adig¢do de P
influenciaram significativamente varios parametros analisados. Esses achados enfatizam a
relevancia de se considerar ndo apenas os efeitos isolados, mas também as interagdes entre os
fatores, a fim de compreender os impactos sobre os aspectos microbioldgicos e fisioldgicos das
plantas.

Na analise da densidade dos esporos observa-se um efeito significativo (p < 0,001) para
a inoculagdo por FMAs, indicando uma influéncia direta da inoculagdo (Tabela 1). Ja na
colonizagdo micorrizica, a inoculagdo por FMAs também demonstrou um efeito significativo
(»<0,001), o mesmo foi observado com a interagdo entre FMA e P, apresentando uma resposta
significativa (p = 0,023), indicando um efeito combinado entre esses dois fatores na colonizacdo
radicular por FMAs (Tabela 1).

Como a capacidade de fixagdao de P no solo e a competi¢do com a biota heterotrofica
influenciam sua disponibilidade para as plantas (Lima, 2020), estudos realizados em diferentes
tipos de solos indicam que solos com maior concentragdo de argila tendem a apresentar uma
fixacao mais eficiente de P (Johri et al., 2015; Santos et al., 2016). Além disso, observa-se que,
em determinadas condicdes, plantas inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
podem apresentar uma absorc¢ao de P inferior aquela observada em plantas ndo micorrizadas.
Esse comportamento, embora contraintuitivo, ainda ndo ¢ completamente compreendido e
existem lacunas significativas quanto a contribuicdo dos FMAs nesse fendmeno (Sainz; Arines,
1988; Qiao et al., 2015).

O CBM (p = 0,088) e 0 gCO2 (p = 0,467) foram influenciados significativamente pela
inoculagdo com FMAs (Tabela 1), indicando que a inoculagdo com FMAs melhora a satde ¢ a
qualidade do solo.

O diametro do caule nao foi significativamente influenciado pela inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Por outro lado, a altura da planta ¢ o nimero de perfilhos
apresentaram diferencas estatisticas relevantes (p < 0,05), em funcdo da interagdo entre FMA e
adi¢do de P, indicando que o efeito combinado desses fatores exerce influéncia direta na
formagao de novos ramos.

Esses resultados contrastam parcialmente com os encontrados por Minhoni e Auler

(2003), que relataram efeitos significativos da inoculacdo com Glomus macrocarpum e da
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adi¢do de P sobre o diametro do caule, altura da planta e nimero de folhas em mamoeiro. No
estudo citado, a inoculagdo micorrizica permitiu reduzir a necessidade de P promovendo
crescimento equivalente ao de plantas nao inoculadas com altas doses de P, o que evidencia a
eficiéncia da simbiose micorrizica. A divergéncia entre os resultados pode estar relacionada as
diferencas fisiologicas entre as espécies estudadas, bem como as condigdes experimentais

especificas.

Tabela 1. Valores de p (em negrito sdo significativos) para ANOVA two-way das varidveis do
solo (substrato), plantas e atividade bioldgica de Arrabidaea chica crescendo sob diferentes
niveis de P e inoculados ou ndo com FMAs.

Parametro FMA P FMA x P
Esporos (n° de esporos por g'! de substrato) <0,001* 0,655 0,597
Colonizagao radicular por FMA (%) <0,001 0,318 0,023
(RBS) respiracio basal do solo (ung C-CO>g ! h'!) 0,071 0,582 0,404
(CBM) carbono da biomassa microbiana (ug CO2 g) 0,040 0,668 0,088

(¢C0O2) Quociente metabdlico do solo (ug CO> pg' C- 0,001 0,528 0,467
microbiana h!)

Diametro do caule (mm) 0,359 0,306 0,359
Altura da planta (cm) 0,634 0,492 0,004
Numero de perfilhos 0,478 0,415 0,012
(MFPA) massa fresca da parte aérea (g) 0,128 0,771 0,082
(MSPA) massa seca da parte aérea (g) 0,356 0,966 0,013
(MFR) massa fresca raiz (g) 0,003 0,418 0,360
(MSR) massa seca da raiz (g) 0,268 0,544 0,513
(MST) massa seca total (g) 0,916 0,669 0,355
(NPA) Teor de N na parte aérea da planta 0,199 0,082 0,383
(PPA) Teor de P na parte aérea da planta 0,441 0,040 0,359
(NBI) indice de balango de nitrogénio 0,004 0,361 0,099
(I0) Indice de clorofila 0,162 0,320 0,248
Clorofila a <0,001 0,616 <0,001
Clorofila b <0,001 0,168 0,036
Clorofila t <0,001 0,189 0,046
Flavonoides (mg quercetina g MF) 0,003 0,983 0,071

(CFT) Compostos fenolicos Totais ((UgEAG Zext ) ou (mg 0,002 0,002 <0,001
4cido gélico g! MF)

Antocianinas (mg 100 g”! MF) 0,090 0,600 0,047
(FRAP) Poder de reducio do fon ferro (umol Fe** gey %) 0,198 0,111 0,002
(DPPH) Eliminacio do radical DPPH (Mol Mex ) <0,001  <0,001 <0,001
Beta Carotenoides (umL g'! MF) <0,001 0,004 <0,001
Caroteno Total (umL g!' MF) <0,001 0,189 0,029
(AcTot) Acucar total (ug g! MF) <0,001  <0,001 <0,001
(AcRed) Acucar redutor (ug g' MF) <0,001 0,189 0,001
(AcNred)Agucar ndo-redutor (ug g MF) <0,001 <0,001 <0,001

*Valores de p em negrito sdo significativos (p < 0,05).
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A massa seca da parte aérea (MSPA) promoveu aumento significativo em fun¢do da
interagdo entre a inoculagdo com FMAs e adi¢do de P (Tabela 1); esse resultado evidencia o
papel sinérgico da simbiose micorrizica e da disponibilidade de P no estimulo ao crescimento
vegetativo. Por outro lado, a produg¢do de pigmentos fotossintéticos foi influenciada
significativamente pela adi¢do de P (p = 0,040), sugerindo que o fornecimento de fosforo exerce
papel direto na biossintese desses compostos. Ja o indice de balango do N apresentou uma
tendéncia de resposta a inoculagdo com FMAs (p = 0,099) embora sem significancia estatistica,
indicando efeito modesto da micorrizagdo sobre esse parametro especifico de crescimento
(Tabela 1).

Nas analises de clorofila a, b e total, foi observada significancia pela inoculagdo de
FMAs s e pela interagao com a adigao de P (p <0,001) indicando que a combinagao desses fatores
exerce um efeito substancial na quantidade de clorofila nas plantas (Tabela 1). De acordo com
Silva et al. (2017), ao avaliarem o crescimento de Solanum Ilycopersicum inoculado com
Rhizophagus clarus e submetido a aplicacdo de substancias humicas, observaram aumento
expressivo no indice de clorofila, associado ao maior acimulo de fosforo nas plantas. Ambos
os estudos evidenciam que a combinagdo de FMAs com fontes nutricionais favorece a atividade
fotossintética, indicando que essa interagdo simbidtica pode ser uma estratégia eficaz para
otimizar o desempenho fisioldgico vegetal em sistemas agricolas sustentaveis.

O teor de flavonoides (p = 0,003) foi afetado significativamente pela inoculagdo dos
FMAs indicando que essa simbiose promoveu alteracdes relevantes na producdo desses
compostos bioativos. Além disso, os compostos fendlicos totais, também foram
significativamente influenciados tanto na inoculacdo por FMAs quanto pela adi¢do de P (p =
0,002), reforcando o papel sinérgico desses fatores na indugdo de respostas metabolicas
secundarias. A interacdo de FMA x P (p < 0,001) apresentou um efeito ainda mais expressivo,
sugerindo que a combinagdo desses tratamentos potencializa a sintese de compostos fendlicos,
possivelmente por estimular mecanismos de defesa e rotas biossintéticas associadas ao
metabolismo antioxidante das plantas (tabela 1).

Esses resultados indicam que o fator P influenciou a concentracdo de compostos
fenolicos e que seu efeito variou conforme o nivel de FMA. Estudos apontam que o CFT possui
como caracteristica distintiva sua capacidade antioxidante, relacionada a estrutura quimica,
permitindo a estabiliza¢do de radicais livres (Balasundran ef al., 2006; Paula et al., 2018).

Em antocianinas ocorreu uma interagdo significativa entre FMA e P (p =0,047) (Tabela
1). Esse resultado sugere que o efeito de um fator na concentracdo de antocianinas varia de

acordo com o nivel do outro fator.
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Para andlise de redugdo de ion ferro (FRAP), elimina¢do do radical DPPH, Beta
Carotenodides, Caroteno total, acucar total, redutor ¢ nao redutor em diferentes tratamentos,
assim como suas interagdes, influenciaram significativamente a concentragdo de diversos
compostos bioativos nas plantas. Visto que a analise de variancia possibilitou identificar os
tratamentos e interagcdes mais relevantes para explicar as diferencas observadas (Tabela 1).

Os tratamentos com a inoculagio com FMAs e a adicdo de P influenciaram
significativamente a densidade de esporos, a colonizagdo radicular por FMAs ¢ a qualidade do

solo/substrato medida por RBS, CBM e ¢CO; (Tabela 2).

Tabela 2. Densidade de esporos (niimero de esporos g ' de solo seco), colonizacdo radicular
(%) por fungos micorrizicos (FMA), carbono da biomassa microbiana (MB-C, ug CO, g "),
respiracdo basal do solo (RBS, pg C-CO, g 'h™") e quociente metabélico (¢gCO2, ug CO, ug ™!
C microbiano h™) no cultivo de Arrabidaea chica sob diferentes doses de P (mg kg! solo)
inoculado ou ndo com FMA.

Trat  Esporos Colonizagado  RBS CBM qCO2

1 3,52+0,74b 0,25+0,16¢ 1,21+0,08a 314,38433,03b  4,06+0,44a
2 3,63+0,58b 1,28+0,47¢ 1,23+0,16a 439,20+49.65a  3,27+0.76ab
3 13,45+0,91a 55,30+£7,99a  1,24+0,10a 484,56+48,13a  2,68+0,27b
4 15,59+1,31a 33,58+5,23b  1,00+0,05a 456,12+32,39a  2,2940,23b
5 16,02+1,17a 28,17+4,41b  1,03+0,06a 475,39+27,08a  2,204+0,17b
6 16,45+1,19a 36,12+6,72b  1,00+0,13a 455,08+35,96a  2,314+0,40b
7 16,54+1,72a 56,26+£3,77a  0,93+0,09a 449,52+25,30a  2,104+0,22b
8 15,42+1,44a 54,94+4,27a  1,01+£0,06a 417,16+£17,58a  2,47+0,21b
Sig. <0,001 <0,001 0,170 0,033 0,008

Valores médios (n=8zerro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Para a densidade de esporos, os tratamentos inoculados com FMAs T7 (16,54), T6
(16,45) e T5 (16,02) apresentaram, em média, uma quantidade significativamente maior de
esporos em comparagao com os tratamentos controles T1 (3,52) e T2 (3,63) (Tabela 2). Esses
resultados indicam que os tratamentos mencionados foram mais eficazes em promover o
desenvolvimento de FMAs no solo/substrato. Esse efeito positivo pode ser relevante para
praticas agricolas que buscam melhorar a satide do solo e a absor¢do de nutrientes com o P
pelas plantas.

De acordo com Lima (2020), os FMAs aumentam significativamente a absor¢ao de P,

onde a disponibilidade desse nutriente ¢ limitada e mesmo em condi¢des de competi¢do com a
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microbiota do solo, os FMAs contribuem para o incremento da massa seca e do conteudo de P
nas plantas, evidenciando seu papel essencial na nutri¢do vegetal.

Na andlise da colonizag¢ao radicular, os tratamentos T7 (56,26), seguidos por T3 (55,30)
e T8 (54,94), apresentam aumento significativo conforme demonstrado na Tabela 2. Esses
resultados indicam que tais tratamentos ndo apenas estimularam a producdo de esporos, mas
também favoreceram a formag¢ao de micorrizas, evidenciando sua eficiéncia na promogao de
interagdes simbioticas entre as plantas e os FMAs.

Apesar da reconhecida importancia dos FMAs e da planta A4. chica, a literatura cientifica
ainda apresenta uma lacuna quanto a investigacao da associagdo entre ambos. Até o0 momento,
foi identificado apenas um estudo (Barazetti et al., 2022) que avaliou o crescimento vegetal e
a colonizagdo micorrizica em A. chica evidenciando o potencial dessa simbiose. Os autores
concluiram que a associacdo dos FMAs com a A. chica ¢ benéfica e apresentou 56,30% de

. ~ . _1
colonizagdo radicular e 2,40 esporos g ~ de solo seco.

Neste presente estudo, observamos que os tratamentos inoculados com FMAs TS5 a T7
apresentaram taxas de colonizacgao radicular variando entre 28,17% e 56,26%. Além disso, a

densidade de esporos no solo foi significativamente superior entre 13,45 a 16,54 esporos g_l

de solo seco em comparacgao ao estudo de Barazetti ef al. (2022). Foi possivel verificar também
que a associacdo entre A. chica e os FMAs influenciou diversas varidveis relacionadas ao
metabolismo secundario da planta, enquanto os efeitos sobre o metabolismo primario foram
mais discretos (Tabela 2).

De acordo com a literatura, a colonizagdo micorrizica € o processo pelo qual os fungos
micorrizicos estabelecem uma relacao simbidtica com as raizes das plantas, promovendo uma
maior absor¢ao de nutrientes, aumentando a resisténcia a estresses ambientais. Uma relagao
ecoldgica mutualistica, em que ambos os organismos se beneficiam da interacdo (Smith e
Smith, 2011). Além disso, vale ressaltar o desenvolvimento das hifas de FMAs, que reduzem a
distancia necessaria para a absor¢ao de nutrientes, incluindo o P, otimizando assim o processo
de aquisicdo de recursos pelas plantas (Smith ef al., 2008; Zou et al., 2019).

Na RBS, embora os valores tenham variado entre os tratamentos, as diferen¢as nao
foram significativas (Tabela 2). Isso sugere que os tratamentos ndo exerceram um efeito
consistente sobre a atividade microbiana total do solo. Ja no T1 (314,38) observou-se uma
diminui¢do significativa no CBM e um aumento significativo no gCO> (4,06) quando
comparado ao tratamento T7 (2,10) (Tabela 2). Isso indica que na condicdo da auséncia de

FMAs baixa adi¢do de P diminui a qualidade do solo e aumenta sua condicdo de estresse,
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podendo levar a uma redu¢do no desenvolvimento e crescimento da planta. Portanto, a
inoculacdo de FMAs e a adigdo de P ao solo promovem um ambiente mais favoravel ao
desenvolvimento e a atividade dos microrganismos, com impactos positivos na fertilidade e
sustentabilidade do solo. Além disso, contribui significativamente para a melhoria das
condig¢des fisico-quimicas do solo (Figueiredo et al., 2008).

O diametro do caule ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos. Os valores variaram de 7,23 a 9,32, entre os tratamentos pertencentes a0 mesmo
grupo estatistico ("a"). Essa uniformidade sugere que, apesar das variacdes numeéricas
observadas, os diferentes tratamentos ndo influenciaram de forma consistente o espessamento
do caule das plantas.

Vale ressaltar que o didmetro do caule € um parametro importante por estar relacionado
a sustentacdo e ao transporte de nutrientes, mas neste caso, os resultados indicam que tais
condi¢des experimentais ndo promoveram alteracOes significativas nessa caracteristica

morfologica.

Tabela 3. Diametro do caule (cm), altura (cm) e numero de perfilhos da Arrabidaea chica sob
diferentes doses de P (mg kg™! solo) inoculado ou ndo com FMA.

Trat @ do caule Altura N° perfilhos
1 9,06+0,53a 66,88+3,63a 3,38+0,32ab
2 9,14+0,48a 45,17+7,44b 2,86+0,26bc
3 7,40+0,64a 51,11+4,47ab 3,00+0,38abc
4 8,61+0,63a 61,26+2,42ab 3,00+0,27abc
5 9,06+0,51a 48,87+5,75b 3,86+0,40abc
6 9,32+0,78a 61,30+6,98ab 2,63+0,26¢

7 8,96+0,71a 55,57+5,89ab 3,00+0,31abc
8 7,23+0,30a 44,25+3,88b 4,00+0,37a
Sig. 0,411 0,031 0,045

Valores médios (n=8zerro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

A altura das plantas apresentou uma varia¢do estatisticamente significativa entre os
tratamentos (p = 0,031), conforme demonstrado na tabela 3. Os tratamentos T1 (66,88), T4
(61,26) e T6 (61,30) destacaram-se por promover maior crescimento vertical; esse efeito pode
estar relacionado a maior disponibilidade de nutrientes, a melhoria na absorc¢ao radicular ou a

influéncia de hormonios vegetais associados a simbiose com FMAs, estimulando o

desenvolvimento da planta.
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Segundo Hammond e White (2008), o P ¢ um dos nutrientes mais limitantes para o
desenvolvimento das plantas, e sua deficiéncia pode causar atraso no crescimento, afetando
processos essenciais como fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia,
divisdo celular e expansao das células vegetativas.

