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RESUMO
O guaco (Mikania laevigata Shultz Bip. ex Baker) ¢ uma planta medicinal utilizada no
tratamento de doengas respiratorias, como tosse e bronquite. Seus principais compostos
bioativos incluem cumarina, acidos clorogénico e dicafeoilquinico, além de oOleos
essenciais como germacreno D, 6xido de cariofileno e spatulenol. Uma das estratégias
para estimular a produ¢do desses compostos ¢ o manejo da microbiota do solo, sendo a
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) uma pratica promissora para
favorecer o crescimento vegetal e a sintese de metabolitos secundarios em plantas
medicinais. Este estudo avaliou os efeitos da inoculacdo de Rhizophagus clarus sobre o
crescimento, a produ¢do de cumarina e a simbiose micorrizica em M. laevigata
cultivada sob diferentes condi¢des de solo (autoclavado ou ndo). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2, com
10 repeticoes. Os fatores avaliados foram a inoculagdo com FMA (presenca de inoculo —
CF e auséncia de indculo — SF) e a condicdo do solo (autoclavado — SA e ndo
autoclavado — SNA). Foram analisadas variaveis morfologicas (altura, nimero de folhas
¢ biomassa aérea, radicular e total), teores de cumarina, colonizagdo micorrizica e
densidade de esporos. O tratamento com solo ndo autoclavado e inoculado (CFSNA)
apresentou os melhores resultados, com biomassa total de 12,95 g, altura de 216,2 cm,
71,4 folhas, teor de cumarina de 0,83 mg, colonizagdo micorrizica de 91,4% e densidade
de 212,5 esporos/50 g de solo. Ja o tratamento com solo autoclavado e sem inoculacao
(SFSA) resultou nos menores valores em todas as varidveis. O teor de cumarina
observado em CFSNA representou um ganho de 20,59% em relagdo ao SFSA,
superando o valor minimo estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (6* edi¢do), que
exige pelo menos 0,15% de cumarina nas folhas secas de M. laevigata. Os resultados
evidenciam que a presenga simultinea de R. clarus e da microbiota nativa do solo
potencializa a simbiose micorrizica, promovendo o crescimento vegetal e intensificando
a biossintese de cumarina, principal composto bioativo do M. laevigata. O aumento
significativo nos teores dessa substincia refor¢a o papel dos FMAs na otimizagdo do
metabolismo secundario da planta. Assim, o uso de R. clarus representa uma estratégia
eficaz para o cultivo de M. laevigata com maior produtividade, teor de cumarina e

qualidade farmacoldgica.

Palavras-chave: Micorrizas; Planta medicinal; Metabdlitos secundarios; Fitoquimica.



ABSTRACT
Guaco (Mikania laevigata Shultz Bip. ex Baker) is a medicinal plant traditionally used
to treat respiratory diseases such as cough and bronchitis. Its main bioactive compounds
include coumarin, chlorogenic and dicaffeoylquinic acids, as well as essential oils
containing germacrene D, caryophyllene oxide, and spathulenol. One strategy to enhance
the production of these compounds is through soil microbiota management, with
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inoculation being a promising approach to
stimulate plant growth and secondary metabolite synthesis in medicinal species. This
study evaluated the effects of Rhizophagus clarus inoculation on the growth, coumarin
production, and mycorrhizal symbiosis of M. laevigata cultivated under different soil
conditions (autoclaved or non-autoclaved). The experiment was conducted in a
completely randomized design, in a 2 x 2 factorial scheme, with 10 replicates. The
factors evaluated were AMF inoculation (presence of inoculum — CF and absence of
inoculum — SF) and soil condition (autoclaved — SA and non-autoclaved — SNA).
Morphological variables (height, number of leaves, and shoot, root, and total biomass),
coumarin content, mycorrhizal colonization, and spore density were analyzed. The
treatment with non-autoclaved and inoculated soil (CFSNA) showed the best results, with
a total biomass of 12.95 g, height of 216.2 cm, 71.4 leaves, coumarin content of 0.83 mg,
91.4% mycorrhizal colonization, and 212.5 spores/50 g of soil. In contrast, the treatment
with autoclaved soil and no inoculation (SFSA) presented the lowest values for all
variables. The coumarin content observed in CFSNA represented a 20.59% increase
compared to SFSA, exceeding the minimum value established by the Brazilian
Pharmacopoeia (6th edition), which requires at least 0.15% coumarin in dried M.
laevigata leaves. The results demonstrate that the simultaneous presence of R. c/arus and
native soil microbiota enhances mycorrhizal symbiosis, promoting plant growth and
intensifying the biosynthesis of coumarin, the main bioactive compound of M.
laevigata. The significant increase in coumarin content reinforces the role of AMF in
optimizing the plant’s secondary metabolism. Thus, the use of R. clarus represents an
effective strategy for cultivating M. laevigata with greater productivity, higher coumarin

levels, and improved pharmacological quality.

Keywords: Mycorrhizae, Medicinal plant, Secondary metabolites, Phytochemistry.



INDICADORES DE IMPACTO
O presente trabalho apresenta impactos em diferentes areas, contribuindo para os

avancos cientifico, ambiental, social e econdémico. Cientificamente, amplia o
conhecimento sobre a relacdo entre M. laevigatae fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs), especificamente Rhizophagus clarus, no crescimento da planta e na producdo
da cumarina, um metabolito secundario de importancia terapéutica e reconhecido pela
Farmacopeia Brasileira. A aplicagdo de FMAs como bioinsumos representa uma
estratégia agroecoldgica sustentavel, reduzindo o uso de insumos quimicos e seus
impactos ambientais. Socialmente, o estudo fortalece o uso de fitoterdpicos na satde
publica, ao indicar formas de cultivo que aumentam a disponibilidade e a qualidade de
extratos naturais. Economicamente, o trabalho pode beneficiar produtores e cooperativas
ao propor uma técnica de cultivo de baixo custo e alto valor agregado, promovendo o

uso comercial sustentavel da espécie.



IMPACT INDICATORS
This study presents impacts across multiple areas, contributing to scientific,

environmental, social, and economic advancements. Scientifically, it expands the
understanding of the relationship between M. laevigata and arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF), specifically Rhizophagus clarus, in terms of plant growth and the
production of coumarin a secondary metabolite of therapeutic relevance and recognized
by the Brazilian Pharmacopoeia. The application of AMF as bioinputs represents a
sustainable agroecological strategy, reducing the use of chemical inputs and their
environmental impacts. Socially, the study strengthens the use of herbal medicines in
public health by identifying cultivation practices that increase the availability and
quality of natural extracts. Economically, the study may benefit producers and
cooperatives by proposing a low-cost cultivation technique with high added value,

promoting the sustainable commercial use of the species.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem uma importante fonte de compostos
bioativos utilizados na preven¢do e no tratamento de diversas doencas, tanto na
medicina tradicional quanto na moderna. Seus efeitos farmacoldgicos estdo
diretamente relacionados aos seus constituintes fitoquimicos, os quais se dividem em
metabolitos primarios essenciais as fungdes metabdlicas basicas da planta e
metabolitos secundarios, que podem ser produzidos em resposta a diversos estimulos
ambientais. O segundo grupo tem importancia na medicina tradicional e moderna,
fornecendo compostos bioativos utilizados no tratamento de diversas enfermidades
(HUSSEIN & EI-ANSSARY, 2019). Os metabolitos secundarios, como fenois,
flavonoides, terpenoides, esteroides e alcaloides (POTT et al., 2019), sao
particularmente sensiveis as condicdes ambientais, como sazonalidade,
luminosidade, altitude e temperatura (PEREIRA & ANDRADE, 2014).

A M. laevigataShultz Bip. ex Baker (Asteraceae) ¢ uma planta nativa da
América do Sul, amplamente utilizada como antiespasmddico no tratamento de
doengas respiratorias. Popularmente conhecida como guaco, apresenta uso recorrente
por populagdes locais, especialmente na forma de infusdes e chas. A cumarina € o
principal composto quimico presente nesta espécie, atingindo concentragdes elevadas
no extrato vegetal, com valores de até 13,46 mg (GRACA et al., 2007). Além da
cumarina, foram identificados outros compostos fitoquimicos relevantes, como os
acidos clorogénico e dicafeoilquinico (DELLA PASQUA et al, 2019). O dleo
essencial de M. laevigata contém substancias como germacreno D, o6xido de
cariofileno, biciclogermacreno e spatulenol, cuja composi¢cao pode variar de acordo
com a sazonalidade (FONSECA et al., 2020).

A M. laevigata esta registrada no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira, sendo indicada para o tratamento de afec¢des das vias respiratorias
superiores (BRASIL, 2024). A Instru¢do Normativa (IN) n® 2/2014, da ANVISA,
classifica o guaco (M. glomerata e M. laevigata) como produto tradicional
fitoterapico, recomendado como expectorante e broncodilatador, com dose diaria de
0,5 a 5 mg de cumarina por via oral (BRASIL, 2014; (BRASIL, 2024). Ambas as

espécies constam na Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
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(RENISUS).

A crescente demanda por produtos naturais com acdo farmacoldgica tem
impulsionado a busca de estratégias que aumentem a produ¢do desses metabolitos
em plantas medicinais. Nesse contexto, o manejo da area de cultivo, principalmente
por meio da manipulagdo da microbiota do solo e a inoculagio microbiana tem
se mostrado promissor. Entre os
microrganismos do solo que mais potencializam o crescimento vegetal se destacam
as micorrizas. Micorrizas sdo associacdes simbioticas entre fungos de solo e raizes,
em que se proporciona beneficios mutuos. Enquanto os fungos recebem
fotoassimilados das plantas hospedeiras, favorecem a absor¢do de agua e nutrientes,
devido a exploragdo de maiores volumes de solo pelas hifas extrarradiculares (WU et
al., 2019; ZHANG et al., 2024; FAVRE- GODAL et al., 2020). Dentre as micorrizas,
as formadas pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) estdo entre as mais
importantes relagdes simbioticas das plantas vasculares terrestres. Os FMAs sao
biotroficos obrigatdrios e estdo amplamente distribuidos nos ecossistemas terrestres,
caracterizando-se como organismos cosmopolitas (HUEY et al., 2020).

Os FMAs promovem respostas positivas em crescimento, produtividade e
aumento da concentracdo de metabdlitos secunddrios em diferentes espécies
medicinais (THOKCHOM et al., 2023; TSIOKANOS et al., 2022; MELATO et al.,
2024). A simbiose com FMAs também promovem o crescimento vegetal, elevam o
teor de clorofila e aumentam o rendimento de 6leo essencial em diversas espécies
(WEISANY, 2024). De modo geral, a inoculagdo com FMAs favorece a producdo e
acimulo de compostos como terpenos, fendis e alcaloides, otimizando o perfil
fitoquimico e, consequentemente, a qualidade dos produtos fitoterapicos (ZENG et
al., 2013). No caso especifico de M. laevigata, BARAZETTI et al. (2021) relataram
que a colonizagao por FMAs promoveu aumento nas taxas de assimilacao liquida de
CO: e na producdo de biomassa, além de resultados promissores na sintese de
metabolitos secundarios, como 6leo essencial e flavonoides.

