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RESUMO

VIEIRA, Marlene Evangelista. M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Marco de 2017. Micorrizas arbusculares e Fosforo
em jambu (Acmella oleracea) (L) R.K Jansen. Orientadora: Prof? Marta Simone
Mendonca Freitas.

O jambu (Acmella oleracea L.) R.K.Jansen, € uma planta herbacea, da familia
asteracea, muito utilizada na culinaria da regido norte do Brasil e também na
medicina popular. A baixa concentragdo dos nutrientes minerais nos solos
tropicais € um dos problemas que mais limita o desenvolvimento das plantas; no
entanto as associagdes com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) s&do uma
alternativa de manejo, que melhoram a absorgao de nutrientes como o fosforo e
ainda interferem em alguns parametros de qualidades das mesmas. Diante
disso, objetivou-se avaliar, crescimento, producdo de inflorescéncia, nutricdo
mineral, Oleo essencial e producdo de espilantol em plantas de jambu,
inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares em diferentes doses
fésforo no solo. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, em
delineamento em blocos casualizados, esquema fatorial 3x4, com quatro
repeticoes, sendo dois tratamentos microbiologicos: Rhizophagus clarus e
Claroideoglomus etunicatum, além do controle (sem fungo), e quatro doses de

fésforo (0, 30, 60, 90 mg kg™). Aos 70 dias apds a semeadura foram feitas as

Vi



analises morfo-agronémicas como: area foliar, numero folhas, ramificacoes e
inflorescéncias, bem como massa fresca e seca das folhas, ramificagdes e
inflorescéncias, massa seca das raizes, porcentagem de colonizagdo e
dependéncia micorrizica, além da massa seca parte aérea, os conteudos dos
nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe e Mn), dos fendis totais, dos dleos essenciais e a
porcentagem da area relativa do Espilantol. Plantas inoculadas com R. clarus e
C. etunicatum, incrementaram 668% e 588% para numero de folhas, 6532%;
3317% para Area foliar e 2232% e 1075% para massa seca da parte aérea,
respectivamente, em relacdo as ndo inoculadas. Com a adigdo de 30mg kg, em
associagao com R. clarus obtiveram um incremento de 162% de massa seca
das raizes, quando inoculadas com esse mesmo fungo incrementaram 4500%,
110% e 13,66%, na massa fresca das folhas, nas doses 0, 30 e 60 mg P kg'l,
respectivamente, quando comparadas ao tratamento sem FMA. Os FMAs
proporcionaram maior absor¢cao de nutrientes na parte aérea das plantas. O
conteudo de Oleos e a area relativa do espilantol aumentaram com a inoculagao
micorrizicas. Os fungos micorrizicos arbusculares e as doses de P influenciam
positivamente nos conteudos nutricionais, conteudos de fendis totais, conteudos
e qualidade dos Oleos essenciais das plantas de A. oleracea. A utilizagao de
FMAs no cultivo de jambu é uma alternativa capaz de proporcionar um maior

crescimento das planta e melhorar a qualidade das mesmas.

Palavras-chave: crescimento, producao de inflorescéncia, nutricdo mineral, 6leos
essenciais e espilantol
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ABSTRACT

VIEIRA, Marlene Evangelista: M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; March de 2017. Arbuscular mycorrhizae and phosphorus in jambu
(Acmella oleracea) (L) R.K Jansen: Advisor: prof? Marta Simone Mendonca
Freitas.

The jambu (Acmella oleracea L.) R.K.Jansen, is a herbaceous species,
Asteraceae family, much used in the cuisine of the northern region of Brazil and
also in popular medicine. The low concentration of mineral nutrients in tropical
soils is one of the most limiting problems of plant development; however the
associations with arbuscular mycorrhizal fungi (AMFs) are an alternative of
management, that improve the absorption of nutrients like phosphorus and still
interfere in some parameters of plant qualities. The objective of this study was to
evaluate the growth, inflorescence production, mineral nutrition, essential oil and
spilantol production in plants inoculated or not with arbuscular mycorrhizal fungi at
different phosphorus doses in soil. The experiment was carried out in a
greenhouse, in a randomized block design, 3x4 factorial scheme, with four
replications, two microbiological treatments: Rhizophagus clarus and
Claroideoglomus etunicatum, besides the control (without fungus), and four doses
of phosphorus (0, 30, 60, 90 mg kg™). At 70 days after sowing, morpho-agronomic
analyzes were made, as leaf area, number of leaves, branches and
inflorescences, as well as fresh and dry mass of leaves, dry mass of the roots,

colonization percentage and mycorrhizal dependence, besides aerial dry mass,
viii



nutrient contents (N, P, K, Ca, Mg, Fe and Mn), of total phenols, of essential oils
and the percentage of the relative area of spilanthol. Plants inoculated with R.
clarus and C. etunicatum, increased 668% and 588% for number of leaves,
6532%; 3317% for leaf area and 2232% and 1075% for shoot dry matter,
respectively, in relation to those not inoculated. With the addition of 30mg kg™, in
association with R. clarus there was an increase in root dry mass by 162%, when
inoculated with the same fungus increased 4500%, 110% and 13.66%,
respectively, in fresh leaves at doses of 0, 30 and 60 mg P kg™, respectively, when
compared to treatment without AMF. The AMFs provide greater nutrient absortion
in aerial part of the plants. The content of oils and the relative area of Spilanthol
increased with mycorrhizal inoculation. Arbuscular mycorrhizal fungi and P doses
positively influence the nutritional contents, total phenols, essential oil contents
and spilantol in plants of A. oleracea. The use of AMFs in the cultivation of jambu
is an alternative able to provide a greater growth of the plant and to change the

quality of the same.

Keywords: Growth, inflorescence production, mineral nutrition, essential oils and
spilantol



1. INTRODUCAO

O jambu (Acmella olteracea (L). R.K. Jansen é uma planta herbacea,
muito utilizada na regido Norte do Brasil, principalmente no estado do Para. A
planta é usada como condimento nos famosos pratos tipicos da regido, dentre os
mais consumidos pela populacdo, destacam-se o pato no tucupi, tacaca, arroz
paraense e pizza de jambu. Na medicina popular, suas folhas e flores séo
utilizadas na elaboracdo de infusbes para tratamento de anemia, dor de dente e
garganta, no tratamento de aftas, tuberculose e gripe (Cardoso e Garcia, 1997).

Muitos autores atribuiram as propriedades medicinais da A. oleracea ao
espilantol, substancia essa responsavel pela ativacdo do sabor caracteristico, que
quando ingerido provoca na mucosa oral uma leve sensacdo de dorméncia. A
planta possui em sua composi¢cdo quimica, 6leos essenciais, que segundo
Lorenzi e Matos (2008) estédo presentes em concentracao de 0,7%, e a substancia
de maior importancia econémica nos oleos é espilantol. A parte da planta com
maior concentracdo do espilantol é a inflorescéncia, seguida pelas folhas e ramos,
sendo essas as partes mais utilizadas para a extracdo do 0leo essencial (Gusméao
e Gusmao, 2013).

De acordo com Li-Chen et al. (2008), o estudo do espilantol vem se
intensificando devido ao seu efeito anti-inflamatorio e a possibilidade de ser uma

substancia utilizada no desenvolvimento de medicamentos. E importante destacar



outros efeitos que a planta possui, tais como: diurético (Ratnasooriya et al., 2004),
anestésico (Ley et al., 2006), antiobesidade (Ekanem et al., 2007), analgésico e
antipirético (Chakraborty et al., 2010) e atuacdo antiplasmddica contra P.
falciparum (Mbeunkui et al., 2011).

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) os fatores genéticos, fisiolégicos e
ambientais possuem grande influéncia na biossintese dos metabdlicos
secundarios e, consequentemente, dos principios ativos das plantas medicinais e
aromaticas. Entre os fatores ambientais, a inoculacdo dessas plantas com os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e a adubacdo fosfatada podem
influenciar na producgédo dos principios ativos (Moreira e Siqueira, 2006; Kapoor et
al., 2007), tanto por efeito do estado nutricional, quanto por resposta de defesa do
hospedeiro a presenca do fungo (Volpin et al., 1994). Os FMAs séo capazes de
formar os micélios externos e explorar um maior volume do solo, ou seja,
expandindo o sistema radicular favorecendo maior absorgéo de nutrientes, como
fésforo (P) (Moreira e Siqueira, 2006; Yao et al., 2008).

Além disso, alguns trabalhos demonstram a eficiéncia dos FMAs em
maximizar a producdo de metabdlicos secundarios e/ou absorcdo de nutrientes
em diversas plantas medicinais ou aromaticas, como, por exemplo, em Calendula
officinalis (Heitor et al., 2016), Passiflora alata Curtis (Riter Neto et al., 2014),
Anadenanthera colubrina (Pedone-Bomfim, 2012), Chlorophytum borivilianum
(Dave et al., 2011), Wedilia chinensis (Nisha e Rajeshkumar, 2010) e
Catharanthus roseus (Ratti et al., 2010). Entretanto, trabalhos com A. oleracea
associando FMAs e adubacéo fosfatada, sdo inexistentes na literatura brasileira, o
gue torna dessa forma muito importante os estudos dessa natureza, para que se
possa chegar a padronizacdo das concentracdes dos principios ativos, podendo
também ser uma alternativa para otimizar a utilizagdo de fertilizantes fosfatados.
Diante disso objetivou-se nos presentes trabalhos avaliar: (i) o crescimento e
producdo de inflorescéncia de plantas de jambu inoculadas com FMAs e doses
fosforo e (i) o efeito da inoculagdo com FMAs em diferentes doses de P na
nutricdo mineral, na composicao de 6leos essenciais, no contetudo de fendis totais

e na porcentagem relativa do espilantol em plantas de jambu.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Jambu

O jambu (Acmella Oleracea L.) R.K. Jansen € uma planta herbacea, da
familia Asteraceae, sua origem provavel é a Amazonia tropical, principalmente a
Amazobnia Brasileira. Vale dizer que a espécie em questdo € cultivada por
pequenos produtores do Estado do Pard e € comercializada, principalmente nas
feiras da capital do Estado e regido metropolitana (Homma et al., 2014; Gusmao e
Gusmao, 2013). Além disso, é conhecida em outras regides do pais como agrido-
do-Para, agrido-do-Brasil, jambuacu, jambuarana, Agrido-do-mato, botao-de-ouro,
erva-maluca, agrido-bravo (Poltronieri et al., 2000; Coutinho et al., 2006).

Gusmao e Gusmao (2013) relatam que o jambu €& uma planta Cs,
semicarnosa, ramifica facilmente e, dependendo da densidade de cultivo e do
nivel de sombreamento, pode atingir cerca de 50 cm de altura. Além disso, possui
raiz axial e apresenta intenso enraizamento secundario. Quando conduzidos em
hortas, a floracdo inicia entre os 45 a 50 dias, ap0s a germinacdo, com O0S
primeiros aquénios amadurecendo aproximadamente aos 80 dias. O caule é
rastejante, ramificado em dicasio, podendo formar raizes adventicias quando em
contato com o solo. Sua propagacdo pode ser por semente e ou estaquia
(Cardoso e Garcia, 1997).

A espécie Acmella oleracea [L] R.K. Jansen foi classificada em 1885, do

género Acmella, além disso, pode também ser encontrada em citagdes com



nomes de classificacdes anteriores, tal como, spilanthes oleracea L. [1767] e
spilanthes acmella var. oleracea [L] C.B. Clarke ex Hook [1881]. Além de outras
sinonimias, bem como, Cotula pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik.,
Spilanthes fusca Lam (Lorenzi e Matos, 2008), Bidens fervida Lam, Bidens fusca
Lam, Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes radicans Schrad. Ex D.C.,
Spilanthes oleracea var. fusca (Lam.) D.C. (Hind e Biggs, 2003; Borges, 2009 e
Gusmao e Gusmao, 2013).

De acordo com Borges et al. (2013) o jambu é uma hortalica bastante
consumida na regido Norte do pais, principalmente no Estado do Para, através
dos pratos tipicos, tais como, pato no tucupi, tacacd, arroz paraense, etc., sendo a
sua maior demanda nos periodos festivos, como o cirio de Nazaré e as festas de
final de ano. Novos produtos sdo fabricados a partir da parte aérea da planta,
como a pasta de alho condimentada (Oliveira et al., 2014).

Usada também na medicina popular como erva medicinal, pois de acordo
com os ditos populares, suas folhas e flores podem ser recomendadas para
elaboracdo de infusdes no tratamento de anemia, dor de dente e garganta, além
de antibidticos e anestésicos. Diversas atividades bioldgicas tém sido descritas
para A. oleracea, como anestésico, anti-inflamatério, analgésico e antitérmico,
anti-obesidade, diurético, antioxidante, antimutagénico, inseticida e bacteriostatico
(Chakraborty et al., 2004; Ratnasooriya et al., 2004; Ley et al., 2006; Wu et al.,
2008; Chakraborty et al., 2010; Ferreira et al., 2014), entre outros. Em decorréncia
dessas propriedades, a planta tem despertado interesses por parte de
pesquisadores e empresas de pesquisa na area da salude e cosméticos.

2.2. Metabdlicos Secundarios

Os metabdlicos secundarios podem ser divididos em trés rotas
biossintéticas: os derivados do acido chiquimico, derivados dos aminoacidos e os
derivados do acido mavelonico ou metil eritrol fosfatato (Taiz e Zeiger, 2013). Os
derivados do &cido chiquimico sdo os flavondides, cumarina, lignanas taninos, 0s
quais possuem reconhecida atividade antioxidante, que estd centrada na

neutralizagéo de radicais livres pelo deslocamento de elétrons do anel aromatico,



formando radical mais estavel, o que contribui para a diminuicdo do estresse
oxidativo (Scalbert et al., 2005; Katz et al., 2011).

Os compostos terpendides sao derivados de isoprendides via mevalonato
ou metil eritrol fosfato, sintetizados a partir do acetil CoA. Os 6leos essenciais
fazem parte desse grupo e em sua maioria, sdo constituidos quimicamente de
substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides, acrescidos de
moléculas menores, tais como, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia
curtas (Siani et al., 2000). Sado formados pelo metabolismo secundario das
plantas, frequentemente sujeitos a fatores abidticos.

