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RESUMO

MONNERAT, Cecilia Silva; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Setembro de 2011; Bioproducdo de alcaldides em Catharanthus
roseus inoculadas com micorrizas arbusculares e adubadas com nitrogénio e
fésforo. Orientador: Prof. lvo José Curcino Vieira; Co-orientacdo: Prof2 Marta
Simone Mendonca Freitas

Foram instalados dois experimentos em casa de vegetacdo no municipio
de Campos dos Goytacazes - RJ. O primeiro experimento teve como objetivo
avaliar os efeitos de diferentes espécies de FMAs sobre o crescimento,
composicdo mineral e teores de alcal6ides em raizes de Catharanthus roseus (L.)
G. DON, cultivada em diferentes doses de nitrogénio. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados em arranjo fatorial 4 x 4, sendo
trés tratamentos microbioldgicos [Glomus etunicatum, Glomus intraradices,
in6culo misto (Glomus clarum e Gigaspora margarita)] e sem fungo e quatro
doses de nitrogénio (15, 30, 60 e 120 mg Kg™ de solo), com quatro repeticdes. A
unidade experimental foi composta por um vaso contendo 4 kg de substrato e
quatro plantas por vaso. As plantas foram colhidas com 90 dias ap0s o plantio, em

pleno florescimento. Determinou-se a altura, nimero de folhas, massa seca da



parte aérea e raiz, porcentagem de coloniza¢do micorrizica nas raizes, teores de
N, P, K, Ca, Mg e ajmalicina nas raizes. Os resultados demonstram que plantas
de vinca inoculadas com inoculo misto e G. etunicatum apresentaram maiores
crescimento e maiores teores de na massa seca da parte aérea independente da
dose de N utilizada. Os maiores teores de ajmalicina foram obtidos em raizes de
vinca nos tratamentos inoculados com in6culo misto e G. etunicatum associado
com a aplicacdo de 60 mg de N por Kg de solo. O segundo experimento teve
como objetivo avaliar os efeitos de diferentes espécies de FMAs sobre o
crescimento, composicdo mineral e teores de alcaldides em raizes de
Catharanthus roseus (L.) G. DON, cultivada em diferentes doses de fésforo. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com quatro doses
de fésforo (0, 50, 100 e 200 mg Kg* de P na forma de KH,PO,) e dois
tratamentos microbiolégicos [Glomus etunicatum; in6culo misto (Glomus clarum e
Gigaspora margarita) e sem fungo], com quatro repeticdes. A unidade
experimental foi composta por um vaso contendo 4 Kg de substrato e quatro
plantas por vaso. As plantas foram colhidas sessenta dias ap6s o plantio, em
pleno florescimento. Determinou-se a altura, nimero de folhas, massa seca da
parte aérea e raiz, porcentagem de colonizagdo micorrizica nas raizes, teores de
N, P, K, Ca, Mg e ajmalicina nas raizes. Os maiores incrementos na altura,
namero de folhas, massa seca da parte aérea e raiz e teores de N, Ca e Mg foram
obtidos na auséncia de adubacéo fosfatada. Os maoires teores de P foram
obtidos na dose de 200 mg de P. O maior teor e conteudo de ajmalicina foi
encontrado em plantas inoculadas com inoculo misto associado a uma aplicacao

de 50 mg de P por Kg de solo.



ABSTRACT

MONNERAT, Cecilia Silva; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; September, 2011; Bioproduction of alkaloids in Catharanthus roseus
inoculated with arbuscular mycorrhiza and fertilized with nitrogen and phosphorus.
Advisor: Prof. Ivo José Curcino Vieira; Counselor: Prof2 Marta Simone Mendonca
Freitas

Two experiments were carried out in a greenhouse in the city of Campos
dos Goytacazes - RJ. The first experiment was to evaluate the effects of different
AMFs species on growth, mineral composition and content of alkaloids in
Catharanthus roseus (L.) G. DON roots, grown in different nitrogen levels. The
experimental design was randomized blocks in 4 x 4 factorial arrangement, with
three treatments microbiological [Glomus etunicatum, Glomus intraradices, mixed
inoculum (Glomus clarum and Gigaspora margarita)] and without fungi and four
doses of nitrogen (15, 30, 60 and 120 mg Kg™ soil), With four replications.
Experimental unit consisted of one pot containing 4 kg of substrate and four plants
per pot. Plants were harvested 90 days after planting in full bloom. It was

determined height, leaf number, dry mass of shoot and root, percentage of



mycorrhizal colonization in the roots, N, P, K, Ca, Mg and ajmalicina roots. The
results demonstrate that vinca plants inoculated with mixed inoculum and
G.etunicatum showed higher growth, higher levels in shoot dry mass independent
of N dose. The results demonstrate that vinca plants inoculated with mixed
inoculum and G.etunicatum showed higher growth, higher levels in shoot dry mass
independent of N dose. The greatest concentration of ajmalicina in roots of vinca
were obtained in treatments inoculated with mixed inoculums and G. etunicatum
associated with the application of 60 mg N per kg soil. The second experiment
aimed to evaluate the effects of different AMF species on growth, mineral
composition and content of alkaloids in Catharanthus roseus (L.) G. DON roots,
grown in different phosphorus levels. The experimental design was randomized
blocks with four doses of phosphorus (0, 50, 100 and 200 mg P kg in the form of
KH,PO,4) and two microbiological treatments [Glomus etunicatum; mixed inoculum
(Glomus clarum and Gigaspora margarita) and without fungus] with four
replications. The experimental unit consisted of one pot containing 4 kg of
substrate and four plants per pot. Plants were harvested sixty days after planting in
full bloom. It was determined the height, leaf number, dry mass of shoot and root,
percentage of mycorrhizal colonization in the roots, N, P, K, Ca, Mg and ajmalicine
roots. The largest increases in height, leaf number, dry mass of shoots and roots
and N, Ca and Mg were obtained in the absence of phosphorus. The increased
levels of P were obtained at a dose of 200 mg of P. The largest content and
content ajmalicine found in plants inoculated with mixed inoculum associated with

an application of 50 mg P per kg soil.
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1. INTRODUCAO

As plantas, além de serem usadas na medicina popular com fins
terapéuticos, sdo importantes para obtencdo de varios farmacos, até hoje
amplamente utilizado em clinicas, como morfina, emetina, vincristina, colchicina e
rutina (Figura 1). Embora muitos desses compostos possam ser sintetizados em
laboratério, tal sintese é tdo complexa que os rendimentos sdo baixos e a

producdo economicamente inviavel.
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Figura 1: Metabdlitos secundarios com acao farmacologica

Dentre as diversas espécies de plantas estudadas, pode-se destacar a
espécie Catharanthus roseus L G. Don onde foram identificados mais de 130
alcaldides, destacando-se vincristina e vimblastina (Figura 2), encontrados nas
folhas, considerados de maior importancia para a industria farmacéutica, pois séo
utilizados no tratamento de leucemia e o alcaldide ajmalicina (Figura 2),
encontrado nas raizes, e usada como antihiperternsivo (Kulkarni et al., 2004,
Sottomayor et al.,, 2004). Nas plantas, os alcaléides possuem um comprovado
papel na defesa contra a invasdo de microrganismos. Esta funcdo pode ser
exemplificada pelo aumento da concentracdo de solanina (Figura 2) em batatas

guando estas sao atacadas por microrganismos (Henriques et al., 2004).
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Figura 2: Alguns metabdlitos secundarios com efeitos de defesa devido a agdo de
patdgenos

Os efeitos benéficos dos fungos micorrizicos arbusculares tém sido
demonstrados nas mais variadas condi¢cdes e espécies vegetais, na maioria dos
casos, estimulando-se o crescimento vegetal como uma consequéncia de seu
efeito sobre a nutricdo da planta, principalmente no aumento da absor¢céao de P
(Freitas et al., 2006; Bressan et al., 2001; Smith e Read, 1997), N e K (Bressan et
al, 2001, Gupta et al., 2002). Em condi¢bes controladas, Marschener e Dell (1994)
verificaram que os fungos micorrizicos podem ser responsaveis pela absorcao de
cerca de 80% de P, 25% do N e 10% de K.

Além dos efeitos nutricionais as plantas micorrizadas exibem alteracbes
metabdlicas, fisiolégicas e anatbmicas diversas. Varias auxinas, citocininas,
giberelinas e vitaminas acumulam-se em maior quantidade em plantas
micorrizadas (Moreira e Siqueira, 2006). Torelli et al, (2000) demostraram que
tanto a inoculagcdo com micorrizas quanto as adubagdes com fosforo induziram o
acumulo de citocininas em raizes e folhas. Shaul-Keinan et al. (2002) verificaram
que a simbiose micorrizica altera as concentracdes de giberelina e citocinina nas

raizes de tabaco, tanto quantitativa como qualitativamente, sugerindo que um
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novo equilibrio de fitormonios da planta pode estar associado com eventos pre-
simbidticos. Trabalhando com suspensdo de células de Catharantus roseus,
Amini et al, (2008) relataram que baixos niveis de acido giberélico (Figura 3), que

é produzido a partir da via do mevalonato, controlam a biossintese de ajmalicina.

Acido giberélico

Figura 3: Fitormbnio associado a eventos pré-simbidticos das associacdes
micorrizicas

A biossintese dos metabdlitos secundarios e, conseqgientemente, dos
principios ativos em plantas depende de fatores genéticos, fisiolégicos e
ambientais. Uma estratégia para aumentar a producdo desses compostos, seria o
cultivo, levando em consideracdo os fatores ambientais. Dentre os fatores
ambientais a inoculacdo com fungos micorrizicos arbusculares e adubacédo ja
foram citados por alguns autores (Al-Humaid, 2004, Sreevalli et al., 2004; Freitas
et al., 2004, Kulkarni et al., 2004, Rojas-Andrade et al., 2003, Mazzafera, 1999;
Peipp et al., 1997) como fatores importantes para incrementar esses metabolitos
secundarios. Sreevalli et al, (2004) realizaram estudos com Catharanthus roseus
e verificaram que a adubacdo nitrogenada aumentou significativamente o
conteudo dos alcaldides em folhas e raizes. Karthikeyan et al (2008) confirmaram
que a inoculacdo de fungos micorrizas arbusculares associado a doses de fésforo
foram eficientes no incremento de biomassa e também no teor de ajmalicina em

plantas de Catharanthus roseus.
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2. OBJETIVOS

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
de diferentes espécies de Fungos Micorrizas Arbusculares sobre o crescimento,
composicdo mineral e teores de ajmalicina em raizes de Catharanthus roseus (L.)

G. DON, cultivada em diferentes doses de nitrogénio e fosforo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Catharanthus roseus (L.) G. DON

O género Catharanthus €é composto por oito espécies, sendo a
Catharanthus roseus L G. Don (Figura 4) a mais importante. E uma planta da
familia Apocynaceae, nativa da ilha de Madagascar, que pode medir até 80 cm
de altura. Suas folhas séo opostas de apice arredondado, medindo de 5-9 cm de
comprimento (Lorenzi e Matos, 2002), bastante cultivada e utilizada como planta
ornamental em todo mundo desde 1950 (Moreno et al. 1995). No Brasil cresce
espontaneamente e é conhecida popularmente como boa-noite, boa tarde, vinca,

vinca-résea.

Figura 4: Catharanthus roseus L. Don

Alguns trabalhos descreveram as condicbes ideais de cultivo de
Catharanthus roseus. Shamim et al (1999) relataram que a melhor temperatura

para germinacdo de sementes, dependendo do meio de cultura, varia de 25°C a
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30°C. A temperatura do ar deve ser cerca de 25°C no inicio do crescimento
(aproximadamente 66 dias). Temperaturas acima de 30°C resultaram em uma
diminuicdo da qualidade da colheita (Heinze, 1976). Tebet et al (1996) mostraram
gue o crescimento sob plena luz promoveu o melhor desenvolvimento, embora a
luz solar ndo tenha afetado significativamente a concentracdo de vincristina nas
folhas.

A razdo principal do grande interesse em estudos fitoquimicos de
Catharanthus roseus € a sua capacidade de sintetizar uma grande variedade de
alcaldides inddlicos terpendides, que sao valorizadas devido ao seu amplo
espectro de efeitos farmacologicos. Trés tipos de acdo sao particularmente

importantes: diurético (vindolina, catharanthina) (Figura 5), hipotensor (ajmalicina,

serpentina) (Figura 5), e anticancerigenos (vincristina e vinblastina) (Figura 5)
(Kohimuzer, 1968).

N
N % N -
N ]
N CO;Me :
H 2 : H
MeO,C
Vindolina Catharanthina Serpentina

Figura 5: Alcaldides isolados de Catharanthus roseus com efeito diurético:
vindolina e catharanthina e anti-hipertensivo: serpentina.

A planta produz mais de 130 alcalbides, distribuidos em todas as suas
partes, mas em diferentes proporcdes. A concentracdo total de alcaldides na
raizes é cerca de 2-3%, podendo atingir até 9% em raizes fibrosas, ao passo que
as folhas contém cerca de 1% de alcaléides. Uma quantidade muito pequena
destes compostos foi encontrado em flores. Os alcaléides inddlicos
anticarcinogénicos vinblastina e vincristina estdo presentes nas folhas, enquanto
ajmalicina, usado como anti-hipertensivo (para a disturbios circulatérios, pressao
alta e doencas relacionadas) ou agentes sedativos, € encontrada nas raizes
(Lata, 2007).