Sob estresse abidtico, os FMAs desempenham papel importante na tolerancia
das plantas. HASHEM et al. (2016) relataram que a inoculagdo aumentou teores de
prolina, fendis e enzimas antioxidantes, reduzindo a peroxidagdo lipidica e
fortalecendo o sistema antioxidante frente ao cadmio. Em Stevia rebaudiana,
SARMIENTO-LOPEZ et al. (2020) observaram maiores niveis de flavonoides,

compostos fenolicos e tricomas glandulares em plantas colonizadas. Resultados

16



semelhantes foram descritos em Medicago sativa (KAUR & SUSEELA 2020) e
Allium sativum (BORDE et al., 2009), com aumento de flavonoides e atividade
enzimatica em plantas inoculadas.

Ja em Anchusa officinalis, a associagdo com diferentes espécies de FMAs,
incluindo Rhizophagus clarus, influenciou a producdo de metabolitos primarios e
secundarios (TSIOKANOS et al., 2022). Em plantas de arruda (Ruta graveolens L.),
a inoculagdo com R. clarus aliada a adi¢do de fosforo proporcionou melhorias
significativas no crescimento (MELATO et al., 2024).

De acordo com STURMER et al. (2025), Rhizophagus clarus é uma espécie
de FMA cosmopolita, registrada em todos os continentes e em pelo menos 31 paises,
com ampla ocorréncia nas Américas e na Asia. Estd presente em biomas variados,
como florestas, desertos, manguezais e ambientes tropicais, sendo associada a
diversas culturas agricolas, como soja, café, milho e cana-de-agticar. A espécie
ocorre, em geral, em regides com precipitacdo média anual de 2.000 mm,
temperatura de 20 °C e solos com pH entre 5 e 6, mesmo sob altos niveis de fosforo.
Além disso, o género Rhizophagus apresenta potencial para induzir compostos
bioativos e melhorar varidveis fisiologicas em plantas medicinais (YUAN et al,
2023).

Considerando o valor terapéutico da M. laevigata no contexto fitoterapico nacional e o
potencial do R. clarus como indutor da produg¢do de metabolitos secundarios de
interesse farmacologico, este estudo propde testar a hipdtese de que a inoculagdo com
esse FMA promove incremento na biomassa da parte aérea e no teor de cumarina,
contribuindo para o aprimoramento da qualidade fitoquimica da planta. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacdo com Rhizophagus
clarus no cultivo de M. laevigata, visando o aumento da qualidade e da quantidade

de cumarina, além do desempenho vegetativo da planta.
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2  REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais acompanha a historia. Registros demonstram sua
utilizacao desde 60.000 anos A.C. Povos antigos, como os egipcios, gregos, hindus,
persas, chineses, babilonios, assirios, hebreus, e, mais recentemente, as civiliza¢des da
América Pré-colombiana, aplicavam esses recursos terapéuticos (PATWARDHAN et
al., 2015; ROCHA et al, 2015). Esse conhecimento botdnico, muitas vezes
associado a praticas cerimoniais desses povos, deu origem a medicina tradicional,
presente em todo o mundo e transmitida verbalmente a cada geracio (PEDRAZA-
ALVA et al., 2019).

Assim, o ser humano sempre manteve uma relacdo de dependéncia com a
natureza, inicialmente pela necessidade de alimentacdo, abrigo e protecdo, e
posteriormente pela utilizagdo de plantas para tratar ddoencas. Desde entdo, a
medicina e a botdnica mantém uma ligacdo estreita, pois grande parte dos
medicamentos modernos tém origem em fontes vegetais (RAHMAN et al., 2019). As
plantas sdo reconhecidas como fontes de medicamentos importantes, como a
morfina, a digoxina, a vincristina e a vimblastina. E amplamente aceito que os
recursos naturais continuam a influenciar o desenvolvimento de moléculas
farmacéuticas sinténticas, transformadas em tratamentos eficazes para diversas
condi¢des humanas, como cancer, doencas cardiacas e alivio da dor (HOWES et al.,
2020).

Por exemplo, o uso de papoula (Papaver somniferum) e maconha (Cannabis
sativa) data de 4.000 anos atrds. No entanto, a busca pelos constituintes ativos das
plantas medicinais comegou apenas no século XIX. Em 1806, Friedrich Serturner
isolou o alcaloide morfina da papoula, marcando o inicio de uma era de descobertas.
Seguindo essa linha, Pierre-Jean Robiquet isolou a codeina, e George Merck Fraz
descobriu a papaverina, ambos também derivados da papoula. Outros exemplos
notaveis incluem a atropina, a cafeina e a digoxina. Um marco significativo foi a
descoberta da salicina a partir do salgueiro-branco (Salix alba). A primeira alteragao
estrutural da salicina originou-se do acido salicilico, usado no tratamento da artrite
reumatoide (DUTRA et al., 2016).

Por esses motivos, as plantas medicinais sdo de grande interesse para a
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pesquisa cientifica. Estima-se que existam cerca de 400 mil espécies de plantas, e
acredita-se que menos de 10% delas tém suas atividades biologicas conhecidas. Tal
evidéncia mostra que o reino vegetal contém muitas moléculas ainda pouco
estudadas, sendo de grande relevancia para a descoberta de novos medicamentos
(ROMANO et al, 2021). As moléculas presentes nas plantas medicinais sdo
utilizadas para tratar e promover a satde globalmente, pois contém uma

vasta gama de fitoquimicos, incluindo carotenoides, flavonoides, lignanas e acidos
fendlicos, entre outros, os quais apresentam ampla variedade de atividades biologicas
(CHEN, 2020).

Na ultima década, as terapias naturais recuperaram a atencdo do publico,
resultando em grande interesse nas plantas medicinais € em suas moléculas bioativas.
Esse interesse deve-se, em parte, a possibilidade de estudar uma vasta quantidade de
espécies botanicas inexploradas, adotando uma abordagem ecologica e econdmica
em termos de pesquisa. Além disso, ha uma grande possibilidade de descobrir novos
produtos naturais com potencial terapéutico (LUCARIELLO et al., 2021).

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), mais de 50% da
populagao global em paises subdesenvolvidos utilizam plantas medicinais ou
preparagdes destas para aliviar sintomas de doengas, devido as dificuldades
socioecondmicas e a falta de acesso aos profissionais de saude. Os remédios
tradicionais desempenham um papel crucial na prestagdo de cuidados de satide em
paises em desenvolvimento, participando tanto como tratamentos primarios quanto

como terapias complementares (SHOPO et al., 2022).

2.2 M. laevigata

A familia Asteraceae, uma das maiores entre as angiospermas, compreende
entre 24.000 e 30.000 espécies distribuidas em aproximadamente 1.600 a 1.700
géneros ao redor do mundo, com excecdo da Antartica (FUNK et al, 2005). No
Brasil, essa familia apresenta ampla utilizacdo tradicional e cientifica (BERTOL et
al., 2021). Um dos géneros relevantes pertencentes a Asteraceae ¢ Mikania
Willdenow, criado em 1803 (OLIVEIRA et al, 1992), que engloba cerca de 430
espécies, predominantemente  neotropicais (FEITOSA et al, 2021).
Aproximadamente 35% dessas espécies sdo endémicas do Brasil, incluindo M.
laevigata Sch. Bip. ex Baker, popularmente conhecida como “guaco-cheiroso” ou

“guaco-do-mato” (FERREIRA & OLIVEIRA, 2010).
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A espécie M. laevigata ¢ endémica do Brasil, encontrada nas regides
Nordeste, Centro- Oeste, Sudeste ¢ Sul (RITTER et al, 2024). Apresenta porte
subarbustivo e habito trepador, exigindo tutoramento durante o cultivo. Seu caule ¢
cilindrico e lenhoso, com coloragdo escura nas por¢des mais antigas e verde-clara nas
mais novas. As folhas sdo opostas, com base obtusa, formato oval, consisténcia
coriacea ¢ medem entre 10 e 15 cm de comprimento. Suas nervuras sao menos
evidentes na face adaxial e salientes na face abaxial. As inflorescéncias sdo
compostas por capitulos, cujas flores apresentam tubo curto e limbo com cinco
lacinias triangulares (OLIVEIRA ef al., 1994).

Na medicina tradicional, M. laevigata ¢ amplamente empregada como
broncodilatador, expectorante e supressor da tosse, sendo indicada no tratamento de
doencas respiratdrias como bronquite, pleurisia, gripes, resfriados, asma e
inflamagdes com dor de garganta. Também ¢ utilizada popularmente contra picadas
de cobra (MEDEIROS MAZZORANA et al.,, 2013; NAPIMOGA & YATSUDA,
2010; YAZBEK et al, 2019). Reconhecendo seu potencial terapéutico, a sexta
edicdo da Farmacopeia Brasileira padronizou o uso da droga vegetal obtida das folhas
secas de M. laevigata, exigindo teor minimo de 0,15% de cumarina (BRASIL, 2024).

Os principais compostos fitoquimicos identificados em M. laevigata incluem
derivados do acido cindmico, como a cumarina € o acido o-cumarico, além de
diterpenos do tipo caureno, como o 4cido caurendico e o acido cinamoil grandiflorico
(BERTOLUCCI et al., 2013). Essas substancias estdo associadas as propriedades
farmacologicas observadas em diferentes estudos.

A decoccao das folhas demonstrou atividade anti-inflamatéria, com inibicao
de edema em pata de rato e redugdo da migracdo leucocitaria em modelo de pleurisia,
sugerindo acdo moduladora da resposta inflamatéria (SUYENAGA et al., 2002). Em
um modelo murino de pneumonite alérgica, o tratamento com extrato hidroalcoodlico
da planta resultou em redugdo significativa do influxo de leucocitos, especialmente
eosinéfilos, para o espaco broncoalveolar. As andlises histopatologicas evidenciaram
melhora no perfil pulmonar dos animais tratados, o que indica uma possivel atividade
broncodilatadora (DOS SANTOS et al., 2006).

Estudos clinicos e in vitro também reforcam seu potencial antimicrobiano.
Um ensaio clinico randomizado e duplo-cego revelou que enxaguantes bucais
contendo extratos etanolicos de M. laevigata inibiram o crescimento de

Streptococcus mutans (LESSA et al, 2012). Além disso, extratos da planta
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demonstraram atividade ovicida e larvicida contra Toxocara canis e Ancylostoma
caninum, indicando viabilidade no controle de parasitoses gastrointestinais
(ZAMPROGNO et al., 2015).

A fragdo de acetato de etila do extrato de M. laevigata também se destacou
por apresentar efeito inibitorio e bactericida contra patégenos orais, como
Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii, com capacidade de eliminagdo de
biofilmes em 24 horas (MASSUNARI et al., 2020). Ainda, os extratos da planta
mostraram atividade antioxidante em modelos experimentais de distrofia muscular,
sugerindo papel na redugdo do estresse oxidativo (BORGHI et al., 2023).