O namero de perfilhos variou significativamente entre os tratamentos (p = 0,045)
(Tabela 3), indicando que determinadas condi¢des foram mais eficazes na estimulagdo e
formacao de perfilhos. O tratamento T8 (4,00) em comparagdo com o T6 (2,62) destacou-se
por promover o maior numero de perfilhos, sugerindo que essa combinagdo especifica de
fatores proporcionou condi¢des favoraveis a formacgao de novos ramos. Como os perfilhos sao
estruturas fundamentais para a produtividade em diversas culturas, esse resultado reforga o
potencial do tratamento T8 em otimizar o desempenho agrondmico das plantas.

A MFR (p = 0,013), MFPA (p = 0,048) e MSPA (p = 0,042) foram influenciados
significativamente pelos tratamentos (Tabela 4), enquanto para MSR e MST nao foi possivel
observar o efeito significativo entre os tratamentos. Essa auséncia de significancia indica que,
apesar de alguns tratamentos terem favorecido componentes especificos, como raizes ou parte
aérea, o impacto na biomassa total das plantas ndo foi uniforme. Esse resultado pode estar
relacionado a fatores como a compensacao entre o crescimento radicular e aéreo ou variagdes

na eficiéncia de alocacao de recursos.

Tabela 4. Matéria fresca da raiz (MFR, g), matéria seca da raiz (MSR, g), matéria fresca parte
aérea (MFPA, g), matéria seca da parte aérea (MSPA, g), e matéria seca total (MST, g) de
Arrabidaea chica sob diferentes doses de P (mg kg™! solo) inoculado ou ndio com FMA.

Trat MFR MSR MFPA MSPA MST
27,48+4,12ab 10,96+1,34a  18,90+2,67ab  8,53+1,27bc 19,49+2,56a
28.,5145,09ab 11,35+¢1,63a  25,14+1,23a 11,71£0,72ab 23,06+1,83a
21,9344,67abc  9,90+1,74a 21,31+1,45ab  10,93+£0,70abc  20,83%1,89a
30,86+3,95a 12,66+1,04a  16,25+0,80b  7,59+0,35¢ 20,25+1,08a
17,41£3,00bc 10,49+£1,67a  18,24+£2,77ab  9,31£1,40abc 19,80+2,75a
21,08+3,90abc  11,52+1,71a  21,98+3,42ab  11,33%1,53ab 22,85+2,92a
16,81£1,30bc 9,53+0,76a 26,02+3,53a 12,51+1,30a 21,68+1,72a
11,96+1,52¢ 7,86+1,17a 23,16£2,06ab  10,43+0,54abc  18,28+10,4a
Sig. 0,013 0,056 0,048 0,042 0,771

01N N KW~

Valores médios (n=8+erro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Os FMAs desempenham um papel crucial na nutri¢do das plantas, contribuindo para

uma absorc¢ao mais eficiente de nutrientes, especialmente em solos com baixa mobilidade como
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o P (Cardoso et al., 2017; Jansa et al., 2019). Brito (2012), observou que a adubacdo organica
influenciou positivamente a producdo de biomassa aérea e os teores foliares de nutrientes em
A. chica, o estudo demonstrou que entre as fontes avaliadas, o esterco de aves promoveu os
maiores incrementos na concentragcdo de macro e micronutrientes nas folhas, como P, potassio,
Ca, Mg, Fe e Zn, refletindo diretamente no aumento da massa seca da parte aérea.

Segundo Scrase et al. (2019), a colaboracdo das hifas desempenha um papel
fundamental no processo de simbiose e na absor¢do de nutrientes, tanto por meio das raizes
quanto das proprias hifas, influenciando a produgdo de massa seca e¢ a absor¢ao de P sob o
efeito da adicdo de matéria organica. No entanto, podem ocorrer variagdes nesses processos em
plantas micorrizadas, devido a interagdo significativa entre os constituintes da biota do solo
(Efthymiou ef al., 2018; Svenningsen et al., 2018).

Os diferentes tratamentos influenciaram significativamente o NPA e o NBI conforme
demonstrado na Tabela 5. Indicando que alguns favoreceram um desenvolvimento foliar mais
expressivo. Para NPA, os tratamentos T6 (37,50), seguidos de T8 (36,93) e TS (36,52),
apresentaram maiores valores, sugerindo maior estimulo ao crescimento vegetativo.

Ja para o NBI, o destaque foi o tratamento T2, com valor méaximo de 21,79,
evidenciando maior acimulo de biomassa foliar. Em contraste, os demais tratamentos
mostraram, em média, valores inferiores, sugerindo que essas intervengdes tiveram menor
impacto ou até¢ mesmo efeito inibitério sobre o NBI, possivelmente em fungdo de variagdes
hormonais ou das condi¢des especificas proporcionadas por cada manejo. Estudos apontam que
a deficiéncia de N pode comprometer a assimilacao de CO: e reduzir a taxa fotossintética nas
plantas, afetando diretamente o desempenho fisiologico. Além disso, o nitrogénio ¢ um
elemento essencial na biossintese de aminoacidos e proteinas, influenciando de forma decisiva
o crescimento e o desenvolvimento vegetal (Tantray et al., 2019).

De acordo com Reetz Junior (2017) e Mu e Chen (2021), o N ¢ um elemento essencial
para a sintese e translocagdo de moléculas de clorofila, além de desempenhar papel fundamental
na fotossintese e na producdo de proteinas vegetativas, o que pode explicar os resultados
observados nos tratamentos com melhor desempenho.

Por outro lado, o PPA (p = 0,198) nao apresentou diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (Tabela 5). Apesar disso, estudos como Hammond e White
(2008) afirmam que o P ¢ um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento vegetal,
desempenhando fungdes essenciais em processos como fotossintese, respiragdo,

armazenamento e transferéncia de energia, além de estar diretamente envolvido na divisdo e no
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crescimento celular. No qual a deficiéncia desse nutriente pode causar atrasos no

desenvolvimento e interferir significativamente nesses processos (Boschiero, 2022).

Tabela 5. Nitrogénio da parte aérea (NPA, mg kg!), indice de balango de nitrogénio (NBI) e
fosforo da parte aérea (PPA, mg kg ') de Arrabidaea chica sob diferentes doses de P (mg kg!

solo) inoculado ou ndo com FMA.

Trat NPA NBI PPA

1 32,75+1,55ab 16,82+2,01ab 3,78+0,44a
2 33,71+1,65ab 21,79+£3,29a 3,92+0,11a
3 33,11+3,16ab 15,41£1,44b 3,69+0,15a
4 34,26+1,43ab 12,69+0,61b 3,30+0,29a
5 36,5243,12a 14,32+1,31b 3,89+0,10a
6 37,50+1,78a 13,15+1,84b 3,23+0,05a
7 29,83+1,03b 11,72+0,87b 3,83+0,15a
8 36,93+1,50a 15,27+1,25b 3,35+0,27a
Sig. 0,046 0,008 0,198

Valores médios (n=8+erro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Todas as variaveis relacionadas a clorofila mostraram diferengas significativas entre os
tratamentos (Tabela 6). Esses resultados indicam que os tratamentos influenciaram tanto o IC
a clorofila total quanto seus componentes individuais, clorofila a e b. Vale destacar que o grupo
das clorofilas desempenha um papel central, pois estd diretamente envolvido na fotossintese,
junto com alguns carotenoides, porém, em menor escala (Enge e Poggiani, 1991; Régo e
Possamai, 2004).

O tratamento T2 apresentou o maior IC (25,29), clorofila b (65,59) e total (98,51),
evidenciando maior eficiéncia na promogao da sintese de pigmentos fotossintéticos nas plantas.
Esses resultados refor¢gam a importancia de ajustar os tratamentos nutricionais e fisiologicos de
forma estratégica, visando otimizar a atividade fotossintética e consequentemente o
crescimento e desenvolvimento das plantas.

Na concentracao de flavonoides (p = 0,005), foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos, com destaque para o tratamento T4 que apresentou o maior valor (1,79)
(Tabela 7). Vale ressaltar que 4. chica ¢ amplamente reconhecida como uma fonte rica em
flavonoides, compostos bioativos com multiplos beneficios a saide humana. Esses metabolitos
secundéarios apresentam propriedades antibacterianas, antivirais, anti-inflamatorias,
antioxidantes,  anticarcinogénicas, antialérgicas, hepatoprotetoras,  vasodilatadoras,

antitromboticas, além de contribuirem significativamente para a prevenc¢ao de doengas cronicas
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(Michel et al., 2015; Batalha et al., 2022; Nascimento et al., 2022; Figueiredo et al., 2023;
Henrique et al., 2024).

Tabela 6. indice de clorofila, clorofila a, b e total de Arrabidaea chica sob diferentes doses de
P (mg kg™ solo) inoculado ou ndo com FMA.

Trat 1C Cloro A Cloro B Cloro T

1 23,214+0,10ab 34,58+0,18bc 57,78+2,43b 92,33+2,25ab
2 25,29+1,47a 33,26+0,19d 65,59+0,75a 98,51+0,65a

3 23,27+1,21ab 34,22+0,14c 54,86+1,30bc 88,99+1,27bc
4 22,29+0,80ab 34,78+0,23bc 49,55+2,13cd 84,25+1,94cd
5 22,34+1,16ab 34,67+0,24bc 51,21+4,62bcd 85,76+4,23bcd
6 21,52+1,58ab 35,09+0,17ab 51,57+4,62bcd 86,25+3,01bcd
7 20,01+0,67b 35,55+0,14a 36,95+0,55¢ 72.,49+0.46¢

8 23,27+1,07ab 35,61+0,16a 44,09+1,62de 79,70+1,56d
Sig. 0,048 <0,001 <0,001 <0,001

Valores médios (n=8+erro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Por outro lado, os compostos fendlicos totais exibiram diferencas altamente
significativas (p <0,001), com o tratamento T8 alcancando o valor mais elevado 10,48 ¢ menor
T2 (6,60), podendo ser devido as suas células sinalizadoras, assim, facilitando o
reconhecimento para estabelecer a simbiose, além de colaborar com a planta a lidar com
estresses ambientais, como seca ou solos pobres em nutrientes (Neto et al., 2014). Esses
resultados indicam que os compostos fenolicos sdo particularmente sensiveis as condi¢des
experimentais, refletindo alteragcdes bioquimicas mais expressivas em resposta aos diferentes
tratamentos.

De acordo com Santos (2015), os flavonoides representam a maior classe de compostos
fendlicos presentes em vegetais. Estudos demonstram seu potencial antioxidante atribuido a
capacidade de reduzir a formagao de radicais livres, o que reforca sua aplicabilidade em
contextos terapéuticos (Ciz et al., 2010; Gurgel et al., 2023).

A inoculacdo com FMAs promoveu um aumento significativo na concentragdo de
flavonoides. Segundo Henrique et al. (2024), em sua revisdo, os flavonoides representam 52%
dos compostos do metabolismo secundario da A. chica, conferindo a planta, chegando a 52%
uma gama de atividade bioldgica como antioxidantes, anti-inflamatoria, antibacteriana e
antifiingica.

Os flavonoides presentes no extrato de A. chica possuem atividade antimicrobiana

demonstrando eficacia contra Candida albicans, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
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aeruginosa; além disso, o extrato pode ser utilizado para o tratamento de lesdes causadas por

microrganismos, como fungos, leveduras e bactérias (Ribeiro ef al., 2008).

Tabela 7. Teor de flavonoides (ug acid galic.mg MF!), composto fenélicos Totais (CFT) (g L-
1Y e antocianinas (mg L™).

Trat Flav CFT Antioc

1 1,48+0,10bc 7,04+0,19b 0,14+0,01ab
2 1,30+£0,11c¢ 6,60+5,74b 0,13+0,01b
3 1,56+0,06abc 7,50+0,37b 0,15+0,01a
4 1,79+0,08a 7,87+0,37b 0,15+0,01a
5 1,63+0,08ab 7,77+0,62b 0,14+0,01ab
6 1,76+0,12ab 6,99+0,53b 0,16+0,01a
7 1,77+0,07ab 6,066+0,35b 0,16+0,01a
8 1,60+0,08ab 10,48+0,45a 0,13+0,01b
Sig. 0,005 <0,001 0,045

Valores médios (n=8+erro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

De acordo com Mafioleti ef al. (2013), verificaram que o extrato hidroetanolico de A.
chica apresentou atividade antimicrobiana contra Helicobacter pylori ¢ moderada para
Enterococcus faecalis; essa atividade foi atribuida a presenca de compostos fenolicos,
especialmente flavonoides, indicando que a composicao fitoquimica esta diretamente ligada a
efic4cia antimicrobiana.

Segundo Batalha et al. (2022), a atividade antioxidante dos flavonoides ¢ dos CFT ¢
consequéncia das suas propriedades de Oxido-redugdo, visto que essas caracteristicas
desempenham um papel fundamental na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres,
demonstrando grande eficiéncia no combate a diversos tipos de moléculas oxidantes que estdo
envolvidos em danos no DNA, promog¢dao de tumores ¢ com atividades antiviral, anti-
inflamatoéria e anti-microbiana (Michel et al., 2015; Nascimento et al., 2022).

Em seus estudos, Siqueira et al. (2019) evidenciaram que, por meio do método HPLC-
DAD-ESI-MS, a escutelarina foi o principal composto fenolico encontrado, sendo ele um
flavonoide com diversas fun¢des no ambito farmacéutico. Em seguida Violante et al. (2020),
estudou o extrato hidro etandlico obtido das folhas secas de A. chica (HEFc), onde passou por
diversos fracionamentos por diferentes técnicas cromatograficas, utilizou microrganismos,
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas

aeruginosa e Salmonella typhimurium, contendo escutelarina, demonstrou ndo ser citotdxica,
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justificando o uso tradicional das comunidades da regido amazodnica e sua inclusdo na lista de
plantas medicinais de interesse para uso do Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil.

No caso das antocianinas, as diferengas observadas também foram significativas (p =
0,045), embora apresentem um menor grau de significincia em comparagdo com 0s outros
tratamentos. Esse resultado reforga a hipotese de que os diferentes tratamentos podem modular
a produ¢do ou acumulagdo desses compostos de forma distinta, possivelmente influenciados
por fatores metabolicos ou condigdes ambientais especificas. Essa variagdo pode ser
representada por um dos estagios finais do processo oxidativo relacionado a diferenciagio dos
flavonoides (Lobo e Lourenco, 2007; Simdes et al., 2007).

Souza et al. (2023) demonstraram um método inovador e validado utilizando HPLC-
DAD para quantificar 3D-anth, expresso como carajurina. Esse composto bioativo, encontrado
em A. chica, rico em antocianinas, atua como precursores desses pigmentos, desempenhando
papel relevante na coloragdo vegetal e na defesa contra estresses ambientais, além do seu
potencial como ingrediente farmacéutico ativo, a carajurina também representa um valioso
marcador para estudos de ecologia quimica, contribuindo para a compreensao das interacdes
entre plantas e seu ambiente. quanto para estudos de ecologia quimica.

Embora essa diferenca seja menos expressiva em comparagdo com a observada nos
flavonoides, ela pode ser exemplificada pelas antocianinas (Taiz; Zeiger, 2004). Segundo
Taffarello et al. (2013), houve uma maior concentracao de antocianinas nas folhas de A. chica,
cujo pigmento vermelho, conhecido como carajurina, contém moléculas de 3-
desoxiantocianidinas (Paula et al., 2018). A literatura aponta que a A. chica também pode ser
encontrada taninos (Behrens et al., 2012), alcaloides, catequinas cumarinas, esteroides,
polissacarideos, proteinas, saponinas (Barros, 2018).

Os parametros antioxidantes FRAP, DPPH, B-Caroteno e Carotenoides totais foram
significativamente afetados pelos diferentes tratamentos (p < 0,01) (Tabela 8). O tratamento T8
(18,75) promoveu um aumento significativo na atividade antioxidante medida pelo FRAP, em
comparacdo aos demais tratamentos, o que possivelmente se deve a sinergia entre os FMAs e a
alta disponibilidade de P. Em contrapartida, esse mesmo tratamento resultou em uma redugao
significativa na atividade DPPH, possivelmente associada ao aumento da atividade antioxidante
nas plantas. Esse desempenho pode ter promovido uma maior producdo de compostos
bioativos, como fendis e flavonoides, ou até mesmo potencializado os mecanismos de defesa
antioxidante da planta, resultando em maior eficiéncia na redu¢do do DPPH.

