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Resumo: Foi avaliado o efeito de isolados micorrizicos sobre a concentragao de fenois e a
atividade antioxidante no caule de mudas de S. terebinthifolia, espécie de interesse
medicinal. Apds 191 dias de cultivo, Entrophospora etunicata aumentou o actimulo de
fenois totais ¢ a capacidade antioxidante em 48 % e 35 %, respectivamente, em
comparac¢do as plantas ndo inoculadas, sendo o isolado mais eficiente.
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INTRODUCAO

Plantas medicinais constituem uma das principais
fontes de compostos bioativos naturais, sendo
amplamente empregadas tanto nas medicinas
tradicionais quanto contemporaneas, em diferentes
regides do mundo (Suri et al., 2024). Contudo, o uso
sustentavel desses recursos naturais tem sido
ameacado pelo crescimento da populacdo global,
perda de biodiversidade vegetal e praticas de cultivo
inadequadas, como o uso excessivo de fertilizantes
inorganicos (Kamra et al., 2025). Nesse contexto,
abordagens biotecnologicas tém sido exploradas
como estratégias promissoras para otimizagdo da
producdo de metabolitos secundarios em plantas com
propriedades fitoterapicas (Mahmoudieh et al.,
2024).

Dentre as plantas de interesse medicinal, Schinus
terebinthifolia Raddi destaca-se por estar elencada na
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2024) e na
Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS) (Brasil, 2009). Tal espécie ¢
conhecida popularmente como aroeira-pimenteira,
uma arborea pertencente a familia Anacardiaceae e
com ampla distribui¢do pelo territério brasileiro
(Flora e Funga do Brasil, 2026); a fitomassa dessa
planta tem propriedades antimicrobianas
(Vasconcelos et al, 2022) e anti-inflamatorias
(Nascimento et al., 2023), a qual compde cosméticos
(Sanativo®) e fitoterdpicos (Kronel®).

Tais propriedades terapéuticas estdo associadas ao
acumulo de compostos fenodlicos (Nascimento et al.,
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2023), grupo de metabdlitos secundarios que
possuem um anel aromatico ligado a pelo menos uma
hidroxila (Alara et al., 2021). Embora produzidos em
concentragdes menores, quando comparados aos
metabolitos primarios (Bourgaud et al., 2001), os
fenois sdo determinantes para a sobrevivéncia
vegetal, atuando diretamente na protegdo contra
herbivoria (Sonbol et al., 2025) e na mitigagdo de
estresses oxidativos causados por fatores ambientais
(Mohagheghian et al., 2025).

Os mecanismos antioxidantes dos compostos
fenolicos consistem na neutralizacdo de moléculas
oxidantes, juntamente com o processo de quelagem
de ions metalicos (Saini et al., 2024; Edo et al,,
2025). Tal mecanismo ¢ viabilizado pela presenca
dos grupos hidroxilas (-OH), que conferem a essas
moléculas a capacidade de atuar como doadoras de
hidrogénio ou de elétrons para espécies reativas
(Wright et al.,, 2001). Ao atuarem como potentes
antioxidantes, compostos fenolicos reduzem reagodes
em cadeia de oxidacdo, como a peroxidacdo lipidica
(Kancheva et al., 2021).

Além disso, tais Dbioativos antioxidantes sdo
investigados como alternativas para auxiliar o
tratamento de doengas cardiovasculares, disturbios
degenerativos e  alguns tipos de cancer
(Pratheeshkumar et al., 2012; Balakrishnan et al.,
2016; Rudrapal et al., 2024).

Portanto, opgdes que incrementem a producdo de
bioativos fendlicos antioxidantes sdo relevantes para
o cultivo de espécies medicinais, como S.
terebinthifolia. Nesse cenario, uma alternativa para
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potencializar a sintese desses bioativos antioxidantes,
¢ a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) (Oliveira et al., 2013; Schoen et al., 2021;
Barreto et al., 2025a). Esses sdo microrganismos
benéficos do solo, pertencentes ao filo
Glomeromycota (Wijayawardene et al., 2024), sdo
capazes de ampliar a area de absor¢do de nutrientes
(Sun et al., 2022), de modular o anabolismo vegetal
(Wu et al., 2023) e de alterar atributos rizosféricos
(Falcdo et al., 2023).