A propagacdo da planta ¢ preferencialmente realizada por estaquia
semilenhosa, mantendo-se um par de folhas cortadas ao meio. Apos o enraizamento,
as mudas podem ser transplantadas para o campo, com a necessidade de tutoramento
devido ao habito trepador. Por tratar-se de uma espécie medicinal, recomenda-se o
cultivo livre de agrotoxicos. A colheita

deve ocorrer 12 meses apos o plantio, preferencialmente pela manha. A secagem de
folhas e caules deve ser feita em estufa a 45 °C. Ambos os 6rgdos podem ser
comercializados na forma seca (PEREIRA et al., 2015).

Estudos comparativos entre Mikania glomerata e M. laevigata revelam
diferencas importantes em suas composi¢des quimicas e morfoldgicas. Enquanto a
cumarina ¢ encontrada em alta concentracdo nas folhas de M. laevigata, esta ausente
ou presente em baixa quantidade nas folhas de M. glomerata, além de uma diferenca

na morfologia das folhas entre as duas espécies (COSTA et al., 2018).

2.3 Cumarina

Diversas substancias naturais sdo amplamente utilizadas na producdo de
medicamentos ao redor do mundo, ¢ a cumarina ¢ uma delas. Essa molécula ¢
valorizada por suas propriedades fisico-quimicas, que conferem versatilidade
farmacologica e facilidade de modificagdo sintética (STEFANACHI et al., 2018). A
cumarina foi identificada pela primeira vez em 1820, a partir do isolamento realizado
na fava-tonka (Dipteryx odorata, familia Fabaceae), também conhecida como
coumarou ou cumaru (VOGEL, 1820).

As cumarinas podem ser encontradas em diferentes partes das plantas, como
raizes, flores e frutos, estando presentes em varias familias botanicas. A familia

Asteraceae se destaca por apresentar alta frequéncia desses compostos (RIBEIRO &
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KAPLAN, 2002). Derivadas do metabolismo secundario vegetal (HARBORNE,
1999), as cumarinas sdo classificadas em diversos subtipos: cumarinas simples,
cumarinas 7-oxigenadas, piranocumarinas e fenilcumarinas (ESTEVEZ-BRAUN &
GONZALEZ, 1997). Cumarinas simples, furanocumarinas e piranocumarinas
derivam da via do acido chiquimico, enquanto as fenilcumarinas tém origem no
metabolismo de isoflavonas (BOURGAUD et al., 2006).

Do ponto de vista quimico, a cumarina pertence a classe das benzopironas e se
apresenta como um composto solido, cristalino e de coloragao branca. Sua estrutura
consiste em um anel aromatico fundido a um anel lactona. Além disso, ela possui boa
solubilidade em solventes organicos como etanol, cloroférmio e éter etilico
(COHEN, 1979). Entre as cumarinas mais comuns na natureza, destacam-se a
umbeliferona, esculetina e escopoletina (JAIN & JOSHI, 2012), todas com
reconhecido potencial bioativo.

A biossintese das cumarinas derivadas do acido chiquimico inicia-se com a
condensacdo de dois metabdlitos derivados da glicose: o fosfoenolpiruvato e a
eritrose-4-fosfato. Essa combinag¢do leva a formacdo do &cido corismico (ou
corismato), que ¢ precursor de aminodcidos aromaticos como triptofano, tirosina e
fenilalanina sendo a fenilalanina o principal precursor
das cumarinas. A enzima fenilalanina-amoénio-liase (PAL) atua sobre a fenilalanina,
removendo um grupo amino e originando o 4cido cindmico. Esse, por sua vez, sofre
reagoes de hidroxilagao e transformagdo no acido o-cumarico, que passa por etapas
de glicosilagdo e isomerizacdo cis/trans. Essas etapas sdo fundamentais para a
lactoniza¢do e formagao do nicleo cumarinico, sendo que a cumarina ¢ liberada apos

hidrolise enzimatica e fechamento do anel lactonico (CZELUSNIAK et al., 2012).

2.3.1 Cumarina na M. laevigata

As plantas medicinais e aromaticas sdo amplamente utilizadas e valorizadas
em todo o mundo, despertando grande interesse por parte da industria farmacéutica e
de fitoterapicos (AFTAB & HAKEEM, 2020). Dentre essas espécies, destaca-se M.
laevigata, uma planta medicinal nativa do Brasil que apresenta relevante potencial
terapéutico devido a presenca de metabdlitos secundarios com propriedades anti-
inflamatoérias, adstringentes, broncodilatadoras e antialérgicas (BARAZETTI et al.,
2022).

As folhas de M. laevigata contém, como principais constituintes, derivados
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do 4cido cinamico, notadamente a cumarina e o dcido o-cumarico (BERTOLUCCI et
al., 2013). A cumarina ¢ considerada o marcador quimico oficial da espécie na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2024). Essa substancia confere ao guaco um
aroma caracteristico semelhante ao da baunilha (OLIVEIRA et al., 1994). Para sua
identificagdo e quantificagdo, sdo utilizados métodos analiticos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, em inglés) e sua
combinagdo com espectrometria de massas (HPLC-MS) (VOGL et al., 2011; MELO
& SAWAYA, 2015).

Diversos estudos farmacoldgicos demonstram os efeitos benéficos da
cumarina e de extratos de M. laevigata. O extrato hidroalcoolico bruto e a cumarina
isolada demonstraram reduzir lesdes ulcerativas induzidas por agentes como
indometacina, etanol, estresse e reserpina, além de diminuir a concentracdo de ions
hidrogénio, indicando efeito gastroprotetor (BIGHETTI et al., 2005). Em modelo
murino de pneumonite alérgica, o extrato aquoso € os compostos cumarina e acido o-
cumdrico estimularam a sintese hepatica de 4acido docosahexaenoico (DHA),
reconhecido por sua a¢do anti-inflamatoria (PEDROSO et al., 2008).

Além disso, ALVES et al. (2009) relataram que o extrato bruto de guaco
diminuiu a permeabilidade vascular e a migragdo de leucdcitos por um mecanismo
dependente de 6xido nitrico. A cumarina foi identificada como responsavel por inibir
a migracdo de neutrofilos para o foco inflamatério, reforcando sua agdo anti-
inflamatoria.

No contexto da atividade antitumoral, RUFATTO et al. (2013)
caracterizaram a presen¢a de cumarina em extratos de M. laevigata e testaram contra
linhagens celulares tumorais (Hep-2, HeLa) e ndo tumorais (MRC-5). Todos os
extratos analisados (cloroférmio, acetato de etila, hexano e etanol) demonstraram
inibi¢ao significativa do crescimento celular. Em complemento, PINTO et al. (2017)
observaram que um extrato seco padronizado de M. laevigata apresentou efeito
antiulcerogénico significativo em modelo animal, além de possuir propriedades
fisico-quimicas estdveis e concentragdes padronizadas de cumarina e &acido o-
cumarico, sugerindo potencial para uso como fitofdrmaco intermediario.

Estudos in vitro também revelaram a atividade anticoagulante de compostos
presentes na espécie, como acidos cinnamoylgraniférico, o-cumarico, cumarina e
flavonoides. Sugere-se que tais compostos prolongaram o tempo de protrombina (PT)

e o tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), além de reduzirem a formacgdo
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de trombina e os niveis de fibrinogénio (LEITE et al., 2019).

No que se refere a seguranca, GRACA et al. (2007) testaram um xarope de M.
laevigata com quantidades controladas de cumarina em ratos e nido observaram
alteracdes nos parametros hematologicos ou bioquimicos, tampouco sinais de
toxicidade hepatica, renal ou pancreética. Em estudo clinico recente, BERTOL et al.
(2024) avaliaram o uso oral da planta por duas semanas em voluntarios humanos,
constatando sua seguranca nas doses testadas, apesar da ocorréncia de um efeito
adverso moderado (pirose) e de alteracdes laboratoriais dentro dos valores
fisioldgicos.

A concentragdo de cumarina em extratos de M. laevigata varia de acordo com
fatores como o método de extracao e a estagdo de colheita. BIAVATTI et al. (2004)
constataram que extratos com maior teor de etanol e obtidos no verdo apresentaram
maiores concentracdes do composto. FONSECA et al. (2020) observaram que a
secagem das folhas a 60 °C também resultou em maior teor de cumarina no 6leo
essencial.

Por fim, a biossintese da cumarina na planta ¢ influenciada por fatores
ambientais. Temperaturas constantes proximas a 20 °C, luminosidade moderada
(50%) e condi¢des de déficit hidrico favorecem a produ¢do do composto. Por outro
lado, o excesso de 4gua ndo promove alteragdes significativas nesse processo (UENO

& SAWAYA, 2019).

2.4 Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)

As micorrizas sdo associa¢des simbioticas entre determinados fungos do solo e
raizes de plantas, proporcionando beneficios significativos as plantas hospedeiras
(FAVRE-GODAL et al., 2020). Essas simbioses favorecem o crescimento vegetal,
contribuem para a estruturacao
das comunidades vegetais e, em sistemas agricolas, promovem praticas sustentaveis.
As micorrizas sdo essenciais para a funcionalidade e a manuteng¢do de ecossistemas
naturais e manejados, incluindo areas degradadas (BERUDE et al, 2015).
Classificam-se, em termos gerais, em duas categorias principais: ectomicorrizas, nas
quais os fungos colonizam os espagos intercelulares das raizes, e endomicorrizas, nas
quais os fungos se desenvolvem tanto dentro quanto fora das células radiculares
(FAVRE-GODAL et al., 2020).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) constituem um grupo de
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micorrizas endossimbidticas que colonizam os espagos intra e intercelulares das raizes.
Esses fungos foram identificados em registros fosseis de plantas rudimentares,
evidenciando sua longa coevolugdo com as plantas terrestres (HUEY et al., 2020). Os
FMAs desempenham papéis cruciais no desenvolvimento vegetal, ao facilitar a
absorcdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, em troca de carboidratos
derivados da fotossintese promovendo, assim, uma relacdo de beneficio mutuo
(STURMER & KEMMELMEIER, 2020; WU et al., 2019; ZHANG et al., 2024).
Sdo considerados simbiontes obrigatorios, ou seja, dependem dos carboidratos
fornecidos pelas plantas para seu desenvolvimento e conclusdo do ciclo de vida. Por
sua ampla distribui¢do nos ecossistemas terrestres, sdo reconhecidos como os
simbiontes mais comuns do solo, formando associa¢cdes com mais de 70% das
espécies de plantas vasculares (ZHAO et al., 2022).

O termo “micorriza” foi proposto pelo botanico alemao Albert Bernard Frank
em 1885, derivando do grego: mykes (fungo) e rhiza (raiz). Embora essas associagoes
j& fossem observadas cerca de 50 anos antes, eram inicialmente interpretadas como
formas de parasitismo (SOUZA et al., 2006). As associa¢des micorrizicas ocorrem
em diversos grupos filogenéticos, abrangendo plantas vasculares e algumas bridfitas
talosas. Os FMAs pertencem ao filo Glomeromycota (ou Mucoromycota, segundo
classificagdes mais recentes) e figuram entre os principais parceiros simbioticos das
plantas (BRUNDRETT & TEDERSOO, 2018).

