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Resumo: O estudo objetivou verificar o efeito de mais de 24 anos de estocagem de
Entrophospora etunicata na atividade antioxidante de folhas de Zea mays. Foi observado
que o longo periodo de armazenamento favoreceu a eficiéncia simbidtica de E. etunicata,
resultando em aumento (cerca de 13 %) da capacidade quelante de extratos de Z. mays, algo
ndo evidenciado para E. efunicata armazenado por apenas dois anos. Esse é o primeiro
estudo a reportar a modulacdo da atividade antioxidante em funcdo da estocagem de

inoculos micorrizicos.
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INTRODUCAO

Compostos naturais com potencial antioxidante sao de
importancia na alimentag¢ao animal (Beslo et al., 2023;
Conto et al., 2026), pois podem favorecer o bem-estar
ao promover um melhor status antioxidante (Pastorelli
et al., 2023), ao beneficiar a microbiota intestinal
(Igbal et al., 2020; Proca et al., 2024) e ao reduzir
condigdes inflamatorias (Eder et al., 2025); esses
bioativos podem ser uma alternativa a antioxidantes
sintéticos  potencialmente  toxicos, como o0
hidroxianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno
butilado (BHT) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ)
(Ren et al., 2025), que apesar do uso frequente em
racdes (Costa et al.,, 2022), podem facilitar o
desenvolvimento de condi¢des inflamatorias (Leonard
et al., 2023). Desse modo, a busca por ingredientes
antioxidantes naturais na alimenta¢do animal pode
movimentar mais de 1.400 milhdes de dodlares até
2035 (Future Market Insights, 2025).

Um material vegetal utilizado na alimentacdo de
alguns ruminantes, com potencial antioxidante, € o
milho (Zea mays L.) (Cui et al., 2022), sendo as folhas
e os graos registrados como ingredientes autorizados
pelo Ministério da Agricultura e Pecudria (Brasil,
2026). As folhas acumulam metabolitos bioativos,
como compostos fenolicos (Silva et al., 2019; Lugman
et al., 2023) e acido ascorbico (Azam et al., 2022), que
conferem agdo anti-inflamatéria (Morakinyo et al.,
2021), antioxidante (Alsherif et al, 2023) e
propriedades anticincer (Balasubramanian e Padma,
2013). No entanto, tais metabdlitos podem apresentar
variacdes de concentragdo na fitomassa (Zlati¢ et al.,
2019), sendo relevante buscar alternativas que
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promovam a atividade antioxidante de extratos
vegetais.

Uma biotecnologia agricola para otimizar a atividade
antioxidante foliar de Z. mays ¢ a aplicacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (Falcdo et al., 2025),
microrganismos edaficos simbiontes de distribui¢@o
cosmopolita (Lutz et al., 2025). A partir dessa relagéo
simbiodtica mutualistica, o vegetal fornece assimilados
(Lekberg et al., 2024) ao FMA que, em contrapartida,
forrageia por nutrientes que s@o transferidos e
utilizados em vias metabdlicas (An et al., 2025). A
modulagdo fisiologica de plantas micorrizadas pode
ser refletida em crescimento otimizado (Umer et al.,
2025), na maior tolerancia a estresses (Samanta et al.,
2025), na biossintese de compostos bioativos (Barreto
et al., 2025) e no aumento do potencial antioxidante
(Falc@o et al., 2023; Zhang et al., 2025).

Apesar do beneficio notavel da micorrizagdo para o
metabolismo secundario e para a atividade
antioxidante, alguns fatores podem influenciar a
eficiéncia dos FMA, como o isolado micorrizico
(Djotan et al., 2026) e as condigdes de multiplicagdo e
de armazenamento de inéculos (Kim et al., 2002;
Piischel et al., 2019). Nesse contexto, a estocagem ¢
um fator que interfere diretamente nos FMA, seja a
partir da temperatura (Liu et al., 2024), da umidade
(Daft et al., 1987) ou do tempo de armazenamento
(Varga et al., 2015). Sendo assim, ¢ recomendado que
indculos micorrizicos sejam armazenados secos
(Salomon et al., 2022) e em baixas temperaturas (Safir
et al., 1990), no entanto, pouco se conhece sobre o
efeito das condi¢des de armazenamento de indculos
micorrizicos no metabolismo vegetal.