Por outro lado, o tratamento T6 (83,21) destacou-se pelo aumento expressivo na

concentragdo de f-caroteno, enquanto os carotendides totais apresentaram valor elevado de
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62,38 para o tratamento T2. Segundo Molyneux (2004) e Pisoschi (2016), entre as atividades
antioxidantes atribuidas as plantas, destaca-se a capacidade de sequestrar o radical livre 2,2-
difenil-1-picril- hidrazila (DPPH), amplamente utilizada como ferramenta bioquimica para
avaliar a eficacia das substancias frente as espécies radicais (R).

De acordo com Delgado (2000), os carotenoides desempenham um papel essencial na
fotossintese, atuando tanto na absor¢do de luz quanto como fotoprotetores contra danos
oxidativos. Além disso, possuem beneficios significativos para a saide humana, como sua a¢ao
antioxidante e o potencial de conversdao em vitamina A (Rolim e Andrade, 2022).

Segundo Meyers (1994), os principais carotenoides presentes nos vegetais incluem o e
B-caroteno, luteina e licopeno, que também sdao amplamente encontrados nos alimentos. Isso
explica o resultado obtido no tratamento T6 que promoveu maior acimulo de B-caroteno,
possivelmente em fungdo da interagdo simbidtica com microrganismos e da disponibilidade

elevada de P.

Tabela 8. Atividade antioxidante total FRAP (umol Trolox mg MF!), DPPH (umol Trolox mg
MF), B-Caroteno (umL g MF!) e Carotendides Totais (umL g MF ™).

Trat FRAP DPPH -Caroteno Caro T

1 14,69+0,26b 40,04+0,86a 28,90+2,86bc 58,47+1,37ab
2 14,29+1,49b 40,49+0,81a 19,75+0,94bc 62,38+0,30a

3 13,91+0,75b 41,94+0,94a 30,73+3,15b 56,58+0,73bc
4 15,12+0,66b 35,57+0,90b 20,39+1,86bc 53,34+1,24cd
5 16,37+0,89ab 41,87+1,28a 30,06+3,07bc 54,44+2 64bcd
6 14,47+1,05b 27,14+0,53d 83,21+8,14a 54,49+1,92bcd
7 13,60+0,69b 32,18+1,34c¢ 18,41+1,81c¢ 46,11+0,26¢

8 18,75+0,84a 20,24+0,29¢ 18,62+2,83bc 50,81+0,95d
Sig. 0,007 <0,001 <0,001 <0,001

Valores médios (n=8zerro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Segundo Taffarello ef al. (2013), a atividade antioxidante, avaliada pelo método DPPH,
foi favorecida pela presenga de antocianinas, que podem amplificar essa atividade. De acordo
com Siraichi (2013), testes realizados com o extrato das folhas de A. chica evidenciaram
atividade antioxidante por meio de diferentes métodos, como o sequestro de radicais livres
DPPH, o sistema de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoleico e o potencial antioxidante reativo
total. Observou-se que o aumento na concentracdo do extrato intensificava a capacidade de
eliminacdo de DPPH, o que corrobora os achados de Martins et al. (2016), que também

observaram atividade antioxidante no extrato etandlico de A. chica por meio do ensaio de
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DPPH, bem como Santos ef al. (2013) que testaram o extrato das folhas e obtiveram resultados
significativos a atividade antioxidante.

Segundo Freitas et al., (2023), em seu estudo diante do estresse oxidativo, 4. chica
reforca a importancia de explorar sua atividade citoprotetora, dado seu potencial como base
para a producao de fArmacos com essa finalidade, além disso, a planta pode contribuir para a
reducdo da mortalidade e para o abrandamento da toxicidade de quimioterapicos utilizados na
pratica oncologica.

Em estudos sobre propriedades cicatrizantes em feridas utilizando extrato metanolico
de A. chica, Jorge (2008) constatou que os compostos presentes no extrato aumentam a
producao de colageno in vitro e possuem capacidade antioxidante moderada, concluindo que o
extrato apresenta propriedades que estimulam o crescimento do fibroblasto e a sintese de
colageno.

Figueiredo et al. (2023), investigou o extrato hidroetanolico das folhas de A. chica por
meio da andlise qualitativa realizada via HPLC-PDA-ESI/MS onde avaliou sua eficacia
gastroprotetora e antiulcerosa, tanto preventiva quanto curativa, além dos mecanismos de acao,
utilizando modelos in vivo de roedores, confirmando sua efetividade no tratamento de ulceras
estomacais, incluindo a restauragdo da mucosa, reepitelizacao, propriedades mucogénicas,
atividade anti secretora, anti-inflamatoério e antioxidante.

De acordo com Moreira et al. (2024), o levantamento bibliografico sobre os compostos
bioquimicos, bem como suas atividades antioxidantes e antimicrobianas presentes em A. chica,
revelou um elevado potencial farmacologico, sendo considerada uma fonte rica em metabolitos
secundarios de diversas classes quimicas com potencial para tratamento de diferentes
enfermidades.

Corroborando com estudos de Gurgel et al. (2023) identificado efeito significativo no
potencial antimicrobiano e antioxidante frente a extratos flingicos de Escherichia coli,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Serratia marcescens,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Aspergillus brasiliensis, Candida albicans,
Candida tropicalis e, especialmente, contra Staphylococcus aureus e Candida parapsilosis.

Os teores de agucar total (AcTot), actcar redutor (AcRed) e actcar nao redutor
(AcNred) foram significativamente influenciados pelos tratamentos aplicados (p < 0,001)
(Tabela 9), sendo que o tratamento T8 apresentou os menores valores de AcTot (7,78) e AcNred
(1,41) enquanto o T7 (3,62) registrou o menor valor para AcRed.

Esses resultados evidenciam que os tratamentos exerceram influéncia substancial sobre

o metabolismo dos agucares, refletindo diretamente na produg¢do e/ou acumulacdo de
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antocianinas nas amostras. Tal modulagdo sugere que a interacdo entre microrganismos
simbioticos e a disponibilidade de P desempenha papel relevante na regulacdo bioquimica
desses compostos, indicando o papel importante dos protocolos aplicados na modulagdo desses

compostos (Smith et al., 2015).

Tabela 9. Acucar Total (AcTot - ug g'! MF), aglicar redutor (AcRed - ug g! MF) e acticar niio
redutor (AcNred - ug g! MF) da planta Arrabidaea chica.

Trat AcTot AcRed AcNred

1 68,78+2,93ab 5,63+0,22d 63,15+2,80a

2 60,59+5,74abced 7,95+0,46abc 52,63+5,50bc
3 58,60+5,37bcd 8,59+0,99a 50,01+4,70c

4 51,97+2,28d 6,20+0,55¢cd 46,20+2,59¢

5 69,67+2,28a 8,41+0,84ab 61,26+1,71abc
6 55,15+2,79¢cd 8,27+0,86abc 47,54+2,48¢

7 64,94+2 83abc 3,62+0,66¢ 61,63+3,08ab
8 7,78+0,45¢ 6,37+0,42bcd 1,41+0,44d
Sig. <0,001 <0,001 <0,001

Valores médios (n=8+erro padrdo); letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). T1: controle + baixo P; T2: controle + alto P; T3: R. clarus + baixo P; T4: R. clarus + alto P;
T5: C. etunicatum + baixo P; T6: C. etunicatum + alto P; T7: R. clarus + C. etunicatum + baixo P. T8: R. clarus
+ C. etunicatum + alto P. Sig.: significancia, sob diferentes tratamentos.

Esses resultados reforgam a ideia de que diferentes condi¢des experimentais impactam
de forma especifica os tipos de antocianinas produzidas, possivelmente devido a variacdes
metabolicas ou estruturais induzidas pelos tratamentos. Esse efeito foi corroborado por estudos
utilizando o teste DNS (4cido dinitrosalicilico), baseado na reagdo entre o agucar redutor € o
acido 3,5-dinitrosalicilico (de cor amarela), que € reduzido a um composto avermelhado (acido
3-amino-5-nitrosalicilico), oxidando o monossacarideo redutor (EMBRAPA, 2013).

Além disso, também pode ser explicado pela reacdo de Fehling, usada para detectar a
presenca de acucares redutores em solugdo, sendo amplamente aplicada na dosagem de glicose

em pessoas com diabetes mellitus (Nelson; e Cox, 2014).
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4. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que a associacdo micorrizica de Arrabidaea chica com FMAs
Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum, aliada a adi¢ao de fosforo, exerceu efeitos
significativos sobre o crescimento, desenvolvimento fisiologico e qualidade bioquimica da
planta.

Os resultados demonstraram que o tratamento com inocula¢ao conjunta dos dois FMAs
sob alta adicao de fésforo (T8) foi mais eficaz na promocao de perfilhamento, aumento de
clorofila a, compostos fendlicos e atividade antioxidante (FRAP), indicando forte estimulo ao
metabolismo secundario.

Por outro lado, o tratamento com os mesmos FMAs sob baixa adi¢do de fosforo (T7)
favoreceu a densidade de esporos, colonizagado radicular, respiragdo basal do solo, produgao de
biomassa aérea e acimulo de antocianinas, revelando que mesmo sob condi¢des nutricionais
limitadas, a simbiose micorrizica pode potencializar o desempenho fisioldgico da planta.

Além disso, o tratamento com C. etunicatum sob alta adi¢ao de fosforo (T6) promoveu
ganhos em didmetro do caule, teor de nitrogénio, altura da planta, fésforo da parte aérea e 3-
caroteno, reforcando o papel da nutrigdo fosfatada na expressdo de caracteristicas
morfofisiologicas.

Portanto, os resultados indicam que a inoculagdo com FMAs, em especial quando
combinada com manejo adequado de fosforo, representa uma estratégia promissora para o
cultivo sustentavel de A. chica, otimizando tanto sua produtividade quanto seu perfil

fitoquimico, reafirmando seu potencial biotecnoldgico para o desenvolvimento de fitoterapicos.
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CAPITULO I

Crescimento e qualidade bioquimica de Levisticum officinale Koch inoculada com
fungos micorrizicos arbusculares e Azospirillum brasilense

RESUMO

Levisticum officinale ¢ uma planta aromatica, condimentar ¢ medicinal da familia Apiaceae.
Este estudo teve como objetivo avaliar as respostas agrondmicas € bioquimicas da planta frente
a 1noculagdo com fungos micorrizicos abusculares (FMAs) Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum e Azospirillum brasilense. O experimento foi realizado com
delineamento inteiramente casualizado, sendo um fatorial 4x2 (sem e com os FMAs e
combinacdo de dois FMAs e 4. brasilense), com 8 repetigdes, totalizando 64 unidades
experimentais. Foram realizadas analises agrondmicas como colonizagdo radicular, respiracao
basal do solo e carbono de biomassa microbiana, massa fresca da raiz e da parte aérea, massa
fresca total, massa seca da raiz e parte aérea, massa seca total, nitrogénio (N) e fosforo (P) da
parte aérea. Os resultados indicaram significancia para o tratamento T7, embora o quociente
metabolico controle tenha sido alto, isso expressa uma baixa presenca de microrganismos no
solo. O tratamento T6 apresentou maiores valores de massa seca da raiz (6,09), enquanto o
indice de balanco de N foi mais elevado no tratamento T2 (205,56). As analises bioquimicas
revelaram variagdes nos tratamentos T7 apresentando maior valor de significancia para altura
(33,98), indice de clorofila (79,32), agucar total (35,07) e agucar nao redutor (30,71) e o
tratamento TS5 teve como destaque a variaveis clorofila a (48,89), clorofila b (37,06), clorofila
total (85,95), composto fenolico total (1,64) e atividade antioxidante por meio do DPPH (9,87)
aumentando significativamente. Ja o tratamento T6 elevou os niveis de agucar redutor (7,60).
O tratamento T4 estimulou a producdo de B-caroteno (84,95) e caroteno total T4 (39,93),
enquanto T3 apresentou o maior valor de significancia para flavonoides (445,96), antocianinas
(67,07) e a capacidade antioxidante pelo método FRAP (4,99). A interagdo entre os FMAs e A.
brasilense demonstrou efeitos positivos e complementares, evidenciando seu potencial como
agentes bioestimulantes e biofertilizantes, representando uma estratégia promissora para o
incremento da produtividade vegetal e para o desenvolvimento de praticas agricolas mais
sustentaveis.

Palavras-chave: biofertilizante, micorriza, simbiose.
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Growth and biochemical quality of Levisticum officinale Koch inoculated with
arbuscular mycorrhizal fungi and Azospirillum brasilense

ABSTRACT

Levisticum officinale is an aromatic, condiment, and medicinal plant of the Apiaceae family.
This study aimed to evaluate the agronomic and biochemical responses of the plant to
inoculation with the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum, and Azospirillum brasilense. The experiment was conducted in a
completely randomized design, with a 4x2 factorial (without and with AMF, and a combination
of two AMF and A. brasilense), with 8 replicates, totaling 64 experimental units. Agronomic
analyses were performed, including root colonization, basal soil respiration, microbial biomass
carbon, root and shoot fresh mass, total fresh mass, root and shoot dry mass, total dry mass,
shoot nitrogen (N), and phosphorus (P). The results indicated significance for the T7 treatment,
although the control metabolic quotient was high, which expresses a low presence of
microorganisms in the soil. The T6 treatment presented higher values of root dry mass (6.09),
while the N balance index was higher in the T2 treatment (205.56). Biochemical analyses
revealed variations in T7 treatments, presenting a higher significance value for height (33.98),
chlorophyll index (79.32), total sugar (35.07), and non-reducing sugar (30.71), and T5
treatment highlighted the variables chlorophyll a (48.89), chlorophyll b (37.06), total
chlorophyll (85.95), total phenolic compound (1.64), and antioxidant activity through DPPH
(9.87), increasing significantly. T6 treatment reduced sugar levels (7.60). The T4 treatment
stimulated the production of B-carotene (84.95) and total carotene T4 (39.93), while T3
presented the highest significance value for flavonoids (445.96), anthocyanins (67.07) and
antioxidant capacity by the FRAP method (4.99). The interaction between AMF and A.
brasilense demonstrated positive and complementary effects, evidencing their potential as
biostimulant and biofertilizer agents, representing a promising strategy for increasing plant
productivity and developing more sustainable agricultural practices.

Keywords: biofertilizer, mycorrhiza, symbiosis.
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1. INTRODUCAO

A historia humana é marcada por jornadas de descoberta, inovacdo e transformacgao,
especialmente no que se refere as plantas medicinais. Ao longo dos anos, essas plantas t€ém sido
valorizadas como fontes ricas de metabolitos secundarios, amplamente utilizados na medicina
tradicional por suas propriedades terapéuticas (Chaachouay, 2024). Além de atuarem como
potentes antioxidantes, desempenham um papel essencial na neutralizagdo de radicais livres
(Kadam et al., 2023; Al-Snafi et al., 2017). Muitas plantas também possuem aplicagdes
culinarias, oferecendo alternativas sustentdveis que aliam saide e preservagdo ambiental
(Abdallah, 2023).

Diante desse contexto, temos em destaque nesse estudo a planta perene Levisticum
officinale, pertencente a familia Apiaceae (Umbelifera), que abriga mais de 3.000 espécies
distribuidas em mais de 400 géneros (PunoSevac et al., 2021; Khammassi et al., 2022).
Popularmente conhecida como knorr, ligistica, podendo atingir 2 m de altura, apresenta folhas
verdes brilhantes, com ramos divididos e recortados. Sua raiz, de coloragdao cinzenta
acastanhada, tem sido utilizada ha séculos na culinaria, medicina e industria alimenticia
(Szparaga, 2023) devido ao seu sabor € aroma caracteristicos (Spréa et al., 2020a).

Rica em fontes de metabolitos secundarios, essa planta contém fitoquimicos com
potencial para promover a saide humana, além de aplicagdes agroquimicas, despertando
crescente interesse nos ultimos anos. Sua composi¢ao inclui saponinas, flavonoides, taninos,
acidos fendlicos, poliacetilenos, esteroides e vitamina C e E, cumarinas, taninos, amidos, sais
minerais (Tuncturk, 2015; Spréa et al., 2020a, b). Olennikov (2022), ao estudar as cumarinas
das raizes de L. officinale, analisando seu perfil por LC-MS, quantificacdo e estabilidade
durante o armazenamento pos-colheita, constatou que essa hortalica aromatica e condimentar
acumula ndo apenas ftalideos e compostos volateis, mas também cumarinas, tornando uma
planta apiacea valiosa para o uso alimentar e medicinal.

