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Resumo: O objetivo foi verificar a relagdo da produgdo de flavonoides ¢ de
proantocianidinas foliares de uma populacdo natural de Anadenanthera colubrina com a
colonizagdo micorrizica, em duas estagdes. Os compostos flavonicos foliares apresentaram
maior acimulo durante a estagdo chuvosa. A coloniza¢do micorrizica ndo apresentou
variacdo entre as esta¢des, no entanto, a estacionalidade influenciou a relagdo da

coloniza¢ao micorrizica com os metabolitos em folhas de A. colubrina.
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INTRODUCAO

Algumas arvores nativas apresentam relevancia
medicinal, como Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan (Delices et al., 2023). Tal aplicagdo ¢ devida
aos bioativos presentes em seus tecidos, como o0s
flavonoides (Soldati e Albuquerque, 2011; Mota et al.,
2017; Medeiros et al., 2021; Delices et al., 2023), que
conferem diversas propriedades (Maia et al., 2021;
Sousa et al., 2021; Ramos et al., 2024; Pimentel et al.,
2024). No entanto, alguns fatores podem influenciar a
concentragdo de tais compostos, como a precipitagdo
e sazonalidade (Mwamatope et al., 2021; Formato et
al., 2022; Aratjo et al., 2017).

Além disso, outro fator que pode modular a produgao
desses bioativos sdao os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), microrganismos biotréficos
obrigatorios que formam simbiose com a maioria das
espécies vegetais (Wijayawardene et al., 2024) e
podem beneficiar o crescimento vegetal (An et al.,
2025) e a producdo de metabdlitos secundarios
(Barreto et al., 2026). Nesse aspecto, o beneficio da
micorrizagdo de 4. colubrina é bem documentado em
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mudas cultivadas em casa de vegetacdo (Pedone-
Bonfim et al., 2013; Falcédo et al., 2022; 2023; 2024;
Carvalho et al., 2024), no entanto, ndo ha registros do
seu efeito em populagdes naturais dessa leguminosa.

A partir disso, ¢ importante compreender o papel
desses fungos na produgdo de metabodlitos em plantas
ocorrendo naturalmente, considerando também como
a sazonalidade pode influenciar essa associag@o.
Nessa perspectiva, ¢ possivel determinar o momento
com maior acumulo de bioativos vegetais. Além disso,
visando a sustentabilidade do wuso dos recursos
naturais, ¢ valido optar por de tecidos renovaveis,
como as folhas de A. colubrina (Japiassu et al., 2016),
que podem ser oferecidas as industrias de
fitoformulagdes que utilizam sua fitomassa.

Portanto, foi testada a hipotese de que o acumulo de
bioativos foliares de A. colubrina, ocorrendo
naturalmente, ¢ influenciado pela estacdo do ano e
apresenta relagdo com a colonizagdo micorrizica.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar se a produgdo de flavonoides e de
proantocianidinas foliares apresenta relagdo com a
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colonizagdo micorrizica em uma populagdo natural de
A. colubrina, e se a estagdo do ano pode influenciar
nessa relagdo.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal e o solo foram coletados em um
fragmento de Floresta Atlantica Estacional, proximo a
estrada do municipio de Timbatba, Pernambuco,
Brasil (7°31'52.1"S; 35°19'09.9"W). O local apresenta
as condig¢des climaticas descritas na tabela 1 (Tabela
1). A coleta foi realizada em individuos de A.
colubrina distantes 12 m entre si.

Tabela 1. Condi¢des climaticas da regido (Timbatba,
Pernambuco, Brasil) de coleta de uma populagio de
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Caracteristicas Atributos do local
Tropical com
Clima precipitagdo
outono-inverno
AS (clima
Classificac¢do (Koppen) tropical quente e
umido)
Estagdo chuvosa Margo-julho

Estacdo seca Agosto-fevereiro

Evapotranspiracao potencial 1450-1550
P piragao p mm/ano
Umldgde relativa 100 %
aproximada
Temperatura (outubro, 2024) 23-31°C
Temperatura (margo, 2025) 24 -33°C
Precipitacdo acumulada em 9.2 mm
outubro, 2024 (tratamento 1) ’
Precipitacdo acumulada em 178.5 mm

margo, 2025 (tratamento 2)

Fontes: Atlas climatoldgico de Pernambuco (APAC,
2023); boletins pluviométricos mensais da Agéncia
Pernambucana de Aguas e Clima (apac.pe.gov.br);
Koppen Brasil (Koppenbrasil.github.io);
WeatherSpark.com.

O delineamento foi inteiramente casualizado com dois
tratamentos: estagdo seca (1) e estagdo chuvosa (2),
com dez repeti¢des cada. Foram coletadas amostras de
folhas e de solo, oriundas de trés subamostras de cada
individuo.