Nesse contexto, sabe-se que 0 armazenamento a longo
prazo de Entrophospora etunicata (W.N. Becker &
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Gerd.) Btaszk., Niezgoda, B.T. Goto & Magurno,
fungo amplamente empregado na formulagdo de
inoculantes (Basiru et al., 2021; Ghorui et al., 2025),
reduz a infectividade, a viabilidade (Falcdo ¢ Silva,
2025) e concentracdo de proteinas em glomerosporos
(Falcdo et al., 2026), mas essas caracteristicas nao
influenciam a promogao da biossintese de metabolitos
considerados antioxidantes, como o0s compostos
fendlicos e as saponinas (Falcdo et al., 2025). No
entanto, ndo ¢ estabelecido se esse FMA estocado por
mais de 20 anos pode otimizar a capacidade quelante
de extratos de folhas de Z. mays, pardmetro relevante
na oferta da fitomassa do milho para alimentacdo de
ruminantes, por traduzir a atividade antioxidante.

Portanto, foi testada a hipdtese de que a inoculagdo de
E. etunicata estocado por 24 anos otimiza a
capacidade quelante de extratos de folhas de Z. mays.
O objetivo do estudo foi verificar o efeito da longa
estocagem de E. etunicata na atividade antioxidante
foliar de Z. mays.

MATERIAL E METODOS

Para entender como a estocagem de E. etunicata, em
baixas temperaturas por mais de duas décadas, pode
modular a capacidade antioxidante total de folhas de
Z. mays, foi conduzido um experimento em casa de
vegetacdo na Universidade de Pernambuco (UPE), no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (Campus Santo
Amaro) de outubro de 2024 a janeiro de 2025.

Delineamento experimental

Foi delincado um experimento inteiramente
casualizado, considerando trés tratamentos de
inoculagdo em Z mays: ndo inoculado (controle),
inoculado com E. etunicata produzido e estocado
desde 2000 (EE2000) e inoculado com E. etunicata
produzido e estocado desde 2023 (EE2023), com sete
repeti¢des por tratamento.

Producio de in6culo e condigdes de armazenamento

Para verificar o efeito do longo armazenamento de F.
etunicata na otimizagdo da atividade antioxidante
foliar de Z. mays, inicialmente, ocorreu a produgao do
solo-inoculo de E. etunicata. Nesse sentido, um
isolado de E. etunicata cedido pelo Laboratério de
Micorrizas (Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE) foi o indéculo inicial utilizado nessa pesquisa.
Sendo assim, para a multiplicagdo do ino6culo no ano
de 2000 foi utilizada uma mistura de areia e de
vermiculita (1:1, v/v) esterilizadas por dois dias
consecutivos (121 °C, 15 min, 1 atm.) como substrato.
O paingo (Panicum miliaceum L.) foi usado como
hospedeiro na multiplica¢do, sendo depositados 50
sementes e 100 esporos por pote com capacidade de
400 mL. As plantas foram mantidas por um periodo de
85 dias em casa de vegetacdo (temperatura maxima:
32,4 °C; temperatura minima: 22,8 °C; umidade
maxima: 81,1 %; umidade minima: 45,6 %), sendo o
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sistema de rega realizado em dias alternados com
solugdo nutritiva com baixo Fosforo e suplementada
com tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 6,5) (Silva et al.,
2005).

