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Resumo: Este estudo objetivou selecionar o fungo micorrizico arbuscular (FMA) eficaz em
otimizar a biossintese de saponinas em mudas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
espécie usada em formulagGes cosméticas. Ap6s a condugdo de experimento por 126 dias e
anélise da fitomassa total, da colonizagdo micorrizica e da produgéo de saponinas totais, foi
comprovado que o uso de FMA é alternativa biotecnoldgica para potencializar a qualidade
da matéria-prima ofertada ao setor cosmeético.
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INTRODUCAO

As saponinas, compostos triterpénicos de origem
vegetal (Moses et al., 2014), apresentam valor de
mercado de quase um bilh&o de ddlares (Market Data
Forecast, 2023) e sdo de importancia para as industrias
farmacéutica e cosmética (Biswas e Dwivedi, 2019;
Schreiner et al., 2022; Chen et al., 2023). Apesar da
relevancia econdmica, esses metabolitos podem ter
baixa concentracdo em extratos vegetais (Bonfiglio et
al., 2020), influenciando na qualidade da fitomassa
ofertada as indGstrias. Desse modo, algumas
ferramentas biotecnoldgicas podem ser utilizadas com
a finalidade de otimizar a producdo vegetal
(Rhouphael e Colla, 2018; Zhu et al., 2020; Liu et al.,
2021); uma das opcdes disponiveis para o setor
agrondmico é a tecnologia micorrizica (Falcdo e Silva,
2022; Wu et al., 2023).

Nesse sentido, a tecnologia micorrizica, que utiliza
fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
classificados como Glomeromycota (Wijayawardene
et al., 2022), configura uma alternativa sustentavel e
segura, pois tais microrganismos  ocorrem
naturalmente na rizosfera (Maia et al., 2020). Os FMA
formam simbiose mutualistica com espécies vegetais
e conferem papéis de suma importdncia na
manutencdo da salde edéafica, como a agregacdo, a
modulacdo da microbiota e a ciclagem de Carbono
(Zhang et al., 2019; Rodriguez-Caballero et al., 2017;
Parihar et al., 2020).
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Além disso, a aplicacdo de isolados micorrizicos
eficientes pode melhorar o status fisiologico do
hospedeiro, otimizando a producdo de bioativos
(Thokchom et al., 2020; Machiani et al., 2021). Esse
comportamento, observado em plantas associadas
com FMA, pode ser explicado por mecanimos como
modulacdo epigenética (Sharma et al.,, 2017),
sinalizacdo hormonal (Cui et al., 2019) e destacada
absorcdo de nutrientes (Johny et al., 2023). Somado a
isso, a resposta da espécie vegetal para o FMA
associado pode variar dependendo do genétipo do
fungo e das condigdes de crescimento da planta
(Berger e Gutjahr, 2021).

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico-
preto) é uma Fabaceae de importancia industrial
(Katekawa et al., 2020; Falcdo et al., 2022) que
apresenta elevada producéo de compostos secundarios
quando associada a FMA (Pedone Bonfim et al., 2013;
Falcdo et al., 2022). Tais bioativos conferem ao angico
propriedades antifingica (Maia et al., 2021),
antiproliferativa (Lima et al., 2014), antioxidante e
anti-inflamatéria (Cardoso Junior et al., 2020).
Alinhado ao fato da alta necessidade de conservacéo
(Campos e Albuquerque, 2021), A. colubrina
micorrizada é candidata para o estabelecimento de
cultivos comerciais.

No entanto, andlises quantitativas de saponinas ainda
ndo foram realizadas no angico micorrizado, mesmo
com a relevancia para o setor cosmético nacional, uma
vez que o extrato dessa planta é utilizado, em
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formulagBes farmacéuticas, como agentes umectante
(Acquabio, Chemyunion®) e antisséptico (Sanativo®).
Para testar se o solo-indculo miocrrizico é eficiente em
otimizar a biossintese de alguns bioativos, espécies de
Acaulospora e de Gigaspora sdo candidatas a estudos
de efetividade micorrizica, pois tais isolados
modularam positivamente a atividade fotoprotetiva, a
partir da sintese de alguns metabolitos secundarios
(Falcéo et al., 2022) e dispensaram a fertilizacdo
fosfatada para otimizar a biossintese de fendlicos em
A. colubrina (Pedone Bonfim et al., 2013). No entanto,
nem sempre 0 uso de in6culos de FMA promove o
actimulo de triterpenos (Santos et al., 2020) e, por isso,
é preciso verificar se a micorrizacdo interfere
positivamente na biossintese de saponinas em A.
colubrina.