De acordo com Bizzo et al. (2009), os 6leos essenciais podem ser
extraidos, das folhas, flores, cascas, rizomas e frutos. Possui grande aplicacdo no
setor de perfumaria, cosmética, alimentos e como coadjuvante em medicamentos.
Esses usos estdo relacionados com as diferentes propriedades que os 6leos
podem apresentar, tais como, atividade antioxidante, (Wannes et al., 2010), acao
larvicida, (Rajkumar et al., 2010), atividade antitumoral, (Silva et al., 2008),
fungicida, (Carmo et al., 2008). Podem ser extraidos através de varias técnicas,
sendo os mais utilizados, a hidrodestilacdo, prensagem a frio, extracdo por
solventes organicos, extracdo por alta pressédo e extracdo por CO, supercritico
(Okoh et al., 2010).

Segundo Lorenzi e Matos (2008) os 6leos essenciais do jambu possuem
uma concentracdo em torno de 0,7% e elevado teor de espilantol (Figura 1).
Além do espilantol a planta possui outros compostos majoritarios, tais como, B-
Myrceno (15.86%), Dictamnol (14,11%), Germacreno D (7,98%) e B-Pineno
(7,79%) (Borges et al., 2014). Trabalhando com adubacé&o organica e mineral, em
A. oleracea, Borges et al. (2012) encontraram 0s seguintes compostos, trans-
cariofileno, germacreno D, L-dodeceno e espatulenol. Além desses constituintes
quimicos, outros autores também descreveram outras substancias, nas folhas e
flores de A. oleracea, dentre as quais, aminoacidos (Mondal et al., 1998; Peiris et
al., 2001), alcaloides (Peiris et al., 2001; Ratnasoorriya et al., 2004; Gerbino et
al., 2016) e flavonoides (Chakraborty et al., 2010).
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Figura 1. Estrutura quimica do espilantol (N-isobutilamidas)

O Espilantol é uma N alquilamida (N- isobutil-amida espilantol) obtida a
partir das inflorescéncias e folhas da planta (Boonen et al., 2010). E responséavel
pelas propriedades anti-inflamatérias, antissépticas.

e anestésicas (Dias et al., 2012; Nomura et al., 2013). Foi descrito como
um Oleo viscoso, ardente, de coloracdo amarela palida (Cavalcanti, 2008).

Em uma recente revisdo sobre o Espilantol, Barbosa et al. (2016), listaram
uma série de atividades bioldgicas que estdo relacionadas a esse componente
quimico, incluindo, analgésico (Hind e Biggs, 2003; Wu et al., 2008; Dias et al.,
2012; Sharma et al.,, 2012; Abeysiri et al., 2013; Prachayasittukal et al.,
2013; Paulraj et al., 2013; Rios e Olivo, 2014 e Hajdu, 2014), anti-nociceptiva
(Rios et al., 2007), antioxidante (Abeysiri et al., 2013), anti-inflamatorio (Wu et al.,
2008; Hernandez et al., 2009; Dias et al., 2012), antimutagénico (Arriaga-Alba et
al., 2013), antifungico (Dubey et al., 2013), bacteriostatico (Molina-Torres et al.,
2004), inseticida (Kadir et al., 1989; Sharma et al., 2012.; Moreno et al., 2012),
anti-larvicidal, possuindo atividade contra Aedes aegypti (Ramsewak et al., 1999).
Além de ser utilizado na area de higiene pessoal, em creme dental, devido a sua
refrescancia; em creme para pele, por descontrair microtensdes da pele do rosto,

evitando rugas (Hollanda, 2012).

2.3. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

Segundo Moreira e Siqueira (2006), 0s micro-organismos Sao 0S seres
vivos mais primitivos do mundo. Ao longo de seu processo evolutivo foram
adquirindo caracteristicas proprias e adaptabilidade para a coexisténcia de outros

seres, estabelecendo, dessa forma, inUmeras relacbes. Dentre essas relacbes
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destacam-se a simbioses entre plantas e micro-organismos heterotroficos, como
as micorrizas, que por sua vez, sdo associa¢cdes mutualisticas entre fungos e
raizes. O primeiro a observar essas associacdes, em 1842, foi Nagelim, que fez a
primeira descricdo da associacdo fungo-raiz, a0 que parece seria uma micorriza
arbuscular, entretanto, essas sé foram reconhecidas cientificamente pelo Aleméao
Bernard Frank em 1885, distinguindo entre micorrizas ectotroficas e endotréficas
e desenvolveu estudos cientificos sobre a anatomia, a ocorréncia e beneficios
dessas associacdes para as plantas. Recentemente as micorrizas foram definidas
em:. micorrizas arbusculares, arbutéides, monotropdides, ericoides, orquiddides,
ectomicorrizas e ectendomicorrizas levando em consideracdo as caracteristicas
morfolégicas, com a taxonomia fungica, forma de colonizacdo de tecidos
radiculares e familia do simbionte vegetal (Smith e Read, 2008).

Dentre as associacdes dos fungos simbiéticos do solo e raizes de plantas,
os chamados fungos micorrizicos arbusculares apresentam maior distribuicéo e
ocorréncia nas plantas formando associac6es mutualisticas com mais de 80% das
mesmas (Schupler et al., 2001; Smith e Read, 2008). Os FMAs sao biotrofitos
obrigatorios, sendo assim, para que complete seu ciclo de vida, precisam estar
associados as raizes de plantas vivas (Moreira e Siqueira, 2006; Owen et al.,
2015). Dessa maneira, as plantas lhe fornecem fotoassimilados resultantes da
fotossintese, em troca o fungo fornece as plantas uma melhor absor¢do dos
nutrientes no solo, ocasionando assim, um estabelecimento mutuo entre ambos
(Marshener e Dell, 1994; Parniske, 2008).

Além de fornecer um aumento na absor¢do dos nutrientes pelas plantas,
Smith e Read (2008) citam outros beneficios que os FMASs, tais como, aumentar
as defesas de seus hospedeiros contra fungos patogénicos, insetos, herbivoros,
nematoides e melhorar a relacdo planta e agua. Além das vantagens
mencionadas, os FMAs tém melhorias na tolerancia a seca (Augé, 2001; Jayne e
Quigley, 2014), salinidade (Evelin et al., 2009; Porcel et al., 2012), contaminacdo
por metais pesados (Garg e Chandel, 2010) e as condi¢des adversas de pH do
solo (Seguel et al., 2013; Rouphael et al., 2015).

Para Camargo-Ricalde et al. (2012) a associacdo entre FMAs e as
espécies vegetais pode ser um fator positivo, promotor da diversidade vegetal,

uma vez que aumenta a sobrevivéncia, o crescimento e o desenvolvimento das
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plantas, além de facilitar seu estabelecimento em condigcbes de estresses
ambientais.

Os FMAs, ainda que exista alguma variacdo estrutural, na sua maioria,
sdo caracterizados pela presenca de hifas intra-radiculares (inter ou
intracelulares), micélio extra-radicular (hifas que conectam a raiz ao solo), os
arbusculos (hifas finamente ramificadas envolvidas na troca de nutrientes), e
esporos formados no micélio extra-radicular. Certas espécies de plantas, ainda
podem formar estruturas intra-radiculares, as vesiculas, por¢cao alargada da hifa
que se enchem com lipidios, os chamados fungos micorrizicos vesicular-
arbusculares (Peterson et al., 2004). De acordo com Siqueira et al. (2002), as
vesiculas sédo consideradas fontes de reservas, 0S esporos, responsaveis pela
disseminacdo e sobrevivéncia dos micro-organismos, e 0s arbusculos,
considerados como estruturas caracteristicas dos FMAs.

De acordo com Giovannetti et al. (2010), o processo de simbiose envolve
uma sequéncia de eventos morfogenéticos, tais como, germinacdo do esporo e
crescimento pré-simbidtico do micélio, diferenciacdo e ramificacdo das hifas na
presenca de raizes hospedeiras, formacdo de opressorio, colonizacdo da raiz,
desenvolvimento do arbdsculo, crescimento do micélio extra-radicular e producéo
de esporo. No entanto € desconhecido 0 mecanismo exato que 0S esporos Sao
impulsionados a germinar, sabe-se que sua extracdo do solo umido é suficiente
para desencadear a germinacdo (Moreira e Siqueira, 2006). Algumas pesquisas
demonstram que a presenca de exsudados de raizes que podem estimular a
germinacgdo dos esporos e ramificagdo das hifas que estdo proximas as raizes do
hospedeiro indicando a sensibilidade dos FMAs aos compostos presentes na
rizosfera (Bécard e Piche, 1989; Harrison, 2005; Steinkellner et al., 2007).

Diante disso, os estudos com plantas medicinais em associagdo com 0s
FMAs vém demonstrando eficiéncia no desenvolvimento das mesmas. Nesse
sentindo, Karthikeyan et al. (2009) observaram que o crescimento, conteudo de
clorofila e proteinas totais foram superiores em quatro espécies de plantas
medicinais (Ocimum sanctum, Catharanthus roseus, Coleus forskholii e
cymbopogon flexuosus) inoculadas com Glomus fasciculatum, quando
comparadas ao tratamento controle, sem fungo.

Trabalhando com duas espécies de FMAs (Glomus mosseae e

Acaulospora laevis) isoladas e combinadas no desempenho de mudas



micropropagadas de S. acmella (Acmella oleracea), Yadav et al. (2012)
observaram que altura da planta, nimero de ramifica¢cdes, nimero de folhas, area
foliar, producdo de massa da matéria seca e teor de clorofila foram
significativamente maiores nos tratamentos com plantulas inoculadas com os
FMAs, em comparagéo as ndo inoculadas. Os autores relataram que o aumento
do crescimento e sobrevivéncia das plantulas inoculadas com os FMAS, pode ser
devido ao aumento na absorcdo de nutrientes no solo e que esta tecnologia pode
ser aplicada para melhorar o desempenho do pés transplante de algumas plantas
medicinais importantes que requerem cuidados de conservacdo. No entanto,
trabalhos envolvendo a espécie A. oleracea associada a micorrizas arbuscular,

utilizadas no Brasil, sdo escassos na literatura.

2.4. Adubacdao fosfatada e FMAs

O Fésforo (P) € um macronutriente essencial para o metabolismo vegetal,
pois desempenha importante funcdo nos processos de respiracéo e fotossintese e
esta presente em componentes estruturais das células, como nos fosfolipidios de
membrana, nas moléculas de &cidos nucleicos e também em componentes
metabdlitos de transferéncia e armazenamento de energia, como ATP (Taiz e
Zeiger, 2013; Marschner’s, 2012). Em termos quantitativos, esse elemento é
requerido em pequenas quantidades pelas plantas (Prado et al., 2005), porém € o
que mais limita a producdo das culturas, devido as fortes interacfes que esse
nutriente apresenta com os constituintes do solo, uma vez que grande parte dele
encontra-se adsorvido na superficie dos coloides ou precipitado com fosfato de
calcio, ferro e aluminio (Moreira e Siqueira, 2006) além do mais, a maior parte do
P no solo se move até as raizes do vegetal por difusdo, dificultando ainda mais a
absorcao do nutriente pela planta (Grant et al., 2001).

Os FMAs possuem inumeros beneficios para as plantas hospedeiras,
dentre esses, a de absorcdo de nutrientes, principalmente o fésforo (Rocha et al.,
2012), um ion relativamente imovel e insoltuvel no solo, devido as interacdes bi e
trivalentes com o solo, principalmente com os, Ca*, Fe*, e AP* (Fitter et al., 2011),
por formarem os micélios externos em torno das raizes, além de melhorar da

zona de absorcao radicular (Freitas et al., 2008). De acordo com Moreira e
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Siqueira (2006), em solos muito deficientes em P, a aplicacdo de pequena
quantidade desse elemento favorece a colonizagao e a esporulagédo dos FMAs.

Saggin-Janior e Siqueira (1996) ressaltam a importancia de determinar a
dose de P para maximizar a producdo ou a resposta das plantas, considerando
que as doses P séo diferenciadas para cada espécie de fungo e de planta. Esses
autores citam também que, geralmente os maiores beneficios ocorrem em doses
moderadas de P no solo, pois a aplicacdo elevada desse elemento aumentam 0s
custos de producao, além de inibir a atuacdo dos FMAs.

Trabalhando com duas espécies de FMAs (Rhizophagus clarus,
Gigaspora margarita) e doses de P (0 e 50 mg kg™), em caléndula, Heitor et al.
(2016) verificaram que na auséncia de adubacdo fosfatada os incrementos
promovidos pelos FMAs, no que diz respeito a producdo dos capitulos florais,
crescimento e massa seca das flores, foram superiores em relagdo ao tratamento
controle (sem fungo). Além disso, demonstraram a capacidade dos FMAs em
potencializar o crescimento e a producdo de capitulos florais em plantas de
caléndula em baixas doses de fosforo no solo.

Freitas et al. (2008), trabalhando com quatro espécies de fungos
(Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum, Gigaspora margarita e
Acaulospora scrobiculata) e quatro doses de fosforo em tanchagem (plantago
major L.), observaram que cada espécie de FMAs apresentou comportamento
diferente, de acordo com a disponibilidade de P no solo. A maior porcentagem de
colonizacdo micorrizica foi encontrada nas espécies G. clarum (72,6%) e G.
margarita (70,5%), quando nao se utilizou adubacéo fosfatada, sendo que de uma
maneira geral a porcentagem de colonizacdo diminuiu com o incremento das

doses de fésforo no substrato.