Segundo Schripsema et al.,, (2004), os alcaldides isolados da vinca,
principalmente, vincristina e vimblastina, foram decisivos para iniciar a pesquisa

no desenvolvimento de novos farmacos, devido tanto ao seu mecanismo de agéo
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anico quanto a pouca resisténcia cruzada entre esses e as inUmeras modificacoes
estruturais possiveis.

Um dos principais problemas associados ao uso clinico de vimblastina e
vincristina é que somente quantidades muito pequenas destes alcaldides
desejaveis estdo presentes na planta. Embora o contetdo total de alcaléides da
folha pode chegar a 1% ou mais, em torno de 500 kg de Catharanthus é
necesséria para produzir 1 g de vincristina. Esse rendimento (0,0002%) € o mais
baixo de qualquer alcaléide medicinalmente importante isolado com finalidade
comercial. A extracdo € cara e tediosa, ja que exige grandes quantidades de
matéria-prima e uso extensivo de fracionamento cromatografico (Dewick, 2002)

Apesar do grande esfor¢co das grandes industrias para conseguir a sintese
desses alcaléides a fim de centralizar sua producdo, eles continuam sendo
obtidos a partir de cultivos da planta, pois a vincristina sintética usada no
tratamento da leucemia tem eficacia de apenas 20% em relacdo ao produto
natural, derivado da planta (Ratti et al., 2009). Devido a essas dificuldades
encontradas na obtencéo dos alcaldides antileucémicos, o custo deles é bastante
elevado. A producdo mundial anual de vinblastina é de cerca de 12Kg e o0 seu
valor no mercado é de cerca de um milhdo de dodlares por kg. A vincristina atingiu
0 preco de 3,5 milhdes de délares para 1 kg e sua producdo anual é de 1 kg
(Loyola-Vargas et al. 2007). Os produtores aprendem a cultivd-la e preparar os
extratos brutos enriquecidos de alcaldides, que € todo exportado para fabricas
americanas sem limite de quantidade, pois sdo necessarios 500 kg da planta
seca, ou seja, quatro toneladas da planta fresca, para obtencdo de apenas um
grama do alcaldide antileucémico (Lorenzi e Matos, 2002).

Na tentativa de melhorar a producdo dos valiosos alcaldides, tais como
vincristina e vinblastina, varios estudos sobre Catharanthus roseus relataram
também o acumulo de compostos fendlicos sobre estresse biodtico e / ou abidticos.
O acumulo de compostos fendlicos pode afetar outras vias dos metabdlitos
secundarias incluindo as vias de alcaldides, através de um complexo sistema de

defesa da planta (Mustafa e Verpoorte, 2007).
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3.2 Alcaldides

Dentro do grupo de metabdlitos secundarios sdo encontrados o0s
alcalodides, que sdo estudados devido ao elevado nimero de atividades bioldgicas
a eles atribuidas. Essa classe de compostos é famosa pela presenca de
substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas
delas largamente utilizadas como venenos ou alucindgenos (Dewick, 2002).

Sao definidos como a classe de compostos organicos, de origem natural,
contendo nitrogénio em sua estrutura. Assim como outros metabolitos
secundarios possuem um comprovado papel na defesa contra invasdo de
microrganismos. Esta funcdo pode ser exemplificada pelo aumento da
concentracdo de solanina em batatas quando estas sao atacadas por
microrganismos (Henriques et al., 2002)

A classificacdo dos alcaldides é muitas vezes feita de acordo com a
natureza da estrutura contendo nitrogénio, como por exemplo, pirrolidina,
piperidina, quinolina, isoquinolina, inddlico, e outros. De modo geral, o atomo de
nitrogénio presente nos alcaldéides é oriundo dos aminoacidos e o anel
heterociclico formado fornece a base para sua classificacdo quimica (Dewick,
2000).

Os aminoacidos protéicos comumente utilizados na biossintese dos
alcaldides séo: acido L-aspartico (piridinas, isoquinoleinas), L-lisina (piperidinas,
quinolizidinas), L-tirosina (isoquinolinas, benzilisoquinolinas, betalainas), L-
triptofano (derivados da triptamina, B-carbolinas, indois complexos) (Figura 6) e L-
histidina (imidazois). Além dos aminoacidos, outros precursores tais como
terpenos ou esterdides podem também ser incorporados na construcdo do
esqueleto final dos alcaldides (Henriques et al, 2004).
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Figura 6: Formacao do triptofano a partir do acido antranilico

Os alcaldides indolicos terpendides formam uma familia de mais de 3.000
membros, dos quais apenas alguns tém efeitos fisiolégicos conhecidos em
mamiferos (Kutchan 1995; Geerlings et al 2000). Este tipo de alcaldide tem sido
encontrado em varias familias de plantas, mas principalmente em: Apocynaceae,
Loganiaceae, Nissaceae e Rubiaceae, que sao todos da ordem Gentianales
(Loyola-Vargas, 2007)

A biossintese dos alcalbides produzidos por Catharanthus roseus envolve
a formacdo da secologanina, formada a partir do monoterpeno pirofosfato de
geranila. Secologanina é o produto final da via dos terpendides em que o primeiro
passo € a hidroxilacado do geraniol a 10-hidroxigeraniol pela enzima 10-hidroxilase
geraniol (G10H). Tem sido sugerido que G10H representa um local de controle
para regular a biossintese de alcal6ides. Recentemente foi mostrado que
secologanina deriva da rota triose fosfato via piruvato em uma suspensdo de
cultura de células de Catharanthus roseus. Triptofano descarboxilase é a enzima
conversora de L-triptofano em triptamina, que esta localizado na interface entre o
metabolismo primario e secundario, sendo, portanto, um outro possivel local de
controle para regular a biossintese do alcaldide (Contin et al, 1998). A
condensacdo da secologanina com a triptamina produz a estrictosidina, o
precursor comum da rota dos alcaldides indo6licos monoterpénicos. Strictosidina-f-

D-glucosidase (SGD) pode ser a enzima que desempenha um papel importante
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na conducédo da biossintese dos alcaldides inddlicos monoterpénicos em uma
direcdo especifica (El-Sayed e Verpoorte, 2007). A estrictosidina (Figura 7), um
composto intermediério, pode ser um modelo interessante para estudar o
transporte vacuolar em Catharanthus roseus, porque este glicosideo € sintetizado
no vacuolo onde é armazenado (Roytrakul e Verpoort, 2007).

Muitos dos estudos experimentais que levaram a um entendimento da
biossintese de alcaldides inddlicos terpendides tém sido realizados utilizando
plantas de Catharanthus roseus. Representantes de todas as principais classes
destes alcaldides sédo produzidos, incluindo ajmalicina (Corynanthe), catarantina

(Iboga), e vindolina (Aspidosperma).

(:U/\”\“'b
NH

Triptamina
H (6] =
H Reagéo de
OGlc Mannich
H (]
MeOOC X
Secologanina

NADPH

MeOOC

Ajmalicina

Cathenamina

Figura 7: Rota biossintética da ajmalicina a partir da triptamina e da secologanina

A producéo de ajmalicina (Figura 7) é derivada da reducéo da catenamina
que por sua vez € produzida a partir da estrictosidina. Por um mecanismo de
armadilha de ion a ajmalicina é canalizada através da membrana plasmatica
ficando presa no vacuolo, por ter pH baixo (El-Sayed e Verpoorte, 2007).

Ajmalicina é ativamente transportada para vacuolos isolados contra um

gradiente de concentracdo com um valor de Km de 1.67uM, sugerindo que este
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alcaléide é removido de forma muito eficiente do citosol. A ajmalicina acumulada
no interior do vacuolo € convertida em serpentina, e uma armadilha de ion é

criada para manter o alcal6ide no vacuolo (Figura 8) (Roytrakul e Verpoort, 2007).

4,21-dehidrogeissoschizina OHC

CHs

Cathenamina l

L EETEE e

HsCOOC
H-19 H-20 Serpentina
Ajmalicina b b
19-epi-ajmalicina a b
tetrahydroalstonina b a

Figura 8: Conversdao da ajmalicina em serpentina para armazenamento no
vacuolo

3.3 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

O termo micorriza foi inicialmente proposto pelo botanico aleméo Albert,
Bernard Frank, em 1885, originando-se da combinacéo de duas palavras, sendo a
primeira do Grego “mikés” que significa fungo, e a segunda do Latim “rhiza” que
significa raizes, para descrever as associa¢cdes mutualisticas entre as raizes da

maioria das plantas vasculares e fungos do solo (Smith e Read, 1997). O tipo
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mais comum destas associacdes é a do tipo arbuscular, sendo as de maior
ocorréncia, principalmente nas culturas de importancia econémica (Jaizme-Vega
e Azcon, 1995, Martins et al., 2000b, Melloni et al., 2000, Nogueira e Cardoso,
2000, Soares e Martins, 2000).

A relacdo micorrizica € a expressao de um evento mutualistico benéfico:
plantas suprem o fungo com compostos contendo carbono (fixado via processo
fotossintético pela simbionte autotrofico), enquanto um dos principais beneficios
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) a planta hospedeira esta associado
com a absorcdo de nutrientes. A simbiose é possivel por causa dos fungos
produzirem hifas intra e extra-radicular capazes de absorver elementos minerais
do solo e transferi-los para a raiz, onde sao absorvidos. No espacgo intra-radicular,
a troca bidirecional ocorre principalmente em um estrutura presente no cértex da
raiz, chamada de arbusculo. Esses fungos aumentam a area de superficie de
contato com o solo, favorecendo a maior absorcdo de nutrientes como fosforo
(Bressan et al., 2001, Freitas et al, 2004, Smith e Read, 1997), nitrogénio e
potassio (Bressan et al, 2001, Gupta et al., 2002). Em condi¢des controladas,
Marschener e Dell (1994) verificaram que os fungos micorrizicos podem ser
responsaveis pela absorcéo de cerca de 80% de P, 25% do N e 10% de K. Ryan
et al., (2003) identificaram teores de P, K e Mg elevados em hifas intra-radicular,
superiores aos encontrados nos solos ou mesmo e tecidos vegetais, confirmando
a capacidade dos FMAs na absorcao e acumulacao de nutrientes minerais.

Além dos efeitos nutricionais as plantas micorrizadas exibem alteracfes
metabolicas, fisiologicas e anatdbmicas diversas. Véarias auxinas, citocininas,
giberelinas e vitaminas acumulam-se em maior quantidade em plantas
micorrizadas (Moreira e Siqueira, 2006). Torelli et al, (2000) demostraram que
tanto a inoculagcdo com micorrizas quanto as adubacdes com fésforo induziram o
acumulo de citocininas em raizes e folhas. Shaul-Keinan et al. (2002) verificaram
que a simbiose micorrizica altera as concentracdes de giberelina e citocinina nas
raizes de tabaco, tanto quantitativa como qualitativamente, sugerindo que um
novo equilibrio de fitormonios da planta pode estar associado com eventos pre-
simbidticos. Trabalhando com suspensdo de células de Catharantus roseus,
Amini et al, (2008) relataram que baixos niveis de acido giberélico controlam a

biossintese de ajmalicina.
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Tem sido universalmente aceito que 0os metabdlitos secundarios de plantas
participam ativamente na interacdo planta-microrganismo, especialmente na fase
pré-simbidtica, onde as plantas e os fungos secretam sinais, principalmente
metabdlitos secundarios, que sdo percebidos pelas raizes e induzem mudancas
morfologicas e fisiolégicas no micélio (Zhi-lin et al, 2007). Nos ultimos anos,
muitos estudos se concentraram na regulacdo da micorrizas por metabolitos
secundérios, extensas pesquisas foram realizadas para estudar o metabolismo
dos terpendides em plantas micorrizadas (Zhi-Lin et al. 2007). A biossintese dos
alcaldides produzidos por Catharanthus roseus envolve a formacdo da
secologanina, formada a partir do monoterpeno pirofosfato de geranila, ou seja,
pode ser que plantas micorrizadas possam acumular mais alcaléides, como a
ajmalicina.

Dentre os metabolitos secundarios ja foi demonstrado que os fungos
micorrizicos incrementaram os teores e a qualidade (teor de mentol) dos 6leos
essencias da Mentha arvens (Freitas et al., 2004), sesquiterpenos extraidos de
raizes de trigo (Peipp et al., 1997), flavondides extraidos de raizes de Passiflora
edulis e Trifolium repens (Ponce et al., 2004, Soares et al., 2005), artemisinina
(Figura 9) extraida de folhas de Artemisia annua L. (Kapoor et al, 2007). Para os
compostos nitrogenados, como os alcaldides, Rojas-Andrade et al, (2003)
afirmaram que o alcaléide trigonelina (Figura 9) pode ser um importante regulador
durante os eventos de sinalizacdo e da estabilizacdo dos fungos micorrizicos
arbusculares em simbiose com leguminosas. Esses autores observaram
incrementos desse alcalbide nas raizes da leguminosa (P. Laevigata) inoculadas

com Gigaspora rosea.

r

r

H -«
B r

"
SN
“H llEB
CH3
o Trigonelina
Artemisinina

Figura 9: Estrutura quimica da artemisinina que apresenta efeito antimalarico e
da trigonelina, alcaldide derivado do &cido nicotinico.
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3.4. Adubacéao fosfatada x FMAs x Alcaldides

O fésforo é um componente integrante de compostos importantes das
células vegetais, incluindo acglcares fosfatados, intermediario da respiracao e
fotossintese, bem como fosfolipideos que compdem as membranas. E também
componente de nucleotideos utilizados no metabolismo energético das plantas
(como ATP) e no DNA e RNA (Marschner, 1995; Taiz e Zeiger, 2006).

