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QUITERIO, Giuliana Clarice Mercuri. Producdo de artemisinina por Artemisia
annua L. sob influéncia de micorriza arbuscular. 2006. Dissertagcdo (Mestrado em
Gestdo de recursos agroambientais) — P0s-Graduacdo — 1AC.

RESUMO

O efeito da micorrizacdo de Artemisia annua L. por diferentes fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) foi avaliado. Glomus intraradices, Scutellospora gregaria,
Acaulospora scrobiculata, Glomus clarum, Entrophospora sp, Glomus etunicatum e
Glomus macrocarpum foram inoculados em solo esterilizado e o experimento
desenvolvido em camara de crescimento, com delineamento inteiramente casualizado.
A massa da matéria seca da parte aérea ndo diferiu entre os tratamentos, porém, 0s
teores de artemisinina variaram dependendo do FMA inoculado, quando comparado ao
controle. Nessa etapa, foram selecionados dois FMAs, Glomus macrocarpum e
Scutellospora gregaria, que promoveram um aumento de 39 e 7%, respectivamente, na
producdo de artemisinina. A partir dessa selecdo, realizou-se um segundo experimento,
em esquema fatorial 4x2, em casa de vegetacdo, empregando-se ambos 0s FMAs
selecionados e dois controles, com e sem adubacdo fosfatada (90 kg ha™), em solo
esterilizado e ndo esterilizado. As varidveis analisadas foram: massa da matéria seca da
parte aérea total, massa da matéria seca de folhas, teor e acimulo de macro e
micronutrientes nas folhas, colonizagdo micorrizica e teor de artemisinina. A introducéo
de FMAs ndo aumentou o crescimento das plantas, mas protegeu contra o excesso de
Mn no solo. As plantas colonizadas por fungos nativos apresentaram maiores teor e
acimulo de artemisinina nas folhas, entretanto, ndo foram eficientes em promover o
aumento na producdo do principio ativo nas plantas.

Palavras-chaves: malaria, fungos micorrizicos arbusculares, planta medicinal, principio
ativo.
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QUITERIO, Giuliana Clarice Mercuri. Production of artemisinin by Artemisia annua
L. under influence of arbuscular mycorrhiza. 2006. Dissertagdo (Mestrado em
Gestdo de recursos agroambientais) — P0s-Graduacdo — 1AC.

ABSTRACT

The effect of Artemisia annua L. mycorrhization by different arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) was evaluated. Glomus intraradices, Scutellospora gregaria, Acaulospora
scrobiculata, Glomus clarum, Entrophospora sp, Glomus etunicatum e Glomus
macrocarpum were inoculated in sterilized soil and the experiment was conducted
under growth chamber conditions. Plant shoot dry weight did not differ among the
treatments, but artemisinin concentrations varied according to the AMF as compared to
the control. Two AMF were selected, Glomus macrocarpum and Scutellospora
gregaria, which increased the artemisinin production in 39 and 7% respectively. A
factorial 4x2 experiment was conducted, under greenhouse conditions, with both
selected AMF and two controls, non-fertilized and fertilized with 90 kg ha™ of P, in
sterilized and non-sterilized soil. The analyzed variables were: total shoot dry weight,
leaves dry weight, foliar macro and micronutrients concentration, mycorrhizal
colonization and artemisinin concentration. The AMF inoculation did not increase plant
growth, but protected the plant against excessive Mn in soil. Plants colonized by native
fungi showed high artemisinin concentration and content, but these native AMF were
not efficient to increase the active principle production in plants.

Key-words: malaria, arbuscular mycorrhizal fungus, medicinal plant, active principle.
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1 INTRODUCAO

Originaria da Asia, a Artemisia annua L. é atualmente produzida em muitos
paises, aonde se desenvolvem projetos de adaptacdo da planta, visando o aumento de
produgdo da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica oriunda do metabdlito
secundario da planta, e que é empregada na cura da malaria, doenca que representa um
problema de saude de ordem mundial, pois atinge cerca de 2,7 milhdes de pessoas por
ano e atualmente 40% da populacdo situa-se em area de risco de contracdo da doenca.

Tentativas de diminuir o efeito devastador da malaria tém se deparado com
muitos obstéaculos, principalmente com a resisténcia dos parasitas as drogas tradicionais,
assim como com a falta de um adequado e efetivo antimalarico que seja de facil acesso,
seguro e economicamente viavel.

O tratamento da malaria com Artemisia annua, além de apresentar vantagens
econdmicas, demonstra ter baixa toxicidade e ndo causar efeitos colaterais, ao contrario
do que acontece com medicamentos sintéticos e tradicionais.

A artemisinina, responsavel pelo combate ao plasmodio causador da malaria, foi
identificada em 1979. A Organizacdo Mundial da Saude esta consciente do potencial
desta planta e passou a recomendar sua utilizagdo juntamente com outros medicamentos
que tenham principios ativos e modos de acdo diferentes, a fim de se evitar que 0s
plasmaddios causadores da malaria desenvolvam resisténcia a artemisinina também.

Essa recomendacdo desencadeou pesquisas que buscam formas de manter-se
uma producdo em larga escala de Artemisia annua, ja que a sintese artificial desse
principio ativo € muito cara, demorada e resulta em baixo rendimento, tornando a
propria planta sua Unica fonte economicamente viavel.

A producdo de bleos essenciais e principios medicinais é altamente integrada a
fisiologia da planta de depende do seu estado metabdlico, da diferenciacdo pré-
estabelecida dos tecidos de sintese e das condi¢des ecofisiologicas e ambientais nas
quais a planta se desenvolve (SANGWAN et al. 2001).

As plantas micorrizadas apresentam-se bioquimica e fisiologicamente diferentes
das ndo micorrizadas. Assim, a micorrizacdo de plantas pode influenciar a sintese de
compostos secundarios, como ja descrito para diversas plantas medicinais, tais como
Castanospermum australe (ABU-ZEYAD, et al., 1999), Mentha arvensis (GUPTA et
al., 2002; FREITAS et al., 2004), Coriandrum sativum, Spilanthes calva e Withania



somnifera (RAI et al., 2001), Anethum graveolens (WEI e WANG, 1991),
Trachyspermum amni e Foeniculum vulgare ( KAPOOR et al.,, 2003), Stevia
rebaudiana (PORTUGAL, 2006) entre outras. Porém ndo foram encontrados na
literatura estudos que relatem o efeito da micorrizacdo em Artemisia annua L..

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de algumas espécies
de fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento e nutricdo mineral de

Artemisia annua L., assim como sobre a producdo de artemisinina.



2 REVISAO BILIOGRAFICA

2.1 A Maléria

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 40% da populacdo mundial
esta sujeita a contrair malaria (Figura 1), uma doenca endémica principalmente em areas
de climas tropical e subtropical, que atinge de forma aguda cerca de 3 milhdes de
pessoas € mata pelo menos 1 milhdo anualmente. Essa estatistica a evidencia como a
doenca tropical parasitaria responsavel pelo maior nimero de oObitos no mundo, e
guando comparada as demais doencgas, perde apenas para o nimero de vitimas da AIDS
(Imuno Deficiéncia Adquirida).

No Brasil, os programas de controle da maléria instituidos na década de
cinguienta, foram eficientes e reduziram consideravelmente o nimero de casos. Vinte
anos depois, devido ao desenvolvimento da regido Amazonica e a tomada desordenada
de areas por uma grande quantidade de trabalhadores rurais, garimpeiros e outros tipos
de trabalhadores, o numero de casos de maléria aumentou novamente. No inicio dos
anos 90 eram 700 mil novos casos por ano rendendo ao Brasil o titulo de pais com o
maior risco de contracdo da malaria das Américas (MARQUES et al. 1987). A
estimativa para este ano de 2006€ de 600 mil novos casos.

Quatro espécies de protozodrios parasitas do género Plasmodium spp. podem
desencadear a doenca: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Palsmodium ovale e
Plasmodium malariae. Dentre eles, o P. falciparum é o mais comum e mais mortal, pois
é responsavel pela maléria cerebral, caracterizada por fortes dores de cabega e derrame
cerebral. Essa espécie é predominante na Africa, Amazonia, sudeste da Asia e Oceania
(WHO, 2003).

As medidas sanitarias no combate aos mosquitos do género Anopheles, vetores
responsaveis pela transmissdo dos plasmodios, ndo sdo eficazes, pois ha um constante
aumento no numero de areas desmatadas e intolerancia do mosquito a inseticidas. Além
disso, os principais problemas enfrentados no controle e tratamento da doenca sdo a
crescente resisténcia do parasita as monoterapias convencionais como cloroquina,
amodiaquina ou sulfadocinina/perimetamina, e também a resisténcia dos mosquitos aos
inseticidas (WHO 2002, BUTLER et al. 1997).



3 BETTA S CraECenrs_ |

Fonte: WHO (2003).
Figura 1 - Mapa mundial de ocorréncia de malaria.

Ha duas maneiras de solucionar o problema da resisténcia dos plasmédios aos
medicamentos: a primeira mais complicada e que levaria anos de pesquisas, propde o
desenvolvimento de novas drogas que utilizem diferentes principios ativos para tratar 0s
pacientes, e a segunda, mais pratica, sugere a combinacdo de drogas que possuem
diferentes principios ativos e agem independentemente uma da outra.