2.5.  Fungos micorrizicos na producao metabdlicos secundarios

Os FMAs, além da contribuicdo na melhoria na nutricdo das plantas,
também agem como biorreguladores, interferindo no equilibrio fito-hormonal das
plantas, influenciando o desenvolvimento das mesmas e aliviando os efeitos das
tensbes ambientais, agindo como bioprotetores (Rouphael et al., 2015), levando

nao apenas o aumento de biomassa e producdo, mas também a alteracdo em



11

diversos parametros de qualidade (Antunes et al., 2012). A producao das plantas
com alto teor de metabdlicos secundérios (carotenoides, flavonoides e polifendis)
que atenda as demandas dos consumidores é um alvo principal dos
pesquisadores devido aos seus efeitos de saude (Rouphael et al., 2010).

Além dos beneficios proporcionados pelos micro-organismos na sintese
de compostos fendlicos, entre as diferentes espécies de vegetais cultivadas em
condicOes variadas do ambiente (Harrison, 2005; Taiz e Zeiger, 2013), eles ainda
tém a capacidade de potencializar o valor nutricional e medicinal das plantas para
0 consumo humano (Parente et al., 2009; Hussain et al., 2012).

Durante o processo micorrizicos, mudancas fisiolégicas ocorrem no
hospedeiro, levando ao acumulo de varios compostos resultantes do metabolismo
secundario (Carlsen et al., 2008; Nell et al., 2009). Nesse sentido, Araim et al.
(2009) observaram incrementos na massa seca e na concentracdo dos
compostos fendlicos, tanto nas raizes quanto na parte aérea das plantas de
Echinacea purpurea, inoculadas com Glomus intraradices. Sendo de 200 e 67%
superior para os teores de compostos apresentados na raiz, e na parte area,
respectivamente, em relacéo as plantas ndo micorrizadas.

Ceccarelli et al. (2010), estudando a influéncia de diferentes espécies de
FMAs, sobre a producdo de compostos bioativos em plantas de alcachofra,
observaram que o teor de fendis totais nos tratamentos inoculados com Glomus
intraradices e a mistura (Glomus. mosseae+Glomus.intraradices), apresentaram
valores superiores aos obtidos pelas plantas submetidas a inoculacdo com
Glomus mosseae.

Estudando o potencial de trés FMAs (Glomus fasciculatum, Glomus
intraradices e Glomus mosseae) em Ocimum basilicum (manjericdo) Zolfaghari et
al. (2013) observaram aumento significativo na altura das plantas, producéo de
matéria fresca e seca, teor e rendimento de Oleos essenciais, além de
incrementos nos teores de linalol nos Oleos essenciais, quando comparado com
as plantas ndo inoculadas. Esses autores concluiram que os FMAs sao
importantes, como fonte alternativa, pois proporcionaram maior crescimento e
uma producdo dos Oleos essenciais com qualidade para esta importante planta

aromatica.
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3. TRABALHOS

CRESCIMENTO E PRODUCAO DE INFLORESCENCIAS DE JAMBU
INOCULADAS COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E DOSES DE
FOSFORO

RESUMO

As associacfes das plantas com os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
aumentam o crescimento das mesmas em baixos teores de fésforo no solo, sendo
dessa forma uma alternativa de manejo para a cultura do jambu (Acmella
oleracea L.) R.K. Jansen, que por vez, suas folhas, ramos e flores séo utilizados
na culinaria da regido Amazoénica. No Brasil ndo ha estudos que relacione os
FMAs e Fosforo em jambu. Nesse sentido, objetivou-se nesse trabalho avaliar o
crescimento e producéo de inflorescéncia de plantas de jambu inoculadas com
FMAs e doses fésforo. Para isso, conduziu-se o experimento em casa de
vegetacdo, em delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 3x4,
sendo dois FMAs: Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum e o controle
(sem fungo) e quatro doses de P (0, 30, 60 e 90mg kg™) com quatro repeticdes. A
coleta das plantas procedeu-se aos 70 dias da semeadura e foi avaliada a area

foliar, 0 nimero, a massa fresca e seca das folhas, ramificacdes e inflorescéncia,
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além da massa seca das raizes de plantas de jambu e a porcentagem da
colonizagdo micorrizica. As plantas inoculadas com os dois FMAs, quando
cultivadas na auséncia da adubacéo fosfatada foram significativamente maiores
em comparacdo com as ndo inoculadas para as variaveis de crescimento. Em
relacdo a porcentagem de colonizacdo micorrizica 0 R. clarus mostrou-se maior,
em relacdo ao fungo C. etunicatum. De maneira geral, a associacdo com o R.
clarus promoveu maiores incrementos nas variaveis de crescimento em relagédo
ao C. etunicatum em plantas de A. oleracea na dose 60 mg kg™. No que se refere
a producao de inflorescéncia, a inoculagcdo com os FMAs proporciona incremento

positivo para essa variavel.

Palavras-chave: inoculagéo, adubagéo fosfatada, Acmella oleracea (L)

Abstracts: The associations of plants with Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMFs)
increase their growth in low levels of phosphorus in the soil, being thus an
alternative of management for the culture of jambu (Acmella oleracea L.) R.K.
Jansen, wich in turn, its leaves, branches and flowers are used in the cuisine of
the Amazon region. In Brazil the studies of AMFs in associations with jambu are
inexistent. In this sense, the objective of this work was to evaluate the growth and
production of inflorescence of jambu plants inoculated with AMFs and phosphorus
doses. For this, the experiment was conducted in a greenhouse, in a randomized
block design in a 3x4 factorial scheme, being two AMFs: Rhizophagus clarus and
Claroideoglomus etunicatum and control (without fungus) and four doses of P (0,
30, 60 and 90mg kg™) with four replicates. The plants were collected at 70 days
after sowing and were evaluated the leaf area, number, fresh and dry mass of the
leaves, branches and inflorescence, as well as the dry mass of the roots of jambu
plants and the percentage of mycorrhizal colonization were evaluated. Plants
inoculated with the two AMFs when grown in the absence of phosphate fertilization
were significantly higher compared to those not inoculated for growth variables. In
relation to the percentage of mycorrhizal colonization the R. clarus was greater in
relation to the fungus C. etunicatum. In general, the association with R. clarus

increased growth rates in relation to C. etunicatum in plants of A. oleracea at the
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dose 60 mg kg™. With regard to inflorescence production, inoculation with AMFs

provides a positive increase for this variable.

Key words: Inoculation, phosphate fertilization, Acmella oleracea (L)

INTRODUGCAO

O jambu (Acmella oleracea (L). R.K. Jansen) é uma planta herbacea,
muito utilizada na regido Norte do Brasil, principalmente no estado do Para. A
matéria fresca da parte aérea das plantas de jambu é utilizada nos pratos tipicos
como pato no tucupi e o tacaca. Além disso, seu uso se popularizou em dezenas
de restaurantes, sendo utilizada em pratos como arroz com jambu, pizza de
jambu, pastel com jambu e na forma in natura em saladas cruas (Homma et al.,
2014). Na medicina popular, suas folhas, ramos e flores sdo utilizados na
elaboracdo de infusBes para tratamento de anemia, malaria, dor de dente e
garganta, estomatite e afeccbes reumédticas. Esse potencial terapéutico é
atribuido aos principios ativos que a planta possui em especial o espilantol
(Boonen et al., 2010; Gusméo e Gusmao, 2013). E importante destacar outros
efeitos que a planta possui, tais como: diurético (Ratnhasooriya et al., 2004),
anestésico (Ley et al., 2006), antiobesidade (Ekanem et al., 2007), analgésico e
antipirético (Chakraborty et al., 2010) e atuacdo antiplasmodica contra P.
falciparum (Mbeunkui et al., 2011). A parte da planta com maior concentracao do
espilantol é a inflorescéncia, seguida pelas folhas e ramos, sendo essas as partes
mais utilizadas para a extracdo do 6leo essencial (Gusmao e Gusmao, 2013).

Em virtude de seu potencial terapéutico, plantas de jambu vém
despertando o interesse das industrias farmacéuticas e de pesquisadores ligados
a area da saude (Coutinho et al., 2006). Portanto sua produgcdo em larga escala
se faz necessaria e requer manejos agrondmicos eficientes. Sabe-se que varios
fatores, tais como, condicbes climaticas, variagbes sazonais, locais de
implantagéo, periodo de colheita e manejo agrondmico da cultura influenciam a
producdo e qualidade das plantas medicinais (Brant et al., 2008; Paulus et al.,
2013; Schwerz et al., 2015).
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Dentre 0os manejos agrondmicos, as associacbes com fungos micorrizos
vém demostrando resultados no crescimento de algumas plantas medicinais,
como o trabalho de Rasouli-Sadaghiani et al. (2010). Esses autores trabalharam
com trés espécies de FMAs (Claroideoglomus etunicatum, Glomus intraradies e
Glomus fasciculatum) associados a cultura do manjericdo (Ocimum basilicum)
verificaram que as plantas inoculadas com os FMAs apresentaram maior peso
seco da parte aérea e da raiz, bem como, maior area foliar, altura de planta e
producdo de ramos laterais, quando comparadas com as nao inoculadas. Ao
trabalhar com diferentes espécies de FMAs (Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum, Gigaspora margarita e Acaulospora scrobiculata) e
doses de P (0, 50, 100 e 200 mg kg™ de solo) em tanchagem (Plantago major),
Freitas et al. (2008) verificaram que, na auséncia da adubacédo fosfatada as
plantas inoculadas com R. clarus e G. margarita apresentaram incremento na
producdo de matéria seca na parte aérea de 898 e 238% superior a producao
obtida no tratamento sem inoculacao.

Os FMAs auxiliam no crescimento e desenvolvimento das plantas e
podem ser um fator positivo, promotor da diversidade vegetal, uma vez que
aumentam a sobrevivéncia e facilitam estabelecimento em condicbes de
estresses ambientais (Camargo-Ricalde et al., 2012). Podem ainda ser uma
estratégia para o melhor aproveitamento do fésforo, uma vez que, a maior
absorcéo desse nutriente € um dos beneficios que os FMAs possuem em relacdo
as plantas (Rocha et al., 2012) evitando dessa forma, o uso excessivo de
fertilizantes fosfatados nos solos tropicais e aumentando a producao das culturas.

O foésforo, por sua vez, € um macronutriente essencial para o
metabolismo vegetal, desempenha importante funcdo nos processos de
respiracao e fotossintese, esta presente em componentes estruturais das células,
como nos fosfolipidios de membrana, nas moléculas de &cidos nucleicos e
também em componentes metabodlitos de transferéncia e armazenamento de
energia, como ATP (Marschner’s, 2012: Taiz e Zeiger, 2013). Nos solos tropicais,
a concentracdo de P na solucdo do solo, geralmente € baixa devido a sua
imobilizacdo em decorréncia das fortes interacdes que apresenta com O0S
constituintes do solo (Araujo e Machado, 2006; Novais et al., 2007). Para

solucionar a deficiéncia de P nos solos tropicais, frequentes aplicacbes de
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fertilizantes fosfatados sdo necessérias, elevando assim, os custos em relacédo a
producéo (Reis et al., 2008).

Portanto, buscar uma estratégia para a producédo em larga escala dessas
plantas, aliada a uma elevada quantidade e qualidade de seus componentes
quimicos de interesse industrial é o objetivo basico para o mercado mundial
(Tarraf et al., 2015). Diante disso, o0 objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento
e producdo de inflorescéncia de plantas de jambu inoculadas com FMAs em

diferentes doses de fosforo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com cobertura de
filme de polietiieno de baixa densidade (100 uym) e tela Sombrite® 50%, na
Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agropecuarias,
do Campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), localizada em Campos dos Goytacazes, RJ. O municipio situa-se na
latitude 21°45" S, longitude 41° 20° W e possui altitude média de 11 m. As
temperaturas minima e maxima registradas durante a conducédo do experimento
foram em média 18°C e 31°C, respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
em arranjo fatorial 3X4, com quatro repeticdes, sendo dois tratamentos
microbiolégicos: Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum, além do
controle (sem fungo) e quatro doses de Fésforo (0, 30, 60, 90 mg k™), totalizando
48 parcelas. A unidade experimental foi composta por um vaso de plastico
contendo 6 kg de solos, com cinco plantas.

O solo utilizado para a condugdao do experimento foi coletado na
profundidade de 0-20 cm, na unidade do colégio agricola, localizado na mesma
cidade, peneirado em malha de 2 mm e misturado com areia na proporg¢éo de 1:1
(v/v). Na sequéncia, foi esterilizado em autoclave (121°C por uma hora) por duas
vezes, a fim de eliminar os fungos nativos do mesmo. As caracteristicas quimicas
do solo apos esterilizagdo foram: pH(H20) = 4,5; S-SO4 =19 mg kg'; P = 6 mg
kg'1; K = 1,7 mmolc kg'1; Ca = 9,20 mmolc/ kg'1; Mg = 12,1 mmolc kg'1; Al =34
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mmolc kg™'; H+AI=34,8 mmolc kg™; Na = 1,4 mmolc kg”'; C = 4,9 g kg”"; MO =
8,45 g kg™; CTC = 59,2 mmolc kg™'; SB = 24,4 mmolc kg™; v = 41%; m = 12%; Fe
= 156,66 mg kg”'; Cu=0,71 mg kg™; Zn =2,09 mg kg™'; Mn =59,22 mgkg'e B =
1,1 mg kg™

A calagem foi realizada conforme o calculo adotado pela Comissédo de
Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (5% aproximacgao), utilizando-se
calcario dolomitico. Ap6s 30 dias da aplicagdo do calcario, as doses de P foram
aplicadas ao solo, seguindo a referéncia de Rodrigues et al. (2014). Utilizou-se
como fonte de fosforo KH,PO, e NaH,PO4.H,O. A corregdo dos teores de
Potassio (K) foi feita com KH,PO, e com K,;SO4. Na sequéncia, o solo foi
transferido para os vasos, onde permaneceram incubados por 30 dias. Em
seguida, foi realizada a analise de P no solo em todos os tratamentos, com o
extrator Mehlich”, obtendo-se os seguintes valores: 6, 19, 25 e 35 mg kg™
correspondentes as doses de P aplicadas (0, 30, 60 e 90 mg kg™,
respectivamente, o pH do solo, apds a correcéao foi de 5,9. Durante a condugao do
experimento foram feitas trés aplicagcdes de 20 mg de nitrogénio por kg de solo na
forma de NH4NOs.

