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RESUMO: Devido a excedente procura, as plantas medicinais tém ganhando grande
espago no mercado. A microbiota do solo contendo fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) podem contribuir na produgdo destas por promoverem associagdo simbiotica
mutualistica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a micorrizagdo e a atividade
microbiana do solo com o cultivo das plantas de horteld (Mentha crispa L.), camomila
(Matricaria chamomilla L.) e mil folhas (Achillea millefolium L.) coletadas no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Paranaense, Campus II, Umuarama — PR. Foram
realizadas analises de colonizagdo radicular e densidade de esporos de FMAs, do carbono
da biomassa microbiana (CBM) do solo, da respiragcdo basal (RBS) e quociente
metabdlico (qCO;). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Duncan (p < 0,05). A planta mil-folhas apresentou um decréscimo na colonizagdo
radicular e densidade de esporos de FMAs e no CBM (p <0,05) comparado com o solo
cultivado com horteld. Porém, a RBS e o qCO; mostraram resultados significativamente
maiores (p <0,05) na planta mil-folhas comparado com o solo cultivado com camomila. A
colonizagdo radicular por FMAs foram altas na camomila (65,9%) e na horteld (52%) e
baixa na mil-folhas (25,6%). Conclui que o cultivo de mil folhas nas condic¢oes estudadas
diminuiu a colonizagdo radicular e densidade de esporos de FMAs e o CBM.

PALAVRAS-CHAVE: esporos, coloniza¢do radicular, atividade microbiana do solo.

AVALIATION OF MYCORRHIZAL COLONIZATION AND MICROBIAL
ACTIVITY IN SOIL CULTIVATED WITH MEDICAL PLANTS

ABSTRACT: Due to excess demand, medicinal plants are gaining great market space. The
soil microbiota containing mycorrhizal fungi (AMF) can contribute to the production of
these for promoting mutualistic symbiotic association. The objective of this study was to
evaluate mycorrhization and soil microbial activity in mint plant (Mentha crispa L.),
chamomile (Matricaria chamomilla L.) and yarrow (Achillea millefolium L.) collected in
the Garden Medicinal Plants of the Paranaense University, Campus II, Umuarama - PR. It
was conducted analysis of AMF root colonization and spore density, of microbial biomass
carbon (MBC) soil, of basal respiration (RBS) and metabolic quotient (qCO;). The results
were submitted to analysis of variance (ANOVA) and Duncan’s test (p < 0.05). The yarrow
plant had low AMF root colonization and spore density and MBC (p <0.05) then in soil
cultivated with mint. However, the RBS and qCO; showed significantly decreased then in
chamomile plant. The AMF root colonization was high on chamomile (65.9%) and mint
(52.6%) and low in yarrow (25.6%). In conclusion, yarrow plant cultivated in these local
conditions decreased AMF root colonization and spore density, and MBC in soil.

KEY-WORDS: spores, root colonization, soil microbial activity.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais, condimentares e aromaticas sdo utilizadas pela medicina em
substitui¢do ou associacdo aos medicamentos sintéticos. Estas possuem ainda oleos
essenciais utilizados nas industrias de cosméticos e perfumarias e sdo utilizadas no preparo
de diferentes tipos de alimentos (Russomanno et al., 2008). Os produtos derivados de
plantas medicinais representam um mercado que movimenta bilhdes de ddlares (Skelly,
1996). Em 1996 estimou-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento da industria
farmacéutica brasileira foram decorrentes de medicamentos derivados de plantas (Simdes e
Schenkel, 2002). Considera-se também que as vendas nesse setor crescem 10% ao ano,
com estimativa de terem alcangado a cifra de US$ 550 milhdes no ano de 2001 (Knapp,
2001).

A camomila (Matricaria chamomilla L.) possui efeito sedativo, antiespasmoédico,
anti-inflamatorio, entre outros (Kedzia, 2001; Carvalho, et al., 2014; Vieira et al., 2009).
Para a horteld (Mentha crispa L.) tem sido descrita efeito analgésico, acelera o transito
intestinal, antiespasmddica, relachante da musculatura lisa (Grisi et al., 2006). Ja a planta
mil-folhas (Achillea millefolium L.) t€ém excelente acdo em problemas estomacais,
infecgdes urinarias, espasmos musculares, hemostasia, etc. (Jonsdottir, 2011).

O cultivo dessas plantas requer praticas agronémicas que dispensem a aplicacao de
produtos quimicos, potencialmente toxicos, pois essas plantas podem ser consumidas
diretamente na alimentacdo ou processadas para compor medicamentos (Knapp, 2001).
Nesse aspecto, a microbiota do solo como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
podem contribuir para o crescimento e sustentabilidade da producao de plantas medicinais.