A concentracdo de P na maioria dos solos, principalmente nos latossolos, é
geralmente baixa porque ele é rapidamente adsorvido nas superficies dos
coloides do solo ou € precipitado como fosfato de calcio, ferro ou aluminio. O solo
pode imobilizar ou fixar 200 vezes mais o P em formas n&o-labeis do que plantas
de cultivo anual, como a soja, que absorvem em sua massa seca (20 kg ha™). A
maior parte de P no solo se move até as raizes por difusdo, que geralmente é
considerado um dos fatores mais limitantes a absor¢cdo de P pelas plantas
(Novais et al., 2007).

Estudos indicam que a absorcdo dos nutrientes disponiveis nos solos é
altamente favorecida com a presenca de microrganismos. Com relacdo aos
fungos micorrizicos, sabe-se que um dos principais beneficios dos fungos a planta
hospedeira esta associado com a absor¢éo de nutrientes, principalmente o fosforo
(Bressan et al., 2001, Freitas et al, 2004, Smith e Read, 1997). O fésforo regula o
desenvolvimento da micorriza, sendo que varias hipoteses ja foram propostas
para explicar essa regulacdo. O fésforo pode afetar a exudacdo radicular, cujos
componentes podem ser importantes para a nutricdo dos fungos micorrizicos
arbusculares, ou, sinalizacdo molecular durante os processos de pré-infeccao e
colonizacdo (Kiriacheck et al., 2009). Geralmente os maiores beneficios da
inoculacdo com FMAs ocorrem em doses baixas de P no solo. A aplicacdo
elevada deste elemento causa aumento nos custos de producéo e pode inibir a
atuacao dos fungos micorrizicos (Kiriachek et al., 2009, Smith e read, 1997), pois
0s beneficios das associa¢des micorrizicas sdo inibidas em condi¢des de elevada
fertilidade e favorecida pela baixa fertilidade.

A deficiéncia ou excesso de nutrientes podem causar um incremento ou
reducdo na producdo de metabdlito secundario de plantas. Segundo Matrtins et al.
(2000), o fosforo contribui para 0 aumento da concentragdo de alcaldides na
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beladona (Atropa belladona). Na deficiéncia de fosforo o efeito mais negativo € a
reducdo da producdo de biomassa, reduzindo a producdo total de alcaldides.
Gershenzon (1984) relata em sua revisdo que os efeitos da adicdo de fésforo na
biossintese de alcaloides séo variaveis. Mazzafera, (1999) estudando o efeito do
suprimento dos nutrientes sobre o teor de cafeina (Figura 10) em folhas de café
(Coffea arabica L.), observou que na auséncia de fésforo, houve redugéo no teor
de cafeina.

Abu-Zeyad et al (1999) realizaram experimento com Castanospermum
australe, inoculadas com Glomus intraradices e Gigaspora margarita e adubadas
com fésforo, e observaram que o0s fungos micorrizicos arbusculares
proporcionaram incrementos no crescimento e nos teores de P e
castanospermina (Figura 10) nas folhas, independentemente da adubacao
fosfatada. Nao foi encontrada correlacdo entre o teor do alcaléide das folhas das
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas que receberam P. Nenhuma diferenca
significativa na produgéo de castanospemina foi encontrada entre os tratamentos

adubados com P, quando a espécie de FMA, Gigaspora margarita, foi utilizado

0 CH
H3C\ N r 3 HO.\
N
A A
O N

N
L
CHsj

como inéculo.

. n rmin
Cafeina Castanospe a

Figura 10: Alcaléides que tiveram seus teores avaliados em estudos com
adubacao fosfatada.

3.5. Adubacéo nitrogenada x FMAs x Alcaléides

Normalmente, o nitrogénio representa o0 nutriente mais exigido pelas
culturas, uma vez que participa da estrutura molecular de aminoacidos, acidos
nucléicos, pigmentos e metabolicos secundarios, como os alcaloides (Marschner,
1995; Taiz e Zeiger, 2006). Portanto, a deficiéncia desse nutriente rapidamente

inibe o crescimento vegetal.
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Uma grande quantidade de N esta armazenada na matéria organica do
solo, mas as plantas geralmente absorvem nas formas inorganicas (NH;" e NO3).
Os fungos micorrizas arbusculares podem aumentar o acesso as fontes de N
organico (Hodge et al., 2001, Atul-Nayyar et al., 2009). A translocacéo pelo fungo
pode representar um incremento significativo na absorcao de N pela planta, como
mostrado por Toussaint et al (2004). Esses autores demonstraram in vitro que
pelo menos 21% de N absorvido pelas raizes vieram do micélio fungico extra
radicular das micorrizas. Tanaka e Yano (2005) observaram que 75% do
nitrogénio em folhas de milho foram provenientes do micélio fungico extra

radicular da espécie Glomus agregatum.

Um dos efeitos dos fungos micorrizicos no metabolismo das plantas é a
alteracdo na composicdo dos aminoacidos (Moreira e Siqueira, 2006). Nesse
sentido, Takahashi (2001) observou alteracdes nos perfis de aminoacidos na
parte aérea de plantas de tabaco inoculadas com fungos micorrizicos, em relacéo
a plantas ndo micorrizadas e concluiu que os fungos micorrizicos podem alterar o
metabolismo de N nas plantas. Esse autor verificou que aminoacidos como serina
foram incrementados na parte aérea, quando as plantas de tabaco foram
cultivadas com 150 mg N na forma de uréia e inoculado com a espécie Glomus
clarum e que nesse mesmo tratamento, também ocorreu as maiores
porcentagens de colonizacdo micorrizica. Sabemos que a serina € um dos
substratos para formacédo do triptofano. Na biossintese da ajmalicina, um dos
precursores € a triptamina, precursor do triptofano.

Os alcaldides, metabdlitos secundarios que possuem um &atomo de
nitrogénio em sua estrutura, podem ser suscetiveis a variacdes de seus teores a
adubacdes com nitrogénio. O incremento desse nutriente aumenta a
concentracdo dos alcaldides na maioria das espécies estudadas. Entretanto, esse
efeito na biossintese vai depender em parte da origem das rotas biossintéticas
desses alcaldides e do tipo de ambiente com as quais essas plantas estao
adaptadas (Gershenzon, 1984). Lou e Baldwin (2004), avaliando o efeito do
suprimento de nitrogénio na biossintese de trés metabdlitos secundarios (nicotina,
tripsina e cafeoilputrecina) encontrados em plantas de Nicotiana attenuata,
observaram que os teores de nicotina (Figura 11) e tripsina foram maiores nas

plantas bem supridas com N, porém néo foi observado esse incremento para o
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composto cafeoilputrecina. Em raizes de Atropa belladonna, Barievi¢ e Zupancic¢
(2002) verificaram que o maximo teor do alcal6ide tropanico, hiosciamina (Figura
11), ocorreu quando essas plantas foram submetidas a maior dose de nitrogénio

utilizada no experimento.

Avaliando os teores de alcaloides em folhas e raizes de genotipos de vinca
cultivados em doses crescentes de nitrogénio, Sreevalli et al., (2004) concluiram
que a adubacdo nitrogenada proporcionou incrementos significativos nos teores
de alcaloides, tanto nas folhas quanto nas raizes de todos o0s gendétipos
estudados. Na maior dose de N estudada (150 kg ha™) os incrementos foram de

42 e 32% de alcaloides nas folhas e raizes, respectivamente.

H3;C —N
=
| H N OH
A |
N CHs [
@]
Nicotina O
Hiosciamina

Figura 11: Alcaléides que tiveram seus teores aumentados em plantas
submetidas a adubacéao nitrogenada
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4. ARTIGO N° 1

Bioprodugao de Ajmalicina em Catharanthus roseus (l.) G. Don Inoculadas com

Fungos Micorrizicos Arbusculares e Adubadas com Nitrogénio

Resumo - Catharanthus roseus (L) G. Don (pervinca Madgaskar) da familia
Apocynaceace € cultivado em regides tropicais e subtropicais do mundo. A planta
produz varios alcal6ides farmaceuticamente importantes sendo a ajmalicina e
serpentina usadas no tratamento de doencas circulatérias. Com o objetivo de
avaliar os efeitos de diferentes espécies de Fungos Micorrizas Arbusculares sobre
0 crescimento, composicdo mineral e teores de ajmalicina em raizes de
Catharanthus roseus (L.) G. DON, cultivada em diferentes doses de nitrogénio,
montou-se um experimento em casa de vegetacédo. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados em arranjo fatorial 4 x 4, sendo trés
tratamentos microbioldgicos [Glomus etunicatum, Glomus intraradices, indculo
misto (Glomus clarum e Gigaspora margarita)] e sem fungo e quatro doses de
nitrogénio (15, 30, 60 e 120 mg Kg™ de solo), com quatro repeticdes. A unidade
experimental foi composta por um vaso contendo 4 kg de substrato e quatro
plantas por vaso. As plantas foram colhidas com 90 dias apds o plantio, em pleno
florescimento. Determinou-se a altura, niumero de folhas, massa seca da parte
aérea e raiz, porcentagem de colonizagcdo micorrizica nas raizes, teores de N, P,
K, Ca, Mg e ajmalicina nas raizes. Os resultados demonstram que plantas
conhecidas como vinca inoculadas com in6culo misto e G. etunicatum
apresentaram maiores crescimentos e maiores teores de P na massa seca da

parte aérea independente da dose de N utilizada. Os maiores teores de ajmalicina
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foram obtidos em raizes de vinca nos tratamentos inoculados com indculo misto e

G. etunicatum associado com a aplicagao de 60 mg de N por Kg de solo.

Termos para indexagao: Alcaloides, Apocynaceae, Glomus etunicatum, Glomus
intraradices

Abstract - The ajmalicina is an indole alkaloid found in large quantities in roots of
Catharanthus roseus (L) G. Don. The plant produces several pharmaceutically
important alkaloids: serpentine and ajmalicine being used in the treatment of
circulatory diseases. In order to evaluate the effects of different AMF species on
growth, mineral composition and content of alkaloids in Catharanthus roseus (L.)
G. DON roots, grown in different nitrogen levels, an experiment was set up in a
greenhouse. The experimental design was randomized blocks in 4 x 4 factorial
arrangement, with three treatments microbiological [Glomus etunicatum, Glomus
intraradices, mixed inoculum (Glomus clarum and Gigaspora margarita)] and
without fungi and four nitrogen levels (15, 30, 60 and 120 mg kg™ soil), with four
replications. The experimental unit consisted of one pot containing 4 kg of
substrate and four plants per pot. Plants were harvested 90 days after planting in
full bloom. It was determined the height, leaf number, dry mass of shoot and root,
percentage of mycorrhizal colonization in the roots, N, P, K, Ca, Mg and
ajmalicine. The results demonstrate that vinca plants inoculated with mixed
inoculums and G. etunicatum showed higher growth and increased levels of P in
shoot dry mass independent of N dose. The greatest concentration of ajmalicine
were obtained in roots of vinca in treatments inoculated with mixed inoculums and

G. etunicatum associated with the application of 60 mg N per kg soil.

Key words: Alkaloids, Apocynaceae, Glomus etunicatum, Glomus intraradices
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Introducéo

As plantas, além de serem usadas na medicina popular para fins
terapéuticos sdo importantes para a obtencdo de varias drogas, até agora
amplamente utilizados em clinicas, tais como ajmalicina, morfina, colchicina
emetina, vincristina e rutina. Embora muitos desses compostos podem ser
sintetizados em laboratdrio, esta sintese € tdo complexa que os rendimentos sao
baixos e a producdo economicamente invidvel. Entre as diversas espécies de
plantas, na espécie Catharanthus roseus G. Don L. foram identificados mais de
130 alcaldides, muitos dos quais tém importante aplicacdo farmacéutica, como a
ajmalicina, encontrada nas raizes, e usada como um anti-hipertensivo (Kulkarni et
al., 2004 , Sottomayor et al., 2004).

A disponibilidade de nitrogénio muitas vezes limita o crescimento das
plantas. Uma grande quantidade de N é armazenada na matéria organica do solo,
mas as plantas geralmente absorvem nas formas inorganicas (NH;" e NO3). Os
fungos micorrizas arbusculares podem aumentar o acesso a fontes de N orgéanico
(Hodge et al., 2001, Atul-Nayyar et al., 2009). A translocacdo pelo fungo pode
representar um incremento significativo na absorcdo de N pela planta, como
mostrado por Toussaint et al (2004). Esses autores demonstraram, in vitro, que
pelo menos 21% de N absorvido pelas raizes vieram do micélio fungico extra
radicular das micorrizas. Tanaka e Yano (2005) observaram que 75% do
nitrogénio em folhas de milho foram provenientes do micélio fungico extra

radicular da espécie Glomus agregatum.