A biotecnologia micorrizica, quando aplicada no
cultivo de S. terebinthifolia, aumenta o crescimento
vegetal (Oliveira Junior et al., 2022), a absor¢do de
nutrientes (Goetten et al., 2016), otimizando
parametros fotossintéticos (Fernandes et al., 2021).
Embora o aumento da producdo de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante em tecidos
foliares, utilizando consércios micorrizicos, tenha
sido documentado (Barreto et al., 2025a), ainda ndo é
conhecido o efeito da aplica¢do individualizada de
isolados de FMA sobre a producdo de fenois totais e
a atividade antioxidante nos tecidos caulinares de
mudas de aroeira-pimenteira (Barreto et al., 2025b).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o efeito da inoculagdo micorrizica
sobre o acimulo de fenois e a atividade antioxidante
caulinares de mudas de S. ferebinthifolia, sendo
testada a hipdtese de que a utilizagdo de FMA
aumenta a concentra¢do de compostos fendlicos ¢ a
atividade antioxidante do caule de mudas de S.
terebinthifolia.

MATERIAL E METODOS

O cultivo das mudas de aroeira-pimenteira foi
conduzido no Campus Santo Amaro, no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Pernambuco,
Recife, PE — Brasil. As andlises fitoquimicas foram
realizadas no Laboratério de Andlises, Pesquisas e
Estudos em Micorrizas (LAPEM), localizado na
mesma instituicao.

Para a condugdo do experimento, quantificagdo de
fenois totais e avaliagdo da atividade antioxidante
pelo método de captura do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), foram utilizados
os seguintes equipamentos: autoclave analogica
(Stermax Produtos Médicos Ltda, Pinhais, Parana -
Brasil), balanca analitica (BEL Engineering®, Monza
- Italia), balanga semi-analitica (Marte Cientifica &
Instrumentagdo Industrial Ltda, Santa Rita do
Sapucai, Minas Gerais - Brasil), banho ultrassonico
(SolidSteel®, Piracicaba, Sdo Paulo - Brasil),
espectrofotometro  (Thermo  Fisher  Scientific®,
Franklin, Massachusetts - Estados Unidos), estufa de
secagem (Quimis ® , Diadema, Sdo Paulo - Brasil),
geladeira  (Electrolux ~ Comércio  Virtual de
Eletrodomésticos Ltda., Curitiba, Parana - Brasil),
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pipetadores eletronicos (Blue-Ray Biotech. Corp.
Ltda, Distrito de Xindian, Nova Taipé — Taiwan e
Eppendorf®, Hamburg - Alemanha), e vortex
(Biomixer Ltd, Morumbi, Sdo Paulo - Brasil).

Além disso, utilizaram-se os seguintes reagentes:
acido gélico (Dinidmica®, Indaiatuba, Sdo Paulo -
Brasil), alcool etilico (Quimica Moderna®, Santana
de Parnaiba, Sdo Paulo - Brasil), alcool metilico
(Neon®, Suzano, Sdo Paulo - Brasil), carbonato de
sodio (Vetec®, Duque de Caxias, Rio de Janeiro -
Brasil), DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
(Sigma-Aldrich®, Barueri, Sdo Paulo - Brasil) e
Folin-Ciocalteu (Merck®, Darmstadt - Alemanha).