As estruturas caracteristicas dos FMAs incluem arbusculos, formados pela
penetracdo das hifas nas células corticais da raiz e responsaveis pela troca de
metabolitos entre fungo e planta. Além disso, os FMAs produzem vesiculas,
estruturas globosas ricas em lipidios, localizadas dentro ou entre as células
radiculares. A germinagdo dos esporos ocorre na superficie da raiz, sendo a
penetracdo mediada por acdo mecanica e enzimatica. O crescimento da hifa segue
uma trajetdria intercelular até alcangar a colonizagdo intracelular, usualmente restrita
a epiderme, exoderme e parénquima cortical, sem atingir o cilindro central ou tecidos
meristematicos (BONFANTE-FASOLO, 2018).

Os FMAs exercem papel fundamental na resiliéncia das plantas frente a
estresses ambientais, aprimorando a absorcdo de nutrientes, otimizando o uso da
agua, modulando a expressdo génica e fortalecendo as defesas antioxidantes. Sua
presenga contribui para a mitigagdo de estresses bidticos e abiodticos, conferindo

maior resisténcia a condi¢des adversas como déficit hidrico, salinidade, altas
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temperaturas, contamina¢do por metais pesados e ataque de patoégenos (NIE et al,
2024).

Além dos efeitos diretos nas plantas hospedeiras, os FMAs promovem impactos
positivos na qualidade e estrutura do solo, contribuindo para a formacdo de
agregados, a estabilidade fisica e a funcionalidade do solo. Também influenciam
positivamente a diversidade e a estrutura das comunidades microbianas e vegetais,
refor¢ando o equilibrio ecoldgico e a sustentabilidade dos ecossistemas (DIAGNE et
al., 2020).

Nesse cenario, os FMAs vém sendo cada vez mais utilizados como
biofertilizantes e bioestimulantes em diferentes sistemas agricolas. Sua capacidade de
intensificar a absor¢do de nutrientes, imobilizar ¢ translocar clementos
potencialmente toxicos e estimular o crescimento vegetal faz deles aliados
estratégicos para a agricultura, especialmente sob condigdes de estresse ambiental

(CHAUHAN et al., 2022).

2.5 Importancia dos FMAs em plantas medicinais

As plantas medicinais e aromaticas tém desempenhado um papel fundamental
no desenvolvimento cultural e terapéutico ao longo da histéria. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacao
mundial depende de medicamentos derivados de plantas para atender as suas
necessidades basicas de sautde (HOSSEINZADEH et al., 2015).

Nas ultimas décadas, o comércio global de plantas medicinais e aromadticas
cresceu exponencialmente, beneficiando especialmente paises desenvolvidos. Entre
1966 e 2015, o valor comercial dessas espécies aumentou de 2,4 para 25,6 bilhdes de
dolares, com previsdo de crescimento continuo (TRIPATHI et al., 2017). Essa
crescente demanda por metabdlitos secundarios tem impulsionado a busca por
estratégias que otimizem sua producdo nas plantas medicinais (THOKCHOM et al.,
2023).

NELL et al. (2009) demonstraram que os FMAs aumentam a biomassa radicular
e afetam de forma distinta as concentracdes totais de compostos fendlicos e acidos
rosmarinicos nas folhas e raizes, com maior acimulo nas por¢des aéreas das plantas.
Essa simbiose ¢ capaz de melhorar as condi¢des nutricionais, fornecer protecdo ao
hospedeiro e estimular as vias biossintéticas de metabodlitos secundarios,

promovendo, assim, um aumento na producdo de compostos de interesse terapéutico
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(WEISANY, 2024).

Além de atuarem como bioestimulantes, os FMAs auxiliam na resisténcia
contra patdgenos, incrementam a eficiéncia na absorcdo de nutrientes e agua,
promovem o desenvolvimento radicular e o equilibrio entre parte aérea e sistema
radicular, além de aumentarem a tolerancia das plantas a condigdes adversas, como
salinidade, seca e variagdes térmicas (DE SOUZA et al, 2017, CARRILLO-
SAUCEDO et al., 2022).

O impacto dos FMAs sobre a producdo de metabdlitos secundarios pode
ocorrer de maneira direta, por meio do aumento da biomassa, ou indiretamente, ao
induzir a expressdao de genes e rotas metabolicas envolvidas na biossintese desses
compostos. A magnitude desse efeito varia em fun¢do do gendtipo vegetal, da cepa do
fungo inoculado e de fatores ambientais, como intensidade luminosa e época de
colheita (ZHAO et al., 2022).

TABER & TRAPPE (1982) foram os primeiros a documentar a presenga de
FMAs em uma planta medicinal, ao estudar o cultivo de gengibre nas Ilhas Fiji e
Havai. Desde entdo, diversos estudos tém evidenciado os efeitos benéficos dessa
simbiose em diferentes espécies medicinais. ARAIM et al. (2009) observaram
aumentos significativos na massa seca e nos teores de compostos fendlicos em raizes
e parte aérea de Echinacea purpurea inoculada com Glomus intraradices.

De forma semelhante, CECCARELLI ef al. (2010) investigaram a influéncia
de diferentes espécies de FMAs na producdo de compostos bioativos em Cynara
cardunculus var. scolymus (alcachofra), demonstrando que a inoculacdo com G.
intraradices ou sua combinacdo com G. mosseae resultou em maiores teores de
fendis totais em comparagao as plantas inoculadas apenas com G. mosseae.

Estudos com plantas produtoras de 6leos essenciais também demonstram
efeitos significativos dos FMAs. Em Artemisia annua ¢ Ocimum basilicum, por
exemplo, foi constatado aumento na producdo e alteracdo no perfil de constituintes
do o6leo essencial apo6s inoculagdo com FMAs (DOMOKOS et al, 2018;
ZOLFAGHARI et al., 2013). Afshari et al. (2022) relataram que a colonizacio
micorrizica elevou os teores de monoterpenos oxigenados como 1,8-cineol, canfora e
borneol, enquanto compostos como E-B-cariofileno e a-humuleno foram reduzidos
em S. abrotanoides e S. yangii.

NELL et al. (2010) também verificaram que, embora a colonizagdo por

FMAs tenha diminuido a biomassa de rizomas e raizes de Valeriana officinalis, os
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niveis de acidos sesquiterpénicos aumentaram significativamente. Ja F. mosseae
promoveu a melhora da biomassa da parte aérea e da raiz, da arquitetura radicular e
do acimulo de flavonoides em Glycyrrhiza uralensis sob condi¢des de deficiéncia de
fosforo (CHEN et al., 2017).

Outros estudos relataram incremento na concentragdo de compostos ativos
especificos: trigonelina em raizes e folhas de Prosopis laevigata colonizada por
Gigaspora rosea; colchicina em tubérculos de Gloriosa superba inoculada com F.
mosseae; e escopolamina em folhas de Eclipta prostrata colonizada por uma
combinagdo de FMAs como Claroideoglomus etunicatum, F. mosseae, R. irregularis
e Rhizoglomus microaggregatum (ROJAS-ANDRADE et al., 2003; PANDEY et al.,
2014; VO et al., 2019).

No caso de Thymus kotschyanus, SAMMAK et al. (2022) constataram que
Rhizophagus clarus atingiu 94,9% de colonizagdo, sendo altamente eficiente na
formacao da simbiose e na promogao do crescimento vegetal. LERMEN et al. (2023)
também evidenciaram que a inoculacdo com R. clarus em combinagdo com alta

disponibilidade de fésforo aumentou o teor de 6leo essencial em Lippia alba.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento, material vegetal e solo

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de
Microbiologia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizada no
municipio de Lavras, regido Sul de Minas Gerais, nas coordenadas geograficas
21°14'42" S ¢ 45°00'00". A condugdo ocorreu entre a primavera € o verdo em casa de
vegetagdo com temperatura de 25 + 3°C.

Foram utilizadas mudas de M. laevigata, obtidas a partir de estacas provenientes
do Horto de Plantas Medicinais, Aromaticas ¢ Condimentares da UFLA, onde as
plantas matrizes se desenvolveram em condi¢cdes naturais. As estacas, com
aproximadamente 5 cm de comprimento, continham um n6 na porgdo superior €
apresentavam um par de folhas cortadas transversalmente.

As estacas foram enraizadas em bandejas de isopor com 72 células,
preenchidas com o substrato comercial Tropstrato HA, composto por casca de pinus,
vermiculita, PG Mix 14.16.18, nitrato de potassio, superfosfato simples e turfa. Para
garantir a assepsia do substrato, este foi autoclavado a 120 °C e 1 atm durante uma
hora, com repeticio do processo apos 24 horas, visando maior eficiéncia na
esterilizacao.

As mudas foram inicialmente mantidas em estufas e submetidas a aclimatagdo
gradual, por meio do aumento controlado da intensidade luminosa. O periodo da
producao das mudas foi de 90 dias.

O solo utilizado foi coletado na profundidade de 0-20 cm, em uma area de
mata pertencente & UFLA, sendo classificado como Latossolo Vermelho. Apds a
coleta, o solo foi transportado para o Departamento de Ciéncia do Solo, onde foi seco
ao ar, peneirado em malha de 4 mm, homogeneizado e armazenado em caixa d’agua.

Uma parte do solo foi submetida a esterilizagdo em autoclave, nas mesmas
condicdes descritas para o substrato, e armazenada em recipiente fechado até o
momento do transplante das mudas. A outra parte do solo foi mantida em condigdes
naturais, em caixa d’agua tampada. Uma aliquota do solo foi encaminhada para
analise quimica

O solo apresentou pH em agua de 5,2, caracterizando-se como um solo
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levemente 4cido. Os teores de potassio (K) e fosforo (P) disponiveis foram de 75,25
mg dm> e 0,09 mg dm3, respectivamente, indicando baixa disponibilidade de
fosforo. As concentragdes de calcio (Ca) e magnésio (Mg) foram de 2,24 e 0,70
cmolc dm™3, enquanto o aluminio trocavel (Al) apresentou baixo valor, de 0,11 cmolc
dm™.A soma de bases trocaveis (SB) foi de 3,13 cmolc dm™, com capacidade de
troca cationica efetiva (t) de 3,24 cmolc dm™ e capacidade de troca catidnica a pH
7,0 (T) de 7,63 cmolc dm™. A acidez potencial (H+Al) foi de 4,50 cmolc dm™. O
indice de saturagdo por bases (V) foi de 41,06%, enquanto a saturaciao por aluminio
(m) apresentou valor reduzido, de 3,40%. O teor de matéria organica (M.O.) no solo
foi de 5,17 dag kg™' e o fosforo remanescente (P-Rem) de 11,80 mg L™, sugerindo
capacidade intermediaria de adsorcao de fosforo. Esses atributos refletem um solo de
fertilidade moderada, com baixa disponibilidade de fésforo e acidez que pode

influenciar o desenvolvimento da cultura.