Duas espécies de FMAs, Rhizophagus clarus Nicolson & Schenck e
Claroideoglomus etunicatum Becker & Gerd, provenientes do banco de inéculo do
setor de microbiologia do solo do Laboratério de Solos da UENF, foram
multiplicadas em associagcdo com milho (Zea mays) no periodo de 90 dias,
cultivadas em vasos com capacidade de 5 kg com substrato previamente
esterilizados. As sementes de milho ficaram submersas em solucado de hipoclorito
a 0,5% por 15 minutos, para serem desinfestadas e, posteriormente, lavadas com
agua desionizada por quatro vezes consecutivas. Apos 90 dias, as partes aéreas
foram cortadas e os vasos cobertos com sacos de papel, mantidos sem irrigagao
por um més, de modo a facilitar a esporulagdo dos fungos. Na sequéncia, a
mistura do solo, contendo as raizes colonizadas e esporos dos FMAs, foi
conservada em camara fria a 4°C até a execugao do experimento.

As sementes de jambu utilizadas no experimento foram oriundas do
estado do Para, produzidas na Universidade Federal Rural da Amazénia. Para a
condugdo do experimento, quinze sementes de jambu, previamente esterilizadas
com solugao de hipoclorito a 0,5%, por 15 minutos, foram semeadas diretamente

nos vasos de 6 kg, contendo o solo esterilizado e adubado com os nutrientes
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necessarios e as doses de P. No momento da semeadura, 120 cm® do inéculo
(mistura do solo, esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas) de cada
espécie de fungo, foi aplicado a uma profundidade de 2 a 3 cm nos vasos. Vale
ressaltar que a extragao dos esporos de cada espécie de FMAs foi feito por meio
da metodologia de peneiramento umido (Gerdemann e Nicolson, 1963). E a
quantidade de esporos em cada indculo foi de 1088/50 mL de solo e 3135/50 mL
de solo para R. clarus e C. etunicatum, respectivamente. O tratamento controle
ndo recebeu FMAs, nem doses de Fdésforo. E importante destacar que nos
tratamentos que n3o receberam FMAs, foram utilizados 120 c¢cm® do solo
esterilizado destinado a multiplicagdo dos inéculos. Apds 20 dias da germinagao
foi realizado o debaste das mudas, deixando-se cinco plantas por vaso. Durante
conducao do experimento as plantas foram irrigadas com agua desionizada.

As plantas foram coletadas entre 7 e 9h da manha aos 70 dias, apos a
semeadura, periodo em que as mesmas estavam na fase reprodutiva (Gusméo e
Gusmao, 2013) e divididas em: parte aérea e raiz. Na parte aérea, foram feitas as
analises morfo-agronémicas, tais como, area foliar determinada em um aparelho
medidor de area foliar, modelo licor 3100, assim como numero de folhas,
ramificagcbes e inflorescéncias. A massa fresca das folhas, ramificacbes e
inflorescéncias foram determinadas em balanga de precisdao. Posteriormente, as
amostras foram acondicionadas em saco de papel e colocadas em estufas
devidamente identificadas e submetidas a secagem com circulagao forcada de ar
a 40°C (Borges et al., 2012), para a determinagdo da massa seca das partes da
planta, foi utilizando uma balanca de precisao.

Concomitantemente, as raizes foram lavadas com agua corrente com
auxilio de peneiras diferentes para cada tratamento microbiolégico, de modo que,
nao houvesse contaminacdo dos FMAs e também perdas de raizes. Apds esse
procedimento, aproximadamente, 3g de raizes finas foram separadas e
armazenadas em etanol 50% para a determinagdo da colonizagédo micorrizica,
seguindo metodologia descrita por Grace e Stribley (1991) adaptada com KOH
5% a 90°C por 10 minutos, agua oxigenada alcalina (H2O2) por 15 minutos,
colocadas em HCI a 5% por 5 minutos e, em seguida, colocadas no azul de
tripano 0,05% por 10 minutos, a 90°C. Apds a coloragao, foram distribuidos 10
segmentos de raizes em laminas com auxilio de uma pinga e adicionou-se

algumas gotas de glicerol acido sobre as mesmas essas foram cobertas por uma
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laminula. Em seguida, foram levadas ao microscopio otico para que fosse
observada a presenga de estruturas pertinentes aos FMAs, com os
procedimentos descritos por Giovanetti e Moose (1980). O restante das raizes foi
acondicionado em saco de papel e colocado para secar em estufas de circulagao
forcada de ar a 40°C para entdo, determinar a massa seca das mesmas.

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o programa SANEST (Zonta et al., 1984). Para os dados
quantitativos, aplicou-se a analise de regressao polinomial, e, por sua vez, para

os dados qualitativos, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interac&o significativa para as doses de P e os FMAs inoculados
em plantas de jambu, para as variaveis: Area Foliar (AF), nimeros de folhas (NF)
e de ramificagcbes (NR) (Tabela 1), massa fresca das folhas (MFF) e das
ramificagcbes (MFR), além da massa Seca das raizes (MSRA) (Tabela 2) e a
colonizag&o micorrizica (Tabela 3).

Na auséncia da adubacao fosfatada, as plantas inoculadas com o R.
clarus e com o C. etunicatum foram estatisticamente superiores as plantas do
tratamento sem inoculagao para as variaveis NF e NR, apresentando incremento
de 668% e 588% para NF e 651% e 433% para NR, respectivamente (Tabela 1).
Porém, ndo houve diferenca significativa entre os dois FMAs estudados para as
duas variaveis supracitadas na mesma dose. Com a adicdo de 30 mg de P, a
variavel NR nao apresentou diferencga significativa entre as plantas inoculadas e
nao inoculadas (Tabela 1). O mesmo aconteceu com a variavel NF, quando
inoculada com R. clarum cultivada na mesma dose, ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao controle. No entanto, a inoculagdo das plantas com C.
etunicatum incrementou 49,9% desse pardmetro comparado as plantas nao

inoculadas.
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Tabela 1. Efeitos das doses de P e da inoculacdo com FMAs no numero de folhas
(NF), numero de ramificacdes (NR) e area foliar (AF) em plantas de Jambu (A.
oleracea) aos 70 dias apds a semeadura.

DOSE de P FUNGO NF IRF NR IRF AF IRF
mg kg’ % % cm’planta’ %
Sem FMA 411b - 1,00 b 45c -
0 R.clarus 31,55a 668 7,51a 651 295,8 a 6532
C. etunicatum 28,27 a 588 5,33a 433 152,4 b 3317
Sem FMA 49,05 b - 11,13 a - 259.9b -
30 R.clarus 60,58 b - 13,69 a - 643,4 a 148
C. etunicatum 73,55a 499 128la - 685,4 a 164
Sem FMA 76,59 b - 15,58 ¢ - 905,9 ab -
60 R.clarus 103,16 a 34,7 25,00a 60,5 1.007 a -
C. etunicatum 84,33 b - 21, 75b 39,6 762,6 b -
Sem FMA 87,36 a 18 2166a 70 945,8 a 6,5
90 R.clarus 73,60 b - 17,79ab - 693,1b -
C. etunicatum 79,33ab - 12,75 b - 769,5 ab -
CV% 10,69 22,53 18,45

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de tukey a nivel de 5% de probabilidade
dentro de cada dose de P. incremento relativo a inoculagédo com FMA [IRF% = 100(x-y)/y, sendo x: nimero ou area foliar da
planta inoculada e y: nimero ou area foliar da planta controle (ndo inoculada).

Destaca-se que, com a adigdo de 60 mg kg, as plantas inoculadas com
R. clarus incrementaram 34,7% e 60,5% de NF e NR, respectivamente, em
relacdo as n3do inoculadas. Ainda na dose 60 mg kg, quando comparadas as
plantas cultivadas na auséncia dos fungos, as plantas inoculadas com C.
etunicatum incrementaram 39,6% de NR, entretanto para NF ndo houve diferenca
significativa. Na dose 90 mg kg”', as plantas ndo inoculadas obtiveram um
incremento de 18% para NF, quando inoculadas com o R. clarus e 70% de NR
quando as plantas foram inoculadas com o C. etunicatum (Tabela 1). Kiriacheck et
al. (2009) relatam que o P ¢é nutriente inorganico que mais afeta o
desenvolvimento dos FMAs, controlando principalmente a taxa de crescimento
fungico intrarradicular, além de afirmarem que, geralmente, em altas
concentracdes de P no solo a colonizagao € inibida, e em baixas concentracdes
favorecem a colonizagao intrarradicular.

A area foliar (AF) das plantas de jambu inoculadas com R. clarus,
apresentou um incremento de 6532%, 148%, nas doses 0 e 30mg kg’
respectivamente, quando comparadas as plantas do tratamento sem FMA, nas
mesmas doses (Tabela 1). Entretanto, as plantas cultivadas na dose 90 mg kg’ e

inoculadas com R. clarus apresentaram menores valores de area foliar, quando
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comparadas as plantas sem inoculagéo. Plantas de jambu cultivadas nas doses
60 e 90 mg kg'1 e inoculadas com C. etunicatum nao apresentaram diferengas
estatisticas em relagdo ao tratamento controle. No entanto, as plantas inoculadas
com R. clarus incrementaram 32% na area foliar, quando comparadas as
inoculadas com C. etunicatum e cultivadas na dose 60 mg.kg'1. Ainda para esse
parametro, quando inoculadas com C, etunicatum cultivadas na dose 30 mg kg'1
obtiveram um incremento de 164%, comparadas ao tratamento sem inoculagéo.
Entretanto, para essa dose, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos
com fungo para a variavel em questéo.

Na auséncia da adubagao fosfatada, as plantas inoculadas com o C.
etunicatum foram estatisticamente superiores ao tratamento sem fungo,
apresentando um incremendo de 3317% na AF. O Fésforo € um elemento
essencial para o desenvolvimento das plantas, no entanto € um limitador do
crescimento das mesmas, devido a sua baixa solubilidade e mobilidade no solo
(Balzergue et al., 2011). Nesse sentido, Oliveira e Carvalho (2011) relataram que
as associagcdes com FMA sado um fator primordial para o aumento da absorg¢ao de
P pelas plantas, principalmente em ambientes deficientes desse nutriente.

Em relacdo a massa fresca das folhas (MFF), plantas de jambu
inoculadas com R. clarus incrementaram 4500% e 110% , nas doses 0 e 30 mg P
kg™, respectivamente, em relacdo ao tratamento sem FMA. Entretanto, plantas
cultivadas na dose 90 mg kg™, inoculadas com R. clarus apresentaram valores
estatisticamente inferior de MFF, quando comparadas ao tratamento sem
inoculagao (31,8%) (Tabela 2). Quando cultivadas nas maiores doses (60 e 90 mg
kg?') em associagdo com C. etunicatum nado diferiram do tratamento sem
inoculagdo. Por sua vez, na dose 30 mg kg™, plantas inoculadas com C.
etunicatum apresentaram um incremento de 69,2% na MFF, comparadas as
plantas do tratamento sem inoculagdo. Quando cultivadas na auséncia da
adubacao fosfatada e inoculadas com C. etunicatum incrementaram 1828,6% de
MFF em relagcdo ao do tratamento sem Fungo. Quando comparados os
tratamentos microbioldgicos, plantas inoculadas com R. clarus e cultivadas nas
doses 30 e 90 mg kg, ndo diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, plantas
cultivadas na auséncia da adubacdo fosfatada e na dose 60 mg kg@,
apresentaram incremento de 132 e 36% (Tabela 2), respectivamente, em relagcéo

as plantas associadas com o C. etunicatum.
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Tabela 2. Efeitos das doses de P e da inoculacdo com FMAs sobre massa fresca
das folhas (MFF), massa fresca das ramificagbes (MFR) e massa seca das raizes
(MSRA) em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias apds a semeadura.

DOSE de P FUNGO MFF IRF MFR IR MSRA IRF
mg kg™ g planta’ % gplanta’ % gplanta’ %
0 Sem FMA 0,14 c - 0,00b - 0,00b -
R.clarus 6,44 a 4500 5,15a - 0,20 a -
C. etunicatum 2,70b 1828,6 2,00 a - 0,11 a -
30 Sem FMA 7,99 c - 12,17 a - 0,21b
R.clarus 16,80 a 110 15,11 a - 0,55 a 162
C. etunicatum 13,52 b 69,2 13,14 a - 0,34 b
60 Sem FMA 17,35 ab - 17,56ab - 0,46 a -
R.clarus 19,72 a - 20,41 a - 0,46 a -
C. etunicatum 14,46 b - 15,00 b - 0,47 a -
90 Sem FMA 17,03 a 31,8 18,71a 31 0,43 a -
R.clarus 12,93 b - 14,29 b - 0,35a -
C. etunicatum 15,24 ab - 15,31ab - 0,42 a -
CV% 16,71 16,79 26,21

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade
dentro de cada dose de P. Incremento relativo a inoculagdo com FMA [IR:% = 100(x-y)/y, sendo x: a massa da planta
inoculada e y: a massa da planta controle (ndo inoculada).

Nesse sentido Cavalcante et al. (2009) relataram que as diferengas
observadas entre os tratamentos microbioldégicos podem, estar relacionadas a
eficiéncia simbidtica, sendo, por sua vez, influenciadas pelos gendtipos da planta,
estruturas dos fungos, além das condigbes climaticas (temperatura) que cada
fungo tera nas variagbes nos limites e nas faixas 6timas de temperatura para a
germinacgao dos esporos e extensao dos micélios externo.

Nas doses 30 e 60 mg kg™, ndo houve diferenca significativa entre as
plantas inoculadas e nao inoculadas para MFR (Tabela 2). Entretanto, na
auséncia da adubacdo fosfatada, plantas inoculadas com os FMAs foram
estatisticamente superiores ao tratamento controle para esse parametro. Além
disso, com adicdo de 60 mg kg no que diz respeito as plantas associadas com
R. clarus, essas obtiveram um incremento de 36% de MFR em relacdo ao
tratamento com C. etunicatum. Ressalta-se que plantas cultivadas na dose 90 mg
P kg e ndo inoculadas obtiveram um incremento 31% no que se refere as plantas
inoculadas com R. clarus.