Além disso, seus terpenoides, como o-pineno, [B-pineno, mirceno ¢ limoneno,
demonstram efeitos anticancerigenos e apoptdticos, sendo também os principais responsaveis
pelo aroma e sabor da planta. Destacam-se ainda as ftalimidas, que apresentam propriedades
antibacterianas, antifiingicas, anti-inflamatorias, antioxidantes, antitumorais, além de efeitos
espasmoliticos, carminativos, diuréticos (Santos et al., 2013; Jakubczyk ef al., 2020; Sahlabgi
et al., 2025).

Amplamente encontrada em paises europeus como Ird e Afeganistdo (Ghaedi, 2020),

além de diversas regides da Asia e da América do Norte (Kemzuraite, 2014; Georgieva, 2023),
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essa planta possui uma longa histoéria de uso. Segundo Khodashenas et al. (2015), os egipcios
costumavam utiliza-la como acompanhamento em peixe grelhado, carnes e guisados. De acordo
com Botelho (2022), o médico e botanico Dioscorides iniciou seu cultivo em jardins de
conventos. Ja em 1735, o irlandés Koch relatou seus beneficios para a digestdo, além de
propriedades diuréticas e emenagogas, também descreveu seu uso para melhorar a visdo e
remover sinais de sardas e vermelhiddo do rosto.

Estudos sobre o agro potencial do extrato de L. officinale indicam que seus componentes
bioativos desempenharam um papel essencial no crescimento e metabolismo do vegetal,
promovendo o aumento do numero de vagens por planta de soja e elevando sua produtividade
apos a aplicagdao do macerado do extrato (Szparaga, 2023).

Essa evidéncia abre caminho para aplicagdes agricolas promissoras, especialmente no
contexto da bioestimulacdo, podendo ser utilizada como biofertilizante natural, atuando na
ativacao de vias metabdlicas relacionadas as sinteses de hormdnios vegetativos, como auxinas
e citocininas, que regulam o desenvolvimento e a formacdo de estruturas reprodutivas
(Abdallah et al., 2023). Além disso, seus compostos antioxidantes contribuem para a resiliéncia
das plantas frente a estresses abidticos, como seca, salinidade e variagdes térmicas, fortalecendo
os mecanismos de defesa celular.

Além de apresentar um grande potencial antioxidante, essa propriedade se revela
promissora para fortalecer a tolerancia das plantas as mudancas climaticas, exercendo efeitos
fitoprotetores e bioestimulantes (Parvin et al., 2022). Plawgo et al. (2024) constataram em seu
estudo sobre a otimiza¢ao multiobjetivo da extragdo verde de L. officinale que o método de
extracao convencional, dispensando o uso de solventes nocivos ao meio ambiente, pode ser
aplicado no desenvolvimento de novas formulagdes de bioestimulantes para a agricultura,
alimentos funcionais e cosméticos naturais. Vale destacar que as raizes de L. officinale sdo
conhecidas por sua alta concentracdo de Oleos essenciais, especialmente monoterpenos e
ftalideos (Spréa ef al., 2020a ).

Outro fator relevante para o desenvolvimento das plantas ¢ a interacdo com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), visto que estabelecem uma associagdo simbiotica
mutualistica com suas raizes (Smith, 2008). Esses fungos dependem da planta para obter
energia, carboidratos e vitaminas, j& que ndo sdo capazes de sintetizar certos compostos por
conta propria. Em contrapartida, a planta adquire esses nutrientes por meio da fotossintese e de
outras reagdoes metabolicas.

Paralelamente, os FMAs fornecem a planta nutrientes minerais essenciais,

especialmente aqueles de baixa mobilidade, como fosforo e dgua (Brundrett, 2009; Harrison,
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2005), contribuindo de forma significativa para o equilibrio ecoldgico dos ecossistemas do solo
(Berruti et al., 2016). No entanto, essa interacdo pode ser afetada pelo manejo adotado no
sistema de plantio (Ferreira; Carneiro; Junior, 2012).

Atualmente, os FMAs sdo reconhecidos como componentes bioldgicos indispensaveis
para agricultura organica sustentavel (George e Ray, 2023), sendo essenciais para diversas
culturas, incluindo o arroz cultivado tanto em terras altas quanto em areas umidas.

Outro microrganismo de destaque para as plantas, sendo do género Rhodospirillales, é
a bactéria Azospirillum brasilense, amplamente reconhecida como rizobactérias promotora de
crescimento vegetal (RPCV), além de ser associada a fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) e
a produgdo de fitohormonios (Cassan et al., 2020). Desde sua autorizagdo oficial como
principio ativo de inoculantes em 2010, essa bactéria tem sido extensivamente utilizada no
Brasil como bioinsumo para impulsionar a produtividade agricola (Hungria, 2022).

Assim como os FMAs, a bactéria A. brasilense, visa promover o rendimento € o
crescimento das plantas (Pagnussat et al, 2023). Com os avangos na pesquisa sobre
microrganismos promotores de crescimento, essa area tem ganhado destaque, impulsionando
novas descobertas (Botelho; Silva, 2023). Esses microrganismos potencializam o crescimento
vegetativo, ao fornecer nitrogénio (N), fosforo (P) e minerais essenciais, por meio de processos
como biossintese, da regulagdo de niveis hormonais e indiretamente, pela mitigacao dos efeitos
inibitorios de diversos fitopatogenos.

Além disso, contribuem para o desenvolvimento de agentes de controle biologico. Entre
seus mecanismos de agdo estdo a fixacao eficiente de N atmosférico, o aumento da atividade
do nitrato redutase em plantas que crescem endofiticamente, a producao de hormonios como
auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, bem como a solubilizagdo de P. Esses fatores
favorecem associagdes micorrizicas benéficas e oferecem prote¢do contra microrganismos
fitopatogenos presentes no solo (Ahemad et al., 2014).

Conforme observado por Jacoby et al. (2017), a interagdo de microrganismos eficientes,
como FMAs e bactérias simbioticas fixadoras de N, como A. brasilense, representa uma
estratégia promissora para reduzir o uso de fertilizantes quimicos, promovendo beneficios
essenciais a agricultura sustentavel e ao manejo do solo.

Apesar de ainda serem escassos os estudos envolvendo a interacdo de L. officinale com
FMA s e bactérias promotoras de crescimento, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos
da inocula¢do dos FMAs Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum bem como sua
associacdo com A. brasilense sobre o crescimento, desenvolvimento, caracteristicas

bioquimicas e atividade antioxidante de L. officinale.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Design experimental

As amostras foram adquiridas na casa agropecudria no Municipio de Palotina-Parana,
originarias do viveiro Agrodomus localizado em Cascavel-Parana, registrado sob codigo
RENASEM.PR.15791/2017 referente ao registro no Registro Nacional de Sementes ¢ Mudas
mantido pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) do Brasil. As amostras foram
cultivadas por 131 dias no Horto Medicinal da UNIPAR — Umuarama, situado a uma latitude
de 23°46° 09,1 e longitude de 53° 16' 38,4, com altitude de 442 m. O experimento foi conduzido
em um local especifico equipado com sombrite de 0,3 milimetros, sendo irrigado todos os dias,
exceto em dias chuvosos.

As plantas foram transplantadas em vasos de plastico com capacidade de 3 L, uma
mistura (substrato) contendo 50% de substrato organico + areia + Biomix® (1:1). O substrato
foi colocado dentro de dois sacos plasticos preto e fumigado com 10 mL de cloroférmio
(CHCIs) kg! de substrato de acordo com o método adaptado (Endlweber e Scheu, 2006), apds
misturado o CHCI; ao solo os sacos foram hermeticamente fechados e deixados fumigando por
trés dias. Apos o periodo, os sacos ficaram abertos dentro de uma camera de exaustao quimica
e apos sete dias o transplantio das mudas.

Em cada vaso foi realizado o plantio de uma muda de L. officinale e inoculado com
aproximadamente 200 esporos dos FMAs de R. clarus e/ou C. etunicatum provenientes do
banco de Glomales da UNIPAR nos tratamentos com inocula¢do, bem como 1 mL de A.

brasilense (2,0 x 103 UFC mL™").

Foram divididos em 8 tratamentos com 8 repeti¢oes:

Tratamento 1: Controle.

Tratamento 2: A4. brasilense

Tratamento 3: R. clarus

Tratamento 4: C. etunicatum

Tratamento 5: R. clarus + C. etunicatum
Tratamento 6: R. clarus + A. brasilense
Tratamento 7: C. etunicatum + A. brasilense

Tratamento &: R. clarus + C. etunicatum + A. brasilense
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Porém, o tratamento controle T2 com inéculo de A. brasilense nao gerou dados para
analises (as plantas morreram). Para andlise e discussdo os tratamentos ficaram da seguinte

forma:

Tratamento 1: Controle.

Tratamento 2: R. clarus

Tratamento 3: C. etunicatum

Tratamento 4: R. clarus + C. etunicatum
Tratamento 5: R. clarus + A. brasilense
Tratamento 6: C. etunicatum + A. brasilense

Tratamento 7: R. clarus + C. etunicatum + A. brasilense

2.2. Densidade de esporos

Os esporos dos FMAs foram extraidos de subamostras de 10 g de solo pela metodologia
de peneiramento iimido em malha de 0,710 mm e 0,053 mm (Gerdemann et al, 1963),
submetidos a centrifugagdo em agua (3000 rpm por 3 min) e em sacarose 50% (2000 rpm por
2 min) e novamente peneirados em malha de 0,053 mm.

Para a contagem e identificagdo, foram transferidos para placas de Petri e contados em

microscopio estereoscopico (aumento de 40x) (Ferrari et al., 2020).

2.3. Colonizacao radicular de fungo micorrizico arbuscular

Amostras das raizes finas das plantas envolvidas no experimento, inicialmente foram
enxaguadas com 4gua corrente, cortadas no comprimento de 1 a 2 cm, clareadas em KOH 10%
(90 °C por 1 h). Em seguida, lavadas novamente e acidificadas com HCI 5% (90 °C por 30
min.) e enxaguadas em 4gua corrente.

Foi adicionado em solucdo de azul de tripano (Trypan Blue) 0,05% e incubado em
banho-maria (90 °C por 30 min.). As raizes coradas foram preservadas em lactoglicerol,
conforme a técnica de Phillips e Hayman (1970) até o momento da montagem das laminas.

A verificagdo de segmentos colonizados foi de trés raizes com cerca de 3 cm cada uma
e colocadas em laminas, sobrepostas por laminulas e contados 100 segmentos (Giovanetti;
Mosse, 1980), sob microscopio estereoscopico (40x—100x) identificando local colonizado, hifa,

arbusculo e vesicula.
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A colonizag¢ao radicular total por FMAs foi transformada pela equagao:

Col.t = (ArcSen VCol. (%)/100).(180/ ) para normalizagdo dos dados.

No qual Col.t ¢ colonizagdo total; (%) porcentagem; Pi (m) propor¢do numérica
originada da relagdo entre as grandezas do perimetro de uma circunferéncia e seu didmetro com

valor de 3,14.

2.4. Determinacio da respiracao basal do solo e quociente metabélico do solo

A respiragdo basal do solo (BSR) foi determinada de acordo com Jenkinson e Powlson
(1976), utilizando 30 g de amostra de solo e colocando no interior do frasco de 500 mL do tipo
de conserva. Em seguida, foram colocados 30 mL de NaOH 1 mol L™ dentro de um frasco de
30 mL. Foi utilizado um frasco contendo apenas NaOH como prova em branco (PB), sem solo
e todos fechados hermeticamente.

Apos 7 dias, foi retirado o frasco contendo NaOH e adicionados 2 mL de uma solugao
de cloreto de bario (BaCl,) a 10% e 3 gotas de fenolftaleina (solugdo alcoolica a 3%) em cada
frasco. Foi titulado o NaOH com HCl de normalidade conhecida de 0,5 mol L.

Para calcular o CO» liberado foi utilizada a equacio: mg CO; kg solo™! hora™ = (((B-V)
.M. E. 1000)/PS)/T

Onde: B = volume de HCI usado para titular o NaOH da prova em branco (PB); V =
volume de HCI usado para titular o NaOH do tratamento; M = molaridade do HCI; E =
equivaléncia grama de carbono = 6; 1000 = transformar g em kg de solo; PS = peso do solo
seco em gramas ¢ T = tempo de incuba¢ao em horas.

O quociente metabodlico foi calculado a partir da razdo entre a respiragao basal e o
carbono da biomassa microbiana; o quociente microbiano foi obtido a partir da razao entre o
carbono microbiano e o carbono total, conforme descrito por Silva et al. (2007). O calculo gCO>
da respiragdo basal do solo ¢ dado pela equagdo: gCO> (mg C - CO, g! BMS - C h'!) = RBS
(mg C - CO2 kg™! solo h'') / BMS-C (mg C kg™! solo) x 107, onde qCO»: quociente metabdlico

do solo; RBS: respiragdo basal do solo e BMS-C: carbono da biomassa microbiana.

2.5. Carbono da biomassa microbiana do solo

O carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi determinado pelo método de
fumigacdo-extragdo proposto por Vance et al. (1987) e modificado por Tate et al. (1988). O
CBM extraido foi estimado de acordo para Lermen et al. (2017) e Ferrari et al. (2020). As
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amostras foram analisadas em triplicata, em que cada amostra foi dividida em sete subamostras
de 10 g (trés fumigadas, trés ndo fumigadas e uma para obtencdo da umidade do solo),
devidamente pesadas e acondicionadas em frascos de vidro de 100 mL.

O processo de extracdo das amostras fumigadas ocorreu apds 24 horas de fumigagao,
em seguida, a eliminagdo dos residuos de cloroférmio e das ndo fumigadas. Em seguida,
adicionou-se 50 mL de solucdo 0,5 M de sulfato de potassio (K2SO4). Agitado por 30 minutos,
esperando decantar por 30 minutos e transferindo o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta
para um filtro de papel acoplado ao funil e tubo de 50 mL. Ao final da filtragem, foi obtido o
extrato de cada subamostra (fumigada ou ndo fumigada).

Em seguida, foram transferidos 8 mL do extrato previamente filtrado para um
Erlenmeyer de 250 mL e foram adicionados 2 mL de solu¢do 0,066 M de dicromato de potassio,
10 mL de acido sulfurico P.A. e 5 mL de acido orto-fosforico P.A., todos com o auxilio de
dispensador e ordem cronoldgica. Apods esfriar, foram adicionados 70 mL de 4gua deionizada,
a espera de esfriar novamente, e foram adicionadas 4 gotas de difenilamina e foi realizada a
titulagdo sob agitacdo magnética com uma solucao 0,033 M de sulfato ferroso amoniacal.
Mudando de coloragdo passando da cor purpura para verde.

O calculo foi realizado pela Equagdo 5 utilizando K. = 0,33, conforme descrito por
Sparling e West (1988): BMS-C (mg C microbiano kg solo) = FC x Kc™!, onde BMS-C:
carbono da biomassa microbiana do solo em mg de C por kg de solo, podendo ser pug™'; FC:

fluxo obtido da diferenca entre a quantidade de C (mg kg™'); Ke: fator de correcio.
2.6. Altura e determinacio da massa seca da planta

A altura da planta foi medida manualmente com auxilio de uma fita métrica.

As raizes e a parte aérea das plantas foram separadas e pesadas a massa frescas e apos
foram secas em estufa com circulagdo de ar forcada a 65 °C por 48 h. Em seguida, foi
determinada a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca das raizes (MSR) e a massa
seca total (MST) por meio da pesagem com balanca semi-analitica.

2.7. Nitrogénio da parte aérea e Indice de balanco de nitrogénio

A determinacdo do N da parte aérea (NPA), bem como indice de balanco de N (NBI),

foi realizado por meio da digestdo sulfurica de 0,2 g das folhas a 450 °C, seguido pelo método
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Kjeldahl de destilacdo e titulagio com 0,05 mol L' de HCI (Silva, 2009; Lermen et al., 2017),
sendo o N quantificado por titulagdo, ap6s procedimento de destilagdo por arraste a vapor.

Foram pesadas aproximadamente 200 mg de matéria seca moida e colocada em um tubo
de ensaio para digestao, acrescentando 700 mg da mistura digestora e 5 mL de acido sulfrico.
Em seguida, acondicionado em capela até atingir os 450 °C para fazer a digestao até¢ a amostra
atingir a coloragdo branca, em seguida, adicionado 10 mL de 4gua destilada.

As amostras foram levadas ao destilador de N, abriu-se a valvula do copo dosador,
depois foi adicionado hidroxido de s6dio 15N, acrescentando até que a amostra fique escura,
atingindo a coloracdo, fecha-se o copo dosador. Coloca-se o béquer contendo 10 mL de
indicador no suporte da coleta, em seguida liga o destilador deixando destilar até que atinja o
volume de 50 mL no béquer.