Portanto, foi hipotetizado que a inoculacdo
micorrizica aumenta a producéo de saponinas foliares
em mudas de angico-preto. Partindo-se da hipdtese
estabelecida, objetivo do estudo foi selecionar a
espécie de FMA eficaz em potencializar o acimulo de
saponinas em folhas de mudas de A. colubrina.

MATERIAL E METODOS

Para validacdo da hipétese, foi conduzido um
experimento em telado, por um periodo de 126 dias,
na Universidade de Pernambuco no Campus Petrolina
(Petrolina, PE — Brasil; 9°23°54.1” S; 40°28°49.0” W).

Delineamento experimental

O estudo foi em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés tratamentos de
inoculagdo (controle ndo inoculado, Acaulospora
longula Spain & N.C. Schenck e Gigaspora albida
N.C. Schenck & G.S. Sm), em sete repeticoes.

Preparo do solo-indculo micorrizico

O solo-indculo micorrizico inicial foi obtido do
Laboratério de Micorrizas do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.
Os FMA foram multiplicados em solo argilo-arenoso
desinfestado e misturado com composto organico (9:1,
v/v). Nesta etapa, Panicum miliaceum L. foi utilizado
como espécie hospedeira (Pedone Bonfim et al.,
2013). A produgdo de in6culo foi estabelecida sob
condi¢Bes ambientais de temperatura (Tma: 32,9 °C;
Tmin: 23,2 °C) e de umidade relativa do ar (URmax:
80,3%; URmin: 45,5 %). Ap6s 50 dias, o solo in6culo,
misturado com fragmentos de 1 cm de raizes de P.
miliaceum, foi coletado e armazenado a 4 °C até a
utilizacdo (20 meses).

A concentragdo de glomerosporos dos solos-indculo
foi obtida pelo método de peneiramento Umido
(Gerdemann e Nicolson, 1963), seguido da
centrifugacdo (1090 g) em &gua e em solucdo de
sacarose (45 %, p/v) (Jenkins, 1964); os esporos
recuperados foram contados em estereomicroscéopio
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(40x). Os ino6culos testados apresentaram,
aproximadamente, 60 % de infectividade (INVAM,
2019).

Inoculagdo micorrizica e cultivo de mudas

Latossolo foi utilizado para o cultivo de A. colubrina.
Este foi coletado no Km 152, BR 428, no municipio
de Petrolina — Pernambuco e desinfestado como
descrito por Pedone Bonfim et al. (2013). As
principais caracteristicas quimicas estéo detalhadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo do solo utilizado no cultivo
de mudas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Solo pH®  P** Ca Mg Al K M.O.

(cmolc/dmd) g kg?

Solo 4.9 70 18 1.2 0,70 028 341

*1:2.5, vIv (Hz0); **(mg dm3); M.O. (matéria organica).

Sementes de A. colubrina foram desinfestadas com
solucdo de NaClO (0,05 %) e germinadas em solo
desinfestado. Para a inoculagdo, plantulas com duas
folhas definitivas foram transferidas para potes com
capacidade para 2 Kg contendo o solo desinfestado e
inoculadas ou ndo com 200 glomerosporos, hifas e
raizes colonizadas por A. longula (0,68 g/planta) e por
G. albida (10,92 g/planta). Por outro lado, plantas-
controle ndo foram inoculadas e receberam o filtrado
dos inoculos testados (Cavalcante et al., 2002).

O experimento foi conduzido em telado experimental,
sob condi¢Bes ambientais de umidade relativa do ar
(77,5 %) e temperatura (25 °C), sendo as mudas
regadas diariamente, para se manter 70 % do volume
de poros preenchidos com agua (Vomocil, 1965).

Coleta do material vegetal e andlises de fitomassa
total, de producdo de saponinas e de colonizacéo
micorrizica

Ap6s 126 dias, a parte aérea das mudas foi coletada
para avaliagdo espectrofotométrica de saponinas
totais, a parte subterrdnea para a quantificacdo da
colonizagdo micorrizica e a matéria seca total para
determinar a fitomassa total vegetal.