As amostras de folhas foram coletadas dos ramos mais
baixos, em pontos equidistantes, formando uma
amostra composta para cada individuo. As amostras
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de solo rizosférico foram coletadas na projegdo da
copa, numa profundidade de até 20 cm, também em
trés pontos equidistantes, formando uma amostra
composta. Esses procedimentos foram realizados em
ambas as estagdes seca (outubro de 2024 - individuos
em processo de perda foliar) e chuvosa (marco de
2025 - individuos com folhas jovens a maduras). Os
individuos tiveram o tronco marcado com etiquetas
metalicas para identificagdo. Foram coletadas e
herborizadas amostras dos ramos de acordo com os
métodos tradicionais (Mori et al. 1989), para
confirmag@o das espécies e preparo de exsicatas, as
quais foram depositadas no Herbario Geraldo Mariz -
UFP (Voucher: 101925), da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Brasil (8°03'02.4"S
34°56'52.0"W). Todas as amostras (vegetais ¢ da
rizosfera) foram registradas no Sistema Nacional de
Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), sob o numero
ACBD963.

As amostras de solo coletadas foram utilizadas para
formar duas amostras compostas, de acordo com as
estacoes do ano, que foram caracterizadas pelo
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). O solo,
classificado como franco arenoso, apresentou a
seguinte caracterizagdo, em estacdo chuvosa e seca,
respectivamente: 14,8 e 14,6 % de agua disponivel; 33
€ 37 mg de P dm?; 0,52 € 0,68 ;molc K dm?; 8,25 ¢
8,70.molc de Ca dm™; ¢ 4,50 € 4,30 ;molc Mg dm™.

As andlises do material foliar e de solo foram
realizadas no Laboratorio de Andlises, Pesquisas e
Estudos em Micorrizas, Universidade de Pernambuco
(LAPEM/UPE), Brasil (8°2'47.143"S;
34°53'15.086"W). As folhas foram superficialmente
limpas e termicamente estabilizadas (72 h, 45 °C). Em
seguida, foram seccionadas, porcionadas (500 mg) e
transferidas para frascos ambar contendo etanol (95
%) (Quimica Moderna®, Sdo Paulo, Brasil). Foi
realizada a extracdo assistida por banho ultrassonico
(100 W, 40 kHz, 30 min) (SolidSteel®, Sdo Paulo,
Brasil) (Goltz et al., 2018, modificado) e o extrato foi
filtrado e armazenado em freezer (-18 °C) até o
momento das analises.

A dosagem de flavonoides totais foliares foi realizada
pelo método de complexagdo com cloreto de aluminio
(Aratjo et al., 2008, modificado) e a rutina (Sigma-
Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil) adotada como padrio (y=
0,0024x - 0,085, R’= 0,9971). Para isso, 100 uL de
extrato vegetal, 60 pL de acido acético glacial
(Quimica Moderna®, Sao Paulo, Brasil), 1000 uL de
piridina-metanol  (2:8) (AppliChem GmbH® &
Panreac Quimica®, Darmstadt, Alemanha &
Barcelona, Espanha; Celab®, Pernambuco, Brasil),
250 uL de cloreto de aluminio (5 %) (Dindmica®, Sdo
PauloBrasil) e 1100 pL de 4gua destilada em frasco
ambar. A solucdo foi agitada em vortex (Biomixer
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Ltd., Sdo Paulo, Brasil) e mantida em repouso, sob
protecdo da luz, por 30 minutos. Apoés isso, a leitura
foi realizada em espectrofotometro (420 nm de
comprimento de onda) (Thermo Fisher Scientific®,
Massachusetts, EUA).

A quantificagdo de proantocianidinas foliares totais
foi realizada adicionando 1000 pL de extrato vegetal
com 2000 pL de vanilina acida (2 %) (Quimica
Moderna®, Sdo Paulo, Brasil) (Queiroz et al., 2002,
modificado). A solugdo foi agitada em vortex
(Biomixer Ltd., Sao Paulo, Brasil) e mantida em
repouso durante 15 minutos; em seguida, realizada a
leitura a 500 nm de comprimento de onda (Thermo
Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA). A catequina
(Sigma-Aldrich®, S3o Paulo, Brasil) foi utilizada
como curva padrio (y= 0,0412x + 0,0026, R’=
0,9999).

O solo coletado foi seco em temperatura ambiente ¢ as
raizes foram separadas para realizagdo da analise da
colonizagdo micorrizica. As raizes foram lavadas,
clarificadas com KOH 10 % (Dinamica®, Sdo Paulo,
Brasil), acidificadas em HCI (1 %) (Quimica
Moderna®, Sio Paulo, Brasil) e coradas em Azul de
Trypan (0,05 % em lactoglicerol) (Vetec Ltda., Rio de
Janeiro, Brasil) (Phillips e Hayman 1970,
modificado). A partir disso, foi estimado o percentual
de colonizagdo micorrizica total pelo método de
interseccdo de quadrantes (Giovannetti ¢ Mosse,
1980).