3.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 2 x 2, com 10 repeti¢des, totalizando 40 unidades
experimentais, cada uma com uma planta. Os fatores foram a inoculagdo com FMAs
(Rhizophagus clarus) (presenca de inoculo (CF) e auséncia de inoculo (SF)) e a

autoclavagem do solo (solo autoclavado (SA) ou ndo autoclavado (SNA)).

3.3 Implantac¢io do experimento

O solo foi acondicionado em vasos com capacidade para 5 kg e, com base nos
resultados da andlise quimica, foi realizada a correcdo da acidez, visando elevar a
saturagdo por bases para 60%. Para isso, utilizou-se calcario dolomitico na dosagem
de 1,44 g kg de solo, com 24,0% de CaO, 17,1% de MgO e 70,0% de poder relativo
de neutralizagdo total (PRNT). Apds a aplicagdo do corretivo, o solo permaneceu em
repouso na casa de vegetagao por 30 dias, com a umidade mantida a 60% do volume
total de poros.

Simultaneamente ao transplante das mudas, foi realizada a adubagdo com a
aplicagdo, via solucdo, de 150 mg kg™ de fosforo (P), 100 mg kg™ de potassio (K),
100 mg kg™ de nitrogénio (N), 40 mg kg™ de enxofre (S), 0,8 mg kg™' de boro (B), 1,3
mg kg de cobre (Cu), 3,6 mg kg™' de manganés (Mn), 0,15 mg kg' de molibdénio
(Mo) e 4 mg kg de zinco (Zn). A dose de fosforo utilizada foi baseada em
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recomendacgdes agrondmicas, sem ajuste especifico para a inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares. Embora tal conduta tenha garantido adequada nutri¢ao das
mudas, reconhece-se que niveis elevados de fosforo no solo podem reduzir a
colonizacdo micorrizica, e deve ser considerado para o manejo da inoculagdo de
FMA:s.

O in6culo de FMA utilizado no experimento continha esporos de
Rhizophagus clarus (Nicolson & Schenck) C. Walker & A. Schiissler,
fornecidos pela Colecdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares da UFLA. Para os
tratamentos com inoculagao, foram adicionados 0,034 g de solo inoculante, contendo
aproximadamente 120 esporos de R. clarus, em cada vaso, no dia da implantagdo do
experimento.

Apo6s 30 dias de aclimatacdo, foram selecionadas mudas de M. laevigata com
trés a quatro pares de folhas, conforme ilustragdao na Figura 1. Essas mudas foram
transplantadas para os vasos, nos quais foram aplicados os respectivos tratamentos

experimentais (Figura 2).

Figura 1 - Mudas de M. laevigata utilizadas no experimento.
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Fonte: Do autor (2025).

A irriga¢ao foi realizada manualmente com agua destilada, de trés a cinco
vezes por semana, utilizando volumes iniciais de 60 mL por vaso, ajustados de acordo
com o crescimento das plantas e as condi¢des de umidade do solo. O experimento
teve duragdo total de 120 dias, desde o transplante até o encerramento da fase
experimental, as plantas e solos foram coletadas e realizadas as analises

experimentais no primeiro semestre de 2025.

3.4 Contagem de folhas e mensuracio da altura das plantas

O numero de folhas foi contabilizado manualmente, folha por folha, em todas
as plantas experimentais, nos seguintes periodos: no dia da instalagdo do
experimento, aos 15, 30, 60, 90 e 120 dias apds a implantacdo, sendo este ltimo
correspondente ao término do experimento. A altura das plantas foi mensurada
individualmente com auxilio de uma fita métrica, no dia da implantag¢ao e no dia da
desmontagem do experimento. Para a mensuragdo final, cada planta foi posicionada
sobre um plano horizontal coberto com tecido de TNT branco, garantindo
padronizacdo e melhor visualizagdo, sendo a altura medida do colo até o apice da

planta.

3.5 Analise matéria seca

A andlise da matéria seca foi realizada com o objetivo de avaliar os parametros
de crescimento e a alocagdo de biomassa em diferentes partes da planta, incluindo a
matéria seca das folhas (MSF), dos caules (MSC) e das raizes (MSR). Além disso,
foram determinados a matéria seca da parte aérea (MSPA = MSF + MSC) e a matéria

seca total (MST = MSF + MSC + MSR).

Cada planta foi colhida e separada em folhas, caule e raizes. As raizes foram
lavadas em 4gua corrente para remog¢do do solo aderido e, em seguida, secas com
papel absorvente para eliminacdo do excesso de umidade. As folhas e os caules
foram limpos manualmente, sem necessidade de lavagem adicional. As partes
vegetativas foram acondicionadas separadamente em sacos de papel pardo, de modo
a evitar a mistura entre as amostras.

As amostras foram entdo secas em estufa com circulagdo de ar forcada,

mantida a temperatura constante de 45 °C, até atingirem peso constante. Essa
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temperatura foi adotada por permitir uma secagem gradual, minimizando a
degradacao térmica dos tecidos vegetais e preservando a integridade dos metabolitos
secundarios presentes nas amostras. O processo de secagem teve duragdo entre 48 e
72 horas.

Apbs a secagem, as amostras foram retiradas da estufa e transferidas para
dessecadores, a fim de promover o resfriamento e evitar a reabsor¢cao de umidade do
ambiente. Em seguida, cada parte da planta foi pesada em balanca digital de alta

precisdo, e os valores de peso seco foram registrados em gramas.

3.6 Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares e

colonizac¢io micorrizica

3.6.1 Extracao e contagem de esporos

A extragdo e a contagem de esporos de FMAs foram realizadas por meio da
técnica de decantagdo e peneiramento por via Umida, conforme descrito por
GERDEMANN & NICOLSON (1963), seguida da centrifugacdo em solugdo de
sacarose a 50%, de acordo com JENKINS (1964), para posterior contagem em
microscopio estereoscopico.

Uma aliquota de 50 g de solo foi pesada, posteriormente completamente
desagregada e suspensa com agua em um recipiente com capacidade aproximada de
cinco litros, ao qual se adicionou agua de torneira at¢ a metade do volume. A
suspensdo obtida foi cuidadosamente peneirada com o auxilio de duas peneiras
sobrepostas: uma peneira superior com malha de 0,071 mm, para reter particulas
maiores, ¢ uma peneira inferior com malha de 0,045 mm, na qual os esporos e
particulas menores foram retidos. O material acumulado na peneira inferior foi entao
transferido, com o auxilio de uma pisseta contendo 4gua, para tubos de centrifuga de
50 mL.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 3.000 rpm. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, ¢ o residuo no fundo dos tubos foi
submetido a uma nova centrifugagdo, desta vez utilizando uma solugdo de sacarose a
50%. Para isso, adicionaram-se de 10 a 12 mL da solucdo ao residuo, que foi
homogeneizado antes da centrifugacdo a 2.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante
obtido, contendo os esporos flutuantes, foi novamente peneirado utilizando uma

peneira de 0,045 mm, e os esporos retidos foram lavados com 4gua corrente para a
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remocao dos residuos de sacarose.

Os esporos limpos foram transferidos para frascos de 10 mL contendo agua
destilada e armazenados em camara fria a 5 °C até o momento da contagem. A
densidade de esporos foi determinada em placa canelada, que permitiu a separagdo e
visualizagdo sob microscopio estereoscopico. O numero total de esporos foi expresso

em esporos por 50 g de solo seco.

3.6.2 Coloracao de raizes e contagem da colonizacao

A coloragdao das raizes foi realizada segundo o método de PHILLIPS &
HAYMAN (1970), com modificagdes propostas por KOSKE & GEMMA (1989),
para avaliagdo da colonizagdo micorrizica. De cada uma das repeti¢des foi retirada
uma amostra de quatro gramas de raizes finas, lavadas, em 4gua corrente para
remocao de residuos de solo, e armazenadas em

alcool 70%. Para o procedimento de coloracdo, aproximadamente 1 g de raizes foi
lavado em 4gua corrente e acondicionadas em cdapsulas plasticas para o inicio do
processo de coloragao.

As raizes foram submetidas a descolora¢do em solucdo de hidroxido de
potéassio (KOH) a 10% e permaneceram imersas no reagente durante uma noite, com
0 objetivo de clarear os tecidos e realizar uma quebra quimica de substancias como
lignina e compostos fendlicos, que dificultam a visualizagdo microscopica. Apods essa
etapa, o KOH foi removido por meio de trés lavagens consecutivas com agua
corrente, e as raizes foram imersas em solucdo de acido cloridrico (HCI) a 1% por 5
minutos, a fim de neutralizar residuos alcalinos e preparar o material para a fixa¢ao do
corante.

As raizes entdo foram coradas com azul de tripano a 0,05%, sendo mantidas
em banho- maria a 90 °C por 30 minutos, o que permitiu a coloracdo de estruturas
micorrizicas como hifas, arbusculos e vesiculas. Apos esse periodo, as raizes foram
armazenadas em frascos de vidro contendo solugdo de glicerol acidificado (500 mL
de glicerina, 450 mL de agua destilada e 50 mL de HCI a 1%), utilizada para a
preservacao das caracteristicas anatdomicas e remocao do excesso de corante.

A anélise da colonizagdo foi realizada com o auxilio de microscopio ptico,
seguindo os métodos descritos por TROUVELOT et al. (1986), com modificagdes de
MCGONIGLE et al. (1990) e HERRERA-PERRAZA et al. (2004). A porcentagem

de colonizacdo foi determinada com base em uma escala de seis niveis: 0% (sem



colonizacdo), 1 (1-20%), 2 (21-40%), 3 (41-60%), 4 (61-80%) e 5 (>80%) de

colonizagao.

3.7 Material vegetal e preparo de extrato de M. laevigata

Todas as folhas de M. laevigata foram coletadas, acondicionadas em sacos de
papel kraft e secas em estufa de circulagdo de ar forcada a 45 °C até atingirem peso
constante. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em moinho de facas e
tamisadas em peneira com abertura de 8500 M e malha 20 TY, visando padronizar o
tamanho das particulas.

A extragdo da droga vegetal foi realizada de acordo com a metodologia descrita
na Farmacopeia Brasileira (7* edigao, BRASIL, 2024), com adaptacdes na quantidade
de material vegetal e nas vidrarias utilizadas.

Pesou-se 0,4 g da droga vegetal pulverizada e transferiu-se para um baldo de
fundo redondo de 250 mL. Adicionaram-se 40 mL de etanol a 50% (v/v), e a mistura
foi submetida a extracao sob refluxo, a 90 °C, por 30 minutos. Apds resfriamento, o
extrato foi filtrado em papel-filtro e transferido para um baldo volumétrico de 100
mL.

O residuo vegetal retido no baldo e no filtro passou por uma segunda extragao,
com mais 40 mL de etanol a 50% (v/v), nas mesmas condi¢des de refluxo, por 10
minutos. Ap6s novo resfriamento, os extratos foram reunidos no balao volumétrico e
o volume final foi completado com etanol a 50% (v/v).