Para obter-se resultados de fitomassa total, as partes
aérea e subterranea foram secas em estufa (45 °C) até
estabilizagdo e pesadas em balanca semi-analitica
(Marte Cientifica e Instrumentacdo Industrial Ltda.,
Minas Gerais, Brasil).

Para obtencdo dos extratos vegetais, 500 mg da
matéria seca da parte aérea (45 °C, trés dias) foram
picotadas e maceradas em etanol 95 % (F Maia Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) por 12 dias. Logo apds, 0s extratos
foram filtrados em gaze, refiltrados em papel filtro
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qualitativo e armazenados em freezer (-18 °C) (Brito
et al., 2008, modificado).

As saponinas totais presentes no extrato de A.
colubrina foram doseadas pelo método de
complexacdo com cloreto de Cobalto, a partir da
adicdo de 1 mL do extrato vegetal, 1 mL de cloreto de
Cobalto (0,02 %, p/v) (Nuclear®, Sdo Paulo, Brasil) e
1 mL de acido sulfarico (Quimica moderna Ltda., Sdo
Paulo, Brasil). Ap6s mistura em vortex, as amostras
foram lidas em espectrofotdmetro a 284 nm (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos)
(Vigo et al., 2003, adaptado). O reagente saponina
(Inlab Ltda., Maranh&o, Brasil) foi utilizado para se
obter a curva padrdo (y = 0,0009x + 0,0045, R? =
0,9926).

Para visualizagdo das estruturas micorrizicas em
raizes de A. colubrina foi utilizado o método de
coloracdo em Azul de Trypan descrito por Phillips e
Hayman (1970), modificando-se o lactofenol por
solucdo de lactoglicerol. Para quantificacdo da
colonizagdo micorrizica (vesiculas + hifas) foi
utilizado o método de McGonigle et al. (1990), com
auxilio de microscopio de luz (200 x).

Analise estatistica dos dados

Utilizando o programa ASSISTAT versdo 7.7, foi
verificada a variancia dos dados (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (5 %).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambos isolados de FMA testados modularam
positivamente a producéo de saponinas em folhas de
A. colubrina (Tabela 2), confirmando a hipdtese
inicialmente estabelecida. Além disso, o isolado de G.
albida otimizou a biossintese dessas moléculas em
cerca de 25.900 % e 643 %, considerando o contetdo
e a concentracdo, respectivamente (Tabela 2), em
comparagdo ao controle. Plantas desse mesmo
tratamento também acumularam mais fitomassa (8,19
g) (Tabela 3).

Tabela 2. Concentragéo (ug g planta) e contetido (Ug
planta?) de saponinas totais foliares de mudas de
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan inoculadas
ou ndo com Acaulospora longula Spain & N.C.
Schenck e Gigaspora albida N.C. Schenck & G.S. Sm
e cultivada em solo, durante 126 dias, em telado
experimental

Variaveis Tratamentos

Controle  A.longula  G.albida
Saponinas 047¢c 2,87Db 349a
totais
CV (%) 13,39

Controle  A. longula G. albida
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Saponinas
totais 0,03c 2,44 b 7,80 a
CV (%) 49,30

Meédias seguidas pela letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05). CV= coeficiente de variagéo.

Com menos expressividade, mas com aumentos
superiores aos das mudas do tratamento controle, a
inoculagdo com A. longula potencializou o acimulo
de fitomassa total de mudas de A. colubrina e isso
também foi refletido no conteido de saponinas totais
em A. colubrina (Tabela 2 e 3).

A relacdo angico-FMA, considerando a producdo de
estruturas micorrizicas, também foi positiva, pois as
raizes de mudas de A. colubrina micorrizadas
apresentaram mais de 50 % de colonizacdo
micorrizica (Tabela 3). Tais valores foram superiores
aos reportados em outros representantes de Fabaceae
(Salloum et al., 2018; Santos et al., 2020).

Tabela 3. Colonizacdo micorrizica (%) e fitomassa
total (g) de mudas de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan, inoculada ou ndo com Acaulospora longula
Spain & N.C. Schenck e Gigaspora albida N.C.
Schenck & G.S. Sm e cultivada em solo, durante 126
dias, em telado experimental

Variavel Tratamentos

Controle  A.longula  G. albida
Cgloni;ggéo 0,00 ¢ 50,35b 56,57 a
micorrizica
CV (%) 11,78

Controle  A.longula  G. albida
Fitomassa 0,40 c 3,48a 8,19a
total
CV (%) 36,30

Médias seguidas pela letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05). CV= coeficiente de variacéo.