Um dos efeitos dos fungos micorrizicos no metabolismo das plantas é a
alteracdo na composicdo dos aminoacidos (Moreira e Siqueira, 2006). Nesse
sentido, Takahashi (2001) observou alteracdes nos perfis de aminoacidos na
parte aérea de plantas de tabaco inoculadas com fungos micorrizicos, em relacao
a plantas ndo micorrizadas e concluiu que os fungos micorrizicos podem alterar o
metabolismo de N nas plantas. Esse autor verificou que, aminoacidos como
serina foram incrementados, quando as plantas de tabaco foram cultivadas com
150 mg kg de uréia e inoculado com a espécie Glomus clarum e que nesse
mesmo tratamento, também ocorreu as maiores porcentagens de colonizagcao

micorrizica. Sabemos que a serina é um dos substratos para formacdo do
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triptofano. Na biossintese da ajmalicina, um dos precursores é a triptamina, que
esta quimicamente relacionado ao aminoacido triptofano (Dewick, 1997).

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios e, conseqientemente, dos
compostos bioativos em plantas depende de fatores genéticos, fisiologicos e
ambientais. A estratégia para aumentar a bioproducdo desses compostos seria o
cultivo, levando em conta também, fatores ambientais. Dentro dos fatores
ambientais a inoculagdo com fungos micorrizicos (Rojas-Andrade et al, 2003;
Abu-Zeyad et al, 1999) ou adubacédo com nitrogénio (Sreevalli et al., 2004; Lou e
Baldwin, 2004) ja foram mencionados como fatores importantes para a producéo
de alcaloides. No entanto, para Catharanthus roseus G. Don L, ndo se sabe a
influéncia de fungos micorrizicos em conjunto com adubacdo nitrogenada na
bioproducdo de ajmalicina nas raizes. Neste contexto, o presente estudo tem
como objetivos avaliar os efeitos de diferentes espécies de FMAs sobre o
crescimento, composicdo mineral, teores e conteddos de ajmalicina em raizes de

Cathrantus roseus (L.) G. Don, cultivadas em diferentes doses de N.

Material e Métodos

Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos dos
Goytacazes, RJ (latitude = 21°19'23"; longitude = 41°10'40"; altitude = 14m).

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados em
arranjo fatorial 4 x 4, sendo 3 tratamentos microbioldgicos [Glomus etunicatum
(Becker & Gerdeman); Glomus intraradices (Schenck & Smith); in6culo misto
(Glomus clarum Nicolson & Schenck e Gigaspora margarita Becker & Hall) e sem
fungo] e 4 doses de nitrogénio (15, 30, 60 e 120 mg kg™ de solo), com 4
repeticdes. A unidade experimental foi composta por um vaso plastico contendo 4

kg de substrato e quatro plantas por vaso.
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Caracteristicas do substrato

O substrato utilizado para o experimento foi classificado como Cambissolo
Haplico tb distréfico tipico, coletado na profundidade de 0-20 cm, peneirado,
misturado com areia e posteriormente esterilizado em autoclave por 2 vezes, a
uma temperatura de 121°c por 1 hora, com a finalidade de eliminar os FMAs
nativos. Apdés a autoclavagem, o substrato apresentou as seguintes
caracteristicas quimicas: pH em agua = 6,5; matéria organica = 7,24 g dm™, P =
12,0 mg dm®; S = 14,0 mg dm3; K*= 0,7 mmol, dm™; Ca*? = 16,7 mmol, dm;
Mg*? = 10,7 mmolc dm™; AI*® = 0,0 mmol, dm™; H+Al = 1,3 mmol, dm™; SB = 28,6
mmol. dm™; T = 29,90 mmol, dm™; Fe = 39,90 mg dm™; Cu = 0,47 mg dm™; Zn =
1,92 mg dm™; Mn = 108,9 mg dm™ e B = 0,73 mg dm™.

Preparo dos in6culos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

O substrato utilizado na multiplicacdo do indculo foi uma mistura de solo e
areia na proporcao de 1:2 (v/v), esterilizado em autoclave por duas vezes, a
121°C, por uma hora. Ao substrato, colocado em vasos com capacidade de 3 Kg,
foram adicionados 50 g de indculo inicial, constituindo uma mistura de solo
contendo esporos, hifas e raizes colonizadas, com o fungo de cada espécie a ser
estudada: Glomus clarum, Gigaspora margarita, Glomus intraradices e Glomus
etunicatum. O ind6culo inicial dos fungos foi obtido da cole¢cdo do Setor de
Microbiologia do Solo da UENF. Em seguida, 15 sementes de Brachiaria
brizantha, desinfectadas com solucéo 0,5% de hipoclorito de sédio durante 10 min
e lavadas com agua deionizada, foram semeadas em cada vaso. Quatro meses
apos a semeadura, a parte aérea foi cortada e trinta dias ap6s o corte, a mistura

de solo contendo esporos, hifas e raizes finas cortadas, foi utilizada como inéculo.
Propagacéo e inoculagéo da Vinca
Foram utilizadas sementes da vinca résea, férmula mix da Susntorm.

Foram plantadas 20 sementes por vaso. Antes de semear foram adicionados 50 g
do in6culo das espécies FMAs estudadas deixando o tratamento controle sem
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inoculacao. Os in6culos foram colocados 2-3 cm abaixo da superficie do solo. As
plantas foram irrigadas diariamente, utilizando-se agua deionizada.

Aos 20 dias, apos o plantio, foi feito o primeiro desbaste, permanecendo 10
plantas mais vigorosas em cada vaso, e aos 40 dias o segundo desbaste,

deixando 4 plantas por vaso.

Colheita e variaveis analisadas

As plantas foram colhidas noventa dias apos o plantio, e determinou-se a
altura, numero de folhas, massa seca da parte aérea e raiz, porcentagem de
colonizacdo micorrizica nas raizes, teores de N, P, K, Ca e Mg e teores de
ajmalicina nas raizes.

A medicao da altura foi realizada com o auxilio de uma régua milimetrada.
A parte aérea foi seca em estufa de ventilacdo forcada, a uma temperatura de
40°C por 5 dias, apods esse periodo foi determinada massa seca foliar e das
raizes.

As raizes finas foram coletadas, lavadas com agua, cortadas em
aproximadamente 2 cm de comprimento e armazenadas em alcool etilico 50%
para posterior avaliacdo da porcentagem de colonizacdo radicular. Para
determinar a porcentagem de colonizacdo micorrizica, as raizes foram coloridas
segundo Grace e Stribley (1991), com as seguintes adaptacées, KOH 5% a 80°C.
As raizes foram levadas ao microscépio para observacdo da presenca de
estruturas de FMAs.

A parte aérea seca e as raizes secas foram moidas em moinho do tipo
Willey e armazenadas em frasco hermeticamente fechado. Nas raizes foram
determinados os teores de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e
magnésio (Mg), para isso o material vegetal foi submetido a oxidacdo pela
digestéo sulfurica, obtendo-se o extrato, no qual se determinou o nitrogénio pelo
método de Nessler (Jackson, 1965), o fésforo pelo método colorimétrico do
molibdato, o potassio por espectrofotometria de emissdo de chama e o calcio e
magnésio por absorc¢do atdbmica (Malavolta et al., 1997).

A extracdo da ajmalicina nas raizes foi realizada a partir de 10 mg de
raizes, 1 mL de H3zPO,4, 0,25M. O material foi submetido a homogeinizagéo, e
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posteriormente, centrifugado por 30 minutos a 14000 g. Em seguida, o material foi
submetido ao banho ultrassénico por 30 minutos, conforme metodologia de
Hallard (2000). A determinagdo da ajmalicina foi realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, usando aparelho da marca Shimadzu, equipado com
uma coluna C18 “Low TFA” utilizando detector de PDA. As condicbes
cromatogréficas foram as seguintes: fluxo de 0,5 ml min™, fase mével constituida
por solvente A (dgua, acetonitrila e &cido trifluoroacético nas concentracdes 79:
21:0,01) e solvente B (&gua, acetonitrila e acido trifluoroacético nas

concentracdes 5: 95: 0,01), com gradiente de elui¢cdo descrito na Figura 1.

Concentragdo de B (%)

40

Tempo (minutos)

Figura 1: Gradiente de elui¢do da fase movel

Para a andlise quantitativa da ajmalicina utilizou-se o método do padréo
externo, empregando ajmalicina como referéncia. Os pontos da curva padrdo
foram: 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 mg mL™ para ajmalicina. As solucdes foram
preparadas em H3PO,4, e injetadas nas mesmas condi¢cdes das amostras. O
comprimento de onda utilizado foi de 254 nm.

Com as areas obtidas nos cromatogramas para cada concentracéo definida
dos padrbes foram montadas as equacbes do tipo y = a + bx, onde y =
concentracdo e x = &rea. As éareas das amostras foram introduzidas nessa
equacdo e obtidas as respectivas concentraces em mg mL™ para se obter a

concentragéo de ajmalicina.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Para os dados
quantitativos, como o fator dose de N, foi utilizada andlise de regressao
polinomial, teste F da andlise de variancia da regressao e coeficientes do modelo
estatisticamente significativo e maior R?. Para os dados qualitativos, no caso do
fator tratamentos microbioldgicos, foi utilizado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Verificou-se efeito da interacdo entre as espécies de fungos e doses de N
para as variaveis altura e numero de folhas da vinca (Figuras 2 e 3 e Tabela 1).
Em todas as doses de N estudadas os tratamentos inoculados com inoculo misto
e Glomus etunicatum proporcionaram incrementos na altura e nimero de folha da
vinca. Esses incrementos variaram de 79% e 63%, respectivamente, na menor
dose de N (15 mg kg™ de solo) e 272% e 167%, respectivamente, na maior dose
de N (120 mg kg™ de solo) em relagdo ao tratamento sem fungo. Os maiores
incrementos na altura (166%, 178% e 83% nos tratamentos com inéculo misto, G.
etunicatum e G. intraradices) foram obtidos na dose de 60 mg N kg™ de solo em
relacdo ao tratamento sem fungo (Figura 2). Para a variavel numero de folhas, os
incrementos variaram de 81 e 72%, respectivamente, para a menor dose e 214 e
114% para a maior dose de N, em relacdo ao tratamento sem fungo (Figura 3).
Esses resultados demonstram a eficiéncia destas espécies de fungo em promover
0 crescimento das plantas de vinca em todas as doses de N estudadas. Diniz
(2007) verificou um maior incremento no crescimento de mudas de seringueira

inoculadas com Glomus clarum comparado as plantas ndo inoculadas.
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tratamentos microbiolégicos e das doses de nitrogénio. Médias
seguidas pela mesma letra no bloco néo diferem entre si, pelo teste de
tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 3: Numero de folhas da vinca aos noventa dias apds o plantio em funcgéo
dos tratamentos microbiol6gicos e das doses de nitrogénio. Médias
seguidas pela mesma letra no bloco néo diferem entre si, pelo teste de
tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 1. Equacdes de regressdo para altura de plantas e numero de folhas da
vinca para doses de nitrogénio em funcéo de tratamentos microbiolégicos

Tratamentos
Parametro avaliado microbiolégicos Equacgbes R®
Inoculo misto Y=16,4
G. etunicatum Y = 11,61 + 0,1965x — 0,001641x° 0,88**
Altura de plantas (cm)
G. intraradices Y = 9,276 + 0,08749x -0,000961x" 0,78**
Sem fungo Y =9,5163 — 0,04478x 0,98**
Inoculo misto Y = 18,62 + 0,1891x — 0,001388x" 0,50*
N° folha por planta
G. etunicatum Y = 9,583 + 0,6108x — 0,004707x° 0,97**
G. intraradices Y = 13,95 + 0,1614x — 0,001615x" 0,97*
Sem fungo Y =12,239 — 0,042029x 0,93*
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Para as doses de N, estimaram-se, em todos os tratamentos
microbioldgicos, funcbes quadraticas e lineares para a altura e numero de folhas
(Tabela 1). A maior altura foi obtida quando se utilizou 59,8 g kg™* de N para o
tratamento inoculado com Glomus etunicatum, estimado em 18 cm. As doses de
N estudadas nao influenciaram a altura das plantas de vinca quando inoculadas
com in6culo misto, com média de 16,4 cm de altura, sendo superiores as plantas
nao inoculadas.

Para a variavel numero de folhas observou-se que em todas as doses de N
estudadas plantas com o inoculo misto e Glomus etunicatum apresentaram
guantidades superiores as plantas ndo inoculadas. Sendo que o maior nimero de
folhas (30 folhas por planta) foi obtido na dose de 60 mg em plantas inoculadas
com Glomus etunicatum.

