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RESUMO: A simbiose entre fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e plantas permite
maior absor¢do de nutrientes e dgua pela planta colonizada. A assimila¢do de nutrientes
favorece a produtividade e o desenvolvimento das plantas medicinais. O trabalho objetivou
investigar a qualidade do solo, a coloniza¢do de FMAs e a densidade de esporos das raizes
de boldo, camomila e salsa. O solo e raizes foram coletados no Horto Medicinal da UNIPAR,
localizado no municipio de Umuarama-PR na profundidade de 0-10 cm com trés repetigoes e
analisados em duplicata. Este estudo avaliou a coloniza¢do radicular por FMAs, densidade
de esporos, carbono da biomassa microbiana (CBM), respiragdo basal (RBS) e quociente
metabolico (qCO;) dos sistemas estudados. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05). A
colonizagdo radicular por FMAs das culturas ndo apresentaram diferengas significativas. O
cultivo do boldo diminuiu a densidade de esporos de FMAs em relagdo as demais culturas.
Os valores de CBM diminuiram enquanto os valores de qCO, aumentaram na cultura de
boldo. Conclui-se que fatores bioticos e abioticos influenciam na manutengdo da microbiota
e qualidade do solo. Assim, vegetais envelhecidos podem levar a uma degradac¢do gradual do
solo.

PALAVRAS-CHAVE: idade da planta, Associagdo micorrizas e plantas medicinais,
microbiota do solo.

SOIL QUALITY INDICATORS IN CULTURE OF BOLDO, CHAMOMILE AND
PARSLEY

ABSTRACT: The symbiosis between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and plants allow
greater absorption of nutrients and water by the plant colonized. The assimilation of nutrients
promotes productivity and development of medicinal plants. This study aimed to investigate
the quality of the soil, the colonization of AMF and spore density of roots of boldo, chamomile
and parsley. The soil and roots were collected in the Medicinal Plant Nursery of the
Paranaense University - UNIPAR, located in the city of Umuarama-PR, at the depth of 0 -
10.0 cm, which was repeated and analised three times and twice. The study evaluated root
colonization by AMF, spore density, carbon of the microbial biomass (Cmic), basal breathing
of the soil and metabolic quotients (qCO;) of soil samples of the studied systems. The data
were subjected to analysis of variance (ANOVA). The media were compared by test Duncan
(p < 0.05). The root colonization by AMF of cultures showed no significant difference. The
cultivation of boldo decreased the density of AMF spores in relation the other cultures. The
values of Cmic decreased while the values of qCO, increased in the boldo culture. In
conclusion, that biotcs and abiotc factors do influence in the maintenance of the microbiota
and soil quality. Therefore, aged plant could lead to a gradual degradation of the soil.

KEY WORDS: age of plant, mycorrhizal association and medicinal plants, soil microbiota.

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.5,n.1, p.177-189, 2016.



178

INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) estdo associados as raizes das plantas e
participam da ciclagem de nutrientes do solo. Estes fungos s@o incapazes de completar o seu
ciclo de vida na auséncia de uma raiz hospedeira. O mecanismo da agdo simbidtica entre os
FMAs e as raizes das plantas ainda ¢ discutida (Smith e Read, 2008). Para Abdel-Fattah et al.
(2014) as plantas micorrizadas apresentam maior taxa fotossintética liquida, condutancia
estomatica, menor taxa de transpiragdo e menor competicdo de nutrientes e espaco com
bactérias patogé€nicas que as plantas ndo colonizadas. Os FMAs também aumentam o
comprimento e o volume das raizes. Desta forma, aumentam a capacidade de absor¢do de
nutrientes e 4gua em plantas micorrizadas (Karagiannidis et al., 2011; Wang e Jiang, 2015).