Nas doses 60 e 90 mg kg”' ndo houve diferenca significativa entre as
plantas inoculadas e n&o inoculadas para a variavel massa seca das raizes

(MSRA) (Tabela 2). Com a adicéo de 30 mg kg, em associacdo com R. clarus
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obtiveram um incremento de 162% de MSRA comparadas as do tratamento sem
fungo, nesse sentido, Moreira e Siqueira (2006) relatam que, em solos muito
deficientes em P, a aplicacdo de pequena quantidade desse elemento favorece a
colonizagéo e a esporulacdo dos FMAs. No entanto, as plantas inoculadas com C.
etunicatum ndo apresentaram diferenca significativa para essa variavel quando
cultivadas na auséncia da adubacao fosfatada e na dose 30 mg kg™'. Por outro
lado, plantas associadas com R. clarus e cultivadas na auséncia da adubacéo
fosfatada, apresentaram valores estatisticamente superiores, quando comparadas
as sem inoculagéo.

Na auséncia da adubacdo fosfatada, a espécie R.clarus, apresentou
maior porcentagem de colonizagdo micorrizica nas plantas de jambu com 92,5%
das raizes colonizadas, apesar de que, 0 numero de esporos nessa espécie foi
menor (1088/50 mL de solo), em relagao ao C. etunicatum (3135/50 mL de solo).
O Fungo C. etunicatum apresentou uma colonizagdo micorrizica 75% (Tabela 3).
Ainda que a espécie C. etunicatum tenha apresentado baixa colonizagao
micorrizica em relagdo ao R. clarus, as duas espécie proporcionaram incremento
nas variaveis de crescimento das plantas de jambu, quando comparadas as sem
inoculacdo e cultivadas na auséncia da adubacao fosfatada. Com excecao das
variaveis MFF e AF que apresentaram maiores valores quando inoculadas com R.
clarus, as demais variaveis demonstradas nas Tabelas 1 e 2, foram
estatisticamente iguais para as duas espécies analisadas. Assim, Heitor et al.
(2016) trabalhando com R. clarus e G. margarita associados as raizes de
caléndula e cultivada na auséncia de P, observaram que a colonizagdo micorrizica
foi de 87,5%. 77,5%, respectivamente. E essas mesmas espécies de fungos
proporcionaram incrementos no numero e massa seca dos capitulos florais de

caléndula.
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Tabela 3. Efeitos das doses de P e da inoculagdo com FMAs sobre a colonizagao

micorrizica (%) em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias apds a semeadura.

DOSE de P FUNGO Colonizagao micorrizica
mg kg™ %
Sem FMA 0,0c
0 R.clarus 92,5a
C. etunicatum 75,0b
Sem FMA 0,0b
30 R.clarus 77,5 a
C. etunicatum 67,5 a
Sem FMA 0,0b
60 R.clarus 67,5 a
C. etunicatum 57,5a
Sem FMA 0,0b
90 R.clarus 475 a
C. etunicatum 475 a
CV% 17,07

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de tukey ao nivel de 5% de
Probabilidade dentro de cada dose de P

Russomano et al. (2008) Trabalhando com essas duas espécies de FMAs
(R.clarus e C.etunicatum) e duas espécies vegetais alecrim e manjericao,
encontraram resultados de porcentagem de colonizacdo micorrizica diferentes
para o0s tratamentos. Em plantas de manjericdo, a associacdo com R. clarus
apresentou maior porcentagem de colonizacdo micorrizica 79,72%, enquanto que
plantas de Alecrim apresentaram maiores porcentagens de colonizacao
micorrizica quando inoculadas com C. etunicatum 85,21%. Entretanto, o0s
resultados de altura de plantas, massa fresca de raiz e massa seca da parte
aérea as plantas de manjericdo e alecrim inoculadas com R. clarus foram
estatisticamente superiores as inoculadas com C. etunicatum.

E importante ressaltar que, nas raizes das plantas de jambu coletadas
sem inoculacdo e cultivadas nas respectivas doses de P (0, 30, 60 e 90 mg kg™)
(Tabela 3) ndo foram encontradas estruturas de FMAs. E observou-se também,
que a coloniza¢do micorrizica para os dois FMAs foi decrescendo com o aumento
das doses de P (Tabela 3).

N&o houve interacdo significativa entre as doses de P e os FMAs
utilizados no experimento para a variavel, numero, massa fresca e seca das

inflorescéncias (Tabela 4). Independente da dose de P utilizada, plantas
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inoculadas com R. clarus e C. etunicatum apresentaram um incremento de 32% e
27,95%, respectivamente, para a variavel nimero de inflorescéncia (NI), quando
comparadas as plantas do tratamento sem fungo (Tabela 4). No entanto, ndo
apresentaram diferenca estatistica entre as espécies de FMAs para essa variavel.
Para o fator dose, essa varidvel apresentou uma regressao quadrética, com valor

méximo de inflorescéncia na dose estimada de 89 mg kg™’ (Figura 1A).

Tabela 4. Efeito dos FMAs, nas variaveis: Numero de inflorescéncia (NI), Massa
Fresca das Inflorescéncias (g planta™) (MFI) e Massa Seca das Folhas (g planta™)
(MSF) em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias ap0s a semeadura.

FUNGO NI IRF% MFI IRF MSF IRF
g planta™ % g planta™ %
Sem fungo 526b - 1,35b - 1,26 b -
R. clarus 6,95 a 32 1,89 a 40 1,54 a 22
C. etunicatum 6,73 a 28 1,83 ab - 1,42 ab -
CV% 24,98 33,06 21,68

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de tukeya nivel de 5% de probabilidade,
dentro de cada dose de P. Incremento relativo a inoculagdo com FMA [IR% = 100(x-y)/y, sendo x: nimero e massa da
planta inoculada e y: nimero e massa da planta controle (ndo inoculada).

Independente das espécies de FMAs utilizadas, a massa fresca das
inflorescéncias (MFI) apresentou uma regressao linear com o aumento das doses
de P. O tratamento que nado recebeu a adubacéo fosfatada obteve 0,12 g, e as
plantas cultivadas na maior dose (90mg kg ") obtiveram 2,83 g planta® (Figura
1B). Em associacdo com R. clarus, as plantas apresentaram um incremento de
40% em relacdo ao tratamento sem FMA (Tabela 4). Ja as inoculadas com C.
Etunicatum né&o diferiram do tratamento controle (Tabela 4). Trabalhando com
duas espécies de FMAs (R. clarus e G. margarita) e doses de P, em caléndula,
Heitor et al. (2016) verificaram que, na auséncia de adubacdo fosfatada, os
incrementos promovidos pelos FMAs, no que diz respeito a producdo dos
capitulos florais e massa seca das flores, foram superiores em relagdo ao
tratamento controle (sem fungo). Segundo esses autores, os resultados obtidos
demonstraram a capacidade dos FMAs em potencializar o crescimento e a
producado de capitulos florais em plantas de caléndula em baixas doses de fosforo

no solo. Além disso, Rodrigues et al. (2014), trabalhando com doses de P em
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jambu observaram valores maximos de massa fresca e seca das flores na dose
75 kg ha' de P,0s.

A variavel massa seca das inflorescéncias (MSI) apresentou diferenca
significativa apenas para as doses de P, apresentando regressao linear com o
aumento das doses. Na auséncia da adubacédo fosfatada obteve-se 0,013 g
planta™, enquanto que a maior dose (90 mg kg™') apresentou um valor de 0,36 g

planta™ (Figura 1C)
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Figura 1. Efeitos das doses de Fosforo nas variaveis, numero de inflorescéncia
(NI), massa fresca da inflorescéncia (MFI) e massa seca das inflorescéncias (MSI)
(C) em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias apos a semeadura.
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Na dose estimada 61,9 mg de P kg™ obteve-se maiores valores de massa
seca das folhas de plantas de jambu, independente dos FMAs utilizados (Figura
2A). Quando inoculadas com R. clarus, as plantas de jambu incrementaram 22%
de massa seca das folhas, em relacdo as plantas ndo inoculadas com fungo.
Para as inoculadas com C. etunicatum, nao diferiram das plantas dos tratamentos
sem fungo e das inoculadas com R. clarus (Tabela 4). A variavel massa seca das
ramificacfes apresentou efeito significativo para as doses de P (Figura 2B), os
valores desse variavel, por sua vez, apresentaram uma regressao quadratica com
ponto méximo na dose estimada 81mg kg'1 (Figura 2B). John (2011) relata que na
China, os ramos, as folhas e as inflorescéncias sao comercializados secos e
existem diversos pratos considerados iguarias que incluem a erva, eventualmente

usada também para suavizar pimentas muito ardidas.

MSF (g planta'l)

2,2 -+
"
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Figura 2. Efeitos das doses de fésforo nas variaveis, massa seca das folhas e
massa seca das ramificacbes em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias

apos a semeadura.

E notéria a eficiéncia dos fungos micorrizicos arbuscalares para a
producdo da parte aérea e da raiz de plantas de jambu em pequenas quantidades
de fésforo. Diversos trabalhos com plantas medicinais e aromaticas vém
desmonstrando essa eficiéncia dos FMAs, dentre os quais, destacam-se 0s
trabalhos de Arango et al. (2012) com hortela-pimenta e de Karagiannidis et al.

(2011) com plantas de orégano e horteld. Em plantas de hortela-pimenta foi
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observado aumento na area foliar, massa fresca e seca das folhas e do caule de
plantas inoculadas com Glomus mosseae, Glumus intraradices e Glomus.
intraradices, em relacdo as néo inoculadas. Em plantas de orégano e hortela
utilizando dois isolados de C. etunicatum e um de Glomus lamellosum,
observaram aumento significativo no crescimento das plantas. Rasouli-Sadaghiani
et al. (2010) estudando trés tratamentos microbiolégicos (Glomus fasciculatum,
Glomus etunicatum, Glomus intraradices) e o controle sem FMAs em Ocimum
basilicum (manjericdo), observaram que as plantas micorrizadas apresentaram
maior massa seca da parte aérea e da raiz, altura da planta, além do namero de
ramos, em relacdo as plantas ndo micorrizadas.

Trabalhando com duas espécies de FMAs no desenvolvimento de mudas
micropropagadas de Acmella oleracea, Yadav et al. (2012) observaram que altura
da planta, nimero de ramificac6es, numero de folhas, area foliar, producéo de
massa da matéria seca e teor de clorofila foram significativamente maiores nos
tratamentos com plantulas inoculadas com os FMAs em comparacao as plantas
nao inoculadas. Os autores relataram que o aumento do crescimento e
sobrevivéncia das plantulas inoculadas com os FMAs pode ser devido ao
aumento na absor¢cdo de nutrientes no solo e que esta tecnologia pode ser
aplicada para melhorar o desempenho do pés transplante de algumas plantas

medicinais importantes que requerem cuidados em relagéo a conservacao.

CONCLUSOES

A utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares no cultivo de jambu é
uma alternativa capaz de proporcionar um maior crescimento das plantas. De
maneira geral, a associagdo com o R. clarus promove maiores incrementos nas
variaveis de crescimento em relagdo ao C. etunicatum em plantas de A. oleracea
na dose 60 mg kg, cultivadas nas condicées de casa de vegetacdo. A inoculacdo

com os FMAs proporciona incremento na producao de inflorescéncia.
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FUNGOS MICORRI'ZICQS ARBUSCULARES E FOSFORO NA COMPOSICAO
MINERAL E METABOLICOS SECUNDARIOS EM PLANTAS DE JAMBU

RESUMO

As associacdes com fungos micorrizicos além de melhorar a absorcdo de
nutrientes como o foésforo, interferem em alguns parametros de qualidade das
plantas. A. oleracea, muito utilizada na culinaria da regido Norte do Brasil e
também na medicina popular, possui uma substancia responsavel pelas diversas
atividades medicinais das plantas, o espilantol. Diante disso, objetivou-se avaliar
o efeito da inoculagdo com FMAs em diferentes doses de P na nutricdo mineral,
na composicdo de Oleos essenciais, no conteudo de fendis totais e na
porcentagem de éarea relativa do espilantol em plantas de jambu. Para isso,
conduziu-se o experimento em casa de vegetacdo, em delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial 3x4, sendo dois FMAs: Rhizophagus clarus e
Claroideoglomus etunicatum e o controle (sem fungo) e quatro doses de P (0,
30, 60 e 90 mg kg™*) com quatro repeticdes. As plantas foram colhidas na fase
de reproducédo, aos 70 dias apd6s a semeadura. Verificou-se porcentagem de
colonizagédo de 92,5% e 75% para R. clarus e C. etunicatum, respectivamente,
na qual também proporcionaram incremento na massa seca da parte aérea de
2232% e 1075%, nos conteudos de P 3666% e 3408%, de Mg 1739% e 1542%,
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de K 3093% e 1682%, de Ca 2024% e 1137%, de Mn 1464% e 797% e de Fe
2674% e 1090%, inoculadas com R. clarus e C. etunicatum, respectivamente em
relacdo as plantas ndo inoculadas com os FMAs. A dependéncia micorrizica foi
maior quando as plantas foram cultivadas na auséncia da adubacéo fosfatada
para as duas espécies. Os FMAs proporcionam aumento significativo nos
conteudos de fendis totais e na éarea relativa do Espilantol, principalmente nas

menores doses de P.