Nas Figuras 4 e 5 observa-se que em todas as doses de N estudadas a
inoculacdo das plantas de vinca com o inoculo misto e G. etunicatum
proporcionaram incrementos na massa seca da parte aérea e da raiz. Para a
massa seca da parte aérea, na menor dose de N o incremento foi de 184% para
as plantas inoculadas com misto e 172% para G. etunicatum e na maior dose de
N foi de 1151 e 555%, respectivamente, em relacdo ao tratamento sem fungo
(Figura 4). Na massa seca da raiz esses incrementos foram de 222 e 277 % em
plantas inoculadas com misto e G. etunicatum, respectivamente, na menor dose

de N e na maior dose de N de 694 e 170%, respectivamente (Figura 5).
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Figura 4. Massa seca da parte aérea da vinca em funcdo da inoculacdo com
FMAs e da adubacédo nitrogenada. Médias seguidas pela mesma letra
no bloco nédo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao nivel de
significancia de 5%.
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Figura 5. Massa seca da raiz da vinca em funcdo da inoculagdo com FMAs e da
adubacdo nitrogenada. Médias seguidas pela mesma letra no bloco
ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao nivel de significancia de
5%.

Verificou-se nas plantas inoculadas regressao quadratica para a producao
de massa seca da parte aérea e da raiz e nas plantas nao inoculadas regressao
linear (Tabela 2). O aumento na dose de N provocou decréscimo na producao de
massa seca da parte aérea e da raiz em plantas ndo inoculadas. Esses resultados
sugerem que apesar de ter ocorrido um decréscimo na massa seca da raiz e que
pode ser consequéncia do estresse por excesso de N no solo, a planta produziu
maiores teores de ajmalicina para minimizar os efeitos de grandes quantidades de
N presentes no solo. As maiores producdes de massa seca da parte aérea foram
obtidas com doses de N estimadas em 79, 64, 62 mg kg’ de solo, para os

tratamentos com inoculo misto, G. etunicatum e G. intraradices, respectivamente.



~ o N -

© o0 ~N o o

10
11
12
13
14
15
16
17
18

32

Tabela 2. Equacgbes de regressdo para massa seca da parte aérea e da raiz da
vinca para doses de nitrogénio em funcdo de tratamentos
microbiolégicos

Tratamentos
Parametro avaliado  microbioldgicos Equacdes R?
Inoculo misto Y = 3,219 + 0,12278x — 0,000776x" 0,99**
Massa seca da
parte aérea (g) G. etunicatum Y = 2,650 + 0,13527x — 0,001062x 0,94**
G. intraradices Y = 1,049 + 0,09152x — 0,000742x" 0,78**
Sem fungo Y =2,106 — 0,01181x 0,84**
Inoculo misto Y = 1,79375 - 0,01611x — 0,00010x* 0,97**
Massa seca raiz (g)
G. etunicatum Y =1,9891 - 0,01272x 0,99**

G. intraradices Y =0,21500 + 0,01278x — 0,00010x" 0,77**

Sem fungo Y =0,43173- 0,0023x 0,67**

Verifica-se interacdo significativa entre as espécies de FMAs e adubacéo
nitrogenada para as variaveis: teor e conteudo de ajmalicina nas raizes da vinca
(Figuras 6 e 7). Os teores de ajmalicina estdo dentro dos valores encontrados por
outros autores como Jaleel et al. (2008) e Karthikeyan et al. (2008) em raizes de
vinca. O menor teor de ajmalicina foi verificado no tratamento sem fungo e com 15
mg de N (0,37 mg de ajmalicina g* de raiz) e o maior teor foi verificado no
tratamento sem fungo e com 120 mg de N (2,07 mg de ajmalicina g* raiz).

A producdo total (contetdo total, mg raiz) de ajmalicina por raizes de
plantas de vinca foram maiores nos tratamentos inoculados com inoculo misto ou
G. etunicatum em associacdo com a aplicacdo de 60 mg de N por kg de solo,
sendo que o incremento de ajmalicina nesses tratamentos, em relacdo ao

tratamento sem fungo, foi de 395 e 456%, respectivamente.
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Figura 6. Teor de ajmalicina em raizes de vinca em funcéo da inoculagcdo com
FMAs e da adubacao nitrogenada. Médias seguidas pela mesma letra
no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao nivel de
significancia de 5%.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a producéo de
ajmalicina nas raizes de vinca séo influenciados tanto pela presenca de fungos
micorrizas quanto pela adubacgéo nitrogenada. Podemos observar que na menor
dose de N (15 mg), as plantas inoculadas com inoculo misto (G. clarum +
G.margarita) proporcionaram incrementos de 72% no teor de ajmalicina, em
relacdo ao tratamento sem fungo e que esse efeito foi proporcionado por essas
espécies de fungo em conjunto, pois se compararmos 0s resultados apresentados
na Figura 6, com os teores de N nas raizes, iremos verificar que os teores de N
nesse tratamento foi 69% menor em relagéo ao tratamento sem fungo, sugerindo
gue o N pode ter sido deslocado para a producdo dos compostos nitrogenados,

como a ajmalicina.
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Figura 7. Conteudo de ajmalicina em raizes de vinca em fungéo da inoculagao
com FMAs e da adubacédo nitrogenada. Médias seguidas pela mesma
letra no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao nivel de
significancia de 5%.

Além dos efeitos nutricionais as plantas micorrizadas exibem alteractes
metabolicas, fisiologicas e anatémicas diversas. Auxinas, citocininas, giberelinas e
vitaminas acumulam-se em maior quantidade em plantas micorrizadas (tanto na
parte aérea quanto nas raizes) (Moreira e Siqueira, 2006). Allen e al (1980),
trabalhando com plantas de B. gracilis, observaram maior concentragdo de
citocininas em folhas (57%) e raizes (111%). Shaul-Keinan et al. (2002)
verificaram que a simbiose micorrizica altera as concentracdes de giberelina e
citocinina nas raizes de tabaco, tanto quantitativa como qualitativamente,
sugerindo que um novo equilibrio de fitormonios da planta pode estar associado
com eventos pre-simbidticos. Trabalhando com suspensdo de células de

catharantus roseus, amini et al, (2008) relataram que baixos niveis de acido
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giberélico controlam a biossintese de ajmalicina.

Os metabdlitos secundarios de plantas participam ativamente na interacao
planta-microrganismo, especialmente na fase pré-simbidtica, onde as plantas e os
fungos secretam sinais, principalmente metabdlitos secundérios, que sé&o
percebidos pelas raizes e induzem mudancas morfologicas e fisiologicas no
micélio (Zhi-lin et al, 2007). Rojas-Andrade et al, (2003) afirmam que o alcaldide
trigonellina pode ser um importante regulador durante os eventos de sinalizagéo e
da estabilizacdo dos fungos micorrizicos arbusculares em simbiose com
leguminosas. Esses autores observaram incrementos desse alcaldide nas raizes
da leguminosa (P. laevigata) inoculadas com a espécie Gigaspora.

Nos dultimos anos, muitos estudos se concentram na regulacdo da
micorrizas por metabdlitos secundarios. Extensas pesquisas foram realizadas
para estudar o metabolismo dos terpendides em plantas micorrizadas (Zhi-Lin et
al. 2007). Foi demonstrado por Srack e Fester, (2006) que algumas raizes de
gramineas micorrizadas podem acumular mycorradicina, um carotenéide, formado
pela via metileritritol fosfato (MEP). A biossintese dos alcaldides produzidos por
Catharanthus roseus envolve a formacdo da secologanina, formada a partir do
monoterpeno pirofosfato de geranila, ou seja, € possivel que plantas micorrizadas
possam acumular mais alcaléides, como a ajmalicina.

Um dos efeitos dos fungos micorrizicos no metabolismo das plantas é a
alteracdo na composicdo dos aminoacidos (Moreira e Siqueira, 2006). Nesse
sentido, Takahashi (2001) observou alteracdes nos perfis de aminoacidos na
parte aérea de plantas de tabaco inoculadas com fungos micorrizicos, em relagéo
a plantas nao micorrizadas e concluiu que os fungos micorrizicos podem alterar o
metabolismo de N nas plantas. Esse autor verificou que aminoacidos como serina
foram incrementados na parte aérea, quando as plantas de tabaco foram
cultivadas com 150 mg N na forma de uréia e inoculado com a espécie Glomus
clarum e que nesse mesmo tratamento, também ocorreu as maiores
porcentagens de colonizagdo micorrizica. Uma vez que a serina € um dos
substratos para formacdo do triptofano e que a biossintese da ajmalicina, tem
como precursores a triptamina, derivada da descarboxilagdo do aminoé&cido
triptofano, pode-se sugerir que o acumulo de aminoacidos pode ser associado a

producéo de alcaldides como a ajmalicina.
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Com relacdo ao maior teor de ajmalicina verificado no tratamento sem
fungo e com 120 mg de N (2,07 mg de ajmalicina), podemos afirmar que os teores
de nitrogénio nas raizes mostrados na Figura 9 (45,1 g kg™) que proporcionaram
tais incrementos. Avaliando os teores de alcalbides em folhas e raizes de
genatipos de vinca cultivados em doses crescentes de nitrogénio, Sreevalli et al.,
(2004) concluiram que a adubacdo nitrogenada proporcionou incrementos
significativos nos teores de alcaldides, tanto nas folhas quanto nas raizes de
todos os gendtipos estudados. Na maior dose de N estudada (150 kg ha™) os
incrementos foram de 42 e 32% de alcaldides nas folhas e raizes,
respectivamente, corroborando com os resultados apresentados.

Segundo Ratti et al. (2009) as espécies de FMAs do género Glomus tem
potencial para aumentar o crescimento e os teores de alcaldides e citocininas na
parte aérea da vinca. Entretanto no presente trabalho podemos observar que a
espécie Glomus intraradices ndo foi eficiente em incrementar parametros
avaliados, como crescimento e teores de ajmalicina na raiz. Por isso, verificar qual
espécie fungica promove melhores resultados em cada planta e nos diversos
tipos de ambiente é de extrema importancia (Smith e Read, 2008).

Verificou-se efeito das interacdes entre as espécies de fungos e doses de
N para as variaveis: porcentagem de colonizagcdo micorrizica e teor de N (Figuras
8 e 9). A porcentagem de colonizacdo micorrizica variou de 48 a 85% (Figura 8),
sendo que a menor e a maior porcentagem foram verificadas na dose de 15 mg
de N por kg de solo, nos tratamentos inoculados com G. intraradices e indculo
misto, respectivamente. Para o teor de N na massa seca da parte aérea, o
tratamento com inoculo misto e G. etunicatum proporcionaram reducéo dos teores
com variacfes de 57 e 72% na dose 15 mg de N e 950 e 506% na dose de 120
mg de N, respectivamente, em relagdo ao tratamento sem fungo (Figura 9). Esses
resultados sugerem que o N pode estar sendo translocado para producdo de
compostos nitrogenados, como a ajmalicina, uma vez que nOS Mesmos
tratamentos (in6culo misto e G. etunicatum) os teores de ajmalicina foram

superiores ao tratamento controle (Figura 5).
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Figura 8: Porcentagem de colonizagdo micorrizica em raizes da vinca em funcéo
da inoculacdo com FMAs e da adubacdo nitrogenada. Médias
seguidas pela mesma letra no bloco néo diferem entre si, pelo teste
de tukey, ao nivel de significancia de 5%.



© 00 ~NO OB~ WD

e L O O
N o o1 A W N B O

38

R I i I i I i I
45 | [III0inoculo misto :?': -
L | XX G. etunicatum .
40 | E=G. intraradices -
| | B sem fungo A
~ 35r -
2 a0l -
= i a b HH
~ i a a )
Z 25 i a8 b BH b b
o a —t — —
s 20 — 2 — . — |
s i —HH b =+ C I+ —HH
() 15 b 0 b T C — —EE
— - b —— 1 - —
10+ — . — — T
sH B || B || el ||[BE
0 — mms . ]
15 mg 30 mg 60 mg 120 mg

N (mg.kg™ de solo)

Figura 9: Teor de nitrogénio na massa seca da raiz da vinca em funcdo da
inoculagdo com FMAs e da adubacado nitrogenada. Médias seguidas
pela mesma letra no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

Van lersel et al (1998) relataram que a concentracdo de N teve uma
correlacdo linear com a massa seca da parte aérea de mudas de Catharanthus
roseus. O teor de N no tecido também aumentou. Ao mesmo tempo, P e K
tiveram pouco ou nenhum efeito sobre o crescimento da parte aérea (Lata, 2007).