Essa simbiose ¢ importante para a absor¢do de fosfato inorganico, nitrogénio (N), e
oligoelementos, que favorecem a produtividade da planta (Hodge e Storer, 2015). Para
Ambrosano et al. (2011) o pré-plantio da fabacea Crotalaria juncea favoreceu o
enriquecimento de FMAs no solo, o que refletiu no incremento de 30% a 35% na
produtividade de colmos. Essa preparacao do solo proporcionou aumento na produgdo de
acucar, apresentando um melhor desempenho econdmico frente ao plantio testemunha. Neste
contexto, Pereira et al. (2013), obtiveram melhor produtividade de graos devido a associagao
de FMAs em soja. Essa simbiose elevou o numero de nédulos, a densidade de actinomicetos
da rizosfera e demonstrou influéncia significativa na biomassa de partes aéreas e raizes secas.

Apesar de varios estudos sobre a associagdo de FMAs e o aumento da producdo
vegetal pouco se sabe sobre a associacdo destes micro-organismos com plantas medicinais
(Folli-Pereira et al.,, 2012). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2002)
aproximadamente 80% da populagdo mundial depende de medicamentos a base de plantas. O
mercado mundial de produtos derivados de plantas ¢ aproximadamente de U$ 83 bilhdes
(Palhares et al., 2015). A China ¢ considerada uma das maiores produtoras de plantas
medicinais cobrindo 25% da exportagdo global (Li et al., 2015), seguida da India com 16,8%
(Sen e Chakraborty, 2011). No Brasil o Ministério da Satude instituiu as Farmacias Vivas no
SUS, por meio da Portaria N° 886 (Brasil, 2010). Oferecendo uma opg¢ao terapéutica para
atender, com plantas medicinais, as demandas da atenc¢ao basica. No Brasil o boldo (Peumus
boldus M.) e a camomila (Matricaria chamomilla L.) sio amplamente utilizadas como
fitoterapicos. J& a salsa (Petroselinum crispum M.) é amplamente utilizada, no Brasil, como
condimento. O boldo tem agdo no tratamento de doencas do sistema digestivo e hepatobiliar
(Speisky e Cassels, 1994; Afonso et al., 2015; Hoséalkova et al., 2015). A camomila possui

efeito sedativo e antiespasmoédico (Kedzia 2001; Carvalho et al., 2014). A salsa possui a¢ao
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diurética, antioxidante e hipoglicémico (Yanardag et al., 2003; Ozsoy-Sacan et al., 2006,
Campos et al., 2009).

Em 2013 foi aprovada a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°18, com a
finalidade de garantir a qualidade das plantas medicinais. Essas normas preconizam a conduta
apos a colheita, para minimizar os possiveis riscos a saide dos consumidores. Possiveis
efeitos adversos podem advir de como foram cultivadas — utilizagdo de agrotoxicos, solo com
metal pesado, e outros (WHO, 2004). O interesse em ampliar a producdo vegetal com
menores riscos a saude humana aumenta o interesse pelo conhecimento das associagdes
micorrizicas com plantas medicinais.

Estudos com algumas ervas medicinais demonstram que a associagdo de FMAs
proporcionam efeitos satisfatorios. Como mostram Karagiannidis et al. (2011) que estudaram
plantas de orégano (Origanum vulgare) em associacdo com FMAs e observaram 2 a 4 vezes
mais concentragdo de macronutrientes na planta. No estudo de Russomanno et al. (2008) os
FMAs proporcionam um aumento de 93,1% de matéria seca das partes aéreas (MSPA) do
manjericdo (Ocimum basilicum), e 67,16% de aumento da MSPA em alecrim (Rosmarinus
officinalis). Urcoviche et al. (2014) avaliaram a colonizagdo de FMAs em raizes de alecrim,
boldo, camomila, chaguinha (7ropaeolum majus), menta (Mentha crispa) e orégano. O boldo
foi estudado a colonizacdo radicular por FMAs em solo argiloso (Carrillo et al., 1992). A
associacdo entre FMAs e plantas medicinais desperta atengdo, pois estes micro-organismos
podem aumentar o potencial terapéutico dos vegetais, aumentar a produgdo vegetal, auxiliar
no desenvolvimento de plantas medicinais ameacadas de extin¢do (Panwar e Tarafdar, 2006)
e até mesmo atuar na polinizagdo das plantas (Wang e Jiang, 2015).