A OMS adotou a segunda opcdo e recomenda a utilizagdo de terapias de
combinagcOes baseada na artemisinina, (no inglés, ACT - Artemisinin-based
Combinations Therapies) para substituir as monoterapias ineficazes. De acordo com a
disponibilidade dos medicamentos em cada pais, as seguintes combinagdes sdo
propostas: a) artemether/lumefantrina; b)a rtesunato com amodiaquina; ¢) artesunato

com mefloquina; d) artesunato com sulfadoxina/pirimetamina (WHO, 2006).

2.2 Artemisia annua L.

O crescente aumento da resisténcia dos parasitas as drogas convencionais
impulsionou nas Ultimas décadas pesquisas em busca de novas fontes de um
antimalarico eficiente. Essa busca deparou-se com uma planta utilizada ha séculos na
medicina tradicional chinesa para o tratamento de febre e malaria. Em 1972, quimicos
chineses isolaram das folhas de Artemisia annua L. o “ginghaosu”, uma molécula
proveniente do metabolismo secundario da planta classificada no ano de 1979 como

uma lactona sesquiterpénica. A ela deu-se o nome de artemisinina (KLAYMAN, 1985).



A artemisia, como é conhecida popularmente, pertence a familia Asteraceae e €
nativa da Asia ocorrendo naturalmente nas planicies da China, ente 1000 e 1500 metros
de altitude. Fora da Asia também cresce naturalmente em paises da Europa (Hungria,
Bulgaria, Roménia e Franga), América do Norte (EUA) e América do Sul (Argentina).
Além disso, estd sendo introduzida em muitos outros paises como Vietnam, Tailandia,
Burma, Madagascar, Malasia, Holanda, Suica e Brasil (KLAYMAN, 1989).

Trata-se de uma espécie anual, herbacea, pertencente a familia Asteraceae. Sua
altura pode variar entre 30-250 cm, dependendo da regido onde é produzida e de
aspectos agronémicos, principalmente espacamento. Suas flores sdo pequenas e
tipicamente amarelas, heterogdmica e com tamanho que varia entre 2-3 mm (KEYS,
1976). Suas folhas sao simples, alternadas e possuem a maior concentracao e sintese de
artemisinina, havendo pequenas concentracbes nos caules e nenhuma producdo nas
raizes (KUMAR, et al. 2004). Sua propagacdo da-se naturalmente por fecundagédo
cruzada, mas pode também propagar-se vegetativamente através de técnicas artificiais
de propagacéo in vitro (MAGALHAES, 1996).

No Oriente é utilizada ndo somente como fonte de artemisinina, mas também
como fonte de 6leo essencial, muito utilizado em produtos sanitarios e cosméticos.

Embora originaria de regides de clima temperado, apresenta boa adaptabilidade
em locais de clima tropical através da selecdo de sementes e hibridos. Um dos fatores
gue contribuem para isso é a capacidade que tem em crescer em diferentes tipos de solo
(LAUGHLIN, 2002).

No Brasil, as pesquisas tém como objetivo adapta-la as condicdes tropicais pelo
estudo da reproducdo, selecdo de gendtipos de florescimento tardio e selecdo de
hibridos com boa producéo de biomassa e artemisinina. Esses estudos tiveram inicio na
década de oitenta e se estende até os dias atuais sempre em busca de otimizar a
producéo de artemisinina (MAGALHAES, 1996).

O processo de melhoramento genético desenvolvido no CPQBA (Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas) da UNICAMP, iniciou-
se com uma grande variedade de populagdes, as quais rendiam baixas producgdes de
artemisinina e biomassa. Somente com a introducdo de gendtipos superiores vindos do
Vietnd, e do desenvolvimento de novas técnicas realizadas na Suica, foi possivel
desenvolver hibridos especificos adaptados as condicdes brasileiras (MAGALHAES et
al. 2004).



Antes do processo de melhoramento, obtinham-se plantas baixas e com ciclo
muito rapido acarretando baixo teor de artemisinina, cerca de 0,01% por peso de
matéria seca. Atualmente, ap0s processo adaptativo, obtém-se plantas de até 2 m de
altura e cerca de 1% de concentragdo de artemisinina (FOGLIO, 2006).

Existem poucos relatos sobre as respostas de A. annua aos elementos
nutricionais mais essenciais como nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) e seus
efeitos na producéo de artemisinina.

Nos Estados Unidos, bons resultados de produgdo de matéria seca total e de
folhas, foram alcancados com a adicdo de 100 kg ha™ de N, P e K (WHO, 1988).
Similarmente na Australia, esse resultado foi alcancado com 60 kg ha™ de N e P e 50 kg
ha' de K distribuidos no campo, semeadura e transplante das mudas para o campo
(LAUGHLIN, 1993).

FIGUEIRA (1996) desenvolveu um estudo em hidroponia onde avaliou a
influéncia de nutrientes na producdo de artemisinina, verificando que a omissdo dos
elementos N, P, K, Ca, Mg ou S diminuiu drasticamente a producdo de matéria seca e
limitou a produgdo de artemisinina e &cido artemisininico.

Um estudo realizado com relacdo a adubacdo nitrogenada foi desenvolvido por
Magalhdes et al. (1996), que compararam diferentes fontes de nitrogénio nas
concentraces de 0, 32, 64 e 97 kg ha™ em cultivares de A. annua. Constataram que a
aplicacdo da maior concentracdo aumentou significativamente a produgdo de matéria
seca de folhas de artemisia, porém a producdo de artemisinina decaiu 22%. Concluiu-se
entdo que a melhor recomendaco para aplicacdo de nitrogénio é de 64 Kg h&a™* na forma
de uréia com a qual obteve-se aumento de 50% na producdo de artemisinina quando
comparado ao controle e ndo apresentou diferenca significativa na producdo de massa
da matéria seca quando comparado ao tratamento com maior adubacéo.

ADLER et al (1989) também verificaram a influéncia de diversas formas de
fertilizantes nitrogenados no crescimento e concentracdo de Oleo essencial de
manjericdo (sweet basil).

O estresse também foi estudado como uma forma de estimulo a producdo de
artemisinina. Dentre os estresses estudados que interferem na producdo de metabdlitos
secundarios, cita-se o estresse hidrico, os extremos de temperatura, a radiacdo
ultravioleta, a salinidade, a deficiéncia nutricional, os metais pesados, ataques de insetos

e patdgenos, e danos mecanicos.



As adaptacOes a esses estresses envolvem mudancas bioquimicas e fisioldgicas
nas plantas, tanto no metabolismo primario quanto no secundario, o que pode acarretar
maior producdo de metabdlitos secundarios (MARCHESE, 1999).

No geral, em plantas herbéaceas e arbustivas, a sintese de compostos terpénicos
como a artemisinina, tendem a aumentar em condi¢cdes de estresse (MARCHESE,
1999). Esse fato é explicado devido aos processos de crescimento da planta serem
rapidamente paralisados, enquanto que a fotossintese liquida ndo € sensivel a limitacdes
moderadas de agua, ocorrendo um desvio excedente de carboidratos requeridos para o
metabolismo secundario (MARCHESE, 1999).

Com o objetivo de estudar a influéncia da deficiéncia hidrica e da temperatura
no acumulo da artemisinina e producdo de fitomassa, MARCHESE (1999) realizou dois
experimentos em cadmara de crescimento. No primeiro, induziu deficiéncias hidricas
(DH) moderadas e drasticas em dois diferentes estadios da planta — 84 e 147 dias. No
experimento com plantas de 84 dias, no tratamento de desidratacdo moderado (38 horas)
0 teor de artemisinina teve acréscimo significativo de 29%. Para os tratamentos com
supressdo de 14, 62 e 86 horas, ndo houve diferencas para o teor de artemisinina. As
plantas de 147 dias foram submetidas a 114,5 horas de supressdo hidrica e
posteriormente hidratadas. Nos tratamentos de 72 e 144 horas de reidratacéo, verificou-
se um acumulo significativo de artemisinina de 16 e 17% respectivamente.

Quanto a massa da matéria seca de folhas, somente o tratamento de 38 horas de
supressdo em plantas de 84 dias foi significativamente maior que o controle. No
experimento com plantas de 147 dias, verificou-se reducdo significativa na massa da
matéria seca foliar com relacdo ao controle. Os demais aumentos dos teores de
artemisinina em ambos 0s experimentos foram anulados por uma redugdo na matéria
seca de folhas, ndo resultando em maior acimulo de artemisinina por planta.

Para os ensaios de temperatura, foram aplicadas duas amplitudes térmicas
(dia/noite) 18/28 °C e 11/20 °C. As temperaturas maiores induziram um aumento no teor
de artemisinina. MAGALHAES (1996) também observou que temperaturas proximas
da mesma amplitude térmica (22/26 °C) induziram maior teor de artemisinina em
detrimento de temperaturas mais elevadas de 25/31°C, porém sem obter diferencas
significativas entre os tratamentos quanto ao acumulo, pois a maior temperatura resultou
no aumento da producdo da massa da matéria seca foliar, ao contrario de MARCHESE
(1999) que ndo obteve diferencas significativas quanto a massa da matéria seca foliar e

ao acumulo de artemisinina.



Esses resultados estimulam o interesse da inddstria farmacéutica nacional e
internacional que ndo véem grandes vantagens em se produzir remédios de baixo custo
para doencgas que atingem uma camada social de baixo valor aquisitivo, propiciando a
oportunidade de autonomia na extracdo do principio ativo, tornando o Brasil

independente da importacédo que € feita do Vietna.