Outro trabalho mostrou que a aplicacdo de varios produtos quimicos
exodgenos podem melhorar a producdo de alcaldides em Catharanthus roseus.
Acido malico, betaine e o brometo de tetrametii aménio aumentaram o0s
rendimentos de ajmalicina e catharanthina em culturas de células cerca de cinco a

seis vezes (Zhao et al, 2000a, b).
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Tabela 3. Equacdes de regressdo da porcentagem de colonizagcdo micorrizica e
do conteudo de nitrogénio na massa seca foliar da vinca para doses de
nitrogénio em funcdo de tratamentos microbiologicos

Tratamentos
Parametro avaliado microbiolégicos Equacdes R?
Inoculo misto Y = 99,16 — 1,2446x + 0,0085424x°>  0,92**
Colonizagéo
(%) G. etunicatum Y = 55,83 + 0,3543x — 0,003166x° 0,82*
G. intraradices Y = 43,33 + 0,91612 — 0,00585x" 0,41**
Sem fungo Y=0
Inoculo misto Y =8,534 + 0,1011x 0,91 **
Teor de N
(g Kg™) G. etunicatum Y =9,871 +0,11772x 0,95**
G. intraradices Y =21,8
Sem fungo Y = 19,17 + 0,0334x + 0,001514x° 0,97*

Para o teor de fosforo (Figura 10) e potassio (Figura 11) na massa seca da
parte aérea da vinca, observa-se interacdo significativa entre as espécies de
FMAs e doses de N . Em todas as doses de N estudadas, o tratamento com
in6culo misto proporcionaram incrementos no teor de P, que variaram de 64%
para as plantas de vinca inoculadas com inéculo misto e na dose 15 mg de N.
Para a maior dose de N utilizada no experimento (120 mg de N) o incremento foi
de 109%, para as plantas tratadas com inoculo misto. Uma vez que o fosforo é
componente integral de compostos importantes das células vegetais, incluindo os
nucleotideos utilizados no metabolismo energético das plantas (como ATP) e no
DNA e RNA, seus teores influenciam diretamente na producdo de alcaloides.
(Taiz e Zeiger, 2004). Gershenzon (1984) relata em sua revisdo que os efeitos da
adicéo de fosforo sdo variaveis. A ausencia de P resultou na redugdo do teor de
cafeina em folhas de café (Coffea arabica L.) conforme descrito por Mazzafera
(1999)



© 0O N O OB~ W N

e e L o i =
o N o o~ W N B O

40

I ' I I I
3,5 | IIIDinoculo misto 7]
PRI G. etunicatum
30 E= G. intraradices
'~ I | BEEEEH sem fungo ]
Ic) 2,5 — a ]
X I —
(@)) a a — a
= 20F}_° b b a — T
o 2 T 77780 a o f
— — b L
% 1,5 — C —] > — i
— —b — — —
8 — — —] —
I_ 1,0 B : —_— : 1 b T
0,5} — —] — — |-
0,0 . 1 — =
15 mg 30 mg 60 mg 120 mg

N (mg.kg™ de solo)

Figura 10: Teor de fésforo na massa seca da raiz da vinca em funcdo da
inoculacdo com FMAs e da adubacédo nitrogenada. Médias seguidas
pela mesma letra no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

Para o teor de K, os incrementos foram de 63, 98 e 69%, para o0s
tratamentos inoculo misto, G. etunicatum e G. intraradices, respectivamente, na
maior dose de N estudada, apesar do potassio ser um macronutriente ele ndo é
um componente estrutural. Contudo ele esta presente em altas concentracdes no
suco celular regulando o potencial osmético e o balanco idnico. Esse nutriente
também esta envolvido no controle do movimento estomatico, além de executar o
papel de cofator enzimético para muitas reacées metabdlicas, no metabolismo
dos carboidratos.

Com relacdo a producéo de alcaloides, Gershenzon (1984) relata que ao
contrario da adubacdo nitrogenada, adubacdes com potassio usualmente

decrescem os teores de alcal6ides. Mazzafera (1999), estudando o efeito do
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suprimento dos nutrientes sobre o teor de cafeina em folhas de café (Coffea

arabica L.), observou que na ausencia de K, houve um incremento no teor de

cafeina.
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Figura 11: Teor de potassio na massa seca da raiz da vinca em funcdo da
inoculacdo com FMAs e da adubacédo nitrogenada. Médias seguidas
pela mesma letra no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

O célcio possui um papel estrutural (est4 presente nos pectatos de calcio
gue compdem a lamela média) e um grande papel na regulacdo do metabolismo
da planta. Ele normalmente atua como mensageiro secundario ativando uma
proteina chamada calmodulina, a qual, por sua vez, ativa uma série de enzimas.
O magnésio esta presente na molécula da clorofila, juntamente com o nitrogénio.
O magnésio também faz parte de muitas metaloenzimas, ou seja, as enzimas que
possuem um metal em sua estrutura (Taiz & Zeiger, 2006)

Na Figuras 12 e 13 verifica-se interacao significativa para as variaveis: teor

de Ca e Mg na massa seca da raiz da vinca. Observa-se que em todas as doses
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de N estudadas, a inoculagdo das plantas de vinca com G. etunicatum
proporcionaram reducdo nos teores de Ca, onde na menor dose de N a reducéo
foi de 15 % e 25% para a maior dose de N comparado ao tratamento sem fungo
(Figura 12).

Zhao et al (2001) realizaram um trabalho com cultura de células de
Catharanthus roseus e demonstraram que o influxo de calcio desempenha um
papel fundamental na biossintese de alcalbides. Entretanto, sdo necessarios mais
estudos para elucidar uma relacdo funcional entre transportadores Ca*?
localizados no tonoplasto de Catharanthus e a regulacdo da biossintese de

alcaléides indolicos.

I I i I I
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Figura 12: Teor de célcio na massa seca da raiz da vinca em funcédo da
inoculacdo com FMAs e da adubacéo nitrogenada. Médias seguidas
pela mesma letra no bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

Na Figura 13, observa-se que em todas as doses de N estudadas, a

inoculacdo das plantas de vinca com G. intraradices proporcionaram incrementos
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nos teores de Mg, onde na menor dose de N o incremento de Mg foram de 31 %

na menor dose e 46% para a maior dose de N estudada.
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Figura 13: Teor de magnésio na massa seca da raiz da vinca em funcdo da

inoculacdo com FMAs e da adubacéo nitrogenada. Médias seguidas
pela mesma letra no bloco néo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

Conclusoes

As plantas de vinca inoculadas com inoculo misto (G. margarita + G.
clarum) e G.etunicatum proporcionaram incrementos na altura, no niamero
de folhas, na massa seca da parte aérea e da raiz e teores de P, em todas

as doses de N estudadas.
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e As plantas de vinca inoculadas com inoculo misto (G. margarita + G.
clarum) proporcionaram incrementos nos teores de ajmalicina em todas as
doses de N estudadas, exceto para a dose de 120 mg de N.

e A maior producdo de ajmalicina nas raizes da vinca foram obtidas nos
tratamentos inoculados com inoculo misto (G. margarita + G. clarum) e G.
etunicatum em associacao com a aplicacao de 60 mg de N por kg de solo.

e Os teores de N nas raizes de vinca foram reduzidos nos tratamentos com
inoculo misto e G. etunicatum comparados ao tratamento sem fungo, em

todas as doses de N estudadas.
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5. ARTIGO N° 2

Bioproducéo de Ajmalicina em Catharanthus roseus Inoculadas

com Micorrizas Arbusculares e Adubadas com Fdésforo

Resumo - A ajmalicina é um alcaldide inddlico encontrado em grande quantidade
em raizes de Catharanthus roseus (L) G. Don. Esse alcaldide tem sido
amplamente estudado por apresentar importante acdo anti-hipertensiva. O
experimento teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes espécies de
Fungos Micorrizas Arbusculares sobre o crescimento, composicdo mineral e
teores de alcaldides em raizes de Catharanthus roseus (L.) G. DON, cultivada em
diferentes doses de fosforo. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados com quatro doses de fésforo (0, 50, 100 e 200 mg Kg™* de P na
forma de KH,PO,) e dois tratamentos microbiologicos [Glomus etunicatum;
in6culo misto (Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem fungo], com quatro

repeticdes. A unidade experimental foi composta por dois vasos contendo 4 Kg de
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substrato e quatro plantas por vaso. As plantas foram colhidas sessenta dias apés
o plantio, em pleno florescimento. Determinou-se a altura, niumero de folhas,
massa seca da parte aérea e raiz, porcentagem de colonizagcdo micorrizica nas
raizes, teores de N, P, K, Ca, Mg e ajmalicina nas raizes. Os maiores incrementos
na altura, numero de folhas, massa seca da parte aérea e raiz e nos teores de N,
P, K, Ca e Mg foram obtidos na auséncia de adubacé&o fosfatada. O maior teor e
contetdo de ajmalicina foi encontrado em plantas inoculadas com inoculo misto

associado a uma aplicagcéo de 50 mg de P por Kg de solo.

Termos para indexacgéo: alcal6ides, Apocynaceae, Glomus etunicatum, Glomus
clarum, Gigaspora margarita

Abstrat - This alkaloid has been extensively studied by presenting important
antihypertensive action. The objective of this study was to evaluate the effects of
different AMF species on growth, mineral composition and content of alkaloids
in Catharanthus roseus (L.) G. DON roots, grown in different phosphorus levels.
The experimental design was randomized blocks with four doses of phosphorus
(0, 50, 100 and 200 mg P kgt in the form of KH,PO,) and two microbiological
treatments [Glomus etunicatum; mixed inoculum (Glomus clarum and Gigaspora
margarita) and without fungus] with  four replications. The experimental
unit consisted of two pots containing 4 kg of substrate and four plants per pot.
Plants were harvested sixty days after planting in full bloom. It was determined the
height, leaf number, dry mass of shoot and root, percentage of mycorrhizal
colonization in the roots, N, P, K, Ca, Mg and ajmalicine. The largest increases in
height, leaf number, dry mass of shoots and roots and N, P, K, Ca and Mg were
obtained in the absence of phosphorus. The largest content and content ajmalicine
found in plants inoculated with mixed inoculum associated with an application of

50 mg P per kg soil.

Key words: Alkaloids, Apocynaceae, Glomus etunicatum, Glomus clarum,
Gigaspora margarita

Introducéo

A espécie Catharanthus roseus € uma planta originaria de Madagascar e

apresenta-se como um subarbusto. A analise fitoquimica possibilitou a
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identificacdo de varios alcal6ides, destacando-se vincristina e vimblastina, que
sdo encontrados nas folhas e ajmalicina que € encontrada nas raizes. Esses
alcaldides tém grande importancia para a industria farmacéutica, sendo a
vincristina e vimblastina indicadas para o tratamento de leucemia e ajmalicina
usada como anti-hipertensivo.

Os efeitos benéficos dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) tém sido
demonstrados nas mais variadas condi¢cdes e espécies vegetais, na maioria dos
casos, estimulando o crescimento vegetal como uma consequéncia de seu efeito
sobre a nutricdo da planta, principalmente no aumento da absorcdo de fosforo.
Entretanto o beneficio da associacdo vai depender de varios fatores como:
gendtipo da planta, espécie de fungo e disponibilidade de fésforo no solo.

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia dos FMAs e da
adubacdo fosfatada sobre o crescimento e teores de N, P, K, Mg, Ca e ajmalicina

em raizes de vinca.

Material e métodos

Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos dos
Goytacazes, RJ (latitude = 21°19'23% longitude = 41°10’40” w; altitude = 14 m).
durante a conducdo do experimento, a temperatura minima diéria variou de 19,0°c
a 29,0°C, sendo a média de 23,2°C, e a temperatura maxima diaria variou de
28,0°C a 40,0°C com a média de 36,0°C.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados em
arranjo fatorial 3 x 4, sendo 3 tratamentos microbioldgicos [Glomus etunicatum
(Becker & Gerdeman); inéculo misto (Glomus clarum Nicolson & Schenck e
Gigaspora margarita Becker & Hall) e sem fungo] e 4 doses de fosforo (0, 50, 100
e 200 mg kg™ de P na forma KH,PQ,), com 4 repeticdes. A unidade experimental
foi composta por dois vasos plasticos contendo 4 kg de substrato e quatro plantas

por vaso.
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Preparo do substrato

O substrato utilizado para o experimento foi um solo, classificado como
cambissolo haplico tb distréfico tipico, coletado na profundidade de 0-20 cm,
peneirado, misturado com areia 1:2 (v/v) e esterilizado em autoclave por 2 vezes,
a uma temperatura de 121°c por 1 hora. apds a autoclavagem, o substrato
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua = 6,5; matéria
organica= 7,24 g dm® P= 9,0 mg dm™; S= 14,0 mg dm™; K*=0,7 mmol. dm™;
Ca®'=16,7 mmol. dm™; mg®*= 10,7 mmol, dm®; A**= 0,0 mmol. dm; H+Al= 1,3
mmol. dm™; Sb= 28,6 mmol, dm™; T= 29,90 mmol, dm™; Fe= 39,30 mg dm; Cu=
0,47 mg dm™; Zn= 1,92 mg dm>; Mn= 108,9 mg dm™ e B= 0,73 mg dm™.

Foi realizada corregéo quimica do substrato, adicionando K (92,7 mg kg™)
na dose 0 de P, utilizando-se como fonte KCI em solucdo aquosa. na dose 50,
100 e 200 de P foi adicionado K (92,7 mg kg™) e P (50, 100 e 200 mg kg™),
utilizando como fonte KCl e KH,PO,4, Na,HPO, Depois de corrigido, o solo foi
mantido por 15 dias incubado, devidamente molhado, sendo posteriormente
realizadas extracdes de P (Mehlich™) nas doses 0, 50, 100 e 200 de P, obtendo-
se 8,7; 25; 55; 110 mg kg™ de P, respectivamente. Foi realizada adubacdo com

nitrogénio utilizando como fonte NH,NO3 (20 mg kg™ de N).