Para montagem do experimento, foram utilizados os
seguintes insumos: areia lavada (Granumix®, Vitoria
de Santo Ant3o, Pernambuco - Brasil), bandejas de
plastico (PLEION Industria e Comércio de Plasticos
Ltda, Barueri, Sdo Paulo - Brasil), papel filtro
qualitativo Framex (Frama Papéis Filtrantes Ltda,
Consolacdo, Sdo Paulo - Brasil), papel interfolhado
Klenex (Kimberly-Clark Brasil Industria e Comércio
de Produtos de Higiene Ltda, Mogi das Cruzes, Sao
Paulo - Brasil), sementes de S. terebinthifolia
(Germiverde Comércio de Sementes Ltda., Buritama,
Sdo Paulo — Brasil) e vermiculita (Urimama
Mineragdo Ltda, Santa Maria da Boa Vista,
Pernambuco - Brasil).

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos de
inoculagdo micorrizica: controle sem inoculagdo,
inoculado com Acaulospora longula Spain & N.C.
Schenck, inoculado com Dentiscutata heterogama
(T.H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza &
Oechl, e inoculado com FEntrophospora etunicata
(W.N. Becker & Gerd.) Btaszk., Niezgoda, B.T. Goto
& Magurno. Cinco repeti¢des por tratamento foram
utilizadas, totalizando 20 unidades experimentais. As
espécies de FMA utilizadas encontram-se registradas
no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado) sob o codigo ABC3019.

O substrato de cultivo das mudas utilizado foi
composto por uma mistura de 120 mL de
vermicomposto, combinados com 540 mL de areia e
540 mL de vermiculita. Tal composigdo apresentou
as seguintes caracterizagdes quimicas: P: 11,1
mg/dm’; pH: 5,50; Ca: 1,00 cmolc/dm’; Mg: 1,10
cmolc/dm?; Na: 0,15 cmole/dm?; K: 0,14 cmolc/dm?;
Al: 0,15 cmolc/dm®; S: 2,4 cmole/dm’®; Capacidade
de Troca Catidnica (CTC): 5,9 cmolc/dm® e saturagdo
por aluminio (m): 6 %.

Os FMA utilizados foram previamente multiplicados
em uma mistura de areia e vermiculita esterilizada
(1:1, v/v), utilizando Panicum miliaceum L. como
hospedeiro (Silva et al., 2005). O procedimento
consistiu no cultivo de P. miliaceum em potes com o
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substrato acrescido de solo-inéculo contendo 100
glomerosporos. As sementes foram previamente
desinfestadas com solucdo de NaClO a 0,05 % (2 %
de cloro ativo), lavadas com d&gua destilada e
colocadas para germinar diretamente no substrato de
cultivo. Abaixo das sementes, foi adicionado o
solo-inoculo contendo A. longula ou D. heterogama
ou E. etunicata. As plantas foram mantidas em telado
experimental sob fotoperiodo natural (Tmin: 25,4 °C;
Tmax: 37,4 °C) e umidade relativa entre 67,5 % e 95
%, sendo irrigadas com solugdo nutritiva adicionada
de tampao 50 mM de Tris-HCI, pH 6,5 (Hoagland e
Arnon, 1950, modificado por Silva et al., 2005).
Apds 64 dias de multiplicacdo, a parte aérea foi
descartada, e as raizes foram cortadas e
homogeneizadas ao substrato. O solo-indculo seco
resultante foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C até
sua aplicagdo (Silva et al., 2007). A infectividade dos
indculos foi determinada pelo método de
percentagem média de infecgdo (MIP) (INVAM,
2026): A. longula teve cerca de 53 % de
infectividade, enquanto D. heterogama e E. etunicata
alcangaram indices de cerca de 6 % e de 37 %,
respectivamente.

As plantulas de S. ferebinthifolia foram obtidas a
partir de sementes adquiridas comercialmente, que
foram desinfestadas com NaClO (0,05 %), durante
dois minutos, sendo posteriormente lavadas com
agua destilada. Apds esse processo, as sementes
foram transferidas para bandejas contendo
vermiculita previamente autoclavada (121 °C, 30
min) para a germinagao.