Para se avaliar as associagdes entre as plantas e os FMAs pode-se realizar a contagem
do micélio presente na raiz, bem como dos esporos dispersos no solo. Outros parametros
importantes para qualidade do solo sdo o quociente metabdlico microbiano (¢CO;) e o
carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) (Hungria et al., 2009). Ao analisar esses
fatores em solos degradados, com reduzida acdo da microbiota, observa-se aumento do gCO;
e diminuicdo do CBM (Kaschsuk et al., 2010).

Os objetivos deste estudo foram investigar a coloniza¢do radicular por FMAs e a
densidade de esporos do solo das plantas medicinais — boldo, camomila e salsa, além de
avaliar outros indicadores de qualidade do solo, como respiragdo basal do solo (RBS) e

quociente metabolico (gCO,).
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MATERIAL E METODOS

Local e analise quimica do solo

A coletada das amostras foram no horto medicinal da Universidade Paranaense —
UNIPAR, Campus II — Unidade de Umuarama, PR, com latitude 23°45°59” S, longitude
53°19°30” W e altitude de 442 m, em junho de 2014. A amostragem do solo e raizes foram
realizada na camada de 0-10 cm cerca de 10 cm distante do caule de cada planta de boldo,

camomila e salsa, com 3 repeti¢cdes e analisadas em duplicata no laboratorio.

Foi coletada uma amostra de solo de cada cultura e posteriormente misturadas
resultando em 500 g de solo. A andlise do solo foi realizada pelo laboratério Solo Fértil
estabelecido na cidade de Umuarama — PR. As caracteristicas determinadas foram: pH em
CaCl,, P, matéria organica do solo (MOS), nitrogénio total (N), aluminio (AI’"), acidez
potencial (H+AI’"), calcio (Ca®"), magnésio (Mg”"), potassio (K'), soma de bases (SB),
capacidade de troca cationica (CTC) e saturacdo por bases (V)%. Todas as analises realizadas
seguiram os padrdes preconizados pela Comissdo Estadual de Laboratérios de Analises

Agronémicas (CELA/PR).

Avaliagdo da colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares

As raizes foram coletadas em quatro amostras de cada sistema estudado (boldo,
camomila e salsa), estas foram lavadas em &gua corrente. Posterior foram cortadas, com
auxilio de estilete, em fragmentos de 2 cm. As raizes foram lavadas em &gua corrente e
mantidas em solu¢do de KOH (10%) a 90 °C por 30 min. O excesso de KOH foi removido e o
material vegetal foi imerso em HCI (5% v/v) a 90 °C por 30 min. O HCI foi entdo removido e
as raizes foram coradas com azul de tripano (0,05%) sob banho maria (90 °C; 30 min.), e,
preservadas em lactoglicerol (Phillips e Hayman, 1970). A percentagem de segmentos
radiculares colonizados foi medida sob microscopio 6Optico (100X) em 100 segmentos

dispostos em laminas (Giovanetti e Mosse, 1980). A colonizacao radicular total por FMAs foi

transformada pela equacao Col. ,=(ArcSenw/ Col. (%)/ 100).( 180/7) para normalizagdo dos
dados.

Densidade de esporos dos fungos micorrizicos arbusculares
Os esporos foram extraidos a partir de 10 g de solo, usando subamostras peneiramento
umido (Gedermann e Nicolson, 1963). As amostras foram suspensas em 1 L de dgua e agitou-

se num copo, mantendo em repouso durante 1 min. De modo que as maiores particulas foram
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decantando, posterior a isso o conteudo foi submetido ao peneiramento imido nas malhas de
0,710 mm e de 0,053 mm de abertura, esse processo foi repetido por quatro vezes. O material
que permaneceu retido na malha de 0,053 mm foi transferido para tubos de 50 mL Falcon e
centrifugado (3000 rpm, 1512 for¢a G, por 3 min) e o sobrenadante descartado. O precipitado
foi suspendido em 10 mL sacarose 50% (m/v) e novamente centrifugado (2000 rpm, 658
forca G , por 2 minutos); os esporos no sobrenadante foram transferidos para peneira 0,053
mm, lavados para eliminar o excesso de sacarose. Em seguida, foram transferidos para placas

de Petri para a contagem sob microscopio estereoscopio (40X).