ApOs a destilacdo, foram adicionadas 3 gotas de indicador titulado com HCL 0,05 N,
sendo adicionadas aos poucos até que o ponto da virada seja atingido, ou seja, ocorra a mudanga
na coloracdo. Em seguida, realizada a avaliacdo do NPA presente na parte aérea, bem como do

NBI, que avalia o balango entre a disponibilidade e a utilizagdo do nitrogénio na planta.

2.8. Determinacao de fosforo da parte aérea da planta

As amostras do vegetal foram secas a 60 °C por 48 h, moidas em torno de 500 mg e
acondicionadas em cadinhos na mufla para incineracdo a 500 °C por 4 horas, até atingir a
combustdo completa. Apos o resfriamento, foram adicionados 10 mL de HCI 1 mol L-1. Em
seguida, os cadinhos foram colocados em uma chapa de aquecimento a 70 °C por 10 min, para
solubilizagao total dos elementos. Apds o resfriamento, filtrou e retirou 2,5 mL do sobrenadante
com uma pipeta, em seguida foi adicionado 5 mL de dgua deionizada (Martins; Reissmann,
2007).

O P foi estimado por colorimetria com molibdato de amdnio + &cido ascorbico em

espectrofotometro, utilizando um filtro vermelho € um comprimento de onda de 660 nm (Silva,

2009).

2.9. Teor de clorofila a e clorofila b e carotenoides

Os conteudos de clorofila a, clorofila b e de carotenoides foram mensurados em
conformidade com Lichtenthaler (1987). Foram macerados 150 mg de folhas frescas de trés

repeticdes de cada tratamento, em triplicata. As amostras foram acondicionadas em microtubos
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Eppendorf 2 mL, aos quais foram acrescentados 1,5 mL de acetona PA envolto em papel
aluminio para serem mantidos em ambiente de escuro, onde permaneceram sob agitagao por 24
h, sob temperatura de 6 °C. Em seguida, realizado a leitura de acordo com o protocolo adaptado
para ELISA (Koleva et al., 2002) 645 nm para clorofila a, 663 nm clorofila b e 470 carotenoides
e calculadas as concentragdes dos pigmentos conforme as formulas de Lichtenthaler e Welbum
(1983) onde:
Clor a = ((12,7.A663)-(2,69.A645)).V/(1000.M)
Clor b = ((22,9.A645)-(4,68.A663)).V/(1000.M)
Clortotal = ((20,2.A663)-(2,69.A645)).V/(1000.M)
Carot = ((1000.A470)-(1,82.CHL a-85,02.CHL b)). V/(1000.M)

Onde Clor e Carot significam clorofila e carotenoides, A663, A645 e A470 representam
os valores das absorbancias, V ¢ o volume de acetona em mL utilizado na extragdo de M ¢ a

massa fresca das folhas utilizadas para a extragao.

2.10. Flavonoides e antocianinas

Os flavonoides e antocianinas foram extraidos segundo a metodologia descrita por
Francis (1982), na qual foi utilizada como solvente extrator uma solugdo etanol-HCI. Onde foi
pesado 1 g do material congelado e foi realizada a anotacdo. Em seguida, foram adicionados
aproximadamente 30 mL da solugdo com uso de proveta de etanol-HCl (1,5 M) e
homogeneizado em um agitador mecanico vortex e transferido para um baldo volumétrico de
50 mL (sem filtrar) envolto em papel de aluminio, completando-se para o volume final com a
solugao etanol-HCI (1,5 M) 20 mL.

Ficou descansando por uma noite na geladeira, filtrando o material para um béquer,
sempre envolto com papel aluminio e realizando a leitura em um comprimento de onda de
acordo com o protocolo adaptado para ELISA (Koleva ef al., 2002) 535 nm para antocianinas
e flavonoides. Ja o branco foi composto da solugao de etanol-HCI (1,5 M). Todo procedimento

foi realizado com reduc¢ado da luminosidade.

2.11. Determinagio de fenolicos, Ferric Reducing Antioxidant Power e método Radical de

nitrogénio

Foram pesadas 0,5 g da amostra fresca em um béquer e adicionado 20 mL de metanol
50%, e colocado em tubo falcon 50 mL, ficou em repouso, protegido da luz utilizando papel
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aluminio, durante 1 h. em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a centrifugacdo em
15.000 rpm por 15 min sob temperatura de 10 °C.

O sobrenadante foi recolhido e colocado em um baldo volumétrico de 50 mL protegido
de luz e temperatura ambiente. Depois de adicionado 20 mL de acetona 70% no residuo que
ficou no tubo que foi centrifugado, ficando de repouso por 1 h, protegido novamente da luz e
temperatura ambiente. Novamente foi realizada a centrifugacdo de 15.000 rpm por 15 min e
transferido o sobrenadante para o mesmo baldo volumétrico do primeiro sobrenadante e
completado com agua destilada.

O conteudo de fenolico total foi determinado usando Folin-Ciocalteu, como descrito por
Waterhouse (2002) em protocolo adaptado para ELISA em 750 nm. Para o calculo do teor
fendlico foi necessario construir uma curva de calibragdo com os valores de absorbancia de
acordo com as concentragdes de acido galico e calculado a equacao da reta e o coeficiente de
correlagdo linear (1), onde valores acima de 0,99 demonstraram niveis adequados de precisao,
no qual, y = valor de absorbancia; x = teor de fendlicos totais, onde os resultados obtidos foram
expressos em pug mL ™!,

O potencial antioxidante também foi avaliado por meio do método de redugdo do ferro
(FRAP), conforme descrito por Rufino et al. (2006). Também foi realizado o mesmo processo
das amostras conforme descrito anteriormente.

As amostras foram determinadas pela mistura de 270 uLL. de FRAP e 10 pL de amostras
e 20 uL de dgua e homogeneizadas e mantidas em banho-maria a 37 °C por 30 min e realizada
a leitura a 595 nm.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluigdes dos extratos, plotada a
absorbancia no eixo Y e a diluigdo (mg L—1) no eixo X. Em seguida, determinada a equagao da
reta (y = mx + b), onde y é a absorbancia; x a concentracdo (mg L™'); m ¢ o coeficiente angular
e b o intercepto no eixo Y.

A atividade antioxidante dos extratos das folhas foi avaliada com base no efeito
sequestrador de radicais livres do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), utilizando protocolo
adaptado para ELISA em 515 nm (Koleva et al., 2002), sendo repetida no intervalo de 30 min.
cada vez que estabiliza.

Os resultados foram expressos em percentual de sequestro de radical livre (%SRL),
conforme equacgdo: %SRL = (AC-AM) / AC x 100, onde AC ¢ a absorbancia do controle e AM

¢ a absorbancia da amostra.
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2.12. Sistema B-Caroteno/Acido linoléico

O sistema Beta-Caroteno/Acido Linoleico, foi seguido pelo protocolo de Mattos et al.
(2009), adaptados para microplacas em leitura no ELISA. Todas as anélises foram realizadas
em triplicata.

Foi pesado 100 mg de amostra de massa fresca, em seguida adicionado 0,5 mL de etanol
a 70% e agitado por 1 h. em um shaker, 20 min. em banho de ultrassom e centrifugado por 10
min. a 10000 rpm. Ao final foi recolhido o sobrenadante e transferido para um tubo limpo.
Ocorreu a repeticdo do procedimento de extracdo para o residuo que ficou no fundo do tubo
Eppendorf, em seguida, foi adicionado 0,5 mL de etanol a 70%. A amostra foi agitada por 1 h
em um shaker por 20 min em banho de ultrassom e foi centrifugada por 10 min. 10000 rpm,
recolhido o sobrenadante e transferido para o tubo com a amostra.

A atividade antioxidante foi determinada pela mistura de 280 pL de emulsdao contendo
B-caroteno/acido linoléico e 20 pL de amostras; além disso, aliquotas de 280 uLL de emulsao do
branco foram transferidas para placas de ELISA contendo 20 pL de extratos. Plotadas em
microplacas de fundo chato, sendo mantidas a 50 °C, durante 120 min a 470 nm, sendo realizada
a leitura antes e ap6s 120 min.

Os resultados foram expressos em porcentagem da atividade antioxidante conforme
equacdo: %AA = [1-(Abscinicial - Abscfinal)/(Absaminicial - Absamfinal)] x 100 em que,
%AA = percentagem da atividade antioxidante; Abscinicial = absorvancia inicial do controle;
Abscfinal = absorvancia final do controle; Absaminicial = absorvancia inicial da amostra e

Absamfinal = absorvancia final da amostra.

2.13. Determinacio do actcar total

Foram pesados 200 mg da massa vegetal e adicionados 2 mL de agua destilada e
homogeneizada no vortex, em seguida, centrifugado por 5 min a 7000 rpm, recolhido o
sobrenadante para um novo tubo. Foi retirado 1,0 mL do sobrenadante e realizado o teste de
DNS.

Em cada pogo de microplaca foram adicionados 25 pL de amostra e 25 uL do reativo
DNS, levado ao banho fervente por 5 min., em seguida resfriado em gelo e adicionado 330 pL
de solucdo de tartarato duplo de sddio e potassio, por fim as microplacas foram levadas para
leitura no ELISA e lidas a 490 nm de acordo com protocolo de Maldonade et al. (2013) e Santo
et al. (2017).
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2.14. Determinacido do acucar redutor

As amostras foram homogeneizadas em N liquido, adicionadas 4 mL de etanol 80% em
250-300 mg de massa vegetal e agitadas no vortex, mantidas a 75 °C por 10 min e centrifugadas
a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, lavado o
precipitado com 4 mL de etanol 80% e coleta do sobrenadante de acordo com o protocolo de
Maldonade ef al. (2013) e Santo et al. (2017).

Depois de pipetadas as amostras em microplaca, foram seladas com filme plastico pvc
e levadas a banho fervente por 5 min., em seguida resfriadas em gelo e retirado o filme plastico
que selava e adicionado 330 pL de 4gua deionizada autoclavada.

A leitura foi realizada em ELISA a 490 nm a temperatura de 25 °C sem cinética apenas
uma vez e foi realizado o calculo de sensibilidade, linearidade, limite de deteccao e limite de

quantificagao.

2.15. Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05) utilizando SPSS for Windows versao 22.0 (SPSS
Inc. Chicago, IL, EUA) e hierarquico agrupamento e analise de componentes principais (PCA)
utilizando o software Statistica versao 13.0 Statsoft (2017).

O PCA ¢ uma técnica estatistica multivariada usada para reduzir a dimensao de um
conjunto de dados. Ela ¢ baseada na correlagdo da matriz de covariancia, onde a matriz de dados
A consiste de n objetos (espectros) representados por p variaveis (absorbancias obtidas em
diferentes comprimentos de onda). O PCA decompde a matriz A em trés matrizes, onde T ¢ a
matriz score, P ¢ a matriz de loading e E ¢ a matriz residual (A = Tuxq Pgxp + E). O nimero de
fatores que descreve a maior parte da variancia dos dados é representado por ¢, sendo P'a matriz
transposta de P. Cada fator corresponde a uma linha ou coluna das matrizes T ou P,

respectivamente (Beebe et al., 1998).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados da analise de variancia (ANOVA) para diversos

parametros, comparando a inoculagdo por FMAs e A4. brasilense ¢ a interagao entre FMA ¢ 4.

brasilense. A inoculacio com FMAs e a interagdo com A. brasilense influenciaram

significativamente a maioria dos pardmetros analisados. Esses resultados enfatizam a

importancia de considerar as intera¢des entre diferentes fatores para compreender seu impacto

nos parametros microbiologicos e fisioldgicos das plantas.

Tabela 1. Anélise de variancia — ANOV A bidirecional de varios pardmetros do solo (substrato)

e da planta Levisticum officinale inoculado ou nao com FMA Rhizophagus clarus,

Claroideoglomus etunicatum e ou ndo Azospirillum brasilense.

Parametro FMA AZ FMA x AZ
Esporos 0,080 0,047* 0,041
Colonizagao <0,001 0,005 0,009
Colonizagao/Arbusculo <0,001 0,410 0,038
Respiracao basal do solo (RBS) 0,769 0,007 0,157
Carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) <0,001 0,108 0,048
Quociente metabolico (¢CO») 0,032 0,065 0,632
Massa fresca da raiz (MFR) 0,002 <0,001 0,157
Massa seca da raiz (MSR) 0,008 <0,001 0,046
Massa fresca da parte aérea (MFPA) 0,164 <0,001 0,117
Massa seca da parte aérea (MSPA) 0,114 <0,001 0,002
Massa fresca total (MFT) 0,025 <0,001 0,091
Massa seca total (MST) 0,014 <0,001 0,010
Massa seca da raiz/ massa seca da parte aérea (MSR/MSPA) 0,019 0,657 0,784
Nitrogénio da parte aérea (NPA) 0,218 0,745 0,837
Fosforo da parte aérea (PPA) <0,001 <0,001 0,024
Altura 0,087 0,154 0,044
Indice de balanco de nitrogénio (NBI) <0,001 <0,001 0,406
[ndice de clorofila (IC) 0,001 0,147 0,176
Clorofila A <0,001 0,406 <0,001
Clorofila B <0,001 0,863 0,046
Clorofila Total <0,001 0,717 0,005
Flavonoides <0,001 <0,001 <0,001
Compostos fenodlicos Totais (CFT) 0,005 0,046 <0,001
Antocianinas <0,001 <0,001 <0,001
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) 0,001 0,730 <0,001
Radical de nitrogénio (DPPH) 0,001 0,032 <0,001
Beta Caroteno <0,001 <0,001 <0,001
Carotenoide Total <0,001 0,004 <0,001
Acucar Total (AcTot) <0,001 0,038 <0,001
Agucar Redutor (AcRed) <0,001 <0,001 <0,001
Agucar nao redutor (AcNred) <0,001 0,973 <0,001

*Valores de p em negrito sdo significativos (p < 0,05).
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A densidade de esporos, a colonizacdo radicular total e a formagao de arbusculos em
plantas de L. officinale variaram significativamente entre os tratamentos (Tabela 2). O
tratamento T6 (42,05), destacou-se com a maior densidade de esporos FMAs, seguido por T7
(31,43) e T2 (20,14), evidenciando efeito positivo da coinoculacdo na multiplicacdo dos
propagulos fungicos. Por outro lado, os tratamentos T4 (8,28) e T5 (7,88) apresentaram as
menores densidades de esporos entre os indculos, embora ainda significativamente superior ao
tratamento controle (0,51).

Quanto a colonizagdo por arbusculos, foi maior nos tratamentos T2 (10,20), T3 e T5
(8,20). A colonizagao total foi significativamente superior no tratamento T7 (66,40), diferindo
significativamente de todos os demais (Tabela 2). Esses resultados sugerem que a combinagao
especifica de microrganismos influencia diretamente a capacidade de esporulacdo dos FMAs,
refletindo na eficiéncia da coloniza¢ao radicular e na formagdo de estruturas simbidticas
funcionais como arbusculos (Nunes, 2023), ou pode devido a comunicacdo entre os organismos
(Costa et al., 2013) tendo um valor expressivo de 66,40 (T7) valor significativamente superior
ao observado no tratamento controle T1 (1,00),

Esses achados reforcam o papel da coinoculagdo da associagdo micorrizica no
desenvolvimento da planta, como destaca Ventura ef al. (2021), que apontam os FMAs como
agentes-chave na ampliacdo e na ativacdo de vias bioquimicas relacionadas a defesa e ao
crescimento. Apesar dos avangos, a dindmica entre FMAs e bactérias promotoras de
crescimento ainda ¢ pouco explorada, exigindo mais estudos para compreender os mecanismos
envolvidos e suas aplicagdes.

Quando comparada a quantidade de arbusculo, o maior valor foi registrado no
tratamento T2 (10,20), onde o Rhizophagus clarus foi inoculado isoladamente. Por outro lado,
a maior densidade de esporos ocorreu em T6 (42,05) e na colonizacao total foi mais elevada
em T7 (66,40), ambos envolvendo coinocula¢des com A. brasilense. Esses resultados sugerem
que a presenga de bactéria pode ter favorecido a esporulagao e a colonizagdo micorrizica,
possivelmente por meio da produgao de fitohormonios ou pela modulagao da rizosfera.

No entanto, essa interacdo parece redirecionar o desenvolvimento micorrizico,
especialmente no que diz respeito a formagao de arbusculo, sendo que tal efeito ndo deve ser
interpretado como negativo, mas sim como uma manifesta¢ao de sinergia funcional ndo linear
entre 0s microrganismos.

Segundo Laurindo e Cruz (2024), em estudo com alface a inoculagdo isolada com R.
clarus resultou em aumento significativo da altura das plantas, enquanto Azospirillum

promoveu maior niumero de folhas, ja a coinoculagdo, por sua vez, elevou a biomassa foliar,
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mas nao necessariamente a eficiéncia micorrizica em termos de formagao de arbusculos,
reforcando a hipotese de que os efeitos combinados podem ser complementares, porém nao
aditivos.