Palavras-chaves: inoculagdo, nutricdo mineral, Oleo essencial, espilantol,
polifenois

Abstract: The associations with mycorrhizal fungi, in addition to improving the
absorption of nutrients such as phosphorus and still interfere with some
parameters of plant quality, among these the A. oleracea, widely used in the
cuisine of the Northern region of Brazil and also in popular medicine, has one
substance, spilanthol, responsible for the various medicinal activities of plants.
The objective of this study was to evaluate the effect of inoculation with AMF in
different doses of P in mineral nutrition, composition of essential oils, total
phenols and percentage of relative area of spilanthol in jambu plants. For this,
the experiment was conducted in a greenhouse, in a randomized block design in
a 3x4 factorial scheme, two AMFs: Rhizophagus clarus and Claroideoglomus
etunicatum and control (no fungus) and four doses of P (0, 30, 60 and 90 mg kg’
1 with four replicates. The plants were collected at the reproduction stage, 70
days after sowing. There was a colonization percentage of 92.5% and 75% for R.
clarus and C. etunicatum, respectively, in which they also provided an increase in
the aerial part dry mass of 2232% and 1075%, in the contents of P 3666% and
3408%, Mg 1739% and 1542%, K 3093% and 1682%, Ca 2024% and 1137 %,
Mn 1464% and 797%, and Fe 2674% and 1090%, inoculated with R. clarus and
C. etunicatum, respectively in relation to the plants not inoculated with the AMFs.
The mycorrhizal dependence was higher when the plants were cultivated in the

absence of phosphate fertilization for both species. AMFs provided a significant
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increase in the contents of total phenols and in the relative area of spilanthol,

mainly in the lower doses of P.

Keywords: Inoculation, mineral nutrition, essential oil, espilantol, polyphenols

INTRODUCAO

O jambu (Acmella oleacea (L). R.K. Jansen) é uma planta herbacea, da
familia Asteraceae, muito utilizada como condimento de alguns pratos tipicos da
regido Norte do Brasil. Usada também na medicina popular para o tratamento de
alguns males, tais como: dor de garganta, dente e tratamento de anemia
(Gusméao e Gusmao, 2013). Por isso, a planta vem ganhando destaque na
pesquisa e diversas atividades bioldgicas tém sido descritas para A. oleracea,
tais como anestésico, anti-inflamatorio, analgésico e antitérmico, anti-obesidade,
diurético, antioxidante, antimutagénico, inseticida e bacteriostatico (Chakraborty
et al., 2004; Ratnasooriya et al., 2004; Ley et al.,, 2006; Wu et al.,, 2008;
Chakraborty et al., 2010; Ferreira et al., 2014). Essas atividades sdo atribuidas
aos diferentes constituintes quimicos que a planta possui, dentre eles o
espilantol. Segundo Lorenzi e Matos (2008), os 6leos essenciais das plantas de
jambu possuem uma concentracdo em torno de 0,7%, com elevado teor de
Espilantol (N-alquilamida). Além disso, ressalta-se que a planta possui alcaloides
(Gerbino et al., 2016), flavonoides (Chakraborty et al., 2010) e outros.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), além de contribuirem na
melhoria da nutricAo das plantas, também agem como biorreguladores, que
interferem no equilibrio fito-hormonal das plantas, de modo a influenciar o
desenvolvimento das mesmas e a aliviar os efeitos das tensdes ambientais
agindo deste modo como bioprotetores (Rouphael, et al., 2015), levando né&o
apenas ao aumento de biomassa e producdo, mas também a alteracdo em
diversos parametros de qualidade (Antunes et al., 2012). A producédo das plantas

com alto teor de metabdlicos secundarios tais como carotenoides, flavonoides e
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polifendis, tem sido o alvo principal dos pesquisadores, devido aos seus efeitos na
saude (Rouphael et al., 2010).

Os FMAs formam micélios entorno das raizes e um dos principais
beneficios a planta hospedeira € melhorar a zona de absorcéo radicular atravées
das hifas, melhorando dessa forma a absorcdo de nutrientes, principalmente o
fésforo (Rocha et al., 2012), que € um ion relativamente imével e insolavel no
solo, devido as interacdes bi e trivalentes que faz com o solo, principalmente com
os fons Ca**, Fe*, e AI®** (Fitter et al., 2011).

Alguns trabalhos demonstram a eficiéncia dos FMAsS em maximizar a
producdo desses metabdlicos secundarios e/ou absorcdo de nutrientes em
diversas plantas medicinais, como, por exemplo, em Calendula officinalis (Heitor
et al.,, 2016), Passiflora alata Curtis (Riter Neto et al., 2014), Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan (Pedone-Bomfim, 2012), Chlorophytum borivilianum
(Dave et al., 2011), Wedilia chinensis (Nisha e Rajeshkumar, 2010) e
Catharanthus roseus (Ratti et al., 2010). Entretanto, trabalhos com A. oleracea
associando FMAs e adubacéo fosfatada sdo inexistentes na literatura brasileira,
tornando, dessa forma, muito importante os estudos dessa natureza para que se
possa chegar a padronizacao das concentra¢des dos principios ativos, bem como
pode ser uma alternativa para otimizar o uso de fertilizantes fosfatados. Dessa
forma, objetivou-se no presente trabalho avaliar o efeito da inoculacdo com FMAs
em diferentes doses de P na nutricdo mineral, a composicéo de 6leos essenciais,
no conteudo de fendis totais e na porcentagem de area relativa do espilantol em
plantas de jambu.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com cobertura de
filme de polietileno de baixa densidade (100 pm) e tela Sombrite® 50%, na
Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agropecuarias,
do Campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

(UENF), localizada em Campos dos Goytacazes, RJ. O municipio situa-se na
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latitude 21°45’ S, longitude 41° 20° W e possui altitude média de 11 m. As
temperaturas minima e maxima registradas durante a conducéo do experimento
foram em média 18°C e 31°C, respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC),
em arranjo fatorial 3X4, com quatro repeticbes, sendo dois tratamentos
microbiolégicos: Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum, além do
controle (sem fungo), e quatro doses de Fésforo (0, 30, 60, 90 mg k'), totalizando
48 parcelas. A unidade experimental foi composta por um vaso de plastico
contendo 6 kg de solo, com cinco plantas.

O solo utilizado para a condugdao do experimento foi coletado na
profundidade de 0-20 cm, na unidade do Colégio Agricola, localizado na mesma
cidade, peneirado em malha de 2 mm e misturado com areia na proporgao de 1:1
(v/v). Na sequéncia, foi esterilizado em autoclave (121°C por uma hora) por duas
vezes, a fim de eliminar os fungos nativos do mesmo. As caracteristicas quimicas
do solo apds esterilizagédo foram: pH(H20)=4,5; S-S0,=19 mg kg'; P=6 mg kg’;
K=1,7 mmolc kg'; Ca=9,20mmolc/ kg™'; Mg=12,1 mmolc kg™; AI=3,4 mmolc kg™;
H+Al=34,8 mmolc kg'; Na=1,4 mmolc kg'; C=4,9 g kg'; MO=8,45 g kg™
CTC=59,2 mmolc kg™'; SB=24,4mmolc kg'; v=41%; m=12%; Fe=156,66 mg kg";
Cu=0,71 mg kg*; Zn=2,09 mg kg™'; Mn=59,22 mg kg™ e B=1,1 mg kg™

A calagem foi realizada conforme o calculo adotado pela Comissao de
Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (52 aproximagao), utilizando-se
calcario dolomitico. Apés 30 dias da aplicagdo do calcario, as doses de P foram
aplicadas ao solo, seguindo a referéncia de Rodrigues et al. (2014). Utilizou-se
como fonte de fésforo KH,PO, e NaH,PO4.H,O. A correcao dos teores de
Potassio (K) foi feita com KH,PO4 e com K;SO,4. Na sequéncia, o substrato foi
transferido para os vasos, onde permaneceram incubados por 30 dias. Em
seguida, foi realizada a analise de P no solo em todos os tratamentos, com o
extrator Mehlich'1, obtendo-se os seguintes valores: 6, 19, 25 e 35 mg kg'1
correspondentes, respectivamente, as doses de P aplicadas (0, 30, 60 e 90 mg
kg'1), o pH do solo, apés a correcdo foi de 5,9. Durante a condugdo do
experimento foram feitas trés aplicagdes de 20mg de nitrogénio por kg de solo na
forma de NH4NOs.

Duas espécies de FMAs, Rhizophagus clarus Nicolson & Schenck e

Claroideoglomus etunicatum Becker & Gerd, provenientes do banco de in6culo do



38

setor de microbiologia do solo do Laboratério de Solos da UENF, foram
multiplicados em associacdo com milho (Zea mays) no periodo de 90 dias,
cultivados em vasos com capacidade de 5kg com substrato previamente
esterilizados. As sementes de milho ficaram submersas em solugao de hipoclorito
a 0,5% por 15 minutos, para serem desinfestadas e, posteriormente, lavadas com
agua desionizada por quatro vezes consecutivas. Apds 90 dias, as partes aéreas
foram cortadas e os vasos cobertos com sacos de papel, mantidos sem irrigagao
por um més, de modo a facilitar a esporulagdo dos fungos. Na sequéncia, a
mistura do solo, contendo as raizes colonizadas e esporos dos FMAs, foi
conservada em camara fria a 4°C até a execugao do experimento.

As sementes de jambu utilizadas no experimento foram oriundas do
estado do Para, produzidas na Universidade Federal Rural da Amazoénia. Para a
conducdo do experimento, quinze sementes de jambu, previamente esterilizadas
com solugao de hipoclorito a 0,5%, por 15 minutos, foram semeadas diretamente
nos vasos de 6 kg, contendo o substrato esterilizado e adubado com os nutrientes
necessarios e as doses de P. No momento da semeadura, 120 cm® do inéculo
(mistura do solo, esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas) de cada
espécie de fungo, foi aplicado a uma profundidade de 2 a 3 cm nos vasos. Vale
ressaltar que a extragcao dos esporos de cada espécie de FMAs foi feito por meio
da metodologia de peneiramento umido (Gerdemann & Nicolson 1963). E a
quantidade de esporos em cada inéculo foi de 1088/50 mL de solo e 3135/50 mL
de solo para R. clarus e C. etunicatum, respectivamente. O tratamento controle
ndo recebeu FMAs, nem doses de fésforo. E importante destacar que nos
tratamentos que nao receberam FMAs, foram utilizados 120 cm® do solo
esterilizado destinado a multiplicagcdo dos indculos. Apos 20 dias da germinagao
foi realizado o desbaste das mudas, deixando-se cinco plantas por vaso. Durante
conducao do experimento, as plantas foram irrigadas, com agua desionizada.

As plantas foram coletadas no periodo de 7 e 9h da manha aos 70 dias,
ap6s a semeadura, periodo em que as mesmas estavam na fase reprodutiva
(Gusméao e Gusmao, 2013). Posteriormente, o material vegetal foi acondicionado
individualmente em sacos de papel devidamente identificados e submetidas a
secagem em estufa com circulagao forcada de ar a 40°C (Borges et al., 2012).
Apos a secagem, foi determinada a massa seca da parte aérea. Essas foram

trituradas em moinhos de facas do tipo Wiley e armazenadas em frascos
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hermeticamente fechados e identificados. Posteriormente, foram determinados
os teores de N, P, K, Mg, Ca, Fe, Mn. Para a determinacdo dos teores de N, as
amostras foram submetidas a digestdo sulfurica pelo método de Nessler
(Jackson, 1965). E os demais nutrientes mencionados foram submetidos a
digestdo com HNOj; concentrado e H,O, em sistema de digestdo aberta e
quantificados em plasma (ICPE-9000) da marca Shimadzu® (Peters, 2005).

Concomitantemente, as raizes foram lavadas com agua corrente com
auxilio de peneiras diferentes para cada tratamento microbiolégico, de modo que
nao houvesse contaminacdo dos FMAs e também perdas de raizes. Apds esse
procedimento, aproximadamente, 3 g de raizes finas foram separadas e
armazenadas em etanol 50% para a determinagdo da colonizagdo micorrizica,
seguindo metodologia descrita por Grace e Stribley (1991) adaptada com KOH
5% a 90°C por 10 minutos, agua oxigenada alcalina (H2O2) por 15 minutos,
colocadas em HCI a 5% por 5 minutos e, em seguida, colocadas no azul de
tripano 0,05% por 10minutos, a 90°C. Apds a coloragéo, foram distribuidos 10
segmentos de raizes em laminas com auxilio de uma pinga; adicionou-se
algumas gotas de glicerol acido sobre as mesmas e, posteriormente, cobertas
por uma laminula. Em seguida, foram levadas ao microscopio ético para que
fosse observada a presenca de estruturas pertinentes aos FMAs, com os
procedimentos descritos por Giovanetti e Moose (1980).

A dependéncia micorrizica foi determinada a partir da massa seca da
parte aérea, de acordo com o seguinte calculo: massa seca de plantas
micorrizadas menos massa seca de plantas ndo micorrizadas, dividido por
massa seca de plantas micorrizadas e multiplicado por 100 (Plenchette et al.,
1983) para cada dose de P utilizada (0, 30, 60 e 90 mg kg™).

Para a determinagdo dos fendis totais, foi utilizada a metodologia
descrita por Anderson e Ingram (1993), com os seguintes procedimentos: pesou-
se 0,375 g da massa seca da parte aérea das plantas sendo extraidos com
metanol (50%) em banho-maria (80°C) por uma hora. Na sequéncia o material
foi filtrado e apds esse procedimento, adicionou-se 0,2 mL da amostra, 7,3 mL
de agua desionizada, 0,5 mL de Folin-Dennis e 2 mL de carbonato de sdédio a
17%. Apds 20 minutos, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro Specord®,
em absorbancia 760nm e os resultados foram expressos g kg™

Para a extragao dos 6leos essenciais foram feitos, previamente, diversos
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testes, a fim de ajustar a metodologia de Borges et al. (2012). Utilizou-se em
média 5g de massa seca da parte aérea moida e submetidas a hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger, equipado com baldo de 2 L, contendo 1,2 L de agua
destilada. O tempo de extracdo foi de 90 minutos contados a partir da
condensagao da primeira gota. Para a purificagdo do oleo essencial, o hidrolato
foi separado da fase aquosa por partigcao liquido-liquido em funil de separacéo,
realizando a lavagem com 15 mL de diclorometano. Em seguida o hidrolato e o
solvente foram coletados em frascos de vidros devidamente pesados e
identificados e deixados em temperatura ambiente até a total evaporacdo do
solvente, sob a capela de exaustdo de gases. Sequencialmente, os frascos de
vidro com os Oleos foram pesados em balanga analitica e pela diferencga
calculou-se a massa dos 0leos e, posteriormente, mantidos sob refrigeracao até
o0 momento da analise quimica. A partir da massa dos 6leos foi determinado o
teor, expresso em porcentagem massa/ massa (g de oleos por 100 g de massa
seca da parte aérea).