Apoés o periodo de multiplicagdo, a parte aérea foi
descartada, o substrato seco em temperatura ambiente
e as raizes seccionadas e misturadas, resultando no
solo-inoculo. A concentragdo de glomerosporos desse
indculo (EE2000) foi de 58,9 esporos g™! solo, com
cerca de 4 % de potencial infectivo apds 24 anos de
armazenamento a 4-6 °C (Falcao e Silva, 2025).

Para o inéculo multiplicado e estocado desde 2023
(EE2023) foram utilizados o mesmo substrato,
hospedeiro, tamanho de potes, quantidade de
glomerosporos para a inoculagdo, metodologia de
rega,  processamento  do solo-inéculo e
armazenamento. Adicionalmente, a multiplicagdo de
EE2023 durou 79 dias (temperatura maxima: 34,8 °C;
temperatura minima: 23,1 °C; umidade maxima: 97
%; umidade minima: 56 %). A concentragio de
glomerosporos, obtida para o solo-in6culo de EE2023,
foi de 20,6 esporos g solo e cerca de 32 % de
infectividade ap6s um ano de armazenamento (Falcio
e Silva, 2025). Os inodculos de E. etunicata estao
registrados no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o cddigo ABC3019.

Inoculagdo em Zea mays e condugdo experimental

Para avaliar a eficiéncia de E. etunicata armazenado
por mais de 20 anos em otimizar a capacidade
antioxidante foliar de Z. mays, foi conduzido um
experimento, utilizando substrato para cultivo vegetal
a base de turfa e areia (1:1, v/v) com a seguinte
caracterizagdo quimica: 8,3 de pH (1:2,5, agua), 6,04
cmolc kg™!' de Cilcio, 1,31 cmolc kg! de Magnésio,
0,88 cmolc kg™! de Potassio, 4,00 cmolc kg™ de Sédio,
12,23 cmolc kg!' de capacidade de troca catibnica,
36,44 g kg'! de Carbono, 2,80 g kg!' de Nitrogénio,
12,93 de C/N, 62,40 g kg'' de matéria organica, 22,00
mg kg! de Fosforo (Melich 1) e 13,4 g kg!' de
equivalente de carbonato de calcio. Este substrato foi
transferido para sacos pretos de polietileno para o
cultivo do milho, sendo preenchidos com quatro litros
de substrato/saco (33 cm x 33 cm).

No dia 18 de outubro de 2024, solos-inoculo de
EE2000 ¢ de EE2023 contendo 100 glomerosporos,
hifas e raizes colonizadas foram transferidos para os
sacos com o substrato de cultivo e cobertos com o
mesmo substrato. Logo apo6s, duas sementes de milho-
doce (Z. mays L. subsp. sacharatta), superficialmente
desinfestadas com solugdo de hipoclorito de Sodio
(0,05%, 2 minutos), foram transferidas e cobertas com
o substrato. Apds a emergéncia das sementes, apenas
uma plantula foi mantida por pote. Plantas que ndo
foram inoculadas (controle) receberam filtrado dos
solos-indculo de EE2000 e EE2023.
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As plantas foram mantidas sob condi¢des ambientais
de temperatura (minima= 23,1 °C; maxima= 34,9 °C)
¢ umidade (minima: 56 %; maxima = 97 %) e regadas
diariamente com agua corrente filtrada durante um
més. Até o final do experimento, as plantas receberam
solugdo nutritiva com baixo Foésforo, sem adigdo de
Tris-HC1 50 mM (pH 6,5) (Silva et al., 2005,
modificado) duas vezes por semana. Para informagdes
dos reagentes utilizados nesta solucdo, acesse Falcdo
et al. (2025). Em 03/01/2025, o experimento e a parte
aérea de Z. mays foram coletados (Figura 1).

Figura 1. Experimento com Zea mays L. inoculada

ou ndo com Entrophospora etunicata (W.N. Becker

& Gerd.) Blaszk., Niezgoda, B.T. Goto & Magurno

multiplicado e estocado desde 2000 e 2023, ap6s 75
dias em casa de vegetagao.