Os FMAs formam uma associacdo simbidtica mutualistica produzindo hifas intra e
extra-radiculares, capazes de absorver elementos minerais do solo e transferi-los para a
planta. Nessa simbiose mutualistica a planta supre o fungo com energia para crescimento e
manutengdo via produtos fotossintéticos; ja o fungo prové a planta com nutrientes como P
e dgua. A simbiose promove ainda o aumento do volume e da longevidade das raizes; a
resisténcia a patdgenos e metais pesados e ainda a maior tolerancia ao estresse hidrico
(Smith e Read, 2008). Também existem evidéncias de que FMAs colaboram no aumento
do dreno de C da atmosfera, variavel importante e pouco estudada diante dos processos de

mudangas climaticas (Leake et al., 2004).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade de esporos e a colonizacdo
radicular por FMAs de plantas de horteld, camomila e mil folhas, bem como a atividade
microbiana do solo, medida através da respiragdo basal do solo (RBS), do carbono da
biomassa microbiana (CBM) e quociente metabolico microbiano do solo (¢CO;) em
amostras provenientes do Horto de Plantas Medicinais da Universidade Paranaense,

Campus II, Umuarama — PR.
MATERIAL E METODOS

Local e amostragem

As amostras de solo e raizes das plantas camomila, horteld e mil-folhas cultivadas
em cultivo organico foram coletadas no horto medicinal da Universidade Paranaense —
UNIPAR, Campus II — Umuarama, PR; na latitude de 23°45°59” S, longitude de 53°19°30”
W e altitude de 442 m, em Agosto de 2015. O solo tem a formagao arenito Caiua,
pertencente a classe LVd19 — LATOSSOLO VERMELHO distréfico.

Foram coletados cerca de 500 g de solo em trés pontos do canteiro (2 m x 7,5 m) na
profundidade de 0-10 cm, além das raizes das plantas. O solo e a raizes foram
acondicionados em sacos plasticos e mantido a 4 °C, até o momento das analises. A analise
de uma amostra composta do solo foi realizada pelo laboratorio Solo Fértil estabelecido na
cidade de Umuarama — PR seguindo os padrdes preconizados pela comissdo estadual de

laboratérios de analises agronomicas (CELA/PR).

Avaliagdo da colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares

As raizes foram cortadas, com auxilio de estilete, em fragmentos de +2 cm. Apds
foram lavadas em dgua corrente e mantidas em solugdo de KOH (10% m/v) 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 4cido foi entdo removido e as raizes foram coradas com azul de
tripano (0,05% m/v) 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 Optico (100X) em 100 segmentos dispostos em laminas

(Giovanetti e Mosse, 1980). A colonizagdo radicular total por FMAs foi transformada pela

equagdo Col.,=(ArcSeny/ Col. (%)/100).( 180/7) para normalizagdo dos dados.
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Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

O solo (10 g) foi submetido ao peneiramento umido nas malhas de 0,710 mm e de
0,053 mm (Gerdermann e Nicolson, 1963). Em seguida o retido na malha de 0,053 mm foi
centrifugado (3000 rpm, 1512 G, por 3 min). O precipitado foi suspendido em 40 mL de
solugdo aquosa de sacarose 50% (m/v) e novamente centrifugado (2000 rpm, 658 G, por 2
min.). O sobrenadante foi transferido para placas de Petri para a contagem e identificacao

sob microscopio estereoscopio (40X).

Determinacado do carbono da biomassa microbiana do solo

A determinagdo do carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi feita
segundo o método fumigacdo- extragdo proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al.
(1988). Para a fumigacao das amostras, pesaram-se 10 g de amostra de solo e adicionou-se
1 mL de cloroférmio isento de etanol em todos os frascos destinados a fumigagao, os quais
foram fechados e armazenados em local isento de luminosidade por 24 horas, com
temperatura em torno de 25 a 28 °C. Ap0s esse periodo, retirou-se a tampa dos frascos em
capela de exaustdo, deixando-se evaporar todo o cloroférmio, como proposto por Brookes
et al. (1982) e Witt et al. (2000).

Para as amostras ndo fumigadas foi feita a pesagem de 10 g da amostra de solo.
Tanto as amostras fumigadas quanto as ndo fumigadas de cada tratamento foram repetidas
duas vezes, das quais foi utilizada a média. Apods isso, realizou-se a extragdo do C das
amostras fumigadas e ndo fumigadas, conforme descrito por Hungria et al. (2009). Foi
estimado o CBM nos extratos usando-se a formula: CBM = (Cf — Cnf)/ K¢, onde Cf e Cnf
representam o C extraido do solo fumigado e ndo fumigado e Kc ¢ uma constante usada em
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. Apos oito dias de incubagdo, os frascos
com NaOH foram acrescidos de 2 mL de BaCl, a 10% e trés gotas de fenolftaleina

(solugdo alcodlica a 3%) para titulagdo com HCI 0,5 N conforme Silva et al. (2007).
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O quociente metabdlico do solo (¢COs) € a 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 DISCUSSAO
O pH do solo analisado estd com o pH baixo (4,34), baixa capacidade de troca
cationica (3,96) e saturagdo por bases (48,69%), mostrado nas andlises quimicas (Tabela

1). O pH foi menor (p <0,05) para os solos cultivados com horteld e mil-folhas (Tabela 2).