Para a concentracdo do extrato, aliquotas de 10 mL foram transferidas para
baldes e submetidas a rotaecvaporacdo em banho-maria a 40 °C. O residuo extrativo
obtido foi ressuspendido em 1 mL de acetonitrila e 4gua acidificada com 1% de acido
fosforico, na propor¢do de 40:60 (v/v), seguido de sonicagdo por 5 minutos. Por fim,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi

transferido para frascos tipo vial, destinados a posterior inje¢ao no cromatografo.

3.8 Analises Cromatograficas
3.8.1 Padrao de reagentes
Para as andlises quantitativas foram utilizados padrdo de cumarina > 99%,
(Sigma- Aldrich), alcool etilico absoluto (Merck), acido fosforico P.A. (Exodo), agua
ultrapura Milli-Q (Millipore), acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker).
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3.8.2 Equipamentos

A presenca da cumarina em M. laevigata, ¢ bem documentada na literatura
(GRACA et al., 2007, BERTOLUCCI et al, 2013; FONSECA et al., 2020).
Entretanto, sua presenca nos extratos obtidos pelos experimentos de inoculagdo com
FMAs foi caracterizada empregando- se cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjos de diodos (HPLC-DAD).

A caracterizagdo da cumarina nas amostras por HPLC-DAD foram realizadas
em sistema Agilent 1200 Series (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha),
equipado com bomba quaternaria (G1311A), sistema de degasificagdao (G13222A),
amostrador automatico ALS (G1322A) e detector de arranjo de diodos (G1315D),
com detector ultravioleta de comprimento de onda variavel (G1315D), conectado ao
computador com sistema controlado pelo software EzChrom, versao OpenLAB. As
separagdes foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa Eclipse XDB-
C18 (5 um x 250 mm x 4,6 mm LD.) (Agilent Technologies®, EUA), com pré-

coluna, mantida a 25 °C.

3.8.3 Condic¢ao cromatografica
A analise cromatografica foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE), em sistema equipado com detector de ultravioleta (UV) ajustado a 210 nm.
O sistema operou em modo de elui¢do gradiente, utilizando 4gua (fase A) e acetonitrila (fase
B), ambas acidificadas com 0,1% de acido fosforico. O gradiente foi programado da seguinte
forma: 0-3 min, 60% B (isocratico); 3—5 min, 95% B; 5—14 min, 95% B; 14—15 min, 95-60%
B; 15-20 min, 60% B. A taxa de fluxo foi de 1,5 mL/min, com volume de inje¢ao de 10 uL, e a
detec¢do realizada no comprimento de onda de 210 nm.

A coluna analitica empregada foi empacotada com silica modificada com
grupos octadecilsilano (C18), com dimensdes de 250 mm de comprimento, 3,9 mm de
diametro interno e particulas de 4 um, acoplada a uma pré-coluna compativel para
protecao e estabilizacao do sistema.

Foram injetados separadamente 10 pL da solucdo padrdo e das amostras. A
presenga de cumarina nas amostras foi confirmada pela comparagdo dos tempos de
retengdo, espectros no UV e co-injecdo com o padrao de referéncia. O teor de
cumarina foi determinado pela comparagao das areas dos picos da amostra com as da
solugdo padrdo, utilizando o método de quantificacdo por padrdo externo, conforme

preconizado pela Farmacopeia Brasileira.



3.8.4 Quantificacdo de cumarina

A quantificagdo da cumarina foi realizada pelo método do padrap externo
(SILVA et al.,, 2008), empregando-se as mesmas condi¢des cromatograficas
utilizadas para a caracterizagdao do composto.

A seletividade do método foi avaliada por trés critérios: (i) comparagdo do
tempo de retencao do analito com o padrao de referéncia; (ii) realizagdo de ensaio de
coeluicao, adicionando o padrdo a amostra para observar a intensificagdo do pico
correspondente; e (iii) andlise espectral no detector de arranjo de diodos (DAD),
monitorando o comprimento de onda de 210 nm.

A curva analitica foi construida a partir de diferentes concentragdes do
padrdo, com cinco pontos por curva, obtidos por injecdes em triplicata. Trés curvas
independentes foram construidas em dias distintos.

Para a avaliagdo da linearidade, foram preparadas solugdes de referéncia de
cumarina a partir de uma solu¢do-mae obtida pela pesagem de 10 mg do padrao,
dissolvidos em 10 mL da mistura de acetonitrila e 4gua acidificada com 1% de acido
fosforico (40:60, v/v), resultando em uma concentragdo de 1.000 pg/mL. A
partir desta solugdo, realizaram-se diluicdes sucessivas no mesmo solvente até se
obter a solucdo de trabalho de 50 ug/mL, utilizada para inje¢ao no cromatografo.

As areas dos picos foram correlacionadas com a massa injetada por regressao
linear, utilizando o método dos minimos quadrados. Os parametros estatisticos,
incluindo inclinacdo, intercepto, erros padrdo e coeficientes de determinacdo (R?),
foram determinados para cada curva. A similaridade entre as curvas foi avaliada por
analise de covariancia (ANCOVA), com nivel de significancia de p < 0,05, utilizando
o software GraphPad Prism 8.02. As amostras foram analisadas em triplicata, € os

teores de cumarina foram expressos em miligramas por grama de extrato (mg g™').

3.9 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se o software R.
Inicialmente, foi verificada a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e
a homogeneidade das varidncias pelo teste de Levene. Ao serem atendidos os
requisitos, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para avaliar

os efeitos principais e a interacdo dos fatores (inoculagdo com FMAs e condi¢do do
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solo) e para comparagao das médias, foi aplicado o teste post hoc de Tukey,

adotando-se nivel de significancia de 0,05.
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4 RESULTADOS

A analise de variancia revelou efeitos significativos da inoculagdo micorrizica e
da autoclavagem do solo sobre todas as variaveis avaliadas, exceto para o teor de
cumarina, que nao foi influenciado pela autoclavagem (Tabela 1). Observou-se ainda
que a interagdo entre os fatores foi significativa para a altura das plantas, a
colonizac¢do micorrizica, a densidade de esporos e o teor de cumarina, indicando que
a resposta dessas variaveis dependeu da combinagdo dos tratamentos. Os coeficientes
de variacdo (CV) variaram de 1,86% a 20,54%, situando-se em niveis aceitaveis para

experimentos desta natureza.

Tabela 1 - Significancia estatistica dos efeitos da inoculagdo micorrizica (1),
autoclavagem do solo (S) e IxS sobre as varidveis: altura de planta, némero de folhas,
meteria seca parte aérea, de raizes e total, colonizacdo micorrizica, densidade de
esporos e cumarina.

Variaveis Inoculacio micorrizica (I)  Autoclavagem do solo (S) IxS CV (%)
Altura da planta (cm) oo o *x 10,94
Nuamero de folhas Hokk Hokk ns 13,63
Matéria seca parte *x *x ns 19,71

aérea (g)

Matéria seca raiz (g) ok oK ns 20,54
Matéria seca total (g) ok ok ns 18,31
Colonizagio oAk o kK 1,86

micorrizica (%)

Densidade de esporos o ok porok 5,10
(50g/solo)
Cumarina (mg/g folha ok ns ok 3,46
seca)

Significancia: *** (p <0,001), ** (p <0,01) e ns (ndo significativo). CV = coeficiente de variacao.

A altura de plantas de M. laevigata apresentou diferencas em fungdo dos
tratamentos aplicados (Tabela 2). O maior valor foi obtido no tratamento com solo
ndo autoclavado e inoculado com fungo micorrizico arbuscular (216,20 cm),
indicando efeito positivo da inoculacdo em presenga da microbiota nativa. Em solo
ndo autoclavado, a auséncia de inoculagdo resultou em redugao significativa na altura

(171,57 cm), evidenciando a importancia da simbiose micorrizica no desenvolvimento
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da parte aérea. No solo autoclavado, a inoculagdo com fungo (175,50 cm) promoveu
incremento em relagdo a auséncia de inoculagao (95,30 cm), mas ndo alcangou os
valores observados no solo ndo autoclavado, o que sugere que a presenca da
microbiota nativa potencializa os efeitos da inoculagdo. O coeficiente de variagdo foi

de 10,93%, indicando adequada precisao experimental.

Tabela 2 - Efeito da inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
e da autoclavagem do solo sobre a altura de plantas (cm) de M. laevigata,
cultivadas em solo autoclavado ou nao e inoculado ou ndo com Rhizophagus

clarus

Solo \ Fungo Inoculado Nao inoculado

Autoclavado 175,50 Ba 95,30 Bb

Nao autoclavado 216,20 Aa 171,57 Ab

CV (%) — 10,93

Letras maitisculas diferenciam médias entre solos e letras minusculas entre inoculagdes,

segundo teste de Tukey (p < 0,05). O coeficiente de variagao (CV).

O numero de folhas foi influenciado pela inoculagdo com FMA e pelo tipo de
solo (Figura 3). O maior valor foi observado em plantas inoculadas cultivadas em
solo nao autoclavado (71,4 folhas), enquanto o menor ocorreu em plantas nao
inoculadas em solo autoclavado (29,0 folhas). O tratamento solo autoclavado e
inoculado (56,3 folhas) e ndo autoclavado e ndo inoculado (48,9 folhas)

apresentaram valores intermediarios (Tukey, p < 0,05).



Figura 3 - Numero de folhas de M. laevigata (guaco) aos 120 dias apds o
plantio, cultivada em solo autoclavado ou ndo e inoculado ou ndo com

Rhizophagus clarus.
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Barras representam a média = desvio-padrao (n=10). Letras maiusculas diferenciam
médias entre solos e letras minusculas entre inoculagdes, segundo teste de

Tukey (p < 0,05).

Os resultados obtidos para a biomassa de M. laevigata estdo representados na
Figura 4, que mostra os valores da matéria seca da parte aérea, das raizes e total, em
funcdo da inoculagao com FMAs e do tipo de solo (autoclavado ou nao autoclavado).
De modo geral, a inoculagdo com FMAs promoveu aumentos na biomassa da planta,
tanto em solo autoclavado quanto ndo autoclavado, com os maiores valores
observados no tratamento inoculado cultivado em solo ndo autoclavado. Esse
desempenho evidencia a importancia da microbiota nativa do solo na efetividade da
simbiose micorrizica. A maior matéria seca total foi registrada no tratamento solo
ndo autoclavado e com fungo, enquanto o menor desempenho ocorreu no tratamento
solo autoclavado e sem fungo, sugerindo que a combinagdo da inoculagdo com a

presenca da microbiota nativa do solo favorece o crescimento de M. laevigata.
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Figura 4 - Efeito da inoculagcdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
e da autoclavagem do solo sobre a matéria seca da parte aérea, da raiz e total de
M. laevigata, cultivadas em solo autoclavado ou nao e inoculado ou ndo com
Rhizophagus clarus
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As barras representam as médias (n = 10) = desvio padrdo. Letras maitsculas

diferenciam médias entre solos e letras mintsculasentre inoculagdes, segundo teste de

Tukey (p < 0,05).