Preparo do extrato vegetal

Para obtencdo do extrato vegetal, a parte aérea do
milho foi seca em estufa (45 °C) até peso constante por
72 horas. As folhas foram picotadas ¢ 100 mg de cada
planta foram utilizados para preparo do extrato
etanodlico (70 %) assistido em banho ultrassonico
durante 10 minutos (40kHz, 100W, 20 °C) (Goltz et
al., 2018, modificado). Os extratos obtidos foram
filtrados em papel de filtro qualitativo e armazenados
(-18 °C) para avaliagao da capacidade antioxidante in
vitro dos extratos (Figura 2).

Avaliagdo da capacidade antioxidante in vitro

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos, foi
utilizado o método de capacidade quelante do Ferro
(Dinis et al., 1994; Belattmania et al., 2016,
modificado), no qual foram adicionados 900 pL de
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agua destilada, 100 pL do extrato vegetal, 50 puL de
solugdo de cloreto ferroso (2 mM) e 200 puL de solugdo
de ferrozina (5 mM). Apos incubagdo por 10 minutos,
as amostras foram lidas em espectrofotometro no
comprimento de onda de 562 nm. Foram utilizadas
solugdes de tocoferol (0,0025 g/ 10 mL) e do Acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (10 mg/mL) para
expressar a capacidade quelante, em percentual, dos
extratos.

Marcas de equipamentos, de reagentes e de outros
materiais utilizados

Equipamentos: estufa de secagem (Quimis®,
Diadema, Sao Paulo — Brasil), espectrofotdmetro
(Thermo Fisher Scientific®, Franklin, Massachusetts —
Estados Unidos), pipetadores automaticos digitais
(Blue-Ray Biotech. Corp. Ltda., Distrito de Xindian,
Nova Taipé — Taiwan), balanca semi-analitica (Marte
Cientifica & Instrumentac¢do Industrial Ltda., Santa
Rita do Sapucai, Minas Gerais - Brasil) e balanga
analitica (BEL Engineering®, Monza, Italia). Outros
materiais areia (Granumix®, Vitéria de Santo Antdo,
Pernambuco — Brasil), substrato para mudas (All
Garden®, Jaguaritina, Sdo Paulo — Brasil) ¢ papel filtro
qualitativo (Celab®, Recife, Pernambuco - Brasil).
Reagentes: EDTA sal dissédico (Neon®, Suzano, Sao
Paulo - Brasil), dinitrofenilhidrazina (Dinidmica®,
Indaiatuba, Sdo Paulo - Brasil), tocoferol (Sigma-
Aldrich®, Barueri, Sdo Paulo - Brasil), cloreto de
ferroso (Dindmica®, Indaiatuba, Sdo Paulo — Brasil), e
alcool etilico (Quimica Moderna®, Santana de
Parnaiba, Sdo Paulo - Brasil).

Condugiio experimental
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Figura 2. Sumarizagdo metodoldgica para avaliagdo
da longa estocagem de Entrophospora etunicata
(W.N. Becker & Gerd.) Blaszk., Niezgoda, B.T. Goto
& Magurno na atividade antioxidante foliar de Zea
mays L. EE2000: E. etunicata multiplicado e
estocado desde 2000; EE2023: E. etunicata
multiplicado e estocado desde 2023.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
apresentaram normalidade, de acordo com o teste de
Shapiro-Wilk. As médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey (5 %), utilizando o sofiware
ASSISTAT (versao 7.7, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Confirmando a hipétese inicialmente proposta, o
longo armazenamento de E. etunicata ndo interferiu
na eficiéncia em otimizar a atividade antioxidante,
avaliada pela capacidade quelante foliar de Z. mays,
em relagdo ao tocoferol e ao EDTA. Essa atividade foi
otimizada em cerca de 13 %, em comparagdo ao
controle (Figura 3), sendo mais eficiente que EE2023,
cuja inoculag@o nao alterou a capacidade antioxidante,
em comparagdo as plantas ndo inoculadas (Figura 3).
Esse resultado corrobora o observado por Falcdo et al.
(2025), no qual 24 anos de armazenamento ndo
afetaram a eficiéncia de E. etunicata em potencializar
o acumulo de saponinas totais e de proteinas totais em
folhas de Z. mays.
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Figura 3. Capacidade quelante do Ferro (%) em
relagdo ao (A) tocoferol e ao (B) acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e de folhas de
Zea mays L. inoculada ou ndo com Entrophospora
etunicata (W.N. Becker & Gerd.) Btaszk., Niezgoda,
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B.T. Goto & Magurno multiplicado e estocado desde
2000 (EE2000) e desde 2023 (EE2023). Médias (n=
7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo Teste de
Tukey (5 %). CV: coeficiente de variancia. Barras
indicam o desvio padrdo das médias.