No estudo de Zubek et al. (2013), no qual avaliaram a colonizacdo de FMAs na planta
L. officinale, encontraram cerca de 45% de colonizagdo total de FMAs, sendo semelhante a
colonizagdo encontrada no presente estudo, variando de 43,8% a 66,4%. Demonstrando que o
manejo agricola pode influenciar significativamente a intera¢do entre microrganismos, com A.
brasilense (Junior, 2018).

Ja os FMAs, por sua vez, desempenham papel essencial na absorcao de nutrientes pelas
raizes, na resisténcia da planta a estresses bidtico e abidtico € na promog¢ao da comunicacao
entre os microrganismos, contribuindo diretamente para sobrevivéncia do vegetal e a
sustentabilidade ecoldgica dos sistemas agricolas (Costa ef al., 2013; Berude et al., 2015), além
de favorecer o crescimento da biomassa, melhora a solubilizagdo e a disponibilidade de

nutrientes, potencializando o rendimento das cultura (Pagnussat et al., 2023).

Tabela 2. Colonizacao radicular e arbusculo (%) por fungos micorrizicos (FMA) e densidade
de esporos (ntimero de esporos g' de substrato seco) de plantas de Levisticum officinale
inoculadas ou ndo com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat Esporos Arbtsculo Colonizacao total
T1 0,51+0,31c¢ 0,40+0,24d 1,00+0,63¢

T2 20,14+8,21abc 10,20+1,71a 49,60+5,22b

T3 18,4443 ,44abc 8,20+1,31ab 43,80£1,65b

T4 8,28+1,98bc 3,60+1,20cd 40,80+5,95b

T5 7,88+0,74bc 8,20+1,31ab 49,20+3,73b

T6 42,05+15,43a 5,00£1,09bc 49,00+£5,10b

T7 31,43+9,48ab 6,40+0,67bc 66,40+3,51a
p-valor 0,009 <0,001 <0,001

Média + erro padriio (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

Estudos de Singh ef al. (2020) relataram que plantas associadas a diversidade
microbiana refletem o resultado de eventos ecoldgicos e evolutivos que moldaram suas
interacdes ao longo dos anos, fundamentais para a adapta¢do e sobrevivéncia em diversos
ambientes. Alipour ef al. (2024) mencionam que FMAs e A. brasilense em associagdo inibem
os efeitos negativos do estresse de seca e aumentam todas as caracteristicas morfologicas e

bioquimicas do funcho (Foeniculum vulgare) sob estresse hidrico em dois habitats diferentes.
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Diante dos aspectos relevantes da colonizacdo radicular, vale destacar o papel das
minhocas e nematoides, que contribuem para a distribuigdo espacial da populagdo de FMAs.
Por outro lado, os colémbolos se alimentam de hifas extraradicais, reduzindo sua eficacia e
diminuindo o comprimento da raiz colonizada (Gabriela ef al., 2023; Shirokov et al., 2017).

Essa interagdo entre os FMAs e A. brasilense demonstra que os bioestimulantes vem
ganhando destaque na agricultura sustentavel devido a sua capacidade de melhorar a satide do
solo, a resisténcia das plantas e a produtividade de forma mais ecologica (Sun et al., 2025),
além de promover resiliéncia em culturas a condi¢des adversas, como estresse hidrico ou
salinidade do solo, bem como uma alternativa de aquisi¢ao de bioestimuladores naturais de alto
valor biologico (Jirkenbeck; Spiller, 2020).

A respiragdo basal do solo (RBS), o carbono da biomassa microbiana (CBM) e o
quociente metabdlico (¢CO:) apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos
(Tabela 3).

Onde a RBS foi significativamente maior nos tratamentos T6 (1,87) e T7 (1,84).
Corroborando estudos que relatam a capacidade do A. brasilense de fixar N2 e sua interacao
com o FMA, favorecendo o processo biologico (Santos et al., 2021). O tratamento controle
(T1=1,29) apresentou valor significativamente inferior, similar ao observado em T4 (1,16). Os
demais tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si. Mostrando evolugdo apenas entre

os tratamentos com FMAs (Tabela 3).

Tabela 3. Respiragio basal do solo (RBS, ug C-CO2 g™! h!") carbono da biomassa microbiana
(CBM, ng COa g!), e quociente metabdlico (gCOa2, ng CO2 pg™! C-microbiana h!) da planta
Levisticum officinale inoculada ou ndo com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat RBS CBM qCO»

T1 1,29+0,12b 336,62+17,92¢ 3,96+0,59a
T2 1,50+0,07ab 535,15+17,06a 2,81+0,13ab
T3 1,43+0,31ab 446,73+45,08b 3,14+0,56ab
T4 1,16+0,16b 486,85+22,62ab 2,41+0,33b
T5 1,54+0,07ab 499,42+26,61ab 3,12+0,17ab
T6 1,87+0,10a 526,35+18,94a 3,55+0,14ab
T7 1,84+0,12a 545,82+15,89a 3,36+0,15ab
p-valor 0,036 <0,001 0,05

Me¢édia + erro padrdo (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

O CBM nos tratamentos T7 (545,82), T2 (535,15) e T6 (526,35) e apresentou os maiores

valores, com médias significativamente superior ao controle. De acordo com Pinheiro et al.
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(2020), a fertilidade do solo promove o aumento da produtividade e contribui para a melhoria
da qualidade nutricional das culturas, podendo ter ocorrido uma interagdo positiva entre os
indculos que favoreceu a simbiose entre plantas e microrganismos.

O quociente metabolico (¢CO-), indicador da eficiéncia do uso do carbono pela
microbiota, obteve o maior valor no controle (T1=3,96), que foi significativamente superior ao
tratamento T4 (2,41). Os demais tratamentos apresentaram valores intermedidrios, sem
diferenca estatistica em relacdo ao controle. A redugdo do gCO:2 em relagdo ao controle sugere
maior eficiéncia no uso do C microbiano nos tratamentos inoculados.

Segundo Ribeiro (2024), a queda no gCO: do inoculado pode indicar perda de COs-,
tendo como destaque processos metabolicos de ciclagem de nutrientes, bem como menor
sequestro de C no solo. O mesmo ocorreu quando Souza ef al. (2022) estudaram R. clarus e C.
etunicatum associados com rizobactérias A. brasilense em capim limao, onde o gCO- foi maior
no tratamento controle, diminuindo nos demais tratamentos onde havia a inoculagao.

De maneira geral, os resultados apresentados na Tabela 3 indicam que a inoculagdo com
FMAs, tanto de forma isolada quanto em associacdo com A. brasilense, promoveu um aumento
na atividade microbiana do solo, evidenciado principalmente pelo CBM. Esse incremento
sugere uma melhoria na produtividade e na fertilidade do solo, uma vez que microrganismos
como FMAs e bactérias sdo essenciais para a decomposicdo da matéria organica e,
consequentemente, para a liberacdo de CO2 em ambientes com condic¢des abidticas favoraveis
(Silva; Azevedo; De-Polli, 2007; Branco; Almeida, 2023). Além disso, a presenca de
microrganismos fixadores de N, como Azospirillum, pode contribuir positivamente para o
aumento da biomassa microbiana e da ciclagem de nutrientes no solo (Branco; Almeida, 2023).

A inoculacao com FMASs e A. brasilense promoveu aumentos significativos na produgao
de biomassa fresca das plantas de L. officinale (Tabela 4). Onde a massa fresca da raiz (MFR)
foi significativamente maior nos tratamentos T7 (28,78) e T6 (28,65), ambos diferindo
estatisticamente do controle (T1=10,63) dos demais tratamentos. Esses resultados indicam que
a coinoculagdo com microrganismos benéficos promoveu maior desenvolvimento radicular, o
que pode estar relacionado a acdo sinérgica entre os FMAs e as bactérias promotoras de
crescimento.

Segundo Santos ef al. (2021), cepas de A. brasilense como Ab-V5 e Ab-V6 tém
demonstrado impactos expressivos no crescimento de raizes, acimulo de biomassa e
produtividade de diversas culturas, corroborando os dados observados na tabela 4 e refor¢ando

o potencial da associagcdo micorrizica.
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Por outo lado, Shen et al. (2021), observaram, em experimentos com mudas de milho,
que o crescimento radicular também pode ocorrer em tratamentos sem inoculagdo, dependendo
das condi¢des ambientais e do manejo nutricional, isso sugere que embora a inoculagdo com 4.
brasilense ¢ FMAs seja eficaz, sua resposta pode variar conforme o sistema de cultivo, o tipo

de solo e a espécie de vegetal envolvida.

Tabela 4. Massa fresca da raiz (MFR - g planta!), massa fresca da parte aérea (MFPA - g planta”
1), massa fresca total (MFT - g planta™) da planta Levisticum officinale inoculada ou no com
FMA e Azospirillum brasilense.

Trat MFR MFPA MFT
Tl 10,63+1,99¢ 8,64+2,22d 19,27+4.16d
T2 14,99+1,92bc 14,79+1,33bc 29,78+2.79¢d
T3 20,93+1,31b 12,49+0,58¢d 33,4240,83¢
T4 15,4142,23bc 12,1543,46¢d 27,56+5,32¢d
TS 20,22+2,03b 18,12+1,19abc 38,34+3,07bc
T6 28,65+2,77a 19,01+1,74ab 47,66+4,15ab
T7 28,78+2,12a 23,63+1,38a 52,42+3.26a
p-valor <0,001 <0,001 <0,001

Média + erro padrao (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. Etunicatum + A.
brasilense.

Para a massa fresca da parte aérea (MFPA), houve um aumento significativo no
tratamento T7 que atingiu 23,63, em contraste com o tratamento controle (T1), que apresentou
valor inferior de 8,64. Essa mesma tendéncia foi verificada na massa fresca total em que o T1
registrou 19,27, enquanto T7 obteve o maior valor 52,42 evidenciando efeito positivo
simbidntico no crescimento do L. officinale, possivelmente devido a melhor disponibilidade de
nutrientes, estimulo hormonal, favorecendo maior acimulo de biomassa (Tabela 4).

De forma geral, os resultados demonstram que a inoculagao, especialmente a tripla (T7),
promoveu ganhos significativos no acumulo de biomassa fresca, refletindo uma resposta
positiva das plantas a associagdo com FMA e A. brasilense. Conforme demonstrado por Xu et
al. (2018), a inoculagao com A. brasilense promoveu aumento no peso fresco dos brotos de
agrido submetido ao estresse por cadmio, evidenciando o potencial dessa bactéria na promocao
do crescimento vegetal mesmo em condi¢cdes adversas, corroborando com os resultados
observados no tratamento T7, no qual, a associagdo simbiotica entre os FMAs e a bactéria
favoreceu a absorc¢ao de nutrientes € uma colonizacao radicular mais eficiente, resultando em

um maior desenvolvimento vegetativo de L. officinale.
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Embora as folhas de L. officinale sejam amplamente utilizadas como tempero na
culindria, as raizes dessa planta ainda recebem pouca aten¢do, sendo frequentemente tratadas
como subproduto e pouco exploradas em estudos cientificos (Szparaga, 2023). No entanto, 0s
resultados obtidos neste trabalho demonstram que a inoculagdo com FMAs e A. brasilense
influenciou significativamente a produ¢do de massa seca das plantas (Tabela 5), evidenciando

os efeitos positivos da simbiose microbiana sobre o crescimento vegetativo.

Tabela 5. Massa seca da raiz (MSR - g planta!), massa seca da parte aérea (MSPA - g planta”
1), massa seca total (MST - g planta™') e relacio da MSR/MFPA da planta Levisticum officinale
inoculada ou ndo com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat MSR MSPA MST MSR/MSPA
Tl 2,41+0,61de 0,73+0,13¢ 3,14+0,72¢ 3,10+0,83ab
T2 2,43+0,57de 1,2940,10cd 3,73+0,63bc 1,85+0,35b
T3 4,23+0,39bc 1,18+0,02cde  5,42+0,39b 3,58+0,34a
T4 1,8120,64¢ 0,910,30de 2,73+0,87¢ 2,15+0,47ab
TS 3,77+0,45¢d 1,64+0,14bc 5,41+0,43b 2,38+0,34ab
T6 6,09+0,62a 1,8620,19b 7,960,542 3,45+0,53a
T7 5,80+0,53ab 2,54+0,15a 8,34+0,65a 2,284+0,15ab
p-valor <0,001 <0,001 <0,001 0,05

Média + erro padrio (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

O tratamento T6 (6,09), seguido de T7 (5,80), aumentou significativamente a MSR,
corroborando com Barbosa et al. (2021), que relatam que o processo de inoculagdo com
bactérias do género Azospirillum promoveu aumento de massa seca da raiz, possivelmente
relacionado a maior eficiéncia na absor¢ao de nutrientes e menor demanda energética para o
desenvolvimento radicular, conforme sugerido por Oliveira (2021).

De maneira semelhante, Puri et al. (2020), observaram aumentos significativos no
crescimento radicular de plantas de canola e tomate inoculadas com A. brasilense, tanto no
comprimento das raizes quanto na massa seca, resultados atribuidos a atividade da enzima ACC
desaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase).

Para a MSPA, houve aumento significativo no tratamento T7, atingindo 2,54, o maior
valor entre os tratamentos. Ja nos tratamentos T6 (1,86) e TS5 (1,64) também demonstraram
incrementos expressivos em relagdo ao controle (0,73), que obteve menor desempenho. Esses
resultados corroboram os achados de Ali ef al. (2023), que observaram efeitos positivos no peso
seco da parte aérea em coentro quando submetida a tratamentos combinados com FMAs e

bactérias, independentemente da estagdo de cultivo.
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A MST apresentou aumentos significativos nos tratamentos T7 (8,34), T6 (7,96), T3
(5,42), TS (5,41), todos estatisticamente superiores ao controle. Esses resultados reforcam a
eficiéncia da inoculagdo na promogao do crescimento vegetativo, sugerindo um efeito sinérgico
entre os microrganismos utilizados, visto que os FMAs e as bactérias promotoras de
crescimento atuam de forma interdependente na rizosfera, contribuindo para a melhoria da
absorcdo de nutrientes, estimulo hormonal e maior resisténcia a estresses, o que reflete
diretamente no aumento da biomassa vegetal (Rezende et al., 2021).

A relagdo MSR/MSPA apresentou variagdes significativas entre os tratamentos. Os
maiores valores foram observados em T3 (3,58) e T6 (3,45), indicando uma maior alocacao de
biomassa para o sistema radicular. Esses resultados podem estar associados a presenca de
microrganismos micorrizicos e as condi¢des favordveis a absor¢do de nutrientes, que estimulam
o desenvolvimento radicular. Segundo Grover et al., (2021), caracteristicas morfologicas das
raizes desempenham papel fundamental na transi¢@o para sistemas agricolas mais sustentaveis.

De acordo com Souza et al. (2022), a coinoculacao de R. clarus e C. etunicatum com a
A. brasilense em capim limao (Cymbopogon citratus) resultou em aumentos significativos na
massa seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), sendo mais efetiva no incremento de massa
seca total (MST), corroborando os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 5).

Por outro lado, o menor valor foi observado em T2 (1,85), sugerindo menor
investimento na estrutura subterranea. Esse desequilibrio pode indicar limitagdo no
desenvolvimento da planta, mesmo com crescimento radicular expressivo.

De modo geral, a inoculagado, especialmente envolvendo C. etunicatum e A. brasilense,
resultou nos maiores ganhos em massa seca total, com destaque para o tratamento T7 (8,34).
Consolidando estudo de Cui et al. (2023), sob estresses de cadmio em couve chinesa onde
constatou que a acao da A. brasilense favorece o aumento da biomassa total, bem como na
biomassa das raizes e da parte aérea.

Segundo Plawgo et al. (2024), a aplicacdo de microrganismos benéficos pode favorecer
o acimulo de biomassa e melhorar a morfologia radicular e da parte aérea, contribuindo para o
desempenho nutricional e produtivo das plantas. Esses efeitos corroboram os resultados
observados no presente estudo, nos quais os tratamentos com FMA e 4. brasilense promoveram
ganhos significativos no crescimento e nos teores de metabolitos bioativos em L. officinale.

O processo de inoculagdao com FMAs e 4. brasilense influenciou significativamente os
teores de fosforo na parte aérea (PPA) e no indice de balango de nitrogénio (NBI), embora os
teores de nitrogénio da parte aérea (NPA) ndo tenham apresentado diferencas estatisticas

significativas entre os tratamentos (Tabela 6).
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O NBI foi significativamente maior no tratamento T2 (205,56); por outro lado, o
tratamento T6 (93,34) diminuiu significativamente, indicando possivel desequilibrio
nutricional ou competi¢ao entre simbiontes (Tabela 6). De acordo com Grover et al. (2021),
esses microrganismos podem atuar de forma direta ou indireta, promovendo competi¢do por
nutrientes, solubilizacdo de minerais, produgdo de fitormdnios, além de aumentar a resisténcia
da planta contra fitopatdogenos, o que contrasta com o alto acimulo de fésforo observado nesse
mesmo tratamento.