2.3 Artemisinina

A artemisinina (FIGURA 2) é um poderoso oxidante e desde a descoberta de seu
potencial antimalarico, vem-se buscando alternativas para solucionar o problema da sua

producédo em larga escala.
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Fonte: http://www.bo.ibimet.cnr.it/index.php?id=523&L=3

Figura 2 — Estrutura molecular da artemisinina.

O crescimento do numero de paises que adotaram a ACT como terapia contra o
plasmodio da malaria provocou um rapido crescimento na demanda por artemisinina e
seus derivados. O consumo global subiu de algumas centenas de milhares de doses em
2001/2002 para 10 milhdes em 2005. Em 2006, a OMS previu a necessidade de pelo
menos 120 milhdes de doses de ACTs (WHO, 2006).

Normalmente, assim que a estrutura molecular da substancia que possui uma
resposta farmacologica € isolada da planta, estudos iniciam-se a fim de sintetizar o
elemento. No caso da artemisinina, a primeira sintese total da substancia foi registrada
em 1983, porém a forma encontrada para fazé-lo é muito complexa, exige varias etapas
e resulta em baixo rendimento. A partir dai deu-se inicio a busca para melhorar a forma
de obtencdo da artemisinina natural, porém nenhuma das tentativas resultou em métodos
viaveis para a obtencdo em larga escala do antimalarico. Portanto, a extracdo de
artemisinina das plantas de Artemisia annua continua sendo a Unica fonte
economicamente viavel (DELABAYS, 2001).



BALINT (2001) observou que a artemisinina reage com o grupo heme, na
presenca de células vermelhas, oxidando as proteinas e destruindo a membrana celular
do plasmodio. Como o0s parasitas da malaria sdo ricos em heme isso pode explicar a
toxicidade seletiva da artemisinina contra eles, acarretando pouco ou nenhum efeito
colateral ao paciente.

A lactona presente em sua férmula molecular pode facilmente ser transformada
em dihidroartemisinina, substancia comprovadamente mais eficaz que a artemisinina
pura, € que pode originar outros derivados como o artemether e artesunato (BALINT,
2001). Comprovadamente mais eficazes que a artemisinina, o artemether € soltvel em
lipideos e o artesunato soltvel em agua, o que viabiliza ainda mais sua aplicacdo. Além
disso, o artesunato atua rapidamente na restauracdo da consciéncia em pacientes em
coma, vitimas da malaria cerebral (KLAYMAN, 1985).

A rapidez de acdo da artemisinina e seus derivados, praticamente desprovidos de
efeitos colaterais, 0s colocam entre as mais importantes e estudadas drogas

antimalaricas da atualidade.

2.4 Micorriza arbuscular em plantas medicinais

Para viabilizar a producdo de artemisinina e antimalaricos semi-sintetizados de
artemisinina é necessaria continua melhoria dos cultivares de artemisia.

Sabendo-se que a biossintese de metabdlitos secundarios é geneticamente
determinada e influenciada por aspectos fisiol6gicos e ambientais (bidticos e abioticos),
sugere-se que a colonizacdo da planta por fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
pode influenciar na producdo de artemisinina, seja pela melhora nutricional da planta ou
por sua resposta a presenca do fungo.

Micorrizas vém sendo estudadas nos ultimos 100 anos, porém nos ultimos 20
anos houve uma exploséo de interesses que incluem a sua utilizagdo como um potencial
biofertilizante de baixo custo, alternativo aos caros fertilizantes quimicos (SMITH e
GIANINAZZI-PEARSON, 1988).

Provavelmente apenas 5-10% das plantas ndo formam associa¢do micorrizica e
dos outros 90-95%, cerca de dois tergos formam a associacdo com FMAs (FINLAY,
2004), os quais colonizam o tecido cortical das raizes durante o periodo de crescimento
ativo da planta e sdo de grande importancia em solos distroficos para obtencdo de
elementos de baixa mobilidade (MOSSE, 1980).
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As vantagens dessa associacdo estdo relacionadas com: efeitos no crescimento da
planta, aumento da absorcdo de nutrientes, melhora na relacdo agua-planta, auxilio na
fixacdo bioldgica do nitrogénio em leguminosas com dupla simbiose (rizébio e FMA),
efeito antagonico a fitopatdgenos, modificacbes anatbmicas, histoquimicas, bioquimicas
e fisioldgicas da planta, além de efeito na estruturacdo fisica do solo (SILVEIRA,
2000).

Caracteriza-se principalmente pela troca de carbono por fdsforo entre o
hospedeiro e o fungo. Por ser biotréfico obrigatorio, o FMA adquire da planta todo o
carbono que precisa para seu desenvolvimento, enquanto que a planta recebe fosfato
absorvido do solo pelo fungo.

O fosfato € um ion excepcionalmente imdvel no solo, pois forma complexos
insoltveis com a maioria dos cations, tais como Fe®*, AI** e Ca**. Conseqiientemente, a
difusdo do ion fosfato torna-se lenta no solo e as raizes que absorvem fosfato formam
uma zona de deplecéo do ion. As hifas do fungo crescem além das raizes e capturam
fosfato além dessa zona de deplecdo formada pelas raizes da planta. Como a hifa é
tipicamente 10 vezes mais fina que a raiz, o custo para a planta desenvolver hifas ao
invés de raizes é pelo menos 100 vezes menor. Essa simples analise de custo-beneficio
explica porque a simbiose beneficia tanto a planta como o fungo (HELGASON e
FITTER, 2005).

Segundo alguns autores, (KAPOOR et al. 2003; ABU-ZEYAD et al. 1999; RAI
et al.,, 2001; WEI e WANG, 1991; GUPTA et al. 2001), as plantas micorrizadas
apresentam-se bioquimica e fisiologicamente diferentes das ndo micorrizadas, 0 que,
portanto, pode influenciar na sintese de compostos secundarios, como 6leos essenciais e
principios ativos de plantas aromaticas e medicinais.

Sabendo-se que fitohorménios exercem uma fungdo importante em varios
processos de desenvolvimento de plantas e da simbiose entre o FMA e a planta
hospedeira, SHAUL-KEINAN (2002) estudou as mudancas hormonais nas raizes de
tabaco (Nicotiana tabacum) em estagio precoce de desenvolvimento enguanto
colonizadas por G. intraradices, a fim de caracterizar as mudancas nas concentragdes de
auxinas, citoquininas e giberilinas. O estudo demonstrou que as mudancgas hormonais
ocorrem durante a simbiose micorrizica antes mesmo dos beneficios da colonizacao se
manifestarem.

Em milho (Zea mays L.), verificaram-se as quantidades dos fitohorménios: &cido

abscisico (ABA), citoquinina e acido-indol acético (AAIl) em plantas colonizadas por
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Glomus - isolado T6 e plantas ndo micorrizadas. As analises demonstraram niveis
consideravelmente mais elevados de ABA livre em plantas colonizadas em relacdo as
plantas controle em todos os estdgios de desenvolvimento (40, 60, 80 e 110 dias).
Contraditoriamente, a quantidade de citoquinina foi igual para ambos os tratamentos,
com excecdo das plantas de 110 dias, que obtiveram aumento na concentracao de
citoquinina em detrimento da colonizacdo micorrizica. A concentracdo de auxina foi
essencialmente igual para plantas colonizadas e o controle. As concentracfes de
giberilinas foram maiores em plantas micorrizadas. Devido ao baixo teor de fésforo em
que o experimento foi realizado, acredita-se que o incremento na absorc¢ao do elemento,
desempenhado pela micorriza, tenha resultado no aumento das concentraces de ABA
(DANNEBERG et al., 1992).

Em condigdes naturais, GORSI (2002) identificou a presenca de associagdo
micorrizica em todas as plantas coletadas em Azad Jammu e Kashimira, na india.
Foram 80 espécies diferentes, dentre elas, cinco pertencentes a familia Asteraceae:
Artemisia gmelinii, Artemsia maritima L., Artemisia scoparia Waldst., Sussurea
heteromalta e Xanthium strumarium L.

No entanto, poucos estudos sobre o emprego de FMA visando o aumento na
producdo de principios ativos estdo disponiveis, e nenhum trata especificamente de
Artemisia annua L.

ABU-ZEYAD et al. (1999) verificaram a presenca de colonizagcdo micorrizica em
Castanospermum australe e sua influéncia na producdo de castopermina, um alcaldide
sintetizado pela planta que é eficiente contra AIDS (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida) e cancer. Em campo, observaram que quanto maior a porcentagem de
colonizagdo, maior os teores de castopermina na planta. Esse resultado se repetiu em
testes feitos em casa de vegetacdo, demonstrando que o teor do principio ativo e a
biomassa total das plantas foram significativamente maiores em tratamentos com adicdo
de P e inoculacdo de Glomus intraradices e Gigaspora margarita, sendo que a
concentracdo aumentou de 1,6 mg/100 g de folhas da testemunha para 3,5 e 2,9
mg/100g de folhas, respectivamente.

O mesmo efeito positivo foi encontrado em estudo que testou o efeito do FMA
Glomus fasciculatum na colonizacdo das raizes, crescimento, concentracdo de Gleo
essencial e aquisicdo de nutrientes de trés diferentes cultivares de Mentha arvensis
(menta): Kalka, Shivalik e Gomti, sob condigdes de campo. Os resultados

demonstraram aumento significativo na colonizacdo micorrizica das raizes, na altura da
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planta, na matéria fresca e seca da parte aérea, concentracdo e rendimento de dleo
essencial. A colonizacdo surtiu mais efeito na cultura de Shivalik do que na Kalka e
Gomti, apresentando maior colonizacdo das raizes, crescimento e producdo de menta,
indicando que é mais dependente de micorrizas que as outras duas espécies. A
inoculacdo também surtiu efeito positivo na nutri¢cdo da planta, aumentando a absorcéo
de P, N e K, principalmente de P, apresentando-se como uma alternativa econdémica no
cultivo da menta (GUPTA et al. 2001).