Determinacado do carbono da biomassa microbiana do solo

A determinacdo do carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi feita segundo
o método fumigagdo-extracdo proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988). Para a
fumigag¢do das amostras pesaram-se 10 g de amostra de solo e adicionou-se 1 mL de
cloroféormio isento de etanol em todos os frascos destinados a fumigagdo, os quais foram
fechados e armazenados em local isento de luminosidade por 24 horas, com temperatura em
torno de 25 a 28 °C. Posterior a isso, retirou-se a tampa dos frascos em capela de exaustio,
deixando-se evaporar todo o cloroférmio, como proposto por Brookes et al., (1982) e Witt et
al. (2000).

Foram pesados para amostras ndo fumigadas 10 g das aliquotas de solo. Tanto as
amostras fumigadas quanto as ndo fumigadas de cada tratamento foram repetidas duas vezes,
das quais foi utilizada a média. Apo0s isso, realizou-se a extragdo do C das amostras fumigadas
e ndo fumigadas, adicionou-se nelas 50 mL de solucdo de sulfato de potassio (K,SO4) a 0,5
mol L™, os tubos foram agitados por 30 min em agitador orbital a 220 rpm e, ap6s decantacio
por 30 min, obteve-se o extrato apds transferir o sobrenadante para um filtro de papel
acoplado a funil e tubo de 50 mL.

Foram transferidos 8 mL do extrato para um Erlenmeyer de 250 mL para
determinagdo do CBM. Adicionaram-se 2 mL de solucdo de dicromato de potassio (K,Cr,O7)
a 0,066 mol L™, 10 mL de acido sulfarico (H2S04) 95 2 98% e 5 mL de acido orto-fosforico
(H3PO4) 85%; apos a solugdo esfriar, foram 70 mL de 4gua deionizada. Apos resfriamento da
solucdo, foram adicionados 4 gotas de difenilamina (CsHs),NH) 1% e fez-se a titulagcdo sob
agitacdo magnética com a solucdo de sulfato ferroso amoniacal [(NH,),Fe(SO4),cH,O] 0,033
mol L™'; no fim da titulagio a coloragdo passou de purpura para verde. Desta forma foi
estimado o CBM nos extratos usando-se a formula: CBM = (Cf — Cnf)/ Kc, onde Cf e Cnf

representam o C extraido do solo fumigado e ndo fumigado ¢ Kc ¢ uma constante usada em
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todas as amostras, segundo Hungria et al. (2009). O Kc utilizado foi de 0,4, conforme

sugerido por Kaschuk et al., (2010).

Determinagdo da respira¢do basal e quociente metabdlico do solo

A respiragdo basal do solo (RBS) foi determinada de 30 g de solo, que foram
acondicionadas juntamente com um frasco de 30 mL com 10 mL de NaOH 1 M dentro de
frascos de vidro tipo conserva de 500 mL. Os frascos foram fechados hermeticamente e
armazenados no escuro em temperatura ambiente. Apds oito dias de incubagdo, os frascos
com NaOH foram acrescidos de 2 mL de BaCl, a 10% e trés gotas de fenolftaleina (solugao
alcodlica a 3%) para titulagdo com HCI1 0,5N conforme Silva et al., (2007).

O quociente metabolico do solo (¢CO3) € o resultado da razao entre a RBS e a unidade

de CBM do solo (Hungria et al., 2009).

Andlises estatisticas
Os dados foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA). As médias foram comparadas
por meio do teste de Duncan (p < 0,05) no programa SPSS v.16.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Os FMAs estabelecem com as raizes das plantas uma associagdo simbidtica
mutualistica (Smith e Read, 2008). A colonizagdo desses fungos variam naturalmente
segundo variagdes climaticas e caracteristicas do solo (Berry, 1994). Dessa forma, foram

determinadas as analises quimicas dos diferentes manejos do solo (Tabela 1).