Para a determinacéo da analise quimica dos 6leos essenciais de jambu,
as amostras foram pesadas e diluidas com hexano e injetadas em Cromatografo
Gasoso acoplado a Espectrémetro de Massas (GCMS- Shimatzu QPS5050A),
com as seguintes condi¢des: coluna capilar DB-5 de 30m de comprimento, 0,25
mm de diadmetro e 0,25um espessura), com temperatura de 220°C no injetor e
240°C no detector, com temperatura inicial 100°C até 280°C. A identificacdo das
substancias foi efetuada através da comparacédo dos seus espectros de massas
com o banco de dados contido no aparelho de CG/EM.

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a analise de
variancia, utilizando-se o programa SANEST (Zonta et al., 1984). Para os dados
quantitativos, aplicou-se a analise de regressao polinomial, e, por sua vez, para

os dados qualitativos, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, estdo expressos os dados de massa seca da parte aérea e
da colonizagdo micorrizica. Observa-se efeito das interagdes entre as espécies

de fungos e as doses de P, para essas duas variaveis.



41

@ cControle =0
R. clarus — y=- 0,4833x + 936x - R2 =0,9836
C. etunicatum- y=-0,3133x + 75,6 — R2 = 0,9973

@ Controle - y= -0,0006x2+0,1061x+0,122 - R*= 0,9924
R. clarus — y= -0,001x2 + 0,1226x + 1,0656 - R* = 0,9184
. C. etunicatum- y= -0,0007x2+0,0968x+ 0,6565 - R®=0,998

S 100
~ g
g N
3 5
o Q
= 1S 50
5 g
n ©
= =
3
3 o * * *
0 30 60 90 0 30 60 90
Dose de P mg kg™ Dose de P mg kg™

Figura 1. Efeitos das doses de P e da inoculagdo com FMAs sobre massa seca
da parte aérea (MSPA) (g planta™) e a colonizacdo micorrizica (%) em plantas

de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias apds a semeadura.

Quando nao se utilizou a adubacéo fosfatada, as plantas inoculadas com
R. clarus e C. etunicatum apresentaram um incremento na massa seca da parte
aérea de 2232% e 1075%, respectivamente em relagdo as plantas nao
inoculadas com os FMAs (Figura 1A). Nesse sentindo, Freitas et al. (2008)
trabalhando com diferentes espécies de FMAs e doses de P em tanchagem
verificaram que, na auséncia da adubacao fosfatada, as plantas inoculadas com
R. clarus e G. margarita apresentaram incremento na produgédo de matéria seca
na parte aérea correspondente a 898% e 238%, respectivamente em relagéo a
obtida no tratamento sem inoculag¢do. Heitor et al. (2016) observaram incremento
de 20,9% e 18,3% da massa seca da parte aérea em plantas de caléndula
cultivadas na auséncia de adubacéo fosfatada e associadas com G. margarita e
R. clarus, respectivamente, em relagéo as plantas ndo inoculadas.

Verificou-se regressao quadratica, tanto para as plantas inoculadas
quanto para nao inoculadas com produ¢cbées maximas de massa seca da parte
aérea (4,81; 4,82 e 4,0 g planta™) obtidas nas doses estimadas 88,4; 61,3 e 69,1
mg kg, para os tratamentos sem inoculagdo, R. clarus e C. etunicatum (Figura
1A), respectivamente.

Para a colonizagao micorrizica (Figura 1B) observou-se regressao linear
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decrescente com o aumento das doses de P, para os dois FMAs utilizados. Na
auséncia da adubacéo fosfatada, a porcentagem de colonizagdo foi 92,5 e 75%
para os tratamentos microbiolégicos com R. clarus e C. etunicatum,
respectivamente. A porcentagem micorrizica foi caindo com o aumento das
doses de P, na maior dose utilizada (90 mg kg™') a porcentagem para os dois
FMAs foi de 42,5%. Nesse sentindo Moreira e Siqueira (2006) relataram que, em
solos muito deficientes de P, uma pequena adicdo do nutriente favorece a
colonizacdo e a esporulagdo, porém podem ser inibidas com doses elevadas
desse nutriente. E relatam ainda que as altas concentragbes de P ndo tornam as
plantas menos suscetivel a colonizagao, apenas a reduzem, o que foi observado
no presente trabalho. Segundo esses mesmos autores, existem algumas
hipéteses que explicam essa inibicao da colonizagao, dentre elas, a atividade da
fosfatase, que, em condicdes de baixas concentracdes de P, as plantas exibem
elevada atividade de fosfatase nas raizes, as quais formam dimero com as
lectinas, inativando-as e proporcionando o crescimento do fungo nas raizes,
entretanto em altas concentragdes de P, as atividades da fosfatase seriam
baixas, deixando dessa forma as lectinas livres pra bloquear a penetracdo do
fungo e consequentemente reduzindo a colonizagao.

Os conteudos de fosforo, magnésio (Mg), calcio (Ca), potassio (K),
Manganés (Mn) e ferro (Fe), na parte aérea das plantas de jambu foram
influenciados pelos tratamentos com os FMAs e pelas doses de P, havendo

interagéo entre os fatores (Figura 2).
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Figura 2. Efeitos das doses de P e da inoculacdo com FMAs sobre os conteudos
de P, K, Ca, Mg, Mn e Fe em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias apos a
semeadura.
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Na auséncia da adubacgdo fosfatada, os conteudos de P (Figura 2A)
apresentaram incremento de 3666%; 3408% e de Mg 1739%, 1542% (Figura
2B) para as espécies R. clarus e C. etunicatum, respectivamente, quando
comparados ao tratamento sem inoculacdo. Para as plantas inoculadas com o R.
clarus observou-se a equacao da regressdo quadratica, com ponto maximo nas
doses estimadas 66,5 e 59,5 mg kg™ para P e Mg. Para os tratamentos com C.
etunicatum e sem inoculacdo houve maior acimulo destes nutrientes na parte
aérea das plantas com o aumento das doses P. Riter Neto et al.(2014)
observaram incremento de 3278%, 2978% e 3385% para o conteudo de P na
parte aérea de Passiflora alata Curtis inoculados C. etunicatum, G. intraradices e
a combinacdo entre estas espécies cultivadas na auséncia da adubacéo
fosfatada. E de acordo com Marschner e Dell (1994) Os FMAs podem
proporcionam aumentos estimados em até 80% na absorc¢éo de fésforo.

Os conteudos de Ca e K (Figura 2C e 2D) para todos os tratamentos
microbiolégicos e os sem FMAs apresentaram regressdao quadratica, com
conteildo maximo nas doses estimadas de 54,7; 66,5; 65,33 mg kg™ (Ca) e 50,2;
57,5; 58,3 mg kgt (K) para R. clarus, C. etunicatum e o sem FMAs,
respectivamente. Quando nédo se utilizou a adubacdo fosfatada, as plantas
inoculadas com os FMAs promoveram incremento positivo no contetdo desses
nutrientes com 2024%; 1137% de Ca e 3093%; 1682% de K, para R. clarus e C.
etunicatum, respectivamente. Sendo assim, observa-se a eficiéncia dos FMAs
em acumular esses nutrientes nas plantas de jambu.

Quando néo foi utilizada a adubacao fosfatada, os FMAS icrementaram
0s conteudos de Mn e Fe na parte das plantas de jambu (Figura 2E e 2F) em
relacdo ao tratamento sem fungo. Os incrementos foram de 1464; 797% para o
Mn e 2674; 1090% para o Fe, para as espécies R. clarus e C. etunicatum,
respectivamente. Provavelmente essa maior absor¢cdo pode estar relacionado a
maior colonizacdo micorrizica nesses tratamentos (Figura 1B). Todos os
tratamentos microbiolégicos provocaram efeitos quadraticos nos conteudos
desses dois micronutrientes, com conteitdo maximo nas doses estimadas em
68,9; 73,9 e 76,5 mg kg™ para Mn e 50,8; 75 e 72,8 mg kg* para o Fe,
inoculadas com R. clarus, C etunicatum e o tratamento sem inoculagéo,

respectivamente.
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N&o houve diferencga significativa entre os tratamentos inoculados com
as duas espécies de FMAs para o contetdo de N na parte aérea das plantas de
jambu, cultivadas na auséncia da adubacdo fosfatada, solo com 6 mg kg™
(Tabela 1). As plantas do tratamento controle (sem FMAs e sem adubacao
fosfatada) ndo se desenvolveram e, por isso, ndo houve material vegetal
suficiente para fazer analise do conteudo de N. Entretanto, quando cultivadas na
dose 90 mg kg™, as plantas sem inoculacéo apresentaram incremento de 30,5 e
44,7, respectivamente, quando comparados as inoculadas com R. clarus e C.
etunicatum. Ainda nesse sentido, quando cultivadas na dose 30 mg kg* as
plantas do tratamento sem fungo incrementaram 33%, em relagéo as inoculadas
com C. etunicatum. Por outro lado, as plantas cultivadas na dose 60 mg kg™ e
inoculadas com o R. clarus apresentaram incremento de 72% e 45,4% em
relacdo as inoculadas com o C. etunicatum e as sem inoculacéo,
respectivamente. A equacéo da regresséo e R? para o R. clarus e C. etunicatum
seguiu modelo quadratico e representada pelas seguintes equacbes y = -
0,0422x°+4,5857x+44,27, R® = 0,9453 e y = -0,0238x°+2,8652x+31,443, R® =
0,9429, nessa ordem (R. clarus e C. etunicatum). Para as plantas inoculadas
com R. clarus, o0 maximo contetido de N (168,8 mg planta™) foi na dose estimada
de 54,3 mg kg™ e para as inoculadas com C. etunicatum (117,7 mg planta™), na

dose estimada 60 mg kg™.

Figura 1. Efeitos das doses de P e da inoculacdo com FMAs sobre os contetdos
de N (mg Planta®) em plantas de jambu (A. oleracea) aos 70 dias apés a

semeadura.
Dose de P (mg kg™ de solo)
Fungo 0 30 60 a0
Contetdo de N (mg planta™)
Sem FMA - 140,6 a 125,1b 145,05 a
R. clarus 48,2 a 127,9 ab 182,4 a 111,13 b
C. etunicatum 26,9 a 105,7b 106,0 b 100,2 b
CV% 13,4

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de tukey a nivel de 5% de
probabilidade.
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Para todos os nutrientes, com a inoculagéo observou-se que o R. clarus
incrementou maior conteudo, isso foi refletido nos dados de massa seca da parte
aérea e € provavel que aumento da absorcdo desses nutrientes esteja
relacionado com aumento da disponibilidade de P, mesmo nas plantas
micorrizadas e cultivadas na dose 0 mg kg™. Segundo Moreira e Siqueira (2006)
plantas micorrizadas possuem maior capacidade de absor¢cdo e por isso
acumulam maiores quantidades de macro e micronutrientes. Ainda segundo
esses autores nas raizes micorrizadas, as hifas e micélios externos crescem e
aumentam a area de exploracdo do solo e permitem a absorcdo de nutrientes
fora da zona de esgotamento que surge ao redor das raizes em funcdo da maior
absorcdo. Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia dos FMAs na absorgéo
dos nutrientes pelas plantas, dentre os quais, Karagiannidis et al. (2011)
observaram aumento nos contetdo de N, P, Ca, Mg, B, Zn, Fe e Cu em plantas
de orégano e horteld, Moreira et al. (2015) nos conteudos de N, P, K Ca e Mg
em plantas de abacaxi imperial, Ortas (2012) nas concentracdes de P, Zn em
plantas de pimenta verde e milho e Freitas et al. (2008) melhorias no acumulo de
N, P e K em plantas de tanchagem.

Plantas inoculadas com R. clarus apresentaram maiores indices de
dependéncia micorrizica (Figura 2). Quando nao utilizou adubacéo fosfatada, a
dependéncia micorrizica para essa espécie foi de 95,7%. No entanto nas doses
30 e 60 mg kg, a dependéncia foi de 10,3% e 25,2% respectivamente. Porém,
na maior dose (90mg kg™) as plantas de jambu n&o apresentaram dependéncia
para esse FMA. Por outro lado, plantas de jambu inoculadas C.etunicatum, na
auséncia da adubacao fosfatada, apresentaram dependéncia micorrizica de
91,5% (Figura 3). Quando cultivadas na dose 30mg kg™, a dependéncia
micorrizica foi de 2,5%. Nas maiores doses de P, (60 e 90mg kg™) o jambu
apresentou dependéncia negativa para esse fungo. Nesse sentido, Hippler e
Moreira (2013) trabalhando com duas espécies de FMAs (Glomus rosea e R.
clarus) e quatro doses de P (0, 75, 150 e 225 mg kg' ) em amendoinzeiro
observaram que a espécie G. rosea apresentou valores de dependéncia
micorrizica entre 40 e 37% nas concentraces de P 0 e 75 mg kg,
respectivamente. Nas demais doses, as plantas apresentaram dependéncia

negativa para a espécie em questdo. Por outro lado, plantas micorrizadas com
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R. clarum apresentaram dependéncia micorrizica de 27% na dose 0 mg kg™ de

P. Nas demais doses, 0 amendoinzeiro ndo apresentou dependéncia positiva.

100 -

80 - H R. clarus

60 - C. etunicatum
40 -

. -
O T T - T T . 1
-20

0 30 60 90

Dependéncia Micorrizica (%)

Dose de P (mg kg™)

Figura 3. Dependéncia Micorrizica na producdo de matéria seca de plantas
micorrizadas de jambu (A. oleracea) em relacéo as diferentes doses de P aos 70
dias ap6s a semeadura.