No Brasil, os efeitos de diferentes FMAs na producdo e qualidade de Oleos
essenciais da mesma planta cultivada com diferentes doses de fosforo foram avaliados.
Empregaram-se quatro FMAs - Glomus clarum, Glomus etunicatum, Gigaspora
margarita, Acaulospora scrobiculata, e quatro doses de P: 0, 50, 100 e 200 mg kg™.
Observou-se nos resultados que sem adubacédo fosfatada, os fungos G. margarita e G.
clarum aumentaram em 206 e 198%, respectivamente, a producdo de matéria fresca em
relacdo ao controle. A maior producdo de matéria fresca foi observada no tratamento de
A. scrobiculata com 133 mg kg™ de fésforo. Na auséncia de adubacéo fosfatada, teores
de 6leos essenciais e de mentol no 6leo foram menores em plantas sem inoculacéo, e 0s
tratamentos com inoculagdo proporcionaram incrementos de até 89% nos teores de
Oleos e de mentol, em relacdo ao tratamento sem inoculagdo. Com o incremento da
adubacdo fosfatada, ndo foram observados incrementos dos teores de 6leos essenciais e
mentol em razdo dos FMAs. As maiores produtividades de 6leos essenciais e de mentol
nos Gleos foram encontradas em plantas com inoculacdo de Acaulospora scrobiculata
nas concentracdes de P de 126 e 123 mg kg™ de solo.

KAPOOR et al. (2002 a, b; 2004) estudaram o efeito da associacdo de dois
FMAs, Glomus macrocarpum e Glomus fasciculatum, na concentragdo e composi¢do
do oleo essencial de Coriandrum sativum, e na biomassa e concentracdo de 0leos
essenciais em Anethum graveolens L., Trachyspermum ammi (Linn.) e Foeniculum
vulgare. Em Coriandrum sativum, constataram aumento de 43% na concentracdo de
6leo essencial nas frutas. A eficacia da colonizacdo também foi observada na qualidade
do 6leo essencial produzido. Os resultados da aplicacdo dos FMAs na biomassa e
concentracdo de Oleo essencial em Anethum graveolens L. e Trachyspermum ammi
(Linn.) demonstraram significativa variacdo nos efeitos dos dois fungos. Nas plantas
micorrizadas, houve aumento da biomassa e a concentragcdo do 6leo essencial aumentou

90% em A. graveolens e 72% em T. ammi (Linn.). Também, observou-se que o G.
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macrocarpum foi mais eficiente que o G. fasciculatum no aumento da concentracdo de
6leo essencial.

Em Foeniculum vulgare, planta aroméatica muito utilizada como agente
flavorizante na culinaria européia, japonesa, indiana e norte americana, 0s FMASs
promoveram aumento significativo na biomassa e producdo de Oleo essencial. Nos
tratamentos com inoculacdo de G. fasciculatum e adicdo de fosfato, equivalente a 20 kg
ha™, houve um aumento de 78% na producdo de 6leo essencial.

WEI e WANG (1991) descreveram significativo aumento da sintese de 6leo
volatil, biomassa e absorcdo de fosforo, enxofre e micronutrientes em Schizonepeta
tenuifolia colonizada por FMA.

A influéncia do fungo Piriformospora indica na biomassa de duas plantas
medicinais tradicionalmente utilizadas na india, Spilanthes calva, responsavel pelo
aumento de imunidade e Whathania somnifera, da qual sdo originados mais de 91
produtos farmacéuticos, foi estudada. Constatou-se significativo aumento no
desenvolvimento da biomassa das plantas em resposta a inocula¢do, com incremento de
nove vezes em S. calva e de oito vezes em W. somnifera, além de um aumento de cerca
de quatro vezes no numero de flores ou inflorescéncias (RAI et al. 2001).

Coleus forskohlii, uma importante planta medicinal cujo principio ativo é
empregado no tratamento de doencas cardiovasculares, glaucoma e alguns tipos de
cancer, foi analisada com o objetivo de investigar a influéncia de 11 diferentes espécies
de FMAs no crescimento, nutricdo de fosforo e producdo de “forskolin” nas raizes da
planta. Os fungos inoculados foram: Acaulospora laevis, Gigaspora margarita, Glomus
bagyarajii, G. monosporum, G. fasciculatum, G. mosseae, G. leptotichum, G.
macrocarpum, G. intraradices, G. etunicatum e Scutellospora calospora. Segundo 0s
autores, Coleus apresentou diferentes respostas a inoculagcdo dos FMAs, concluindo-se
que a colonizacdo das raizes por Glomus bagyarajii foi a mais eficiente, seguida por
Scutellospora calospora, que promoveram maior concentracdo do principio ativo.
Quanto a absorcdo de fdsforo, tempo para transplante, crescimento e producdo de
matéria seca da parte aérea, o melhor resultado também foi obtido em plantas
colonizadas por Glomus bagyarajii diferindo significativamente dos demais tratamentos
(SAILO & BASIARAJ 2005).

PORTUGAL e QUITERIO (2005) estudaram o efeito da micorrizagdo em Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni, planta que tem como principal valor econémico a producéo

de esteviosideo, um edulcorante sem calorias e que possui também propriedades
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cardiotbnicas. Os FMAs inoculados foram: Glomus macrocarpum, Glomus
intraradices, Glomus etunicatum, Entrophospora sp, Acaulospora sp e dois isolados das
raizes de culturas pré-estabelecidas de estévia denominados CP13 e CPVG. O
experimento realizado em casa de vegetacdo, em solo esterilizado, determinou a
porcentagem de colonizagdo micorrizica, a massa da matéria seca da parte aérea e a
producdo de esteviosideo nas plantas. Os melhores resultados na producdo de biomassa
foram obtidos em plantas colonizadas por G. intraradices. A maior producdo de
esteviosideo também foi obtida em plantas colonizadas por G. intraradices, sendo 350%
superior ao controle. Os resultados mostraram que os fungos nativos, pré-estabelecidos
na cultura podem ndo ser os mais eficientes para o desenvolvimento das plantas.
PORTUGAL (2006) também constatou que maior producdo de biomassa de estévia foi
obtida com o cultivo em aeroponia, enquanto no campo, obteve-se maior quantidade

acumulada de esteviosideos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1

O experimento foi realizado em camara de crescimento da Conviron (FIGURA
3) localizada no CPQBA/UNICAMP programada com fotoperiodo de 12 horas,
temperatura diurna de 25°C e noturna de 20°C, com 50% de umidade relativa do ar, e
400 pmol m? s | em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes por
tratamento.

O solo utilizado foi um latossolo vermelho eutroférrico coletado no campo
experimental do CPQBA, o qual foi peneirado e esterilizado por duas horas em
autoclave, a 121°C em baldes de 20 L. A andlise quimica do solo, feita anteriormente a
calagem, foi realizada no Laboratorio de Analises de Solo e Planta do IAC (TABELA
1).
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Tabela 1 - Analise quimica do solo utilizado no experimento 1.

pH P K Ca Mg V MO. H+AI SB. CTC
mg /dm™ mmol/dm™ % gdm® mmol /dm™
49 15 2,8 27 16 49 43 47 45,8 92,8

Figura 3 - InstalacBes do Experimento 1 em camara de crescimento. Vista externa (A);
Vista interna - cerca de 20 dias apds semeadura (B).

Ap0ds esterilizacdo o solo foi colocado em vasos de 2,5 L previamente lavados e
esterilizados com vapor e alcool 70%.

O experimento compreendeu oito tratamentos com cinco repetigdes cada, sendo
sete inoculados com os FMAs: Glomus intraradices, Scutellospora gregaria,
Acaulospora scrobiculata, Glomus clarum, Entrophospora sp, Glomus etunicatum e
Glomus macrocarpum, e uma testemunha sem inoculagao.

Os indculos foram obtidos na cole¢do do Setor de Microbiologia do Solo do
Centro de Solos do IAC e constaram de pedacos de hifas e raizes colonizadas de
Brachiaria brizantha, planta utilizada como hospedeira para multiplicacao de esporos.

As sementes de artemisia, hibrido CPQBA 3M x POP, foram obtidas na Divisdo
de Agrotecnologia do CPQBA/UNICAMP e sdo oriundas de plantas que passaram por

processo de melhoramento genético por cruzamentos controlados.
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Foram utilizados cerca de 1000 esporos por vaso de cada FMA, colocados numa
camada cerca de 2 cm abaixo das sementes.

A semeadura ocorreu com ndmero aleatério de sementes, que apds 15 dias
sofreu o primeiro desbaste deixando-se 5 plantas por vaso. O segundo desbaste ocorreu
sete dias depois, deixando-se as duas plantas mais homogéneas em relacdo a altura e
nimero de folhas. As plantas foram irrigadas com uma solucdo de Minercal® na
concentracdo de 2 t ha ™, ap6s o desbaste. A irrigagéo foi feita diariamente com 100 mL
de agua destilada por vaso, de acordo com a necessidade das plantas.

A colheita da parte aérea e raizes ocorreu aos 65 dias apds a semeadura, época
de pré-florescimento, e as variaveis analisadas foram: colonizagdo micorrizica, matéria
seca da parte aérea total (MSPA), matéria seca de folhas (MSF), teor de artemisinina e
teor de nutrientes nas folhas. A partir do teor de nutrientes e artemisinina, calculou-se a

quantidade acumulada por planta.