Preparo do in6culo dos FMAs

A multiplicagdo do indculo foi realizada antes da implantacdo do
experimento, sendo o substrato utilizado uma mistura de solo e areia 1:2 (v/v),
esterilizado em autoclave por duas vezes, a 121°c, por 1 hora. Ao substrato,
colocado em vasos com capacidade de 3 kg, foram adicionados 50 g de in6culo
inicial, constituindo uma mistura de solo contendo esporos, hifas e raizes
colonizadas, com o fungo de cada espécie a ser estudada: Glomus clarum,
Gigaspora margarita, Glomus intraradices e Glomus etunicatum. O indculo inicial
dos fungos foi obtido da cole¢do do setor de microbiologia do solo da UENF. A
seguir, 15 sementes de Brachiaria brizantha, desinfestadas com solucdo 0,5% de
hipoclorito de sodio durante 10 min e lavadas com &agua deionizada, foram

semeadas em cada vaso. Quatro meses ap0s a semeadura, a parte aérea foi
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cortada e trinta dias apds o corte, a mistura de solo contendo esporos, hifas e

raizes finas cortadas, foi utilizada como in6culo.

Propagacéo e inoculacéo da vinca

Foram utilizadas como material propagativo, sementes de vinca rosea,
formula mix da Susntorm. Foram plantadas 20 sementes por vaso. Antes de
semear, foram adicionados 50 g do in6culo das espécies FMAs nos tratamentos
inoculados. Os in6culos foram colocados 2-3 cm abaixo da superficie do solo. As
plantas foram irrigadas diariamente, utilizando-se agua desionizada. Aos 20 dias,
apos o plantio, foi feito o primeiro desbaste, permanecendo 10 plantas mais
vigorosas em cada vaso, e aos 40 dias o segundo, deixando-se 4 plantas por

vaso.

Colheita e variaveis analisadas

As plantas foram colhidas sessenta dias apés o plantio, em pleno
florescimento. Determinou-se a altura, nimero de folhas, massa seca da parte
aérea e raiz, porcentagem de coloniza¢do micorrizica nas raizes, teores de N, P,
K, Ca e Mg na massa seca da parte aérea.

A medicao da altura foi realizada com o auxilio de uma régua milimetrada.
A parte aérea foi seca em estufa de ventilacdo forcada, a uma temperatura de
40°c por 5 dias, apés esse periodo foi determinada massa seca foliar.

As raizes finas foram coletadas, lavadas com &gua, cortadas em
aproximadamente 2 cm de comprimento e armazenadas em alcool etilico 50%
para posterior avaliacdo da porcentagem de colonizacdo radicular. Para
determinar a porcentagem de colonizagdo micorrizica, as raizes foram coloridas
segundo Grace e Stribley (1991), com as seguintes adaptacdes, KOH 5% a 80°c.
As raizes foram levadas ao microscopio para observacdo da presenca de
estruturas de FMAs.

A parte aérea seca e as raizes secas foram moidas em moinho do tipo
Willey e armazenadas em frasco hermeticamente fechado. Nas raizes foram

determinados os teores de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e
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magnésio (Mg), para isso o material vegetal foi submetido a oxidacdo pela
digestdo sulfurica, obtendo-se o extrato, no qual se determinou o nitrogénio pelo
método de Nessler (Jackson, 1965), o fésforo pelo método colorimétrico do
molibdato, o potédssio por espectrofotometria de emissdo de chama e o célcio e
magneésio por absor¢cado atdmica (Malavolta et al., 1997).

A extracdo da ajmalicina nas raizes foi realizada a partir de 10 mg de
raizes, 1 mL de H3PO4, 0,25M. O material foi submetido a homogeinizacao, e
posteriormente, centrifugado por 30 minutos a 14000 g. Em seguida, o material foi
submetido ao banho ultrassénico por 30 minutos, conforme metodologia de
Hallard (2000). A determinacdo da ajmalicina foi realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, usando aparelho da marca Shimadzu, equipado com
uma coluna C18 “Low TFA” utilizando detector de PDA. As condicbes
cromatogréficas foram as seguintes: fluxo de 0,5 ml min™, fase mével constituida
por solvente A (dgua, acetonitrila e acido trifluoroacético nas concentracdes 79:
21:0,01) e solvente B (agua, acetonitrila e &cido trifluoroacético nas
concentracdes 5: 95: 0,01), com gradiente de elui¢cdo descrito na Figura 1.

Concentragdo de B (%)

40

Tempo (minutos)

Figura 1: Gradiente de eluicdo da fase movel

Para a andlise quantitativa da ajmalicina utilizou-se o0 método do padrao
externo, empregando ajmalicina como referéncia. Os pontos da curva padrao
foram: 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 mg mL™' para ajmalicina. As solucdes foram
preparadas em H3PO,4, e injetadas nas mesmas condicdes das amostras. O

comprimento de onda utilizado foi de 254 nm.



[EEN

A WD

© o0 ~N o Ou

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

53

Com as areas obtidas nos cromatogramas para cada concentracao definida
dos padrbes foram montadas as equacdes do tipo y = a + bx, onde y =
concentragdo e x = area. As areas das amostras foram introduzidas nessa
equacdo e obtidas as respectivas concentracbes em mg mL™ para se obter a

concentracdo de ajmalicina.
Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Para os dados
guantitativos, como o fator dose de N, foi utilizada analise de regressao
polinomial, teste F da analise de variancia da regresséo e coeficientes do modelo
estatisticamente significativo e maior R?. Para os dados qualitativos, no caso do
fator tratamento microbiolégicos, sera utilizado o teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Resultados e discussao

O crescimento das plantas é afetado pela presenca de fungos micorrizas e
também pela presenca de nutrientes no solo. Verificou-se efeito das interacdes
entre as espécies de fungos e doses de P para as variaveis altura e numero de
folhas de vinca (Figura 1 e Tabela 1). Na auséncia da adubacédo fosfatada, os
tratamentos inoculados com inoculo misto e G. etunicatum proporcionaram
incrementos de 147 e 117% para altura e 200 e 140% para numero de folhas em
relacdo ao tratamento sem fungo (Figura 2). Diniz (2007) observou um
crescimento significativo em plantas de seringueira colonizadas por Glomus
clarum e adubadas com 50 mg/dm?3 de P, comparado as plantas ndo inoculadas.
No mesmo trabalho verificou-se que a auséncia de fungos micorrizas associada a
uma adubacédo elevada de P (50 mg/dm?3) resultou em um incremento na altura

das plantas.
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Teste de média para altura da vinca em funcdo da inoculacdo com
FMAs e da adubacéo fosfatada. Médias seguidas pela mesma letra em
cada bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao nivel de
significancia de 5%.
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Figura 2. Teste de média para numero de folhas da vinca em funcdo da
inoculacdo com FMAs e da adubacao fosfatada. Médias seguidas pela
mesma letra em cada bloco nédo diferem entre si, pelo teste de tukey,
ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 1. Equacbes de regressdo para altura de plantas e nimero de folhas da
vinca para doses de fosforo em funcao de tratamentos microbiologicos

Parametro Tratamentos Equacbes R*
avaliado microbiolégicos
Inoculo misto Y = 10,2 + 0,1088x — 0,000631x" 0,92**
Altura de plantas
(cm) G. etunicatum Y = 8,74 + 0,1338x — 0,000738x" 0,86**
Sem fungo Y = 1,45 + 0,3696x — 0,002158x" 0,76**
Inoculo misto Y =31,8-0,03761x 0,50*
N° folha por G. etunicatum Y = 18,9 + 0,4203x - 0,002244x° 0,99**
planta
Sem fungo Y = 2,92 + 0,8208x — 0,004880x" 0,79*
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Houve interacdo dos FMASs e das doses de P em relacéo a variavel massa
seca da parte aérea e da raiz da vinca (Figuras 3 e 4 e Tabela 2). Na auséncia da
adubacao fosfatada, as maiores producdes de massa seca da parte aérea da
vinca foram obtidas nos tratamentos inoculados com inoculo misto (Glomus
clarum + Gigaspora margarita) e G. etunicatum, que aumentaram 408 e 273%,
respectivamente, em relacdo ao tratamento sem fungo (Figura 3). Para massa
seca da raiz o incremento foi de 243% para as raizes inoculadas com inéculo
misto e 224% para as raizes inoculadas com G. etunicatum (Figura 4) comparado
ao tratamento sem fungo. Na dose 50 mg de P, a inoculacdo com indculo misto
proporcionou incrementos de 21% na massa seca da parte aérea. O maior
acumulo de massa seca da parte aérea e raiz esta associado ao maior

crescimento das plantas (Figura 1).

~~ I T T T T T T
T'cts 12 k| [IIID0inoculo misto _
c XX G. etunicatum
« " | = sem fungo
2 10t J
2
qy]
© gl 2 a Ll
\G) a
S b a a
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G
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S 4t ]
(D)
7))
- —

2 B —
é c
1]
= 0 . . .

Omg 50 mg 100 mg 200 mg

P (mg kg™ de solo)

Figura 3: Teste de média para massa seca da parte aérea da vinca em funcdo da
inoculagdo com FMAs e da adubacéo fosfatada. Médias seguidas pela
mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao
nivel de significancia de 5%.
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Figura 4. Teste de média para massa seca da raiz da vinca em funcdo da
inoculacdo com FMAs e da adubacao fosfatada. Médias seguidas pela
mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si, pelo teste de tukey, ao
nivel de significancia de 5%.

Karthikeyan et al (2008) confirmaram que a inoculacdo de fungos
micorrizas arbusculares associado ao tratamento com diferentes doses de fosforo
(100, 150 e 200 Kg) foram eficientes no incremento de biomassa e também no
conteudo de ajmalicina em Catharanthus roseus.

Diniz (2007) observou que a presenca dos fungos micorrizas e a adubacao
fosfatada resultaram em incremento na massa seca da parte aérea verificando
gue o maior acumulo de materia seca da parte aérea esta associado ao maior
crescimento dos caules de seringueira.

Verificou-se, tanto nas plantas inoculadas quanto nas néo inoculadas,
regressdo quadratica para a producdo de massa seca (Tabela 2). As maiores

producdes de massa seca foram obtidas com doses de P estimadas em 131, 140
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e 148 mg de P kg™ de solo, para os tratamentos inoculo misto, G. etunicatum e

sem fungo, respectivamente.

Tabela 2. Equacdes de regressao para massa seca da parte aérea e da raiz da
vinca para doses de fosforo em funcéo de tratamentos microbiol6gicos

Parametro Tratamentos Equacoes R?

avaliado microbiolégicos
Inoculo misto Y= 5,330 + 0,0394x — 0,00015x* 0,85**

Massa seca da

parte aérea (g) G. etunicatum Y= 4,956 + 0,0280x — 0,00010%" 0,87**
Sem fungo Y= 1,756 + 0,0873x -0,000294x° 0,83**
Inoculo misto Y=1,926 + 0,0,000616x 0,50**

Massa seca da

raiz (g) G. etunicatum Y=1,485 + 0,0257x -0,00016342x° 0,40*

Sem fungo Y=-0,047 + 0,0708x -0,000445x" 0,65**

Resultados semelhantes foram relatados por Kapoor et al (2007) que
demontraram que a inoculacdo de fungos micorrizas arbusculares e / ou
adubacao fosfatada tiveram efeito significativo em todas as variaveis de
crescimento medido de plantas de Artemisia annua L. No entanto, o nivel de
crescimento das plantas foi aumentado variando entre os fungos inoculantes.
Inoculacdo das plantas no solo enriquecido com P aumentou ainda mais a
biomassa da parte aérea. O tratamento Glomus fasciculatum + P produziu até dez
vezes mais biomassa do que em plantas controle n&o inoculadas.

Quando ndo se utilizou adubacdo fosfatada, a maior porcentagem de
colonizacdo micorrizica foi de 100%, observada no tratamento inoculado com
inoculo misto (G. clarum + G. margarita) (Figura 7), o qual proporcionou a maior
producdo de massa seca (Figuras 3 e 4).

Verificou-se interacdo significativa entre as espécies de FMAs e adubacéao
fosfatada para as variaveis: teor e conteudo de ajmalicina nas raizes da vinca
(Figuras 5 e 6). Os teores de ajmalicina estdo dentro dos valores encontrados por
outros autores como Jaleel et al. (2008) e Karthikeyan et al. (2008) em raizes de
vinca. O menor teor de ajmalicina foi verificado no tratamento sem fungo e com 0
mg de P (0,49 mg g* de MS da raiz) e o maior teor foi verificado no tratamento

com in6culo misto e com 50 mg de P (1,86 mg g™ de MS da raiz).
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A producao total (conteudo total) de ajmalicina por raizes de plantas de
vinca foi maior nos tratamentos inoculados com inoculo misto ou G. etunicatum
em associagdo com a aplicagdo de 60 mg de P por kg de solo, sendo que o
incremento de ajmalicina nesses tratamentos, em relacdo ao tratamento sem
fungo, foi de 395 e 456%, respectivamente (Figura 5).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), plantas micorrizadas exibem
alteragcbes metabdlicas, fisiologicas e anatdbmicas, e varios metabdlitos
secundarios se acumulam em maior quantidade em plantas com fungos
micorrizicos arbusculares. Foi verificada no presente trabalho a influéncia dos
FMAs na producdo da ajmalicina nas raizes da vinca em funcdo da adubacéo

fosfatada (Figura 5). Com o incremento de P ocorreu um incremento no teor de

ajmalicina nas plantas nao inoculadas (Figura
5).
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Figura 5: Teste de média para o teor de ajmalicina em raizes de vinca em funcéo
da inoculacdo com FMAs e da adubacédo fosfatada. Médias seguidas
pela mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si, pelo teste de
tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 6: Teste de média para o conteudo de ajmalicina em raizes de vinca em
funcdo da inoculacdo com FMAs e da adubacdo fosfatada. Médias
seguidas pela mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si, pelo
teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Karthikeyan et al. (2008) relataram que os teores maximos de ajmalicina
nas raizes de vinca aos 120 dias foram 1,68 mg por g de massa seca de raiz em
tratamento inoculado com Glomus mosseae e com adicdo de 150 kg P,Os por ha
e que os teores minimos 0,45 mg g de massa seca de raiz foram encontrados
nos tratamentos sem inoculagcéo e sem fésforo.