Quando transplantadas para o substrato de cultivo,
plantulas que apresentavam duas folhas definitivas
foram inoculadas com solo-indculo contendo cerca
de 300 glomerosporos dos FMA testados, de acordo
com os tratamentos de inoculacdo estabelecidos. As
plantulas do grupo controle receberam apenas um
filtrado isento de glomerosporos (Cavalcante et al.,
2002). Durante o terceiro e o quinto meses de cultivo,
as plantas foram irrigadas com solug@o nutritiva sem
Tris-HCI (Hoagland e Arnon, 1950, modificado por
Silva et al., 2005).

Apbs o periodo de cultivo de 191 dias (T,,, 23,1 C;
T... 34,8 C; UR,, 56 %; UR,, 97 %), o caule foi
estabilizado termicamente a 45 °C por trés dias ¢ 0,1
g foram seccionados em fragmentos de cerca de 1 cm
e submetidos & maceracdo quimica por doze dias,
utilizando 20 mL de etanol 70 % como solvente
extrator. Os extratos obtidos foram filtrados em papel
filtro qualitativo ¢ armazenados a -18 °C até o
momento do doseamento de metabolitos e avaliacdo
da atividade antioxidante in vitro.

Os fenois totais foram quantificados pelo método de
oxirreducdo do Folin-Ciocalteu (Orujei et al., 2013,
modificado). Foram adicionados, em frascos dmbar,
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200 pL do extrato vegetal, 1 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu 10 % (v/v, em agua) e 800 uL de
carbonato de sodio 7,5 % (p/v, em agua). A solugdo
foi agitada em vortex e deixada em repouso por 30
minutos ao abrigo da luz. Realizou-se a leitura
espectrofotométrica no comprimento de onda de 765
nm, utilizando a curva padrdo do acido galico (y =
0,0071x +0,0352; R* = 0,9976).

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada pelo
método de captura do radical livre DPPH (Rufino et
al., 2007). Foram adicionados, em frascos ambar, 100
pL do extrato vegetal e 3,9 mL de DPPH 0,06 mM
em metanol. A solugdo foi agitada em vortex e
deixada em repouso por 30 min. Em seguida, foi feita
a leitura em espectrofotdometro no comprimento de
onda de 515 nm. Os dados obtidos foram expressos
em concentragdo eficiente (EC,, g planta g' DPPH).

Uma esquematizagdo das
visualizada na Figura 1.
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Figura 1: Esquema da obtenc¢do do extrato vegetal, da
quantificag@o de fenois totais e da captura do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).
Imagem criada com recursos do Canva.com.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e
tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey
(p < 0,05), utilizando o software Assistat (ver. 7.7
beta, 2016). Os dados de atividade antioxidante
foram transformados por log(x) para atender as
premissas da ANOVA. Utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculagdo de E. etunicata favoreceu o acumulo de
fenois totais caulinares em mudas de S.
terebinthifolia (Figura 2).
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Figura 2. Concentragdo (mg g de matéria seca) de
fenois totais no caule de mudas de Schinus
terebinthifolia Raddi nao inoculadas (C), inoculadas
com Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck
(4D), inoculadas com Dentiscutata heterogama (T.H.
Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Oechl (Dh)
e inoculadas com Entrophospora etunicata (W.N.
Becker & Gerd.) Btaszk., Niezgoda, B.T. Goto &
Magurno (Ee), apds cultivo durante 191 dias em
telado experimental. CV = 15,37 %. Médias (n=5;
barras = desvio padrdo) seguidas da mesma letra ndo
diferem, de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).
CV = coeficiente de variagao.

Plantas associadas com E. etunicata destacaram-se
por incrementar o acimulo de fenois totais em cerca
de 50 %, quando comparadas as plantas sem
inoculagdo (Figura 2). Por outro lado, mudas
inoculadas com A. longula e com D. heterogama ndo
acumularam esses metabolitos de modo diferenciado
em comparagdo as plantas controle.