3.2 Experimento 2

Os dois FMAs que melhor influenciaram a producdo de artemisinina no
Experimento 1, Glomus macrocarpum e Scutellospora gregaria, foram empregados em
solo esterilizado e néo esterilizado.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo em vasos de 8 L e
delineamento estatistico inteiramente casualizado, totalizando oito tratamentos com sete
repeticdes: dois FMAS, solo esterilizado e néo esterilizado e dois controles, com e sem
adubacdo fosfatada.

O tipo de solo e procedéncia foram os mesmos do experimento anterior. O solo
foi corrigido anteriormente & autoclavagem, com 2 t ha™ de Minercal® e incubado por

um periodo de 30 dias. A analise quimica do solo apds calagem consta na TABELA 2.
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Tabela 2 - Analise quimica do solo utilizado no experimento 2 .

pH P K Ca Mg vV M.O. H+AI S.B. CTC
mg /dm™ mmol/dm™ % g/dm? mmol/dm
5,2 23 3,7 53 25 73 41 31 81,7 112,7

A adubagéo com super fosfato simples foi feita individualmente em cada vaso
controle, recebendo o equivalente a 90 kg ha™ de P.

A semeadura, esterilizacdo e inoculacdo foram realizadas da mesma forma que
no Experimento 1. A irrigacdo foi feita de acordo com a necessidade das plantas, pelo
sistema de irrigacdo automatico, trés vezes ao dia por 15 segundos cada.

A colheita foi feita 75 dias apds a semeadura, no pré-florescimento, e
posteriormente analisou-se a matéria seca da parte aérea total, matéria seca de folhas,

colonizacdo micorrizica, teor e acimulo de artemisinina e nutrientes nas folhas.

3.3 Variaveis Analisadas

3.3.1 Massa da matéria seca da parte aérea total e de folhas

A parte aérea total (folhas e caules) coletada de ambos os experimentos foi
desidratada em estufa de circulacdo forcada a 40 °C até apresentar massa constante.
Foram obtidos os valores de matéria seca total da parte aérea de cada planta. Em
seguida, os ramos foram desfolhados para a obtencdo da matéria seca das folhas. Apos
moagem do material foliar em moinho do tipo martelo em malha de 40 mesh, foi
armazenado em freezer para melhor conservacdo até o momento das analises para

determinacéo do teor de artemisinina e nutrientes.

3.3.2 Teor e acimulo de macro e micronutrientes

A andlise quimica das folhas de artemisia para obtengdo dos teores de nutrientes
foi realizada no Laboratério de Analises de Solo e Planta do IAC, pelo método ICP-
OES, apo6s digestdo nitrico-perclorica, e 0 N determinado pelo método Kejdahl
(BATAGLIA et al., 1983). . O acumulo dos nutrientes foi calculado a partir dos teores.
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O indice de eficiéncia de utilizacdo do nutriente foi calculado segundo SIDDIQI &

GLASS (1981), da seguinte forma: IEU = (matéria seca)®/ acimulo do nutriente.

3.3.3 Porcentagem de colonizagao micorrizica

As raizes coletadas foram separadas, lavadas e conservadas em alcool 50% para
avaliacdo da colonizacdo micorrizica.

Amostras de raiz foram clarificadas em KOH 5% por 10 minutos em banho-
maria, acidificadas com HCI 10% e coradas com trypan-blue por 10 minutos
(PHILLIPS e HAYMAN, 1970). A porcentagem de colonizacdo foi avaliada pelo
metodo da placa quadriculada com auxilio de microscopio estereoscopio
(GIOVANETTI e MOSSE, 1980).

3.3.4 Teor de artemisinina

O método empregado foi desenvolvido e é utilizado pela Diviséo de Fitoquimica
do CPQBA/UNICAMP baseado em estudos anteriores.

Os extratos foram obtidos a partir de 0,5g de folhas secas e moidas, adicionando-
se 15mL de metanol, em Ultra Turrax, por 3 minutos, 6000 rpm a temperatura ambiente.
O extrato foi filtrado a vacuo em funil de placa porosa com papel de filtro e evaporado a
secura em rotaevaporador.

O cartucho de Florisil® (170um, 80A) foi completado com mais 1g de Florisil®
FX 0284-1 (60-100 mesh). Conectado ao Manifold, foi condicionado com 10 mL de
hexano, e em seguida introduziu-se o extrato dissolvido em 2 mL de diclorometano,
eluindo com 3 mL de hexano e 60 mL de diclorometano. As fraces foram coletadas
separadamente e monitoradas por CCD. A fragdo de diclorometano das amostras foi
evaporada a secura e ressuspendida em metanol grau HPLC avolumada em baldo
volumétrico de 5 mL, filtrada e injetada no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
acoplado ao detector de indice de refracdo (CLAE/IR).

O procedimento e as injecOes foram realizados em triplicata para cada uma das
amostras. As condi¢gdes cromatograficas para determinacdo do teor de artemisinina
estdo descritas na TABELA 3.
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Tabela 3 - Condic¢des cromatograficas para determinacédo do teor de artemisinina.

Equipamentos e acessorios

Especificacéo

Bomba
Coluna

Volume de injecédo
Fluxo
Fase movel

Detector

Sensibilidade

Temperatura interna detector
Software

HPLC Waters 515
- CN Phenomenex
- (250 mm x 4,6 mm x 5um)
20puL
1 mL min*
- H0O: Metanol (60:40 v/v)
- H20: Acetonitrila (70:30 v/v)
indice de Refracdo Waters 2414
32
35°C
Empower / Waters

3.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos - matéria seca da parte aérea, matéria seca de folhas, teor de

artemisinina, colonizacdo micorrizica e teor, acumulo e indice de eficiéncia de

utilizacdo dos nutrientes nas folhas, foram submetidos a analise de variancia e teste de
Tukey a 5% utilizando-se o programa SANEST (ZONTA et al. 1984).

Os valores em porcentagem referentes a colonizagcdo micorrizica e teor de

artemisinina foram transformados em arco seno antes de serem submetidos aos testes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1

Os resultados referentes ao crescimento das plantas do primeiro experimento

constam na TABELA 4. O presente trabalho ndo apresentou diferencas significativas

entre os tratamentos quanto a massa da matéria seca da parte aérea, indicando que as

plantas ndo forma influenciadas pela inoculacéo dos diferentes fungos.

Como ja preconizado por PACOVSKY (1984), nos estudos sobre fisiologia de

micorriza, é importante comparar plantas com o mesmo grau de desenvolvimento e
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estadio fenoldgico para ndo se incorrer em erros de interpretacdo dos resultados. Nesse
aspecto, foi interessante obter crescimento semelhante entre as plantas micorrizadas e o
controle sem inoculagdo, pois a comparagdo entre plantas micorrizadas e néo
micorrizadas de massa semelhantes evita o efeito de diluicdo/concentracdo e permite
uma observacdo mais precisa sobre a influéncia dos FMAs no metabolismo secundario
da planta, e conseqlientemente, na producéo de artemisinina.

Entretanto, a matéria seca de folhas variou com o tratamento, sendo que as
plantas micorrizadas por G. macrocarpum e G. clarum ndo difeririam do controle,
enquanto que as demais apresentaram massa de folhas significativamente inferior, com
média de 3,319 por vaso.

Esses resultados contrariam outras observacfes em que se obteve ganho na
producéo de biomassa das plantas em razdo da inoculagdo de FMAs, que variaram entre
78 e 350% dependendo da planta e do fungo empregados.

ABU-ZEYAD et al. (1999) demonstraram que Castanospermum australe,
obteve aumento significativo da biomassa da planta com a inoculacdo de FMAs e
constataram que as plantas colonizadas por Glomus spp foram superiores as plantas
colonizadas por Gigaspora margarita. O mesmo efeito positivo foi constatado por
outros autores em diferentes plantas medicinais e FMAs: KAPOOR et al. (2002 a, b;
2004) em Anethum graveolens, Trachypermum ammi e Foeniculum vulgare; RAI et al.
(2001) em Spilanthes calva e Witania somnifera; GUPTA et al. (2001) e FERREIRA et
al (2004) em Mentha arvensis.

O fato de as plantas terem crescido em um ambiente controlado, mais artificial,
talvez tenha prejudicado o pleno desempenho da associacdo micorrizica estabelecida na
artemisia. Fatores como luminosidade e aeracdo do ambiente de cultivo podem ndo ter
sido, qualitativamente, os mais adequados para sustentar a presenca do fungo no
hospedeiro, desenvolvendo, de certa forma, uma interacdo parasitica, provavelmente
com maior dreno de carbono pelos FMAs, resultando na menor producdo de massa

foliar.
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Tabela 4 - Matéria seca da parte aérea (MSPA) e mateéria seca de folhas (MSF) de
Artemisia annua L. sob influéncia de diferentes fungos micorrizicos arbusculares.