Conforme apresentado na Tabela 3, a colonizagdo micorrizica (%) de M.
laevigata variou entre os diferentes tratamentos de solo e inoculagdo com
Rhizophagus clarus (p < 0,05). Observou-se diferencas tanto entre os fatores solo
(autoclavado vs. nao autoclavado) e inoculagdo (inoculado vs. ndo inoculado),
quanto na interacdo entre esses dois fatores. O solo ndo autoclavado com inoculagao
apresentou o maior percentual de colonizagdo, alcangando 91,40%, diferindo dos
demais tratamentos. No solo autoclavado, a inoculacdo também resultou em alta
colonizacdo (76,25%), superior ao tratamento sem inoculacdo nesse mesmo solo
(8,38%). Ja no solo ndo autoclavado, a auséncia de inoculacdo ainda possibilitou uma

colonizacdo consideravel (80,76%), indicando a presenga de microrganismos nativos.



Tabela 3 - Coloniza¢ao micorrizica (%) de M. laevigata sob diferentes
tratamentos, em solo autoclavado ou ndo e inoculado ou nao com Rhizophagus

clarus.

Solo \ Fungo Inoculado N3o inoculado

Autoclavado 76,25 Ba 8,38 Bb

Nio autoclavado 91,40 Aa 80,76 Ab

CV (%) — 1,86

Letras maitsculas diferenciam médias entre solos e letras mintsculas entre inoculagdes,

segundo teste de Tukey (p < 0,05). O coeficiente de variagao (CV).

A densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares no solo variou
entre os tratamentos aplicados, conforme apresentado na Tabela 4. O tratamento com
solo ndo autoclavado e inoculado com fungo apresentou a maior média (212,5
esporos), diferindo de todos os demais grupos. No mesmo solo, a auséncia de
inoculacdo resultou em densidade de 81,67 esporos, evidenciando que, embora a
microbiota nativa esteja presente, a inoculagdo com fungo contribui para um
aumento expressivo na densidade de esporos. No solo autoclavado, a inoculagdo
resultou em 85,70 esporos, semelhante a observada no tratamento solo nao
autoclavado e ndo inoculado, enquanto a auséncia de inoculag@o no solo autoclavado
apresentou a menor densidade (16,60 esporos), indicando efeito deletério da
autoclavagem do solo quando nao ha reposi¢do de fungos simbiontes. A interagdo
entre os fatores solo e inoculagdo (p < 0,001) reforca que a resposta da densidade de

esporos a inoculacdo depende da condi¢cao microbioldgica do solo.
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Tabela 4- Densidade de esporos de FMAs no solo sob diferentes tratamentos, em
solo autoclavado ou nao e inoculado ou ndo com Rhizophagus clarus.

Solo \ Fungo Inoculado Nao inoculado

Autoclavado 85,70 Ba 16,60 Bb

Nao autoclavado 212,50 Aa 81,67 Ab

CV (%) — 5,10

Letras maitsculas diferenciam médias entre solos e letras mintsculas entre inoculagdes,

segundo teste de Tukey (p < 0,05). O coeficiente de variagdo (CV).

A concentragdo de cumarina nas folhas secas de M. laevigata foi influenciada
pelo fator inoculacdo (p < 0,001) e pela interacdo entre solo e inoculagdo (p < 0,001),
enquanto o fator solo isolado ndo apresentou efeito significativo (p = 0,6254) (Tabela
5). O maior teor de cumarina foi observado no tratamento com solo ndo autoclavado
e inoculado com fungo, com média de 0,82 mg/g, diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos. A inoculacdo promoveu incremento na biossintese da cumarina
apenas quando realizada em solo ndo autoclavado, sugerindo que a presenca da
microbiota nativa favoreceu a simbiose micorrizica funcional. Nos demais
tratamentos, nao foram observadas diferengas entre si, indicando que, na auséncia da
microbiota ou do fungo inoculado, o acimulo do composto ndo foi

significativamente afetado

Tabela 5 - Concentragdo de cumarina (mg/g de folha seca) em M. laevigata sob diferentes

tratamentos, em solo autoclavado ou ndo e inoculado ou ndo com Rhizophagus clarus.

Solo \ Fungo Inoculado Néo inoculado

Autoclavado 0,57 Ab 0,68 Ab

Naio autoclavado 0,82 Aa 0,67 Ab

CV (%) — 3,46
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Letras maitsculas diferenciam médias entre solos ¢ letras mintsculas entre inoculagdes,

segundo teste de Tukey (p < 0,05). O coeficiente de variagao (CV).

A seletividade do método de quantificagdo de cumarina foi confirmada pela
coincidéncia do tempo de reten¢do entre a cumarina padrdo e a amostra, pela intensificagao
do pico apo6s co-inje¢ao do padrio e pela sobreposi¢cdo dos espectros no detector DAD a
210 nm. O tempo de retengao médio da cumarina observado foi de 2,42 minutos, sendo
coincidente entre a amostra e o padrdo. A Figura 5 apresenta os cromatogramas
representativos da seletividade do método, evidenciando o pico caracteristico da cumarina

nas trés condi¢des: amostra, padrdo e co-injegao.

Figura 5 — Cromatogramas representativos da seletividade do método: (A) amostra de
extrato, (B) padrao de referéncia de cumarina e (C) co-inje¢do (amostra + padrio),
evidenciando a intensificagdo do pico de cumarina no tempo de reteng¢do correspondente.
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A linearidade do método foi avaliada a partir de trés curvas analiticas
independentes, construidas em dias consecutivos, utilizando cinco pontos por curva e
injecdes em triplicata. A relagdo entre a 4rea do pico e a massa injetada apresentou
excelente correlagdo, com coeficientes de determinagdo (R?) variando de 0,9997 a
0,9999. As curvas foram estatisticamente comparadas por andlise de covariancia

(ANCOVA, p <0,05), confirmando a robustez e repetibilidade do método.
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Figura 6 — Curvas analiticas de cumarina obtidas em trés dias consecutivos de
analise, evidenciando linearidade e consisténcia entre os ensaios.
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Os pardmetros estatisticos das curvas estdo apresentados na Tabela 6. Todos

os valores de inclinacdo, intercepto e coeficiente de determinag¢do confirmam a

adequacdo do método para quantificagdo precisa da cumarina nas amostras

analisadas.



Tabela 6 — Parametros estatisticos das curvas analiticas de cumarina obtidas
em trés dias consecutivos de analise.

Parametros estatisticos Dia 1 Dia 2 Dia 3

Faixa linear (ug) 0,1a0,5

Coeficiente de determinacao 0,9999 0,9997 0,9998

Inclinacéo 9966142 10105307 10170761
Erro padrao da inclinagéo 65086 107771 90669
Valor P - inclinagao das 3 curvas 0,3045
Intercepto -48302 -110030 -92375
Erro padrao do intercepto 21587 35744 30071
Valor P - interceptos das 3 curvas 0,1768

Fonte: Autora (2025).
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5 DISCUSSAO

A M. laevigata inoculada com o fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus
clarus em solo nao autoclavado apresentou o melhor desempenho vegetativo,
evidenciando o efeito sinérgico entre o fungo e a microbiota nativa do solo. Esses
fatores, isolados e em interacdo, atuam promovendo beneficios na altura, numero de
folhas, matéria seca, densidade de esporos, colonizacdo de raizes e teores de
cumarina na planta. Tal resultado pode ser atribuido a interagdo positiva entre R.
clarus e os microrganismos naturalmente presentes, que potencializam a colonizag¢ao
micorrizica e os efeitos fisiologicos associados. Segundo REYES- SANCHEZ et al.
(2022), a integridade da comunidade microbiana edafica ¢ essencial para o sucesso
da simbiose, favorecendo mecanismos como maior absor¢do de fésforo, modulacao
hormonal e eficiéncia no uso da dgua (SMITH & SMITH, 2011; CHAHAL et al,
2021).

Isso demonstra o papel fundamental dos microrganismos indigenas da rizosfera
no crescimento das plantas e na sustentabilidade agricola (CASTRILLO et al., 2017;
COBB et al., 2017). Tais microrganismos, como rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPRs) e fungos micorrizicos, beneficiam o desenvolvimento
das plantas ndo apenas por facilitarem a aquisicdo de nutrientes e 4gua, mas também
pela regulagcao hormonal e defesa contra patdgenos (PANKE-BUISSE et al., 2015).
Além disso, aumentam a resiliéncia das plantas frente a estresses abidticos
intensificados pelas mudangas climaticas como seca, salinidade, temperaturas
extremas e deficiéncias nutricionais, influenciam positivamente a ecologia do
microbioma do solo, promovem a fertilidade e melhoram a estrutura do solo
(VALENZUELA- ARAGON et al., 2025; FARHAOUI et al., 2025).

A inoculagdo isolada do fungo em solo autoclavado resultou em crescimento
vegetativo, mas inferior ao observado no solo ndo autoclavado inoculado (Tabela 2 e
Figura 4), reforcando que a autoclavagem elimina simbiontes essenciais ao
desenvolvimento vegetal. De forma consistente, a matéria seca total foi
significativamente maior no tratamento com solo ndo autoclavado e inoculado,
enquanto o menor valor foi registrado no solo autoclavado e sem fungo,
evidenciando que a combinagdo entre FMAs e microbiota nativa favorece a alocagdo

de biomassa na planta (Figura 5). A superioridade do tratamento com solo nao
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autoclavado e inoculado também foi refletida em varidveis morfofisiologicas, como
altura da planta e nimero de folhas, indicadoras do vigor vegetativo.

URCOVICHE (2015) demonstrou que a inoculagdo com R. clarus promoveu
aumento da altura e do namero de folhas em Mentha crispa, especialmente em solos
com suprimento de fosforo (colocar a dose). BARAZETTI et al. (2021) observaram,
em M. laevigata cultivada sob 70% de irradiancia, maior colonizacdo por FMAs e
maior producdo de biomassa seca, reforcando que a simbiose com FMAs contribui
para a nutricdo mineral e o equilibrio metabdlico da planta. Adicionalmente,
BARAZETTI et al. (2022) relataram aumento da biomassa seca e da colonizacdo
micorrizica em M. laevigata cultivada com vermicomposto, evidenciando que
praticas sustentaveis que mantém a microbiota ativa potencializam os efeitos dos
FMAs. ALMEIDA et al. (2018) também destacaram o impacto positivo da
micorrizacdo na biomassa seca foliar de M. laevigata, com menor influéncia sobre
raizes e caules, corroborando os achados do presente estudo.

Outros estudos com espécies medicinais e alimenticias reforcam os beneficios da
micorrizacdo. Em Erythrina variegata, MANOHARAN et al. (2010) verificaram
aumento significativo da biomassa seca apds inoculagdo com Funneliformis mosseae
sob estresse hidrico. Em Sesbania sesban, ABDEL-FATTAH et al. (2015)
observaram incremento no crescimento e no peso fresco com diferentes FMAs. Esses
dados sustentam a consisténcia dos beneficios da simbiose micorrizica em diversas
espécies e condigdes ambientais.