Os dados foram analisados pelo teste ¢ (5 %),
utilizando o software Assistat (7.7). Adicionalmente,
foi realizado o teste de correlagdo de Spearman entre
as variaveis, utilizando a Plataforma Colaborativa
Google. As etapas da metodologia foram sumarizadas
na Figura 1.
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Figura 1. Sumarizagdo das etapas da metodologia de
coleta, analises fitoquimicas e de colonizagdo
micorrizica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de flavonoides totais e de
proantocianidinas totais em folhas de A. colubrina
tiveram incrementos de, aproximadamente, 25 % e
100 %, respectivamente, durante a época chuvosa,
comparada a época seca (Figura 3). Tais resultados
estdo em discordancia com o observado por Aratjo et
al. (2017), tendo em vista que a maior concentracdo de
bioativos em folhas de A. colubrina estava presente
durante a época seca em area de Caatinga. Esse
comportamento pode estar relacionado com a regido
da coleta, tendo em vista que ha diferenga na produgio
de metabolitos em dominios fitogeograficos distintos
(Santana et al., 2024).
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Figura 2. Concentragdo (mg g™! de folhas secas) de
flavonoides totais (A) e de proantocianidinas totais
(B) de folhas de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan, em ambiente natural (n= 30), durante estagéo
seca (2024; 9.2 mm) e estagdo chuvosa (2025; 178.5
mm). CV (%): coeficiente de variagdo. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste ¢ (5 %). Barras
significam desvio padrdo das médias.

A concentragdo dos compostos secundarios obtida no
presente estudo também foi superior a registrada em
folhas de mudas da mesma espécie cultivadas em casa
de vegetacdo (Pedone-Bonfim et al., 2013; Falcao et
al., 2022; 2024). A partir disso, é possivel apresentar
as industrias que utilizam a fitomassa de 4. colubrina,

CV=3232%
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em formula¢des cosméticas e fitomedicamentos, as
folhas como uma alternativa mais abundante e
sustentdvel para obtencdo do material vegetal,
especialmente durante o periodo de chuvas. Assim, ¢
possivel evitar danos permanentes as populacdes
vegetais, decorrentes da extracdo desordenada de
cascas (Botha et al., 2004; Silva et al., 2018).

Além disso, a colonizagdo micorrizica ndo apresentou
diferenca significativa entre as estagdes (Figura 3),
com cerca de 60 % de ocupacdo do cortex radicular
pelos FMA. E, confirmando a hipotese, a colonizagéo
foi correlacionada com concentragdo de compostos
flavonicos foliares, no entanto, isso foi dependente da
estagdo do ano, com ambos os bioativos avaliados
apresentando alta correlagdo durante a estacdo seca, (»
> 0,7; p < 0,05); no entanto, tal padrio ndo foi
registrado durante a estacdo chuvosa (r > 0,1; p <
0,05).

CV=16.11%
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Figura 3. Coloniza¢do micorrizica (%) total
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, em
ambiente natural (n= 30), durante estagdo seca (2024;
9.2 mm) e esta¢dao chuvosa (2025; 178.5 mm). CV
(%): coeficiente de variagdo. As médias seguidas
pelas mesmas letras ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste ¢ (5 %). Barras significam
desvio padrao das médias.

Tal comportamento pode estar relacionado com a alta
demanda de nutrientes de A. colubrina (Guarana et al.,
2021), o que pode ter sido desencadeado pela
colonizagdo micorrizica durante a estagdo seca (Akter
et al., 2024). Em contrapartida, o fato de ndo haver
correlagdo significativa durante a estagdo chuvosa
deve estar relacionado a eficiéncia de absorgdo
reduzida dos FMA em ambientes com maior
disponibilidade de agua (Maiti et al., 2013). Além
disso, outro fator que pode ter influenciado ¢ a
propor¢ao de estruturas no micélio do FMA, uma vez
que durante periodos chuvosos pode haver maior
estimulo para a formag¢do de estruturas de
armazenamento (vesiculas) em comparacdo as
estruturas de troca de nutrientes (arbusculos)
(Martinez-Garcia et al., 2012). Nesse sentido, para
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confirmar tais hipdteses, sdo necessarios mais estudos
que avaliem outros parametros de atividade
micorrizica, como o percentual de estruturas
micorrizicas colonizando a raiz, a deposicao de
Proteinas do Solo Relacionadas a Glomalina (PSRG)
e a producao de glomerosporos.

CONCLUSAO

A colonizacdo micorrizica é correlacionada com a
concentragdo de flavonoides totais e de
proantocianidinas totais foliares de A. colubrina em
ambiente natural durante a estag@o seca. No entanto, o
maior acimulo desses metabolitos ocorre durante a
estagdo chuvosa.
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