Para os dois FMAs utilizados, a dependéncia micorrizica foi diminuindo
com o aumento das doses de P, isso pode estar relacionado, segundo Melloni et
al, (2000), com a quantidade de micélio externo produzido, na qual consumiria
maior quantidade de fotoassimilados, dessa forma, levaria um menor
desenvolvimento da planta hospedeira.

E notoria a dependéncia micorrizica das plantas de jambu em niveis
baixos de P no solo para ambas as espécies de FMAs. E importante observar,
guando ndo se utilizou FMA e Fésforo, as plantas de jambu tiveram o seu
desenvolvimento comprometido, apresentando valores de massa seca de 0,054
g planta™, enquanto que, as plantas inoculadas com R. clarus e C. etunicatum, a
producdo foi de 1,3 e 0,63 g planta™, respectivamente (Figura 2). Assim, a
inoculagdo com os FMAs pode ser uma alternativa para a producao da cultura
do jambu. E importante ressaltar que para dependéncia micorrizica o R. clarus
mostrou-se mais eficiente, quando as plantas foram cultivadas até as doses que

proporcionaram maior producdo de massa seca da parte aérea.
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As plantas do tratamento sem a inoculagdo com os FMAS e na auséncia
da adubacdo fosfatada apresentaram crescimento muito limitado, e sua
sobrevivéncia foi comprometida. Desta forma, ndo houve material vegetal
suficiente para determinar conteudos de fendis totais, conteudo de dleo e

consequentemente, a area do espilantol (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos das doses de P e da inoculacdo com FMAs contetdo de fendis
totais (mg planta™®), contetido de 6leos essenciais (mg planta™) e a porcentagem
relativa de area do Espilantol em plantas de Jambu (A. oleracea) aos 70 dias
apos a semeadura.

Doses de FMAs Conteudo de Conteudo de espilantol
P Fendis totais Oleos essenciais (%)
mg kg* (mg planta™) (mg.planta™)
0 Controle - - -
G. clarus 14,8 a 0,1a 24 a
C. etunicatum 8.2b 0,03 b nd
30 Controle 27,3 a 0,23 a 0,27 b
G. clarus 35,4 a 0,22 a 2,03 a
C. etunicatum 359a 0,20 a 1,09 ab
60 Controle 48,4 b 0,30 a 0,76 ¢
G. clarus 64,3 a 0,34 a 2,68 b
C. etunicatum 52,1b 0,30 a 52a
90 Controle 56,9 a 0,38 a 4.4 a
G. clarus 50,3 ab 0,24 b 3,7a
C. etunicatum 46,4 b 0,23 b 52a
Cv% 14,6 3,9 30,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de tukey a nivel de 5% de probabilidade
dentro de cada dose.

Para conteudo de fendis totais na parte aérea de plantas de jambu, na
auséncia de aplicacao de fésforo no solo, os tratamentos com os FMAs diferiram
entre si. Plantas inoculadas com R. clarus apresentaram incremento de 80,5%
na parte aérea das plantas em relacdo as inoculadas com C. etunicatum. O
mesmo aconteceu com as cultivadas na dose 60 mg kg™. Quando inoculadas
com R. clarus, incrementaram 23% e 33% em relacdo as incoculadas com C.
etunicatum e ndo inoculadas, respectivamente. Estudando a influéncia de
diferentes espécies de FMASs, em estufa e no campo na producdo de compostos

bioativos em plantas de alcachofra, Ceccarelli et al. (2010) observaram que o
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conteudo de fendis totais nos tratamentos inoculados apresentaram valores
superiores aos obtidos pelas plantas sem inoculagao.

Quando cultivadas na dose 30 mg kg* de P, as plantas ndo
apresentaram diferenca significativa entre as inoculadas e né&o inoculadas.
Entretanto, quando cultivadas na maior dose estudada (90 mg kg™ os FMAs néo
foram eficientes em acumular fendis totais na parte aérea de plantas de jambu, o
tratamento sem inoculacdo incrementou 13% e 22%, respectivamente em
relagdo as inoculadas com R. clarus e C. etunicatum. Assim, Moreira e Siqueira,
(2006) relataram que os maiores beneficios dos FMAs ocorrem em doses
moderadas de P no solo, pois a aplicacdo em altas concentracbes desse
nutriente inibe a atuacdo dos FMAs. Estando de acordo com os dados do
presente trabalho. A maior dose inibiu a eficiéncia dos FMAS, haja vista que,
gquando as plantas foram inoculadas, as doses, nas quais se obteve maior
contetdo de fendis totais na parte aérea das plantas, foram estimadas em 68,6
mg kg™ com contetido de fenol 57,3 mg planta™ (y = -0,0096x+1,3163x+12,24,
R%=0,9027) e 68,3 mg kg' de P com conteldo de 51,03 mg planta™
(y=0,0093x?+1,271x+7,68, R?=0,9953) para os fungos R. clarus e C. etunicatum,
respectivamente.

Os conteudos de 6leos essenciais da parte aérea das plantas de jambu
cultivadas nas doses de P (30 e 60mg kg™) ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos microbiolégicos. J& na maior dose (90 mg kg™),
o tratamento sem inoculacdo foi mais eficientes na producdo desses Oleos,
incrementando 58 e 65% em relacdo as plantas inoculadas com R. clarus e C.
etunicatum, respectivamente. Porém, quando cultivadas na auséncia da
adubacdo fosfatada, a comparacdo foi entre os FMAs que apresentaram
diferencas significativas entre os mesmos, logo as inoculadas com R. clarus
incrementaram 233% em relacdo as inoculadas com o C. etunicatum. Freitas et
al. (2004) observaram incremento de 483% e 600% no conteudo de Oleos
essenciais em plantas Mentha arvensis inoculadas com R. clarus e C.
etunicatum, respectivamente, em relacdo as plantas ndo inoculadas com FMAs.
Para o presente trabalho, quando as plantas foram inoculadas, as doses, que
proporcionaram maiores contetidos de 6leos essenciais (0,31 e 0,27 mg planta™)
foram estimadas nas doses (60,8 e 59,3 mg kg™) de acordo com a equacéo da
regressdo  (y=  -6E-05x2+0,0073x+0,089, R?=0,9168 e y= -7E-
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05x2+0,0083x+0,025, R? = 0,9873), para as plantas inoculadas com R. clarus e
C. etunicatum, respectivamente.

Estudando o potencial de trés FMAs (Glomus fasciculatum, Glomus
intraradices e Glomus mosseae) em Ocimum basilicum (manjericdo) Zolfaghari
et al. (2013), observaram aumento significativo no teor e no rendimento de 6leos
essenciais, quando comparado com as plantas néo inoculadas.

As analises dos 6leos essenciais da parte aérea das plantas de jambu,
analisadas pela cromatrografia gasosa, apresentaram interacao significativa
entre os tratamentos microbiolégicos e as doses de P (Tabela 2). Na auséncia
da adubacédo fosfatada, ndo foram identificadas a presenca da molécula do
espilantol, nas plantas inoculadas com o C. etunicatum talvez possa estar
relacionado com o conteuddo de 6leos essenciais, que por sua vez, foi
relativamente baixo nesse tratamento. Entretanto, quando inoculadas com R.
clarus a éarea relativa do Espilantol foi 2,4% do total da porcentagem de area
relativa das substancias encontradas. E importante ressaltar que o tratamento
controle (sem FMAs e sem dose P) nao foi analisado por falta de material
vegetal.

Quando cultivadas na dose 30 mg kg™, as partes aéreas das plantas
inoculadas proporcionaram um incremento de 652% na porcentagem de area
relativa do espilantol, quando inoculadas com R. clarus, em relagdo as plantas
ndo inoculadas. Entretanto, quando cultivadas, na dose 60mg kg™, as plantas
inoculadas com C. etunicatum diferiram das inoculadas R. clarus e das sem
inoculacdo, com incremento de 94 e 584%, respectivamente. E as inoculadas
com R. clarus, por sua vez, incrementaram 253% em relacdo as néo inoculadas.
Esses dados demonstram a eficiéncia dos FMAs em promoverem a qualidade
dos 6leos essenciais de jambu até essa dose, pois quando cultivadas nas doses
90 mg kg™ de P, ndo apresentaram diferenca significativas entre os tratamentos
microbiolégicos e os ndo inoculados com FMAs.

E conhecido que parte das plantas de jambu acumulam diferentes
quantidades do principio ativo que provoca, ha mucosa oral, uma leve sensacao
de dorméncia, o espilantol. Dessa forma, Vulp et al. (2007) analisando caules,
folhas e flores observaram, valores de porcentagem de area relativa diferentes
para cada parte com: 0,1%; ,1,46% e 15,16% (caule, folhas e flores), nessa

ordem. Essa pode ser uma das explicacdes para valores baixos de area relativa
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do Espilantol do presente trabalho, jA que Borges et al. (2014) analisando os
Oleos essenciais de jambu em CG (cromatografia Gasosa), ndo identificaram o
espilantol nas folhas da planta. Borges et al. (2012), analisando folhas e
inflorescéncia das plantas de jambu em cultivo organico e mineral, em duas
épocas de coleta, observaram que a porcentagem da area relativa ao Espilantol
foi identificada apenas nas inflorescéncias com valores de 3,7% e 4,09% no
cultivo organico, primeira e segunda coleta, nessa ordem e, 2,53% e 3,84% em
cultivo mineral, na primeira e segunda coleta, respectivamente. Ressalta-se que

0s autores nao identificaram o espilantol, nas folhas, para todos os tratamentos.

CONCLUSOES

1. Os fungos micorrizicos arbusculares e as doses de P
influenciam positivamente nos conteudos nutricionais, fendis totais, conteudos e
a qualidade dos 6leos essenciais das plantas de A. oleracea.

2. Na auséncia da adubacao fosfatada, as espécies de FMAs
utilizadas no presente trabalho apresentam beneficios na nutricdo mineral das
plantas de A. oleracea.

3. As espécies de FMAs utilizadas proporcionam aumento
significativo no acumulo dos nutrientes da parte aérea das plantas de A.
oleracea até a dose 60 mg kg™

4, As plantas de jambu, quando cultivadas na auséncia da
adubacao fosfatada, sao extremamente dependentes da colonizagao
micorrizica. A espécie R. clarus responde positivamente todos as variaveis
analisados, quando cultivadas na auséncia da adubacgao fosfatada.

5. A espécie C. etunicatum proporciona aumento na porcentagem
de area relativa do espilantol na dose 60 mg kg™, na parte aérea das plantas de
jambu.

6. Os FMAs tiveram pouco influéncia no conteudo de Ooleos

essenciais na parte aérea de plantas de jambu.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

O jambu (Acmella oleracea L.) R.K.Jansen é uma planta herbacea, da familia
asteracea, muito utilizada na culinaria da regido Norte do Brasil e também na
medicina popular. A baixa concentragdo dos nutrientes minerais nos solos
tropicais € um dos problemas que mais limita o desenvolvimento das plantas; no
entanto as associagdes com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sao uma
alternativa de manejo que melhoram a absorc¢do de nutrientes como o fésforo e
ainda interferem em alguns parametros de qualidades das plantas. Diante disso,
objetivou-se avaliar, o crescimento e producdo de inflorescéncia, nutricao
mineral e produgao de espilantol em plantas de inoculadas ou ndo com Fungos
Micorrizicos Arbusculares em diferentes doses fosforo no solo. O experimento foi
realizado em casa de vegetacdo, em delineamento em blocos ao casualizados,
esquema fatorial 3x4, com quatro repeticdes, sendo dois tratamentos
microbiolégicos: Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum, além do
controle (sem fungo), e quatro doses de Fésforo (0, 30, 60, 90 mg kg™). Aos 70
dias apdés a semeadura foram feitas as analises morfo-agronémicas area foliar,
numero folhas, ramificagdes e inflorescéncias, bem como massa fresca e seca
das folhas, ramificagdes e inflorescéncias, massa seca das raizes, porcentagem
de colonizacdo e dependéncia micorrizica, além da massa seca parte aérea, 0s
conteudos dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe e Mn), dos fendis totais, dos éleos

essenciais e a porcentagem da area relativa do Espilantol. Plantas inoculadas
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com R. clarus e C. etunicatum, incrementaram 668% e 588% para numero de
folhas, 6532%; 3317% para Area foliar e 2232% e 1075% para massa seca da
parte aérea, respectivamente, em relagdo as nao inoculadas. Com a adicéo de
30mg kg™*, em associagdo com R. clarus obtiveram um incremento de 162% de
massa seca das raizes, quando inoculadas com esse mesmo fungo
incrementaram 4500%, 110% e 13,66%, na massa fresca das folhas, nas doses
0, 30 e 60 mg P kg, respectivamente, quando comparadas ao tratamento sem
FMA. Os FMAs proporcionaram maior absorgcéo de nutrientes na parte aérea das
plantas. O conteudo de 6leos e a area relativa do Espilantol aumentaram com a
inoculagdo micorrizica. A utilizacdo de FMAs no cultivo de jambu € uma
alternativa capaz de proporcionar um maior crescimento das plantas. Os fungos
micorrizicos arbusculares e as doses de P influenciam positivamente nos
conteudos nutricionais, fendis totais, conteudos e a qualidade dos O&leos
essenciais das plantas de A. oleracea. Na auséncia da adubacéao fosfatada, as
espécies de FMAs utilizadas no presente trabalho apresentam beneficios na
nutricdo mineral das plantas de A. oleracea. As espécies de FMAs utilizadas
proporcionam aumento significativo no acumulo dos nutrientes da parte aérea
das plantas de A. oleracea até a dose 60 mg kg™. As plantas de jambu, quando
cultivadas na auséncia da adubacéao fosfatada, sdo extremamente dependentes
da colonizagao micorrizica. A espécie R. clarus responde positivamente todos os
parametros analisados, quando cultivadas na auséncia da adubacao fosfatada.
A espécie C. etunicatum proporciona aumento na porcentagem de area relativa
do espilantol na dose 60 mg kg™, na parte aérea das plantas de jambu e os
FMAs tiveram pouco influéncia no conteudo de 6leos essenciais na parte aérea

de plantas de jambu.
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