Tratamento MSPA MSF
g

Controle 7,80 a 3,94 a
Glomus macrocarpum 7,45 a 3,00 ab
Glomus clarum 7,44 a 2,99 ab
Glomus intraradices 7,33 a 2,73 b
Entrophospora sp 6,94 a 2,78 b
Acaulospora scrobiculata 6,56 a 2,39 b
Scutelospora gregaria 6,54 a 231D
Glomus etunicatum 6,31 a 2,71 b

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Assim como em SAILO e BAGYARAJ (2005) que obtiveram variadas
porcentagens de colonizacdo dentre as 11 espécies de FMAs estudados em coleus, a
colonizacdo de Artemisia annua no presente estudo apresentou uma adequada
porcentagem de colonizagéo que variou entre 34,58 e 46,71% (TABELA 5). S. gregaria
e G. macrocarpum obtiveram maiores médias, diferindo significativamente dos demais.
O controle, feito em solo esterilizado e sem inoculacdo de FMA, apresentou o resultado

esperado, nao apresentando colonizacgdo nas raizes.

Tabela 5 - Colonizacdo micorrizica em Artemisia annua L. colonizada por sete espécies
de fungos micorrizicos arbusculares.

Tratamento Meédias
__%__
Controle Oc
Glomus macrocarpum 46,31 a
Glomus clarum 35,08 b
Glomus intraradices 39,45 ab
Entrophospora sp 34,58 b
Acaulospora scrobiculata 34,77 b
Scutelospora gregaria 46,71 a
Glomus etunicatum 36,49 ab

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Diferencas na porcentagem de colonizacao entre diferentes FMAS numa mesma
planta sdo comumente descritas na literatura. Em plantas medicinais foram observadas

diferentes porcentagens em Coriandrum sativum (KAPOOR et al. 2002) e Foeniculum
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vulgare (KAPOOR et al. 2004), ambas colonizadas por G. macrocarpum e G.
fasciculatum.

Em relagdo & producdo de massa foliar, a colonizagdo correlacionou-se
significativa e negativamente (r = - 0.86 p > 0,007), indicando possivel efeito negativo
da micorrizacdo, ou seja, 0s FMAs que se estabeleceram mais abundantemente nas
raizes causaram um maior desequilibrio na associacdo, provavelmente promovendo
maior dreno de C, resultando em menor producéo de fitomassa.

Diferencas significativas quanto a producdo de artemisinina foram observadas
entre 0s FMAS, obtendo-se tratamentos que tanto elevaram o teor do principio ativo
quanto diminuiram (TABELA 6).

As plantas colonizadas por G. macrocarpum obtiveram maior producdo de
artemisinina e diferiram significativamente dos demais tratamentos, com aumento de
39,03% quando comparado ao controle. S. gregaria também apresentou aumento de
7,31% e ndo diferiu significativamente do controle. Nas plantas colonizadas pelos
demais FMAs, houve decréscimos que variaram entre 7 e 53% quando comparados ao
controle sem inoculacdo, sendo que nas plantas colonizadas por o G. clarum a

diminuigdo na producédo de artemisinina foi mais pronunciada, 53%.

Tabela 6 - Teor de artemisinina em A. annua colonizada por diferentes espécies de
fungos micorrizicos arbusculares.

Tratamento Teor
_%__
Controle 0,41 bc
Glomus macrocarpum 0,57 a
Glomus clarum 0,19f
Glomus intraradices 0,38 cd
Entrophospora sp 0,37 cd
Acaulospora scrobiculata 0,25
Scutelospora gregaria 0,44Db
Glomus etunicatum 0,36 d

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

KAPOOR et al. (2002) também observaram diferentes resultados com a
inoculacdo de dois FMAS, G. macrocarpum e G. fasciculatum, em Coriandrum sativum

L., obtendo aumento de 28 e 43% no teor do principio ativo, respectivamente. Nenhuma
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literatura consultada descreveu queda na producdo de principios ativos e 0leos
essenciais de plantas medicinais e aromaticas associadas a FMA.

Assim como o teor, o0 aclimulo de artemisinina também variou
significativamente entre os tratamentos, apresentando quedas de producéo que variaram
entre 12, 02% em plantas colonizadas por S. gregaria e 53,96% em plantas colonizadas
por G. clarum (TABELA 7). Apenas o tratamento que recebeu inoculacdo de G.
macrocarpum apresentou aumento na producao de artemisinina, superando a producéo

do controle em 34,69%, diferindo significativamente dos demais tratamentos.

Tabela 7 - Acimulo de artemisinina em A. annua colonizada por diferentes espécies de
fungos micorrizicos arbusculares.

Tratamento Acumulo
__mgl/vaso__

Controle 32,43 ab
Glomus macrocarpum 43,68 a
Glomus clarum 14,93 d
Glomus intraradices 26,94 bc
Entrophospora sp 26,23 bcd
Glomus etunicatum 21,92 bed
Acaulospora scrobiculata 15,73 cd
Scutelospora gregaria 28,53 b

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Os diferentes resultados obtidos entre espécies de FMAs inoculados,
demonstram que o efeito da micorrizagdo no desenvolvimento da planta é influenciado
tanto pela planta hospedeira quanto pelo o FMA. Diferentes isolados de FMA podem
resultar em diferentes efeitos na mesma planta (JAKOBSEN et al., 1992), inclusive
observando-se um comportamento parasitico, que prejudica a producdo de metabdlitos
secundarios.

Quanto ao teor de nutrientes, o mais evidente efeito da associacdo micorrizica
foi a diminuicdo significativa dos teores de Mn, observando-se uma reducdo de 37% nas
plantas colonizadas por G. macrocarpum e G. etunicatum quando comparadas ao
controle (TABELA 8).

Em alguns casos, a micorrizagdo da planta pode influenciar na absor¢do de

concentracdes excessivas de certos elementos do solo, resultando na maior retencao nas
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raizes e menor translocacdo para a parte aérea. Esse efeito foi descrito por CARDOSO
et al. (2003), que avaliaram o efeito intrinseco do FMA na absorcdo e translocacdo de
Mn por plantas de soja, observando que absor¢do do nutriente foi superior em plantas
ndo micorrizadas e que em plantas colonizadas por G. macrocarpum houve maior
retencdo de Mn nas raizes, indicando a diminuicdo de sua translocacdo para a parte
aerea.

Os teores de N e de Ca nas folhas de artemisia ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (TABELA 8). Com exce¢do do controle sem
inoculacdo, os maiores teores de P foram encontrados nas plantas colonizadas por G.
macrocarpum, Entrophospora sp, G. clarum e G. intraradices.

Assim como em artemisia, a micorrizacdo de Anethum graveolens e
Trachyspermum ammi em experimento realizado em solo esterilizado, também resultou
no aumento do teor de P nas plantas e diferiu significativamente do controle sem
inoculacdo (KAPOOR et al. 2002). Em Coriandrum sativum, as plantas colonizadas por
G. macrocarpum e Glomus fasciculatum também apresentaram maior teor de P quando
comparadas as plantas ndo micorrizadas.

O mais conhecido beneficio do FMA ao hospedeiro é o aumento da absorc¢do de
nutrientes minerais, principalmente fosforo. O fosfato inorganico, a maior fonte de P
disponivel para as plantas, possui pouca mobilidade no solo. As hifas radicais dos
FMAs se estendem além da zona de deplecdo das raizes da planta hospedeira
aumentando a superficie de absorcdo de P. (SMITH e READ, 1997). O mesmo ocorre
para os demais nutrientes de baixa mobilidade, como o Zn e Cu.

Considerando-se que os teores de N e P sdo dois dos elementos que mais
exercem influéncia sobre a producdo da planta (MAGALHAES, 1996; FIGUEIRA,
1996), a falta de diferenca significativa entre os tratamentos com relagdo a producéo de
matéria seca da parte aérea pode ser em parte explicada, em parte, pela similaridade dos
teores encontrados nas folhas de artemisia. As plantas colonizadas por G. macrocarpum
apresentaram os maiores teores de K, P e Zn nas folhas além de menor teor de Mn
(TABELA 8), o que pode ter promovido maior producdo de fitomassa foliar (TABELA
4).

O efeito da micorrizacdo sobre a absorcdo de Mn continua evidente também em
relagdo aos acimulos encontrados. Em média houve redugdo de 54% no acimulo de Mn

nas plantas micorrizadas (TABELA 9) por todos os FMAs empregados.
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Exceto o acumulo de P nas folhas que se mostrou significativamente maior nas
plantas colonizadas por G. macrocarpum, para os demais nutrientes, as plantas
micorrizadas ndo diferiram ou foram significativamente inferiores ao controle, exceto
quanto ao acimulo de Mn (TABELA 9). Somente para 0 acimulo de N ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, assim como ocorreu no teor (TABELA 8).

Assim como ABU-ZEYAD et al. (1999) que verificaram que o acumulo de
fosforo foi significativamente maior em Castanospermum australe colonizada por G.
intraradices e Gigaspora margarita, a artemisia colonizada por G. macrocarpum
apresentou maior acimulo de P quando comparado ao controle.

Portanto, pode-se concluir que a micorrizacdo da artemisia em solo esterilizado e
mantendo-se as plantas em condigdes artificiais de cultivo (camara de crescimento) nao
contribuiu para o crescimento (TABELAS 4 e 5) e nem absor¢do (TABELAS 8 e 9).
Entretanto, as associacfes micorrizicas estabelecidas protegeram a planta dos altos
niveis de Mn do solo, diminuindo seu teor e acumulo nas folhas, ou seja, conferiram
tolerancia a planta quanto ao excesso de Mn no solo (TABELAS 8 e 9).

As plantas colonizadas por G. macrocarpum apresentaram maiores teor e
acumulo de artemisinina nas folhas (TABELAS 6 e 7), o que pode estar relacionado aos
maiores teores e acumulos de P e Zn nas plantas colonizadas por este FMA (TABELAS
8e9).



Tabela 8 - Teor de macro e micro nutrientes nas folhas de A. annua colonizada por sete espécies de fungos micorrizicos arbusculares.