Os maiores valores de PPA foram encontrados nos tratamentos TS5 e T7 de 3,28 para
ambos, seguidos por T6 (3,14), todos significativamente superior ao controle (1,73) (Tabela 6).
Esses resultados demonstram que a inoculagdo com FMA e A. brasilense promoveu maior
absor¢dao de P pelas plantas de L. officinale, corroborando com Costa et al., (2023), onde
relataram que as bactérias promotoras de crescimento, possuem a capacidade de fixar N»
atmosférico, solubilizar P, modificar a participacdo de fotoassimilados, promover simbiose
entre raizes e micorrizas, além de produzir fito hormonios, enzimas, substancias sinalizadoras

e sideroforos.

Tabela 6. Nitrogénio da parte aérea (NPA — g kg™!), indice de balango de nitrogénio (NBI) e
fosforo da parte aérea (PPA - g kg'!) da planta Levisticum officinale inoculada ou nio com FMA
e Azospirillum brasilense.

Trat NPA NBI PPA

T1 20,28+1,35a 106,02+5,46¢d 1,73+0,09d
T2 22,40+0,85a 205,56+16,34a 2,45+0,10c
T3 22,48+0,82a 127,48+17,97bcd 2,78+0,10b
T4 22,88+0,73a 151,92+13,12b 2,84+0,07b
T5 21,42+1,54a 143,30+14,22bc 3,28+0,05a
T6 22,40+0,85a 93,34+3,82d 3,14+0,10a
T7 23,10+0,85a 119,18+5,77bed 3,28+0,03a
p-valor 0,529 <0,001 <0,001

Média + erro padrio (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

A relagdo entre o NBI e o PPA também sugere que, embora os teores de NPA tenham
permanecido estaveis, a eficiéncia no uso do N pode ter sido modulada pela presenca de FMA
e A. brasilense, resultando em um melhor aproveitamento dos recursos nutricionais e
consequente aumento da biomassa. De acordo com Yang et al. (2021), esse fendmeno ocorre

devido a maior absorgdo e transporte de N, facilitados pela intensa intercep¢do do micélio
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micorrizico na micorrizosfera, além disso, os FMAs liberam glomalina no solo, uma substancia
que também contribui significativamente para a absor¢ao de nutrientes, incluindo o N.

Para Gabriela et al. (2023), a combinagao da fertilizacdo com N e inoculagdo com A.
brasilense pode garantir maior absor¢ao de nutrientes e aumentar o rendimento das culturas em
analise, bem como a cultura do milho em casa de vegetacao em condigdes de campo, onde
obteve crescimento significativo quando comparado com o controle.

Estudo com inoculacdo da A. brasilense demonstra o aumento de nitrogénio e fosforo
foliar do milho, com maiores efeitos quando dois microrganismos sao combinados (Gavilanes
et al., 2020), corroborando os resultados nos tratamentos T5 e T7 (3,28) e T6 (3,14) para PPA.

A altura das plantas e os teores de pigmentos fotossintéticos em L. officinale diante da
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e A. brasilense influenciaram
significativamente (Tabela 7). Sendo observada essa altura no tratamento T7 de 33,98,
diferindo significativamente do controle (T1=23,60), que apresentou a menor média. Os
tratamentos T2, T3, TS e T6 também promoveram incremento significativo no crescimento

vertical em relag¢dao ao controle.

Tabela 7. Altura da planta (cm), indice do teor de clorofila (IC), clorofila A, B e clorofila total
da planta Levisticum officinale inoculada ou ndo com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat Altura IC Clorofila A Clorofila B Clorofila Total
T1 23,60+4,54c  48,88+7,78b  40,21+0,38¢  23,46+0,13d  63,68+0,51d
T2 32,30+0,88a  68,14+1,55a  46,48+0,13ab 34,22+0,4ab  80,71+0,37ab
T3 31,10£0,67ab  70,72+2,80a  30,88+2,42¢  20,44+1,43de 51,32+3,76¢
T4 25,00£2,55bc  67,38+2,68a  48,86+0,46a  31,24+1,68bc 80,11£1,62ab
T5 31,80+0,87a  73,06+£3,05a  48,89+0,17a  37,06+0,95a  85,95+1,11a
T6 30,20+£0,94ab  67,90+£2,35a  35,75+0,56d  19,26+0,32¢  55,02+0,80¢
T7 33,98+1,07a  79,32+3,19a  43,74+0,99b  29,12+1,42¢  72,86:2.41c
p-valor 0,012 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Média + erro padrio (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

De acordo Ali et al. (2023), estudos demonstram que associagdo da rizobactéria com
FMAs em coentro (Coriandrum sativum L.) aumenta significativamente a altura da planta,
numero de galhos, peso fresco, bem como no aumento significativo do nimero de umbelas.
Segundo Sokhangoy et al. (2012), estudando sobre o endro (Anethum graveolens L.),
constatou-se que fertilizantes naturais influenciam o crescimento em associagdo as bactérias

fixadoras de nitrogénio, favorecendo o desenvolvimento da planta.
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Com relagdo ao indice de clorofila (IC), todos os tratamentos inoculados apresentaram
valores significativamente superior ao controle, com destaque para o T7 (79,32). Estudos
mencionam que, além da maior altura, clorofila a e B-caroteno, as plantas se destacam pela cor
verde e por serem mais tolerantes ao estresse hidrico (Bashan et al., 2006; Barassi et al., 2008).

Nos tratamentos TS5 (48,89) e T4 (48,86), os teores de clorofila a ndo apresentaram
diferengas significativas, indicando que a inoculagdo com FMAs, isoladamente ou em
combinagdo com Azospirillum, apresentou resultados semelhantes. Por outro lado, a clorofila
b, pigmento acessorio importante na absor¢ao de luz e transferéncia de elétrons (Kluge ef al.,
2015).

Para o tratamento T5 (37,06) aumentou significativamente a producao de clorofila b e,
possivelmente, houve melhor desempenho fotossintético, sugerindo que a inoculagdo favoreceu
uma interacdo mais eficiente entre os microrganismos. Resultados semelhantes foram
observados por Souza et al. (2022), que relataram efeitos positivos da inoculagdo com FMAs e
Azospirillum no crescimento, acimulo de nutrientes como N e P, produgdao de biomassa e
contetido de clorofila.

A concentragdo de clorofila total foi significativamente influenciada pelos tratamentos,
com maiores teores observados em TS5 (85,95) e T2 (80,71). Em contraste, o tratamento T3
apresentou o menor valor (51,32). De modo geral, os teores de clorofila a, b e total seguiram
tendéncias semelhantes, com destaque para os tratamentos T5 (48,89), T4 (37,06) e T2 (85,95),
que promoveram aumentos significativos em comparagao ao controle (Tabela 7).

Esses resultados indicam que a inoculagdo, especialmente com a combinagdo de FMA
e A. brasilense, promoveu maior acimulo de pigmentos fotossintéticos, o que pode estar
associado a um aumento na eficiéncia fotossintética e no crescimento da planta. A elevagao nos
teores de clorofilas reforga a hipdtese de que a inoculagdo pode potencializar a fisiologia
vegetal, contribuindo para melhor desempenho agrondémico da espécie. De acordo com
Mohamed (2020), podem intensificar a atividade fotossintética das plantas, resultando em
aumento dos teores de clorofila e carotenoides. Da mesma forma, o A. brasilense também
contribui para esses beneficios (Peng et al., 2021).

A produgdo de compostos bioativos em L. officinale a partir da inoculacdo com FMAs
e A. brasilense exerceu influéncia significativa (Tabela 8).

O maior teor de flavonoides foi observado no tratamento T3 (445,96), diferindo
significativamente dos demais (Tabela 8). Seguidos dos tratamentos T4 (390,02) e T5 (363,69).
No tratamento T7 (289,07) houve um decréscimo significativo, inclusive no controle, o que

pode indicar um possivel efeito antagonista ou diluicdo metabdlica resultante da maior massa
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vegetal observada nesse tratamento. Segundo Moraes et al. (2022), o aumento da biomassa
pode reduzir proporcionalmente a concentragdo de metabdlicos da planta para o crescimento

estrutural em detrimento da sintese de compostos antioxidantes.

Tabela 8. Teor de flavonoides (ug 4cido galico mg.MF™), compostos fendlicos totais (CFT)
(ng/mL) e antocianinas (mgL™') da planta Levisticum officinale inoculada ou nio com FMA e
Azospirillum brasilense.

Trat Flavonoides CFT Antocianinas
Tl 299,92+1,78ef 0,64+0,02¢ 48,38+0,23d
T2 321,22+5,66de 0,79+0,03¢ 53,63+1,16¢
T3 445,96+8,68a 1,14+0,04b 67,07+£1,91a
T4 390,02+11,46b 1,41+£0,11ab 58,31+1,27b
T5 363,69+10,17¢ 1,64+0,26a 54,33+0,39¢
T6 336,42+12,58d 1,44+0,04ab 48,64+0,99d
T7 289,07+2,56f 0,80+0,04¢ 46,35+0,45d
p-valor <0,001 <0,001 <0,001

Média + erro padrao (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

Os flavonoides sao compostos secundarios amplamente distribuidos nas plantas e,
segundo Ztotek et al. (2021) e Sahlabgi et al. (2025), destacam-se pela presenca de quercetina,
kaemferol, apigeno, acido clorogénico, acido cafeico e luteolina em L. officinale. Para Nour et
al., (2017), essa espécie apresenta o maior teor de compostos fendlicos e flavonoides, bem
como elevada atividade antioxidante.

Estudos indicam que a rutina ¢ considerada um dos flavonoides dominantes em L.
officinale (Tvrda et al., 2019). Em modelos experimentais com ratos, a rutina demonstrou
efeitos terapéuticos promissores no tratamento da hipertensdao renovascular, atuando
principalmente por meio da redu¢do do estresse (Kaur ¢ Muthuraman, 2016). Além disso, a
intensidade luminosa pode influenciar significativamente o metabolismo secundario das
plantas, modulando a biossintese de compostos como flavonoides, terpenoides e alcaloides,
efeito observado em espécies da familia Apiaceae por Thoma et al. (2020) e Zhang (2021).

Com relagdo aos compostos fendlicos totais (CFT), T5 (1,64) aumentou
significativamente, semelhante a T4 (1,41) e T6 (1,44) (Tabela 8). Esses resultados sugerem
que a inoculagdo, particularmente com FMA e A. brasilense, pode estimular maior acimulo de
compostos fenodlicos, conhecidos por seu papel antioxidante e na defesa vegetal, ou interacao
bioldgica (Cavalcante et al., 2024), destacando o interesse para agricultura sustentivel e a

industria farmacéutica.
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Georgieva (2023) reforga os beneficios a satde associados aos flavonoides e CFTs em
L. officinale, os quais sao atribuidos aos polifenois presentes na planta. No entanto, alguns
estudos sugerem que o excesso de atividade bioldgica desses compostos pode exercer efeito
antagonico a microbiota benéfica do solo, como os FMAs (Ventura et al., 2021; Magulska;
Wesolowski, 2023) e prejudicar a comunidade fingica. Em soja, por exemplo, os CFTs
presentes em extratos de L. officinale induziram respostas de estresse bidtico e oxidativo
(Korzeniowska et al., 2017; Szparaga et al., 2021), o que levanta questdes sobre seu uso em
contextos agricolas.

Visto que a presenca de CFT nos extratos de L. officinale pode induzir algum tipo de
estresse bidtico em planta de soja, contribuindo para as condigdes de estresse abidtico,
incluindo o estresse oxidativo (Korzeniowska et al., 2017; Szparaga et al., 2021). Por outro
lado, os compostos fenolicos sdo responsadveis pelas propriedades antioxidantes das plantas
(Magulska; Wesolowski, 2023).

Pertencentes ao grupo dos antioxidantes mais abundantes no mundo vegetal e
consumidos nos alimentos, ainda assim, os CFT sdo considerados os antioxidantes mais
abundantes do reino vegetal e amplamente consumidos na dieta humana, conforme destacado
por Scalbert (2005). Além disso, Catunescu et al. (2017), observaram que a estabilidade desses
compostos se mantém por varios meses, o que refor¢ca sua viabilidade para aplicacdes
farmacéuticas e alimentares.

Para Wani e Uppaluri (2022), o teor de umidade da propria amostra vegetal também
pode influenciar a composicdo da biomassa, sendo que niveis mais elevados de umidade
favorecem a obtencdao de extratos mais ricos em compostos fenolicos em comparagao com
amostras secas.

Georgieva (2023) descreve que os flavonoides e CFT encontrados no L. officinale
exercem efeitos benéficos a saude, podendo ser devidos aos componentes polifenodlicos da
planta, necessitando de mais investigacdes. Por outro lado, estudos revelam que, devido a sua
atividade biologica, pode levar ao resultado de sinergismo (Podsedek et al., 2007; Magulska;
Wesolowski, 2023) e prejudicar a comunidade fingica (Ventura et al., 2021). Catunescu et al.
(2017) destacaram outro fator relevante, em que a concentragdo das substancias fenodlicas
permanece estavel mesmo apos varios meses de armazenamento.

Quanto ao teor de antocianinas, o tratamento T3 (67,07) aumentou significativamente,
seguido de T4 (58,31) (Tabela 8). A elevada produgdo de antocianinas nesses tratamentos pode

estar relacionada a maior inducdo de respostas secundarias em plantas micorrizadas,
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especialmente em cenarios de maior estimulo simbidtico, onde nesse processo com inoculo 4.
brasilense ndo apresentou uma interacao eficaz, mostrando-se menos eficiente.

De acordo com Asuero e Moreto (2021), a presenca de microrganismos benéficos pode
ativar vias metabdlicas associadas a biossintese de compostos fenolicos, como as antocianinas,
que desempenham papel antioxidante e protetor frente a estresses ambientais. Por outro lado, o
indéculo com A. brasilense nao demonstrou interagdo eficaz nesse contexto, mostrando-se
menos eficiente na indugdo desses metabolitos.

Estudos indicam que as antocianinas desempenham um papel crucial na protecao das
plantas contra a radiagdo UV, contribuem para sua adaptacdo ao estresse abidtico e biotico e
retardam o processo de senescéncia (Landi et al., 2015; Steyn ef al., 2002). Além disso, essas
substancias oferecem beneficios a satde devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias (Palungwachira, 2019; Wang et al., 2022).

De acordo com Abdel et al. (2018) e Georgieva (2023), estudos demonstram que as
antocianinas podem suprimir a atividade dos osteoclastos e estimular a fun¢ao dos osteoblastos,
contribuindo para a preven¢do da osteoporose. No entanto, informagdes especificas sobre
antocianinas presentes em L. officinale ainda sdo limitadas.

As atividades antioxidantes avaliadas por FRAP, DPPH, bem como os teores de -
caroteno e carotenoides totais em L. officinale foram significativamente influenciadas pelos

tratamentos com FMAs e A. brasilense (Tabela 9).

Tabela 9. Atividade ferric reducing antioxidant power (FRAP) (umol Trolox mg MF™), radical
de nitrogénio (DPPH) (umol Trolox mg MF'), B-caroteno (pug/mL), Carotenoide Total (ng/g)
da planta Levisticum officinale inoculada ou ndo com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat FRAP DPPH -caroteno Caro Total
T1 3,37+0,11bc 5,68+0,04d 75,73+0,98b 29,87+0,12d
T2 2,85+0,07¢ 6,06+032cd 77,91+0,40b 36,13+0,39b
T3 4,99+0,27a 9,29+0,34a 83,31+0,55a 27,02+1,30e
T4 3,59+0,11b 7,1140,40bc 84,95+0,81a 39,93+1,08a
T5 4,924+0,50a 9,87+0,72a 77,47+0,84b 38,49+0,58a
T6 3,50+0,12bc 7,07+0,31bc 83,35+0,85a 26,06+0,30¢
T7 2,80+0,09¢ 7,67+0,20b 75,38+1,22b 32,70+0,76¢
p-valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Me¢édia + erro padrdo (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.

Estudos sobre o potencial do L. officinale considerando seu teor polifenolico indicam

que ele possui propriedades eficazes na eliminag¢do de radicais livres, conforme demonstrado
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pelas analises FRAP e DPPH, nas quais esses efeitos podem estar correlacionados a elevada
concentragdo de substancias fenolicas (Papuc et al., 2020).