Adicionalmente, é valido ratificar que, em termos de
producdo de biomoléculas, de estruturas micorrizicas
e de acimulo de fitomassa total, G. albida foi o isolado
mais eficaz. Este comportamento pode estar associado
ao crescimento micelial dessa espécie, uma vez que
representantes de Gigaspora formam apenas hifas
absortivas (Klironomos e Hart, 2002), que podem ter
participado da maior absorcdo de nutrientes, gerando
0s beneficios registrados (Tabelas 1 e 2).

A producdo de saponinas foliares, obtida nesse
experimento, quando A. colubrina estava micorrizada,
é superior ao observado em representantes vegetais
conhecidos pela elevada producdo desse grupo de
bioativos, como Passiflora spp. (Muniz et al., 2023) e
Panax spp. (Ran et al., 2021). Nesse sentido, marcas
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como a Sanativo® e AquaBio® podem utilizar os
triterpenos de A. colubrina micorrizada para conferir
propriedades  emulsificantes e  surfactantes,
bioatividades atreladas a presenca de saponinas (Zhu
et al., 2019; Schreiner et al., 2021), que foram
biossintetizadas em elevadas concentragdes na plantas
associadas aos FMA testados (Tabela 2).

Apesar de isolados de Acaulospora apresentarem boa
germinagdo em solos com pH acido (Hepper, 1984),
como o utilizado nesse estudo (Tabela 1), esta
caracteristica ndo deve ter sido decisiva na melhor
performance dos isolados micorrizicos, considerando
0s resultados superiores, em concentracdo e em
conteldo de saponinas, verificados em mudas
colonizadas por G. albida (Tabela 2). Portanto, o
melhor desempenho nos parametros observados em A.
colubrina associadas com G. albida pode ter relagéo
com capacidade diferenciada de absorcdo de
nutrientes, uma vez que o micélio extraradicular de
Gigasporaceae é produzido em maior quantidade na
rizosfera em relacdo a outras familias de FMA (Hart e
Reader, 2002).

Considerando que as saponinas sdo biossintetizadas a
partir da rota do &cido mevalénico, é possivel que a
micorrizagdo tenha influenciado positivamente na
disponibilizacdo de Acetil-CoA, intermediéario que
participa da primeira etapa da sintese de unidades
isoprénicas (Bergman et al., 2019). Nesse contexto,
Ran et al. (2021) verificaram que a inocula¢do com
Rhizoglomus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.)
Sieverd., G.A. Silva & Oehl modulou a expresséo de
enzimas relacionadas a biossintese de saponinas em
Panax quinquefolius L.

Para o cultivo de mudas micorrizadas de A. colubrina
foi necesséria a producéo de solo indculo de G. albida
e de A. longula. Nesse caso, o substrato carreador das
unidades infectivas micorrizicas contou com 10 % de
composto organico. Em termos de custo desse
material, independente do isolado de FMA, seriam
gastos RS 0,91 centavos de real para compra de desse
substrato (Silva, 2006) e 11 reais na aquisi¢cdo de 500
g de sementes de paingo, planta hospedeira empregada
na multiplicagdo; isso traduz o baixo custo para
obtencdo do indculo micorrizico, que otimizou a
concentracdo de saponinas foliares e o crescimento do
angico (Tabelas 2 e 3).

Portanto, nesse estudo, foi verificado que a
micorrizacdo com A. longula e com G. albida
potencializa a biossintese de saponinas totais foliares
em A. colubrina, no entanto, valores superiores sdo
obtidos em mudas formando micorriza com o isolado
de G. albida. Somado a isso, plantas desse mesmo
tratamento  também  apresentam  crescimento
diferenciado, caracterizando uma alternativa para
fornecer matéria-prima de melhor qualidade a
inddstria cosmética brasileira. Como perspectivas, é
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necessario avaliar a citotoxicidade desses extratos e
testar as propriedades geralmente consideradas em
formulacBes a base de saponinas, como a acdo
emulsificante (Schreiner et al., 2021).

CONCLUSAO

O uso de solo-in6culo micorrizico é uma ferramenta
agrobiotecnoldgica para otimizar a produgdo de
saponinas foliares e a fitomassa de mudas de A.
colubrina.
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