Tabela 1 — Anélise quimica do solo (0-10 cm) da area do amostrada

pH P MO A" H+AP" Ca®® Mg© K SB  CTC %
mg gdm’ Cmol. dm™ %

505 10,37 6,12 0,00 3,97 3,25 0,87 0,19 4,77 4,47 48,69

* pH em CaCl, (pH), fosforo (P), matéria organica (MO), nitrogénio total (N), aluminio (AI’), acidez
potencial (H+AI'"), célcio (Ca®"), magnésio (Mg™"), potassio (K"), soma de bases (SB), capacidade de
troca catidnica (CTC) e saturagdo por bases (V)%*.

O solo apresentou pH 4acido de 5,05 ¢ P de 10,37 mg dm . Estes valores estio
proximos aos descritos por Urcoviche et al. (2012) na regido de Umuarama-PR em arenito

Caiud, com pH de 4,80 e fésforo de 19,08 mg dm™. O LATOSSOLO Vermelho distréfico,
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proveniente do arenito Caiud, normalmente ¢ acido e possui alto teor de fosforo (Ramos et al.,
2013). Segundo Aguiar et al. (2004) as dosagem de P e a acidez podem afetar o
desenvolvimento e o estabelecimento dos FMAs. Melloni e Cardoso (1999), observaram que a
adicdo de doses crescentes de P ao solo proporcionaram reducdo da porcentagem de
coloniza¢do radicular por FMAs nos dois porta-enxertos de citros estudados, porém,
verificaram aumentos significativos em outras caracteristicas como: altura, didmetro, matéria
seca da parte aérea e quantidade total absorvida de macro e micronutrientes por ambos 0s

porta-enxertos.

Tabela 2 — Valores médios da colonizacdo radicular (%) por FMAs, densidade de esporos de
FMAs, carbono da biomassa microbiana (CBM), respiragdo basal do solo (RBS) e quociente
metabolico do solo (¢CO,) cultivado com boldo, camomila e salsa

Tratamentos  Colonizagao Esporos CBM RBS qCO,

Boldo 32,94 + 2,00 1,29+031b 71,57 +£5,85¢ 0,74+£0,02b 10,42 £ 0,66 a
Camomila 30,47 +£ 3,26 4,16 0,69 a 118,27+4,51b  0,71+£0,01 b 5,99+027 ¢
Salsa 32,20 £2,44 3,53+0,38a 164,72+ 1,65a 0,90+0,06a 5,50+0,39¢
Significancia 0,485 0,014 >0,001 0,022 0,001

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05).
CBM (mg C kg 'solo), RBS (mg C-CO, kg solo™ hora™) e ¢CO, (mg C-CO, g’ CBM h™).

A colonizagdo radicular por FMAs das culturas examinadas ndo apresentam
diferenga significativas (Tabela 2). J4 para a densidade de esporos dos FMAs na cultura do
boldo significamtemante menor (p < 0,05) que as demais culturas (Tabela 2). O boldo
apresentou, também, menores valores (p < 0,05) para CBM com apenas 71,57 mg C kg ' solo,
em relagdo a camomila (118,27 mg C kg ' solo) e a salsa (164, 72 mg C kg ' solo. Enquanto o
qCO;, aumentou significamtemente na cultura de boldo, estes resultados estdo diretamente
relacionada com a idade da planta. Assim, para o boldo, o carbono provindo da CBM foi
perdido na forma de CO, para a atmosfera. Normalmente, esta perda ¢ decorrente de
dificuldade de manutencdo metabolica da microbiota heterotrofica do solo (Hungria et al.,
2009).