A atividade antioxidante pelo método FRAP foi aumentada significativamente nos
tratamentos T3 (4,99) e T5 (4,92) (Tabela 9). Esses mesmos tratamentos também se destacaram
na atividade DPPH, indicando um aumento na capacidade de eliminagdo de radicais livres e
evidenciando o potencial sinérgico da inoculag¢do para promover a atividade antioxidante. Por
outro lado, é possivel que 4. brasilense tenha desempenhado um papel na estimulagdo de
antioxidantes, assim como em estratégias de defesa (Pagnussat et al., 2023). Frente aos
resultados apresentados, observa-se uma correlag@o positiva entre as andlises de FRAP e DPPH.

Estudos indicam que a capacidade antioxidante pode estar vinculada a concentragdo de
substancias fenolicas do L. officinale (Papuc, 2020), como acido cafeico clorogénico e fertlico,
que sdo reconhecidas devido suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, contribuindo
para prote¢ado celular contra danos causados por radicais livres € promovendo beneficio a saude,
especialmente no sistema cardiovascular e na pele (Tajner et al., 2020; Georgieva, 2023).

Os teores de B-caroteno foram significativamente superior nos tratamentos T4 (84,95),
T6 (83,35) e T3 (83,31), em relagdo aos demais tratamentos e ao controle, resultado que pode
estar associado a melhoria nutricional e a0 aumento da atividade enzimatica. Essa elevagao
pode ser atribuida ao efeito sinérgico entre os FMAs e a bactéria promotora de crescimento 4.
brasilense.

Ja o Carotenoide total, o tratamento T4 (39,93) apresentou o maior valor, provavelmente
devido a colonizagdo mais eficiente do solo e das raizes, promovendo condi¢des favoraveis
para a sintese desses compostos. Por outro lado, o tratamento T6 (26,06) revelou menor teor
total de carotenoides, sugerindo que, embora tenha promovido crescimento ¢ absor¢do de
nutrientes, a interacao entre os FMAs e A. brasilense pode nao ter sido suficientemente eficaz
para direcionar o metabolismo secundario a producio de carotenoides. E importante considerar
que tanto o P-caroteno quanto os carotenoides estdo envolvidos em processos como a
biodisponibilidade, o metabolismo lipidico e a interagdo com outros nutrientes (Bufka et al.,
2024).

De acordo com Spréa et al. (2020a, b), estudos demonstram que o extrato de L. officinale
exerce efeitos hepatoprotetores na hepatotoxicidade induzida por CCla, por meio de atividades
antioxidantes, anti-inflamatodrias e antifibréoticas em ratos (Ghaedi et al., 2024). Além de grande
potencial no tratamento do cancer, onde Sargazi et al. (2024) relatam seu estudo anti-

inflamatorio e apoptédtico do extrato de L. officinale influéncia na expressdo do gene
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relacionado a apoptose em linhagens celulares de carcinoma colorretal humano no HT 29 e
Caco-2.

De forma geral, os dados sugerem que as respostas antioxidantes e o acumulo de
pigmentos carotenoides em L. officinale estdo diretamente associados a combinagdes
especificas de microrganismos. Os tratamentos T4 e TS5 foram promissores na inducdo de
compostos bioativos com fung¢ao antioxidante como f-caroteno, carotenoides e fendlicos.

Vale destacar que, embora o B-caroteno seja amplamente valorizado pelas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética, cerca de 98% do B-caroteno comercializado ainda ¢
obtido por sintese quimica, enquanto apenas 2% provém de fontes naturais (Ebadi et al., 2023).
Essa realidade tem impulsionado pesquisas voltadas a extracdo vegetal e a producdo
biotecnoldgica de carotenoides, especialmente por microrganismos cultivados em condig¢des
controladas, que oferecem maior estabilidade e sustentabilidade (Di Salvo et al., 2023).

Segundo Tvrda (2019), o extrato de L. officinale possui a capacidade de reduzir a
pressdo arterial, auxiliar na digestdo e na secre¢do biliar, regular o ciclo menstrual e atuar como
afrodisiaco. Em sua pesquisa, a autora também relata efeitos sobre a atividade dos
espermatozoides bovinos, indicando que, em concentracdes baixas, o extrato age como
estimulante, enquanto concentragdes elevadas podem causar toxicidade, comprometendo a
sobrevivéncia celular.

Em andlise dos teores de agucares totais, redutores e ndo redutores em L. officinale, a

inoculagdo com FMAs e A. brasilense influenciou significativamente (Tabela 10).

Tabela 10. Analise de acucar total (AcTot), agucar redutor (AcRed) e aclicar ndo redutor
(AcNred) da planta Levisticum officinale inoculada ou nao com FMA e Azospirillum brasilense.

Trat AcTot AcRed AcNred

T1 28,97+0,10bc 3,87+0,59¢ 25,09+0,12bc
T2 27,79+0,25bc 3,90+0,19¢ 23,88+0,22bc
T3 33,32+0,57a 4,78+0,32b 28,54+0,51a
T4 29,53+0,93b 3,48+0,27¢ 26,04+0,98b
T5 27,00+0,28¢ 4,31+0,44bc 22,68+0,63¢
T6 32,74+0,93a 7,60+0,32a 25,13+0,87bc
T7 35,07+1,42a 4,35+0,16bc 30,71+1,46a
p-valor <0,001 <0,001 <0,001

Me¢édia + erro padrdo (n=5). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Duncan (p < 0,05). T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum + A.
brasilense.
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O teor de agucar total foi aumentado significativamente maior no tratamento T7 (35,07),
provavelmente devido ao efeito sinérgico entre os trés microrganismos, o que favoreceu um
metabolismo mais ativo e eficiente na acumulacao de actcar.

Nos tratamentos T3 (33,32) e T6 (32,74), também foram observados aumentos
significativos, sugerindo que o FMA C. etunicatum exerce papel central nesse processo, tanto
isoladamente quanto em associagdo. Em contraste, o0 menor teor foi registrado em T5 (27,00),
indicando possivel incompatibilidade ou sinergia ilimitada entre os microrganismos presentes,
o que pode ter reduzido a efici€éncia metabolica voltada a sintese e ao acimulo de agucares.

Em relagdo aos agtcares redutores, o tratamento T6 (7,60) aumentou significativamente
em relagdo aos demais tratamentos, principalmente T4 (3,48). Esse resultado pode estar
relacionado a maior eficiéncia do FMA C. etunicatum e A. brasilense juntos potencializam
maior efeito do desenvolvimento radicular e regulam genes ligados ao metabolismo de
carboidratos, favorecendo nao apenas o acumulo de agucares totais, mas também a conversao
para acucares redutores, refletindo um metabolismo primario mais ativo.

Ja no tratamento T4, o menor acumulo de agucares redutores pode estar relacionado a
diferencas na eficiéncia de colonizagdo e possivelmente uma competicao entre os dois FMAs
reduzindo a efetividade da interagdo simbidtica e consequentemente o estimulo ao metabolismo
de agucares (Wang et al., 2023) (Tabela 10).

Quanto aos agucares nao redutores, foram aumentados significativamente nos
tratamentos T7 (30,71) e T3 (28,54), o que reforca a tendéncia observada para o aumento do
acumulo de reservas energéticas em plantas inoculadas com C. etunicatum, isoladamente ou
em combinacao. Enquanto os tratamentos T5 (22,68) e T2 (23,88), ambos contendo R. clarus,
diminuiram significativamente, o que pode sugerir menor eficiéncia dessa espécie fungica na
promocgao da sintese ou mobilizagdao de agucares nao redutores.

Esses resultados indicam que diferentes combinac¢des de microrganismos modulam o
metabolismo de carboidratos em L. officinale, com destaque para C. etunicatum como agente
promotor de acimulo de agtcares, especialmente quando associado ao A. brasilense. Estudo
indica que a planta contém agucares livres, incluindo agucares redutores e agucares totais,
desempenha um papel essencial na compreensao do seu valor nutricional, além disso, esses
compostos apresentam um grande potencial para aplicagdes na indistria alimenticia e
farmacéutica (Silva; Pereira, 2020).

A interacdo entre o FMAs e o A. brasilense baseia-se em fatores biologicos e
fisioloégicos que favorecem condi¢des ideais para o desenvolvimento das plantas. Como

consequéncia, um aumento significativo na producao de acticares livres e complexos, essenciais
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para o metabolismo e crescimento vegetal, esse fendomeno exemplifica como as parcerias
microbianas podem impulsionar a agricultura sustentavel (Fontes; Inglis, 2020).

Para identificar as diferencas entre os tratamentos ¢ a interagdo entre os FMAs e o A.
brasilense neste estudo com L. officinale, foi realizada a analise de dendrograma por meio do
mapa de calor (Figura 1). Onde apresenta tratamentos e compostos bioativos que fornecem
informagdes essenciais sobre como os inoculantes microbiol6gicos influenciam o metabolismo

das plantas, além de favorecer a producdo de compostos nutricionais e antioxidantes.
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Figura 1: Dendograma dos tratamentos T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus
+ C. etunicatum;, T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus + C. etunicatum
+ A. brasilense.

De acordo com os parametros de andlise hierarquica, o tratamento controle (T1) revelou

uma distingdo clara em relagcdo aos demais, indicando que a aplica¢do de inoculantes e fungos
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micorrizicos exerce um impacto significativo na produgdo de compostos bioativos e na
composi¢do nutricional das plantas. Esse efeito € particularmente evidente em compostos como
clorofilas, carotenoides e aglicares, essenciais para o crescimento ¢ desenvolvimento vegetal.

Esses resultados ressaltam a relevancia dos tratamentos microbioldgicos na otimizacao
das respostas fisioldgicas das plantas, superando as condi¢des observadas no tratamento
controle.

Os tratamentos com T2 e T3 apresentaram respostas significativamente semelhantes,
com efeitos positivos em ambos os casos. No entanto, esses efeitos foram menos expressivos
quando comparados as combinagdes envolvendo esses microrganismos (Figura 1).

A analise indicou que esses microrganismos atuam de forma sinérgica em compostos
bioativos como flavonoides, carotenoides e antocianinas, sugerindo que, embora o uso isolado
possa promover beneficios, os impactos mais relevantes sdo alcangados por meio da
coinoculacgao.

A combinagdo no tratamento TS5 revelou-se especialmente interessante, formando um
grupo relativamente distinto e demonstrando que a interacdo entre esses dois fungos
micorrizicos exerce uma influéncia especifica sobre compostos como aglcares redutores e
fendlicos totais, conhecidos por suas propriedades antioxidantes.

Resultados semelhantes foram observados nos tratamentos T3 e T6, ambos em
combinacao de C. etunicatum + A. brasilense, 0s quais nao apenas promoveram um aumento
nos niveis de compostos antioxidantes, como também contribuiram significativamente para a
melhoria na assimilacao de nutrientes.

A interacgao tripla observada no tratamento T7 mostrou-se a mais promissora. A sinergia
entre esses trés organismos resultou em um efeito positivo, evidenciado pelo aumento de
compostos antioxidantes, como FRAP, DPPH e outros.

Esses compostos desempenham um papel essencial na protecdo contra o estresse
oxidativo, contribuindo para uma maior resisténcia das plantas a condi¢des ambientais
adversas, além de favorecer o crescimento e a produtividade.

Além disso, os compostos relacionados aos agucares, como agucar total, agucar redutor
e acucar ndo redutor (AcNred), apresentaram variacdes significativas em resposta aos
tratamentos microbiologicos. Os tratamentos combinados demonstraram maior eficiéncia na
assimilagdo de agucares, fundamentais para o metabolismo energético das plantas.

Esses resultados fornecem insights valiosos para a ado¢do de estratégias de manejo
agricola que integram inoculantes microbiologicos. A combinacdo utilizada no tratamento T7

destaca-se como uma abordagem promissora para potencializar a producdo de compostos
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bioativos essenciais, além de fortalecer a resisténcia das plantas a estresses ambientais. A
sinergia entre esses microrganismos indica que uma abordagem integrada pode ser mais eficaz
na promocdo da saude e produtividade vegetal, com implicagdes diretas para o
desenvolvimento de praticas agricolas mais sustentaveis e eficientes.

Vale ressaltar que esses resultados ndo apenas expandem o conhecimento sobre a
interagdo entre microrganismos ¢ plantas, mas também oferecem uma base so6lida para
pesquisas futuras voltadas a otimizagdo do uso de inoculantes microbioldgicos em sistemas
agricolas. Onde o foco estd na melhoria da qualidade dos cultivos € na promog¢do de uma
producao agricola mais sustentavel.

Para analise de componentes (PCA), revelou que os dois primeiros componentes
principais (PC1 e PC2) explicam 71,1% da variagao total dos dados, com PC1 contribuindo
com 40,3% e PC2 com 30,8% (Figura 2). Esses resultados indicam que essas duas dimensoes
capturam uma parte significativa da variabilidade nas respostas fisiologicas e bioquimicas

decorrentes da interagao entre os FMAs e A. brasilense.
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) referente a resposta da Levisticum
officinale & inoculacdo de fungos micorrizicos e Azospirillum brasilense e sua atividade
antioxidante. T1: controle ndo inoculado; T2: R. clarus; T3: C. etunicatum; T4: R. clarus + C.
etunicatum; T5: R. clarus + A. brasilense; T6: C. etunicatum + A. brasilense; T7: R. clarus +
C. etunicatum + A. brasilense.
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Os tratamentos exibem uma separagao distinta refletindo diferentes padrdes de resposta
ao estimulante, em que o tratamento TS5 posiciona-se mais préximo do centro da distribui¢ao,
sugerindo uma resposta equilibrada relativamente as variaveis analisadas. Em contraste, os
tratamentos T4 e T6 estdo localizados em extremos opostos, indicando pouca interagdo entre
os tratamentos (Figura 2).

Variaveis como T7 possuem correlagdes positivas entre si, se agrupando e estando
fortemente associadas ao PC1, indicando maior concentracao em relacao aos outros tratamentos
(Figura 2).

Por outro lado, os indices de flavonoides, antocianinas, -caroteno, FRAP, Dpph,
compostos fendlicos, estao agrupados em maiores quantidades, evidenciando a interagao entre
os tratamentos, tendo como destaque para flavonoides ¢ FRAP indicando uma maior variagao
0 entre os tratamentos.

Nos tratamentos T3 e T4 observa-se um agrupamento mais proximo entre si, indicando
que esses FMAs, quando aplicados isoladamente, exercem efeitos semelhantes sobre os
compostos bioativos das plantas. No entanto, os tratamentos combinados, como T5 e T7,
apresentam uma variagdo mais complexa, sugerindo interacdes sinérgicas entre o0s
microrganismos que influenciam a producdo de compostos antioxidantes, como flavonoides,
carotenoides, e fenodlicos totais.

Os tratamentos T4 apresentam perfis intermediarios, com contribui¢des expressivas de
B-caroteno e flavonoides (Figura 2). Isso sugere que o A. brasilense exerce um efeito
significativo sobre esses compostos, enquanto sua interagdo com os FMAs ¢ capaz de
potencializar esses efeitos. Esses resultados indicam que a combinagao de A. brasilense com R.
clarus ou C. etunicatum pode otimizar a producdo de compostos antioxidantes, fortalecendo a
resisténcia das plantas ao estresse oxidativo e melhorando a assimilagdo de nutrientes.

Portanto, a andlise de PCA evidencia que as combinagdes de inoculantes
microbioldgicos exercem um efeito sinérgico sobre as plantas, impulsionando a diversidade de
compostos bioativos e fortalecendo sua resposta a condigdes ambientais adversas.

O controle (T1) apresentou um afastamento significativo dos demais, sugerindo que a
inoculagdo com microrganismos induz alteragcdes metabolicas significativas nas plantas. Esses
resultados reforcam a importancia de estratégias integradas de inoculagdo para promover a

saude vegetal e aprimorar a sustentabilidade agricola.
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4. CONCLUSAO

A interacdo dos FMAs no tratamento T7 promoveu aumento significativo no
crescimento de L. officinale e achmulo de biomassa, evidenciando seu potencial para aplicagdes
voltadas a produtividade.

Por outro lado, os parametros bioquimicos, como concentragdo de flavonoides,
compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante, foram mais expressivos nos
tratamentos T3, em combinagdo com T4 ou na combinacdo com o tratamento T35, indicando
que, embora a coinoculagdo tripla favoreca o desenvolvimento fisico das plantas, os efeitos
mais relevantes sobre a qualidade funcional e nutricional obtidos com combinagdes especificas
ou com o uso isolado de determinados microrganismos.

Isso evidencia que maiores produtividades ndo necessariamente refletem melhor
qualidade fitoquimica. Assim, a escolha do tratamento ideal dependera dos objetivos do cultivo,
enquanto o T7 pode ser mais vantajoso para a producao de biomassa, tratamentos como o T3 e
o TS podem ser mais indicados para fins medicinais e industriais.

Portanto, ¢ fundamental destacar a importancia de investigar e adotar novas estratégias

que conciliam produtividade e sustentabilidade.
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