Teor
gkg™ mg kg™
N K P Ca Mg Cu Fe Mn
Controle 36,36 a 24,56 ab 1,93b 8,10 a 5,23 ab 62,93a 16191,00a 833,33a
G. macrocarpum 38,66 a 28,13 a 3,23 a 70a 4,76 ab 51,46ab  2975,00b 523,33 b
G. etunicatum 36,23 26,93 ab 2,70 ab 7,03 a 5,03 ab 4836 b  2764,00b 554,66 b
Entrophospora sp 44,63 a 25,56 ab 3,13a 7,20 a 4,46 b 51,23ab  4365,00b 723,33 ab
G. clarum 39,26 a 25,60 ab 2,96 a 7,16 a 6,10 a 47,13 b 211366 b 605,66 ab
A. scrobiculata 37,89 a 26,23 ab 2,56 ab 7,03 a 5,36 ab 40,23 b 1655,33 b 624,33 ab
S. gregaria 40,96 a 24,06 b 2,56 ab 6,56 a 5,23 ab 63,26 a  3028,66 b 693,66 ab
G. intraradices 40,66 a 23,73 b 2,76 a 7,53 a 5,56 ab 46,53b  3005,00b 621,00 ab

Zn

37,29 bc

50,20 a
41,13 abc
41,83 ab
44,76 ab

29,50 ¢
42,46 ab
39,20 abc

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 9 - Acumulo de macro e micro nutrientes nas folhas de A. annua colonizada por sete espécies de fungos micorrizicos arbusculares.

Acumulo
mg/vaso ug/vaso
N K P Ca Mg Cu Fe Mn Zn
Controle 142,16 a 96,80 a 7,50 abc 32,03 a 20,56 a 247,36 a 70941,82a 327153a 146,90a
G. macrocarpum 1157 a 84,43 ab 9,73 a 21,06 ab 14,33ab  154,83ab 8990,36b 1582,79b 151,06 a
G. etunicatum 98,00 a 73,06 abc 7,33 abc 19,13 b 13,66 ab 131,56b  9385,00b 1511,66b 112,00 ab
Entrophospora sp 89,73 a 71,03abc 8,60 abc 20,00 b 18,23 ab 109,90b  9927,39b 2031,23b 116,59 ab
G. clarum 117,69a 76,59 abc 8,90 ab 21,33 ab 18,23ab  14150ab 7504,40b 1803,73b 13543 a
A. scrobiculata 90,56 a 62,66 bc 6,13 bc 16,96 b 12,86 b 96,70b 396536 b 149536b  70,73b
S. gregaria 94,83 a 54,83 ¢ 593c 15,36 b 1526 ab  144,73ab 9014,93b 1596,93b 97,86 ab
G. intraradices 111,09 a 65,73 bc 7,53 abc 20,66 b 12,19 b 127,23b  6719,63b 1698,86b 106,93 ab

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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4.2 Experimento 2

4.2.1 Massa da materia seca da parte aérea e folhas

Em solo esterilizado, ndo houve diferencas significativas na producdo de matéria
seca da parte aérea entre as diferentes espécies de FMAs inoculadas, obtendo-se uma
média entre os tratamentos de 25,3 g (TABELA 10). Em solo néo esterilizado, houve
reducdo na producdo de biomassa para os tratamentos com G. macrocarpum, S.
gregaria e controle sem fosforo, ou seja, as plantas do controle + P apresentaram maior
producdo de matéria seca de parte aérea. Quando se comparam 0s solos, apenas o
controle e controle que recebeu adubacdo ndo apresentaram diferencas significativas
entre o esterilizado e ndo esterilizado. As plantas dos tratamentos com inoculacdo dos
FMAs obtidas em solo esterilizado superaram significativamente as cultivadas em solo

nao esterilizado.

Tabela 10 - Matéria seca da parte aérea e matéria seca de folhas de A. annua L.
colonizada por Glomus macrocarpum e Scutelospora gregaria ou ndo colonizada
(controle e controle + P) cultivada em solo esterilizado (SE) e solo ndo esterilizado
(SNE).

G.macrocarpum S. gregaria Controle Controle + P
MSPA
g
SE 2555aA 25,64a A 2441 a A 25,60a A
SNE 23,44b B 22,19bB 22,85b A 26,06 a A
MSF
g
SE 11,08 ab A 11,00 ab A 11,46 a A 10,08 b B
SNE 9,96b B 9,62b B 9,66 b B 12,10a A

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras mindsculas comparam fungos dentro
de solos e letras maiusculas, solos dentro de fungos.

Em solo ndo esterilizado, o controle que recebeu adubacédo fosfatada apresentou
um producdo de folhas significativamente maior que o controle sem fosforo e que as
plantas dos tratamentos que receberam inoculacdo de G. macrocarpum e S. gregaria.
Exceto para o controle + P, as melhores produgdes foram obtidas em solo esterilizado,
provavelmente porque os FMAs introduzidos foram mais eficientes que os FMAS
nativos e o solo esterilizado permitiu um melhor desempenho da associacdo devido a

baixa ou nenhuma competicdo com os demais FMAS nativos e outros microorganismos
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ja estabelecidos no solo ndo esterilizado. Portanto, os FMAs nativos somente foram
eficientes em promover aumento na biomassa foliar com a adi¢éo de P ao solo. Em uma
condicdo de menor disponibilidade de P no solo, os FMAS nativos e introduzidos
somente causaram aumento na massa de folhas no solo esterilizado.

Portanto, maior crescimento das plantas ocorreu quando colonizadas por FMAS
nativos (solo ndo esterilizado) mas no solo com adicdo de P. Esses FMAS nativos

somente foram eficientes em promover aumento de massa foliar.

4.2.3 Porcentagem de colonizagao micorrizica

A maior porcentagem de colonizacdo micorrizica foi encontrada nas raizes das
plantas em solo ndo esterilizado (TABELA 11), 0 que era esperado, devido a presenca
dos FMAs nativos presentes no solo. As plantas colonizadas por G. macrocarpum
tiveram maior colonizacdo micorrizica, seguidas pelas colonizadas por S. gregaria, em
ambos os solos. As plantas dos tratamentos que ndo receberam indculo, apesar de se
diferenciarem estatisticamente dos demais, também obtiveram uma colonizacédo
adequada das raizes pelos FMAs nativos do solo, apesar de terem sido
significativamente menores que as obtidas nas plantas dos tratamentos com inoculagéo.

As plantas dos controles do solo esterilizado ndo apresentaram estruturas

fungicas em suas raizes, verificando-se a eficiéncia da esterilizacéo.

Tabela 11 — Porcentagem de colonizacdo micorrizica de A. annua L. colonizada por
Glomus macrocarpum e Scutelospora gregaria ou ndo colonizadas (controle e controle
+ P) cultivada em solo esterilizado (SE) e solo néo esterilizado (SNE).

Colonizacéo
G. macrocarpum S. gregaria Controle Controle + P
%
SE 61,84aB 4759b B 0,00cB 0,00cB
SNE 71,75a A 63,82b A 4354 CcA 31,71d A

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras mindsculas comparam fungos dentro
de solos e letras maiusculas, solos dentro de fungo.

4.2.3 Teor e acumulo de artemisinina

No solo nédo esterilizado, os maiores teores de artemisinina foram obtidos nas
plantas dos controles com e sem adi¢do de fosforo, superando significativamente as
plantas colonizadas também por G. macrocarpum e S. gregéria, que ndo diferiram

significativamente entre si. Provavelmente a planta ja estd adaptada aos FMAS nativos
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do solo que foi utilizado no experimento, visto que a domesticacdo e adaptagdo da
espécie foram realizadas no mesmo campo experimental do qual foi coletado.

Em solo esterilizado, plantas colonizadas por G. macrocarpum apresentaram
teores de artemisinina significativamente maiores que plantas colonizadas por S.
gregaria e os controles, confirmando os resultados do primeiro experimento.

Quando comparados os solos, novamente ndo se observa diferencas significativas
entre o esterilizado e ndo esterilizado para os tratamentos com S. gregaria, controle com
adicdo de fosforo e controle. Plantas colonizadas por G. macrocarpum obtiveram
melhor resultado em solo esterilizado, mostrando influéncia na producdo de
artemisinina, porém essa vantagem se perde quando se trata de solo nédo esterilizado.
Esse tratamento apresentou um aumento de 20,5% no teor de artemisinina em relacdo ao
controle (planta ndo micorrizada). Em solo néo esterilizado, a competicdo com fungos
micorrizicos nativos é evidente e anula a influéncia positiva do G. macrocarpum na
producéo do principio ativo.

As plantas do controle com adicdo de fésforo tiveram queda de producdo de
artemisinina em ambos os solos. Além disso, observou-se que as planta colonizadas por
FMAs nativos ndo foram eficientes em promover maior teor do principio ativo, pois ndo
diferiram das ndo micorrizadas (controle do solo esterilizado).

As plantas colonizadas por S. gregaria apresentaram menor producdo de
artemisinina em qualquer condicdo de solo, esterilizado ou ndo. Esse efeito demonstra
que a associacdo entre esse FMA e a planta foi provavelmente parasitica e influenciou

negativamente a producdo de artemisinina.

Tabela 12 — Acimulo e teor de artemisinina nas folhas de Artemisia annua colonizada
por Glomus macrocarpum e Scutelospora gregaria ou ndo colonizada (controle e
controle + P) cultivada em solo esterilizado (SE) e solo néo esterilizado (SNE).