Tabela 1. Caracteristicas quimica do solo amostrado no Horto Medicinal da Universidade
Paranaense - UNIPAR*. Valores do pH do solo em CaCl, (pH), fésforo (P), carbono (C),
aluminio (AI’"), acidez potencial (HAI’"), célcio (Ca™"), magnésio (Mg*"), potassio (K,
soma de bases (SB), capacidade de troca cationica (CTC) e saturacdo por bases (V)

P C AP H+AI" Ca*" Mg*" K SB CTC %

H
P (mg dm™) (g dm™) (Cmol, dm™) (%)

4,34 13,3 9,12 0,00 3,03 1,38 0,50 0,15 1,93 3,96 48,69

*Analises realizadas a partir de uma amostra composta do solo coletadas no Horto Medicinal da
Universidade Paranaense (UNIPAR).

Para Novais et al., (2007) os solos acidos se caracterizam pela presenca de aluminio
(Al) livre que ¢ prejudicial para as plantas, influenciando no desenvolvimento do sistema
radicular. Entretanto, a partir do pH 5,5 ndo existe mais Al livre devido a sua precipitagao
na forma de 6xido de Al. Nos solos acidos verifica-se a fixacdo do fosforo (P) pelo ferro
(Fe) e pelo Al formando compostos insoliveis ndo aproveitaveis para as plantas.

O cultivo da mil-folhas apresentou significantemente (p < 0,05) baixa densidade de
esporos e colonizagdo radicular por FMAs (Tabela 2).

O CBM foi significantemente menor com o cultivo da mil-folhas. Porém, a RBS e o

qCO, foram significantemente maiores (Tabela 2).
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Tabela 2. Colonizagdo radicular e densidade de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (numero g ' de solo seco), pH do solo em CaCl,, carbono da
biomassa microbiana (CBM) (mg C kg ' solo), respiracio basal do solo (RBS) (mg C-CO,
kg solo ' hora') e quociente metabélico do solo (¢CO,) (mg C-CO, g ' CBMh™)

Tratamentos pH Esporos  Colonizagdo CBM RBS qCO,
Camomila 4,4+0,1a 1,9+0,2ab 65,9+3,6a 145,249,4ab 0,8+0,1b  5,6+0,1b
Hortela 4,0+0,1b 2,5+0,7a 52,6+1,7a 184,6+7,3a  1,3+0,1ab 7,3+0,1b
Mil-folhas 4,0+0,1b 0,6+0,1b  25,648,7b 105,5+20,5b 1,5+0,01a 14,3+1,5a
Significancia <0,001 0,046 0,006 0,019 0,047 0,002

M¢édias (+ erro padrdo, n = 3). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de
Duncan (p < 0,05).

Os parametros microbiolégicos de qualidade do solo s3o sensiveis as alteracdes do
mesmo como: a presenga, o tipo e a diversidade da vegetacao (Giller et al., 1997; Zangaro
et al., 2012). No presente estudo observamos alta colonizacdo radicular por FMAs nas
plantas camomila (65,9) e horteld (52,6) (Tabela 2). Ja a mil-folhas apresentou reduzida
colonizagdo (25,6). Carrenho et al. (2007), ressalta que em mil-folhas, as raizes, em geral,
ndo possuem estruturas micorrizicas e colonizagdo periférica pouco frequente o que
corrobora com os resultado do presente estudo.

Fatores bioticos e abioticos podem dificultar a sobrevivéncia dos FMAs (Souza, et
al., 2003). Peres et al (2009) verificou que a mil-folhas possui atividade antimicrobiana
contendo compostos antracénicos, heterosideos cardiotonicos, naftoquinonas e
antraquinonas. Estes compostos dificultam o crescimento de micro-organismos e sdo
produzidos como defesa da planta, contra virus, bactérias e fungos (Havsteen, 2002). Desta
forma, a ag¢do antimicrobiana desta planta pode dificultar a colonizacdo das raizes com
FMAs, o que corrobora com os resultados descritos no presente estudo.

Desta forma, a baixa presenca de estruturas micorrizicas e a menor fixacao de C no
solo, observada para mil-folhas torna o seu cultivo um desafio. Esta associacdo contribui
para o crescimento das plantas, através do aumento da absor¢do de nutrientes do solo
(Smith e Read, 2008). Para a producdo de mil-folhas indica-se desta forma: o preparo do
solo com aumento da quantidade de C através da matéria organica do solo (MOS) e N; a

rotagdo de cultura sdo pré-requisitos para se obter uma produgdo satisfatoria de mil-folhas.
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CONCLUSAO

A colonizacao radicular e densidade de esporos de FMAs, e o carbono da biomassa
microbiana (CBM) foi menor em mil-folhas em relacdo a camomila e horteld. A mil-folhas
ndo ¢ indicada para recuperagdo de solos degradados devido a baixa resposta micorrizica.
Ademais, para o cultivo desta planta sugere-se que seja realizado em solo com alta

fertilidade do solo, principalmente em relagdo MOS, N e P.
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