Os teores de cumarina em M. laevigata foram influenciados pela interagdo entre
o tipo de solo e a inoculagdo com fungo micorrizico arbuscular (tabela 5). O maior
incremento na concentracdo de cumarina foi verificado no tratamento com solo ndo
autoclavado inoculado com o fungo. Esses resultados indicam que a presenca
concomitante do fungo micorrizico arbuscular e da microbiota nativa potencializou a
biossintese de cumarina, possivelmente refletindo melhor adaptacdo da planta ao
ambiente e favorecimento das vias metabolicas secundarias em condigOes
simbioticas.

Resultados semelhantes foram relatados por LIMA (2017), que observou
aumento nos teores de fendis totais e taninos em Caesalpinia leptophloeos
apos inoculagdo com Gigaspora albida, Claroideoglomus etunicatum e
Acaulospora longula, destacando o potencial da simbiose micorrizica na indugdo de

metabolitos de relevancia farmacologica. De forma analoga, OLIVEIRA et al. (2013)
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demonstraram que mudas de Myracrodruon urundeuva associadas a Acaulospora
longula apresentaram maiores concentragoes de fenois e flavonoides, reforgando o
papel biotecnoldgico das micorrizas na qualidade quimica de plantas medicinais.
LIMA et al. (2015) e ANDRADE (2013) também relataram que a inoculagdo com
FMAs aumentou significativamente os teores de compostos fendlicos em Inga vera
(Gigaspora albida, Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora longula) e de
alcaloides em Catharanthus roseus (Glomus etunicatum). XIE et al. (2018)
sugeriram que a inoculagdo com Rhizophagus irregularis pode melhorar o acumulo
de glicirrizina e liquiritina nas raizes de alcacuz (Glycyrrhiza uralensis).

A auséncia de aumento na concentra¢ao de cumarina nos tratamentos com solo
autoclavado, inoculado ou ndo, indica que, sem a microbiota funcional, o fungo
micorrizico até estimula a biossintese do metabolito, mas em menor intensidade do
que quando essa microbiota esta presente. Além disso, a inoculagdo fungica isolada,
sem o suporte da microbiota nativa, ndo aumentou a concentracdo de cumarina,
tendéncia semelhante a observada por ALMEIDA et al. (2018) em M. laevigata, que
registraram indugdo seletiva da via biossintética de terpenoides sem aumento nos
niveis de cumarina. HARBORT et al. (2020), em estudos com Arabidopsis thaliana,
demonstraram que a secre¢ao de cumarinas sob deficiéncia de ferro contribui para a
solubilizacdo do nutriente e modulacdo da microbiota rizosférica, reforcando o papel
dessas moléculas na defesa e adaptagdo vegetal.

Dessa forma, os resultados evidenciam que a produc¢do de cumarina em M.
laevigata esta relacionada ao estado nutricional da planta, as interagcdes simbioticas e
ao contexto microbiano do solo. A simbiose micorrizica mostra-se uma ferramenta
promissora para a inducdo de compostos bioativos quando associada ao manejo
ecoldgico da microbiota edafica.

YU et al. (2020) observaram que raizes de G. wuralensis ja apresentavam
colonizacdo por FMAs indigenas em solo ndo esterilizado, mas que a inocula¢do com
fungo exogeno (Rhizophagus irregulares) aumentou a intensidade da colonizagdo
radicular. Isso demonstra que, embora o solo contenha propagulos nativos, a adi¢ao
de in6culo pode intensificar a simbiose. Segundo VERBRUGGEN et al. (2013), trés
fatores principais interferem na eficdcia da inoculacio com FMAs: (1) a
competitividade dos fungos nativos em relagdo aos introduzidos; (2) a
compatibilidade entre planta, fungo e solo; e (3) os efeitos de prioridade ecoldgica e

ambiental. Esses fatores ajudam a explicar por que o solo autoclavado com inéculo
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isolado ndo atingiu o mesmo desempenho do solo ndo autoclavado com FMA,
sugerindo que a presenca da microbiota nativa favorece sinergias indispensaveis ao
sucesso da simbiose.

Sob uma perspectiva agroecoldgica, os FMAs atuam como biofertilizantes
naturais, eficazes no aumento da produtividade vegetal e na reducdo da dependéncia
de insumos quimicos, que t€ém impacto ambiental significativo (MA et al., 2022; FAO,
2022; MRUNALINI et al, 2022). O manejo da microbiota do solo, associado a
inoculacdo de simbiontes radiculares, constitui uma estratégia promissora para o
cultivo de espécies medicinais como M. laevigata.

A densidade de esporos e a colonizagdo radicular também refletiram a influéncia
direta da inoculacdo e das condi¢des microbiologicas do solo. A alta densidade de
esporos pode estar relacionada a interacdo sinérgica entre o fungo inoculado e a
microbiota nativa, favorecendo o estabelecimento da simbiose e a reprodugdo dos
propagulos. A literatura aponta que a densidade de esporos pode ser influenciada por
exsudatos radiculares, atributos do solo, compatibilidade
planta-fungo e interagdes microbianas (MUNKVOLD et al., 2004; CHAUHAN et
al., 2013). No entanto, nem sempre se correlaciona com a colonizagdo (DIAZ &
HONRUBIA, 1994; SHARMA et al., 2025), pois a esporulacdo ocorre em estagios
distintos do ciclo simbidtico e pode ser modulada por fatores ambientais.

A associagdo entre maior densidade de esporos e maiores valores de colonizacao
foi observada no tratamento inoculado e cultivado em solo ndo autoclavado,
indicando que a presenga concomitante de R. clarus e da microbiota nativa favoreceu
a simbiose micorrizica. O solo autoclavado inoculado também apresentou incremento
expressivo em relagdo ao ndo inoculado, mas com valores inferiores aos obtidos no
solo ndo autoclavado, sugerindo que a microbiota nativa exerceu papel sinérgico na
promocao da colonizagdo e esporulagdo.

De forma semelhante, DOS SANTOS et al. (2024) relataram que a colonizagao
micorrizica aumenta com o tempo de cultivo, evidenciando que fungos nativos do
solo sdo progressivamente recrutados ao longo do sistema de cultivo. Esses autores
reforgam a importancia da microbiota nativa na promog¢ao da relagdo simbiotica e na
melhoria da absor¢ao de nutrientes essenciais.

Resultados convergentes também foram descritos por SOUZA et al. (2022), que
observaram maior esporulagdo de R. clarus quando co-inoculado com Azospirillum

brasilense. Embora este estudo nao tenha utilizado co-inoculo, ¢ plausivel que a

51



microbiota do solo ndo autoclavado tenha promovido efeito funcional semelhante.
LEAL et al. (2022) relataram que a inoculagdo com FMA comercial aumentou a
disponibilidade de propagulos em solo salino, enquanto GEBRESLASSIE et al.
(2024) mostraram que a co-inoculagdo de R. clarus com Bacillus subtilis promoveu
maior esporulacdo e colonizagdo em Allium cepa, Lycopersicon esculentum e
Cucurbita pepo. COSCOLIN et al. (2019) observaram que a inoculagio com Glomus
intraradices e Glomus etunicatum aumentou a densidade de esporos e a colonizagdo
sob maior umidade, destacando a influéncia de fatores abioticos.

Adicionalmente, ALMEIDA et al. (2018) reportaram colonizacdo entre 80% e
87% em M. laevigata inoculada com R. irregularis, destacando sua alta
compatibilidade micorrizica. URCOVICHE et al. (2015) observaram colonizacdo de
até 61% com R. clarus, mesmo sob baixos niveis de fosforo, reiterando a relevancia
da simbiose para a nutricdo vegetal em ambientes desafiadores.

Apesar dos resultados promissores, reconhecem-se limitagdes metodologicas. A
conducdo do experimento em casa de vegetacdo, embora controle a variabilidade
ambiental, pode superestimar os efeitos simbidticos. HEINZE et al. (2016),
SCHITTKO et al. (2016) e FORERO et al. (2019) apontam que os feedbacks
planta-solo em estufas diferem dos observados em campo. Em ambientes naturais,
a micorrizacdo ¢ influenciada por temperatura, umidade, antagonistas microbianos e
competi¢io. PENUELAS-RUBIO et al. (2022) relataram redugdo de 38% na
colonizacdo por FMAs com aumento da temperatura, enquanto SHUKLA et al.
(2013) observaram variagdes na eficiéncia entre consorcios fungicos sob diferentes
niveis de umidade.

Outra limitag@o foi o uso de um unico isolado fingico. Estudos demonstram que

consorcios com diferentes espécies de FMAs e rizobactérias promotoras de
crescimento (RPCs) sdo mais eficazes. MOREIRA et al. (2020) mostraram maior
eficiéncia de consorcios com R. irregularis,
P. reactans e P. alli em solos salinos. MISHRA et al. (2016) observaram maior
absor¢do de ferro com associagdes entre Glomus, Acaulospora, Scutellospora e
bactérias como Streptomyces, Azotobacter, Pseudomonas e Paenibacillus. YADAV et
al. (2021) evidenciaram que consorcios entre FMAs e Bacillus sp. aumentaram o
rendimento do trigo e melhoram a fertilidade do solo.

Diante disso, recomenda-se que futuras pesquisas ampliem o enfoque

metodologico, avaliando a inoculagdo com consorcios microbianos € em condigdes
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de campo. Isso permitira compreender melhor a resiliéncia e a funcionalidade da
simbiose micorrizica, contribuindo para estratégias agroecologicas sustentaveis e para

a biofortificagdo de espécies medicinais como M. laevigata.
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6 CONCLUSAO

A inoculagdo com Rhizophagus clarus exerce efeito positivo sobre o
crescimento de M. laevigata, especialmente quando associada ao solo nao
autoclavado, cuja microbiota nativa potencializa a simbiose micorrizica. Nesse
tratamento, observou-se teor de cumarina de 0,83 mg, representando um ganho de
20,59% em relagdo ao solo autoclavado e sem inoculacdo, além de superar o valor
minimo estabelecido pela Farmacopéia Brasileira (0,15%). Por outro lado, o solo
autoclavado limitou a expressdo desse potencial, possivelmente pela redugdo da
complexidade microbiana e consequente perda de interacdes ecoldgicas essenciais.
Esses achados reforcam a importancia de considerar a integridade da microbiota do
solo em programas de manejo e cultivo de espécies medicinais, indicando que
estratégias integradas, aliando inocula¢do micorrizica e preservagao da comunidade
microbiana nativa, podem ser decisivas para otimizar a produ¢do de cumarina e

outros metabolitos de interesse farmacolédgico.
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ANEXOS

ANEXO B - COMPARACAO ESTATISTICA DAS CURVAS ANALITICAS
POR ANALISE DE COVARIANCIA.
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