Ratti et al. (2010) determinaram que, os teores de alcalbéides totais no
caule, folhas e raizes foram de 3,47, 8,19 e 4,24% respectivamente, no
tratamento com Glomus mossae, em comparagdo com 1,76, 7,27 e 3,76 no
tratamento controle, enquanto no tratamento com Glomus fasciculatum foi de
3,45, 8,0 e 3,89%, respectivamente. A determinacdo de alcal6ides totais em
diferentes partes de Catharanthus roseus inoculados com Glomus mossae foram

encontrados em maior quantidade em tecido foliar (8,19%), seguido por flor
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(8,02%), raiz (4,24%) e caule (3,47%), respectivamente. Os resultados descritos
mostraram ainda o efeito do tratamento Glomus mosseae sobre a produtividade
dos alcal6ides verificando um aumento significativo no contetdo de vincristina,
vinblastina catharanthine e vindoline no tecido foliar comparadas as plantas
controle.

Resultados semelhantes foram relatados por Kapoor (2007) que
verificaram que embora as concentracdes de P em plantas de Artemisia annua L.
micorrizadas e ndo micorrizadas com Glomus ndo apresentaram diferenca
significativa em solo enriquecido com P, as plantas micorrizadas tiveram valores
significativamente maiores na concentracdo de artemisinina.

Para a porcentagem de raizes colonizadas pelos FMAs, houve interacédo
entre as espécies de fungo e as doses de fosforo, sendo que as espécies de
fungos apresentaram comportamento distinto de acordo com a disponibilidade de
P no solo (Figura 7). A porcentagem de colonizacdo variou de 40 a 100%. Nos
tratamentos com o indculo misto ou Glomus etunicatum, houve um decréscimo de
100 para 50% e de 80 para 40%, respectivamente, na porcentagem de
colonizacdo com o incremento de P no solo. Verifica-se que, na dose 0 de P, o
in6culo misto apresentou maior porcentagem de colonizacdo e se mostrou mais
eficiente em promover o crescimento da vinca. Ja o maior incremento no teor de
ajmalicina, 226% foi obtido com o tratamento com G. etunicaum comparado ao
tratamento sem fungo.

Moreira e Siqueira relataram que em solo muito deficiente de P, a
aplicagdo de pequena quantidade desse elemento favorece a colonizagéo e a
esporulacédo dos FMAs, sendo que estas séo inibidas com doses elevadas desse
nutriente e o efeito da adicdo depende da espécie vegetal.

O efeito de P na colonizacédo ja é bastante conhecido e sabe-se que as
concentracbes de P proximas do otimo para o0 crescimento da planta tem um
efeito fungistatico sobre os propagulos do fungo na rizosfera, sendo a colonizacao
reduzida. Apenas os exsudados radiculares de plantas deficientes de P estimulam
0 crescimento assimbiético do fungo.(Diniz, 2007)

As altas concentracdes de P tém um efeito negativo sobre as micorrizas
arbusculares porque a maior concentracdo de P na raiz vai levar a menor

alocacdo de C para o fungo (Olsson et al, 2002). Isso justifica o fato de que
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quando a planta estd bem suprida de fésforo, ela ndo depende do fungo, e a

presenca dele torna-se um investimento energético supérfluo e sem

retorno.(Diniz, 2007)
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Figura 7: Teste de média para porcentagem de colonizacdo micorrizica em raizes
da vinca em funcao da inoculacdo com FMAs e da adubacéao fosfatada.
Médias seguidas pela mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si,

pelo teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Sendo o nitrogénio elemento fundamental na producdo dos alcal6ides, os

teores de N na planta podem estar relacionados aos teores de ajmalicina na

vinca. Na Figura 8 observa-se que na auséncia de P houve uma diminuicdo nos

teores de N em todos os tratamentos comparados ao tratamento sem fungo. No

mesmo tratamento observa-se que houve incremento nos teores de ajmalicina

(Figura 5). Esses resultados sugerem que a presenca de FMAs podem estar

ativando a producgdo de ajmalicina em raizes de vinca gerando um decréscimo

nos teores de N na auséncia de adubacéo fosfatada.
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Figura 8: Teste de média para o teor de nitrogénio na massa seca da raiz da
vinca em fungédo da inoculagdo com FMAs e da adubagéo fosfatada.
Médias seguidas pela mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si,
pelo teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Diniz (2007) relata que houve uma maior concentracdo de aminoacidos em
folnas de seringueira das planta micorrizadas em relacdo ao tratamento sem
fungo e adubacdo de 50 mg/dm3 de P. Um dos aminoacidos que pode ter sua
concentracdo aumentada € o triptofano, precursor da ajmalicina. Os fatores
responsaveis pela maior sintese de aminoacidos em planta micorrizadas seriam a
maior captacdo de nitrogénio associado a uma maior disponibilidade de
esqueletos de carbono.

Os maiores teores de P (Figura 9) foram obtidos na dose maior de P (200
mg) onde n&o se observa diferenca significativa entre o0s tratamentos
microbiolégicos e o tratamento sem fungo. Esses resultados foram semelhantes
aos teores de ajmalicina (Figura 5), onde na maior dose de P ndo se observa

diferenca significativa nos teores de ajmalicina em plantas micorrizadas e nas
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plantas controle. Observa-se diferenca significativa nas doses 0 e 50 mg de P nos
tratamentos microbioldgicos resultando no incremento nos teores de P de 134 e
124% (inoculo misto e G. etunicatum, respectivamente) na menor dose de P e 76
e 53% (inoculo misto e G. etunicatum, respectivamente) nas dose de 50 mg de P.
Esses resultados sugerem que plantas acumularam P (200mg kg™ de solo)

podem ter a producéo de ajmalicina reduzida (Figuras 5 e 9).
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Figura 9: Teste de média para teor de fésforo na massa seca da raiz da vinca em
funcdo da inoculacdo com FMAs e da adubacdo fosfatada. Médias
seguidas pela mesma letra em cada bloco nao diferem entre si, pelo
teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Kapoor et al (2007) verificaram que plantas da espécie Artemisia annua L.
micorrizadas com Glomus macrocarpum e Glomus fasciculatum acumularam
maiores quantidades de fosforo em seus brotos do que as plantas néo
micorrizadas. No entanto, as diferencas nao foram significativas em plantas

cultivadas em solo fertilizado com P.
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Relatos semelhantes foram feitos por Abu-Zeyad et al (1999) que
observaram uma correlacdo positiva entre infeccdo fungica e o teor de
castanospermina em sementes de arvores de Castanospermun australe. A
presenca de fungos micorrizas aumentou o teor de P, o crescimento das plantas e
o rendimento de castanospermine nas folhas, independente do tratamento P. No
entanto, verificaram diferenca significativa na producédo de castanospermine entre
os tratamentos de P quando Gigaspora margarita foi utilizada como inéculo.

Ratti et al (2010) observaram que o teor de P aumentou em 31,78% no
caule, 21,17% nas folhas e 34,86% nas raizes de Catharanthus roseus inoculadas
com Glomus mosseae comparadas as plantas néo inoculadas.

Os teores de calcio (Figura 10) e magnésio (Figura 11), na parte aérea das
plantas de vinca foram influenciados pelos tratamentos microbiolégicos e pelas
doses de P. Na dose de 50 mg de P observa-se um incremento de 65 e 13% nos
teores de Ca para os tratamentos com inoculo misto e G. etunicatum,
respectivamente (Figura 10). Os maiores teores de Mg foram obtidos na auséncia
de adubacdo fosfatada, sendo que a presenca de FMAs promoveu uma

diminuicao nos teores de Mg.
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Figura 10: Teste de média para teor de célcio na massa seca da raiz da vinca em
funcdo da inoculagcdo com FMAs e da adubacao fosfatada. Médias
seguidas pela mesma letra em cada bloco ndo diferem entre si, pelo
teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 11: Teste de média para teor de magnésio na massa seca da raiz da vinca
em funcdo da inoculagdo com FMAs e da adubacao fosfatada. Médias
seguidas pela mesma letra em cada bloco nao diferem entre si, pelo
teste de tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Moreira e Siqueira (2006) citam que os teores de N, K, Ca, Mg e Na séao
geralmente menores em plantas micorrizadas, enquanto os de S e P sdo maiores.
Entretanto, € importante ressaltar que a reducdo dos teores de nutrientes em
plantas micorrizada resulta, na maioria dos casos, de efeitos de diluicédo, visto que
as plantas micorrizadas acumulam mais matéria seca em relacao as plantas nao

inoculadas.
Conclusoes

e A presenca de fungos micorrizas influenciaram o aumento na

producdo de ajmalicina em raizes de vinca;
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e O maior teor e conteudo de ajmalicina foi encontrado em plantas
inoculadas com inoculo misto associada a uma aplicagédo de 50 mg
de P por kg de solo;

e Na auséncia da adubacdo fosfatada, a inoculagdo da vinca com
FMAs, promoveu maiores incrementos nos teores de ajmalicina e P,
na altura, numero de folhas, massa seca parte aérea e raiz.

e A vinca € uma planta responsiva aos FMAs, sendo que a maior
producdo depende da combinacdo da espécie de fungo com a dose
de P.
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6. RESUMOS E CONCLUSOES

Foram instalados dois experimentos em casa de vegetacdo no municipio
de Campos dos Goytacazes - RJ. O primeiro experimento teve como objetivo
avaliar os efeitos de diferentes espécies de FMAs sobre o crescimento,
composicdo mineral e teores de ajmalicina em raizes de Catharanthus roseus (L.)
G. DON, cultivada em diferentes doses de nitrogénio. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados com quatro doses de nitrogénio
(15, 30, 60 e 120 mg Kg™* de N) e quatro tratamentos microbiolégicos [Glomus
etunicatum; inéculo misto (Glomus clarum e Gigaspora margarita); Glomus
intraradices e sem fungo] e quatro repeticbes. A unidade experimental foi
composta por um vaso contendo 4 Kg de substrato e quatro plantas por vaso. O
segundo experimento teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes espécies
de Fungos Micorrizas Arbusculares sobre o crescimento, composi¢cado mineral e
teores de ajmalicina em raizes de Catharanthus roseus (L.) G. DON, cultivada em
diferentes doses de fosforo. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados com quatro doses de fésforo (0, 50, 100 e 200 mg Kg™ de P) e trés
tratamentos microbiolégicos [Glomus etunicatum; in6culo misto (Glomus clarum e
Gigaspora margarita) e sem fungo] e quatro repeticdes. A unidade experimental
foi composta por dois vasos contendo 4 Kg de substrato e quatro plantas por

vaso.
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As principais conclusdes foram:

A presenca de fungos micorrizas influenciaram o aumento na producéo de
ajmalicina em raizes de vinca,

As plantas de vinca inoculadas com inoculo misto (G. margarita + G.
clarum) e G.etunicatum resultarm em incrementos na altura, no nimero de
folhas, na massa seca da parte aérea e da raiz e teores de P, em todas as
doses de N estudadas.

As plantas de vinca inoculadas com inoculo misto (G. margarita + G.
clarum) apresentaram incrementos nos teores de ajmalicina em todas as
doses de N estudadas, exceto para a dose de 120 mg de N.

A maior producdo de ajmalicina nas raizes da vinca foram obtidas nos
tratamentos inoculados com inoculo misto (G. margarita + G. clarum) e G.
etunicatum em associacao com a aplicacdo de 60 mg de N por kg de solo.
Na auséncia da adubacado fosfatada, a inoculagdo da vinca com FMAs,
promoveu maiores incrementos na altura, numero de folhas, massa seca
parte aérea e raiz e nos teores de P e ajmalicina;

Os maiores teores e conteudos de ajmalicina foram encontrados em
plantas inoculadas com inoculo misto associada a uma aplicacédo de 50 mg
de P por kg de solo;

A vinca é uma planta responsiva aos FMAs, sendo que a maior producdo
depende da combinacédo da espécie de fungo com a dose de P ou de N.
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APENDICE

Figura 1: Vaso 1 = Tratamento com Glomus etunicatum, Vaso 2 = Tratamento
com Glomus intraradices, Vaso 3 = Tratamento com in6culo misto e
Vaso 4 = Tratamento sem fungo
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100 mg de P kg! de solo 200 mg de P kg solo

1 Figura 2: Vaso 1 = tratamento sem fungo, Vaso 2 = tratamento com inoculo misto

2 e Vaso 3 = tratamento com Glomus etunicatum
3
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