Inumeros fatores bidticos e abidticos podem afetar a manutengdo dos micro-
organismos no solo. Na cultura do boldo, Carrillo et al. (1992) observaram a densidade de
esporos de 8,92 g de um CAMBISSOLO tipico distréfico e a colonizagdo radicular estava
relacionada ao reduzido pH do solo. A acidez do solo (pH < 5,5 em CaCl,) promove a lenta

incorporacdo de matéria organica do solo (MOS) e aumenta os niveis relativos de C. Por esse
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motivo o solo CAMBISSOLO tipico distréfico pode favorecer o aumento dessas colonizagdes
de micorrizas em raizes de boldo.

O boldo cultivado em LATOSSOLO vermelho distréfico (classe LVd19), o mesmo
do presente estudo, foi avaliado quanto a colonizagao radicular por FMAs por Urcoviche et al.
(2014) e observaram que o boldo apresentou 30,74% de colonizagdo por FMAs no més de
junho de 2011; ja em novembro de 2011 a colonizagdo foi de 45,67%. No mesmo estudo a
densidade de esporos de FMAs - nos mesmos meses - foram de 16,8 e 3,01 g'l de solo,
respectivamente. Os resultados encontrados no presente estudo foram - 32,94% de
colonizagdo e 1,29 (g de solo seco) de densidade de esporos para o més de junho de 2014
(Tabela 2) - foram diferentes daqueles descritos por Urcoviche et al. (2014). Desta forma,
observa-se que os resultados de colonizacdo sdo varidaveis de acordo com a época de avaliagao
para o mesmo tipo de solo e planta, indicando que a menor quantidade de P obtida no presente
estudo foi de 10,37 mg dm’ (Tabela 1) ¢ 23,70 mg dm’ para Urcoviche et al. (2014). Assim,
pode-se correlacionar a diminuicdo dos FMAs com a concentragdo de P do solo e estagdo do
ano. Este fendmeno também pode ser explicado por Zangaro et al. (2013) que demonstraram
em seus estudos em sistemas de sucessdo que a colonizacdo radicular por FMAs tenderam a
ser maiores na primavera € verao que no outono € inverno.

Outra variavel que pode afetar a colonizacao por FMAs ¢ a idade da planta, as raizes
sdo fontes importantes de substrato para os FMAs, bem como compostos volateis (CO,)
exsudados pela raiz estimulam a germinag¢do de esposos. Essa simbiose ¢ benéfica para
ambos, porém, pode ser influenciado por varios fatores como componentes do solo, ambiente,
manejo bem como a idade da planta (Bellei e Garbaye, 1992; Campos et al., 2011).
Verificando a tabela 1 observa-se que a quantia de P ¢ baixa, em relagdo ao que Urcoviche et
al. (2014) encontrou em 2011 no mesmo solo, 10,37 mg dm® e 21,00 mg dm™
respectivamente.

A baixa densidade de esporos de FMAs para a cultura de boldo (1,29 (g de solo
seco) sabendo que esta planta ¢ uma cultura antiga, ja estabelecida, pode-se relacionar a idade
da planta com desensovimento de esporos em sua raiz. Neste sentido, Zangaro et al. (2014)
explicam o desenvolvimento de FMAs em raizes sdo menores com a sucessao das plantas
bem estabelecidas. Assim, a associacdo de FMAs em raizes de vegetais diminui com o
aumento do estagio sucessdo das plantas. Os FMAs, presentes nas raizes transferem agua e
nutrientes minerais do solo a planta. Ademais, contribuem, para a estruturagdo e aera¢ao do
solo (Smith e Read, 2008). Desse modo, a menor colonizag¢ao radicular do boldo por FMAs

torna a produ¢do desta planta medicinal um desafio para a manutenc¢ao do solo. O cultivo de
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boldo em estagio tardio torna o solo invidvel para a colonizagdo de FMAs e pode causar a
reducdo nos conteudos de C e N na planta. Desta forma, o solo cultivado com boldo no final

de seu ciclo pode levar o solo a uma gradual degradacao.

CONCLUSOES

O cultivo do boldo apresenta menor densidade de esporos de FMAs e de CBM em
relagdo as culturas de camomila e salsa. O cultivo desta planta em estagio tardio ndo ¢

indicado podendo levar o solo a uma gradual degradacgao.
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