Mesmo que EE2023 tenha apresentado performance
inferior a EE2000 no aumento da capacidade quelante
foliar de Z. mays, ¢ importante ressaltar que isso ndo
reflete na capacidade desse in6culo na promocgdo da
sintese de bioativos antioxidantes (Falcao etal., 2025).
Sendo assim, ¢ provavel que plantas inoculadas com
EE2023 apresentem menor disponibilidade de
compostos de acdo quelante, como alguns flavonoides
(Walencik et al., 2024) e proteinas (Hajj et al., 2023).
Além disso, é relevante investigar se sucessivas
multiplicagdes desse fungo, ao longo dos 24 anos
(Falc@o e Silva, 2025), podem explicar os resultados
do presente estudo.

De modo geral, o aumento da atividade antioxidante
foliar de Z mays colonizada por E. etunicata ¢
notavel. Tal espécie tem o potencial de otimizar a
capacidade antioxidante in vitro vegetal, além de
modular a comunidade microbiana do solo cultivo de
Z. mays (Hao et al., 2022) e auxiliar na tolerancia de
estresses abidticos (Pan et al., 2024; Zarei et al., 2024),
o que reafirma o potencial da espécie no cultivo do
milho e para a oferta de uma fitomassa com maior
qualidade a ser implementada na alimentagdo de
ruminantes.

Nesse sentido, o uso de uma fitomassa rica em
bioativos com potencial quelante é de interesse a
indistria de alimentagdo animal, uma vez que esses
metabolitos podem auxiliar na imunidade (Phillips et
al., 2023) e na saude intestinal (Proca et al., 2024). No
entanto, ¢ imprescindivel testar a biodisponibilidade
de compostos antioxidantes de extratos de Z. mays
inoculada com E. etunicata, considerando que a
absorcao desses metabdlitos pode, por exemplo, variar
conforme a idade, a microbiota intestinal e as
condi¢des de satde (Zhang et al., 2022).

Portanto, apesar de EE2000 apresentar caracteristicas
que poderiam interferir na eficiéncia em otimizar a
atividade antioxidante foliar de Z. mays, como a baixa
infectividade, viabilidade (Falcdo e Silva, 2025) e
potencial de colonizagdo (Falcdo et al., 2025), ¢
provavel que este tenha apresentado maior atividade
no sitio de troca entre os parceiros simbiontes,
tornando-se importante avaliar a atividade arbuscular
desse fungo. Somado a isso, mesmo sendo bem
estabelecido que a inoculagdo micorrizica regula a
expressdo de genes relacionados a sintese de
compostos antioxidantes, como os fenolicos (An et al.,
2025) e os terpénicos (Leggatt et al., 2023), ¢ valido
verificar como o longo tempo de estocagem pode ter
influenciado a maneira como EE2000 influencia as
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vias metabdlicas da sintese de bioativos antioxidantes
em folhas de Z. mays.

CONCLUSAO

O armazenamento de indculo de E. etunicata por 24
anos € uma alternativa para otimizar a capacidade
antioxidante foliar de Z. mays.
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