Em relagdo a atividade antioxidante, E. efunicata
também foi o FMA mais eficiente, com incrementos
de cerca de 35 % em relagdo as plantas que ndo
receberam indculo micorrizico (Figura 3).
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Figura 3. Atividade antioxidante total (ECs, g planta
¢! DPPH) do caule de mudas de Schinus
terebinthifolia Raddi nao inoculadas (C), inoculadas
com Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck
(40), inoculadas com Dentiscutata heterogama (T.H.
Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Oehl (Dh)
e inoculadas com Entrophospora etunicata (W.N.
Becker & Gerd.) Btaszk., Niezgoda, B.T. Goto &
Magurno (Ee), ap0s cultivo durante 191 dias em
telado experimental. CV = 3,57 %. Médias (n=5;
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barras = desvio padrdo) seguidas da mesma letra nao
diferem de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).
CV = coeficiente de variagdo.

Tais resultados contrastam com os verificados por
Barreto et al. (2025a), os quais ndo observaram maior
acimulo de compostos fendlicos em folhas de mudas
de S. terebinthifolia associadas a E. etunicata. 1sso
traduz que a eficiéncia de isolados micorrizicos em
incrementar a producdo de bioativos pode variar de
acordo com o 6rgdo vegetal.

O incremento no acimulo de compostos fendlicos
por meio da utilizagdo de isolados micorrizicos
(Figura 2), como observado no presente trabalho,
também foi documentado em Libidibia ferrea (Mart.
ex Tul.) L.P.Queiroz (Santos et al., 2017), destacando
a Dbiotecnologia micorrizica como uma opgdo
sustentavel para o cultivo de plantas medicinais da
Caatinga com fitomassa mais concentrada de
compostos promotores de satude.

O incremento da atividade antioxidante in vitro
observado pode ser explicado pela maior produgdo de
compostos fenolicos (Figuras 2 e 3), cujas
propriedades antioxidantes sdo documentadas (Denev
et al., 2019; El-Massry et al., 2009). Essa resposta
fisiologica também pode ser explicada pela melhoria
do aporte nutricional, especialmente de P (Adeyemi
et al., 2021). Tal macronutriente compde moléculas
essenciais, como ATP e NADPH (Khan et al., 2023),
que atuam como substratos energéticos ou agentes
redutores nas vias do acido chiquimico e dos
fenilpropanoides (Grace e Logan, 2000).

O expressivo acimulo de compostos fenolicos e a
potencializagdo da atividade antioxidante nas plantas
inoculadas com E. etunicata (Figuras 2 ¢ 3) podem
ser explicados por uma maior compatibilidade
funcional com S. terebinthifolia para a otimizagao do
anabolismo  vegetal, quando comparados aos
representantes de Gigasporaceae e de
Acaulosporaceae avaliados (Goetten et al., 2016;
Schoen et al. 2021).

Além da importancia medicinal associada ao
aumento da concentra¢cdo de compostos fenolicos
(Silva et al., 2017; Rocha et al., 2019), registrada no
presente estudo (Figura 2), a inoculacdo de FMA
pode potencializar o estabelecimento das mudas, uma
vez que plantas micorrizadas podem apresentar maior
sobrevivéncia em campo (Fernandes et al., 2021).

Assim, a hipotese de que a utilizagdo de FMA
otimiza o acimulo de fenois e a atividade
antioxidante foi parcialmente corroborada, uma vez
que nem todos os isolados promoveram beneficio ao
metabolismo caulinar de mudas de S. terebinthifolia.

Dessa forma, torna-se relevante avaliar outros
ensaios antioxidantes in vitro, como a redu¢do do
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complexo fosfomolibdénico (Carvalho et al., 2024) e
a capacidade de captura do radical ABTS ™ [4cido
2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico)]
(Falcao et al., 2023), de modo a testar a eficiéncia de
E. etunicata em favorecer esse pardmetro,
considerando ensaios com condi¢des de reacdo de

acidez e de polaridade diferentes (Shahidi e
Samarasinghe, 2025).
CONCLUSAO

A utilizacdo de E. etunicata é uma estratégia
biotecnologica para a obtengdo de caules de mudas
de S. terebinthifolia com maior acumulo de fenois
totais e com atividade antioxidante otimizada.
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