G. macrocarpum S. gregaria Controle Controle + P
Acumulo (ug/g)
SE 91,38a A 31,28Cc A 75,43 ab A 58,45b A
SNE 47,35ab B 34,13b A 60,19a A 63,502 A
Teor (%)
SE 0,8laA 0,32cA 0,67 ab A 048b A
SNE 0,46 b B 042b A 0,63aA 0,54 ab A

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras minGsculas comparam fungos dentro
de solo e letras maitsculas, solos dentro de fungo.

Confirmando os resultados do primeiro experimento, em solo esterilizado, as

plantas colonizadas por G. macrocarpum superaram em 70% o acumulo de artemisinina
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nas folhas quando comparadas ao controle com adicao de fosforo e em 56%, as plantas
do controle sem adubacdo fosfatada (TABELA 12). As plantas colonizadas por S.
gregaria diferiram dos demais tratamentos apresentando uma queda significativa na
producéo de artemisinina.

Em solo néo esterilizado, as plantas dos controles, colonizadas por FMAS nativos,
apresentaram maior acumulo de artemisinina e superaram os tratamentos com FMAs
introduzidos.

As plantas do controle, controle com adigdo de fdésforo e plantas colonizadas por
S. gregaria néo apresentaram diferencas significativas entre si quando comparados solo
esterilizado e ndo esterilizado. Apenas as plantas colonizadas por G. macrocarpum
apresentaram maior desempenho em solo esterilizado do que em solo nao esterilizado.

Esses resultados mostram pouca dependéncia da planta aos FMAs, visto que nas
plantas do controle, ndo houve diferengas significativas na producdo de artemisinina
entre solo esterilizado ou ndo, ou seja, em relacdo as plantas ndo micorrizadas,
evidenciando que os FMAs nativos também ndo foram eficientes ou ndo influenciaram a
producdo do antimalarico. PORTUGAL e QUITERIO (2005) ja observaram resposta
semelhante em Stevia rebaudiana, concluindo que nem sempre a micorrizacdo que

ocorre naturalmente com fungos nativos € a mais eficiente para a planta.

4.2.4 Teor e acumulo de macro e micronitrientes

Os teores e acumulos de nutrientes nas folhas encontrados estdo de acordo com
0s observados por FIGUEIRA (1996) no estudo que desenvolveu sobre a nutricdo de
artemisia.

Como constatado no primeiro experimento, 0s teores de nutrientes estavam
adequados, exceto para 0 K que estava abaixo e para o0 Cu e Mn que estavam em
excesso (TABELA 13). Novamente observa-se o efeito protetor da micorriza ao excesso
de Mn no solo, como relatado por NOGUEIRA E CARNEIRO (2002) podendo-se
observar que, comparativamente ao controle, as plantas colonizadas por G.
macrocarpum e S. gregaria apresentaram menores teores de Mn, inclusive sendo mais
eficientes que os FMAs nativos quanto ao controle na absorcao do elemento.

Sintomas visuais de toxicidade nas plantas ndo foram observados.

Provavelmente a planta ja esta adaptada ao solo utilizado no experimento, visto que é o
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mesmo do campo experimental em que foi realizada sua adaptacdo e domesticacdo ao
longo de 10 anos.

Em solo esterilizado, os maiores teores de P, Ca, B, Fe e Zn foram encontrados
nas plantas colonizadas por G. macrocarpum que superaram significativamente os
teores encontrados nas plantas colonizadas por S. gregaria e 0s controles com e sem
adicdo de fdsforo. Os teores de N, K, Mg e Mn apresentaram-se maiores nas plantas do
controle sem adicdo de fosforo. O tratamento com S. gregaria promoveu aumento
significativo apenas no teor de Cu.

Em solo ndo esterilizado, o controle com adicdo de fésforo mostrou maiores
concentracdes de P, Ca, Mg, B e Mn em relacdo ao controle sem adicdo de P e os FMAs
introduzidos (TABELA 13).

Tabela 13 - Teor de macro e micronutrientes nas folhas de A. annua L. colonizada por
Glomus macrocarpum e Scutelospora gregaria ou ndo colonizada (controle e controle +
P) cultivada em solo esterilizado (SE) e solo ndo esterilizado (SNE).

G. macrocarpum S. gregéria Controle Controle +P
P(gkg?)
SE 230aB 2,06bB 1,90cB 1,80cB
SNE 2,60b A 2,60b A 2,60b A 280aA
Ca(gkg™)
SE 1423 aA 10,06 d B 13,69b A 12,00cB
SNE 13,70cB 14,10b A 12,50d B 15,33a A
Mg (g kg™)
SE 450CcA 4,13dB 526 a A 500bB
SNE 450cA 543aA 483bB 543aA
N (g kg™)
SE 21,46 b B 22,03bB 2523aB 22,53b A
SNE 23,00b A 22,86 b A 27,10a A 21,66 cB
K (mg kg™)
SE 1743bB 16,13¢cB 19,03aB 11,83dB
SNE 20,26 c A 21,73b A 22,83a A 16,63d A
B (mg kg™)
SE 127,26 aB 108,00c B 113,00b B 77559dB
SNE 14493 c A 148,40 b A 123,16 d A 160,03a A
Cu (mg kg™)
SE 38,93bB 43,76aB 34,46¢cB 32,53dB
SNE 49,73 a A 42,29b A 46,36 b A 4150cA
Fe (mg kg™)
SE 2928 a A 1119¢cB 1207cB 1520b A
SNE 4047 aB 2026 b A 2026 b A 1589 c A
Mn (mg kg™)
SE 879,66 c A 750,66 d A 1885,00a A 1133,66 b A
SNE 439,33b B 396,33¢cB 408,66 c B 517,33aB
Zn (mg kg™
SE 68,46 a B 49,73¢c B 57,50aB 52,26 ¢ B
SNE 73,19a A 66,46 b A 60,26 c A 56,79 d A

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras minGsculas comparam fungos dentro
de solos e letras maitsculas, solos dentro de fungos.
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Similarmente ao primeiro experimento, o efeito benéfico dos FMASs introduzidos
contra a absorcdo excessiva de Mn pode ser observada. As plantas colonizadas por G.
macrocarpum e S. gregaria apresentaram acumulos menores de Mn quando
comparados aos FMAs nativos. Houve maiores acumulos de Mn nas plantas controle
com e sem adicdo de fosforo do que nas plantas micorrizadas tanto pelos fungos
introduzidos quanto pelos fungos nativos. Isto significa que os FMASs introduzidos e 0s
FMAs nativos protegeram a planta contra o excesso de Mn disponivel no solo, o que
ndo ocorreu nas plantas ndo micorrizadas (controles do solo esterilizado). Os teores de
Cu, Fe e Zn foram maiores nas plantas colonizadas por G. macrocarpum e diferiram
estatisticamente dos controles e das plantas colonizadas por S. gregaria, no solo ndo
esterilizado (Tabela 13).

Assim como no primeiro experimento, os acimulos de nutrientes nas folhas de
artemisia variaram de acordo com a espécie de FMA inoculada, como pode ser
observado na Tabela 14. No solo esterilizado, constatou-se que ndo houve diferencas
significativas no acimulo de P entre as plantas colonizadas por G. macrocarpum e S.
gregaria e os controles com e sem adi¢do de fosforo. As plantas ndo micorrizadas do
controle com adicdo de P apresentaram menores acumulos de N, K, B, Cu e Zn.
Maiores acimulos de Fe, Zn e B foram observados nas plantas colonizadas por G.
macrocarpum. Em solo ndo esterilizado, as plantas do controle com adigéo de P, ou
seja, as colonizadas somente por FMASs nativos, apresentaram maiores acumulos de P,
Ca, Mg, N, B, Cu, Mn e Zn nas folhas.

O acumulo de K nas folhas de artemisia ndo variou significativamente entre os
tratamentos de solo e de fungos.

Quando os solos sdo comparados, observa-se que as plantas do controle com P
apresentaram maiores acumulos de nutrientes em solo ndo esterilizado, com excecédo
apenas do Mn. Isto significa que as plantas colonizadas somente pelos FMAs nativos
acumularam significativamente mais nutrientes que as plantas ndo micorrizadas. A
adicdo de P aumentou os teores e acimulos dos nutrientes nas folhas de artemisia, ou
seja, 0s FMAs nativos responderam positivamente a adubacéo fosfatada, estimulando a
absorcdo de nutrientes pela planta (TABELA 13 e 14). Isto causou aumento na massa de

folhas da planta, sem, entretanto, estimular a producgéo de artemisinina (TABELA 11).
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FIGUEIRA (1996) observou influéncia direta dos nutrientes N, P, K, Ca, Mg e S
na producdo de artemisinina, o que, nas condicdes deste experimento, parece ndo ter

ocorrido.

Tabela 14 - Acimulo de nutrientes nas folhas de A. annua L. colonizada por Glomus
macrocarpum e Scutelospora gregaria ou ndo colonizada (controle e controle + P)
cultivada em solo esterilizado (SE) e solo nédo esterilizado (SNE).

G. macrocarpum S. gregaria Controle Controle +P
P (mg/planta)
SE 26a A 23aA 20a A 20aB
SNE 23ab A 23ab A 20bA 33aA
Ca (mg/planta)
SE 163a A 113b B 156 a A 123b B
SNE 133b B 133b A 110b B 186 a A
Mg (mg/planta)
SE 50 ab A 46b A 60a A 50ab B
SNE 43b A 50b A 40bB 63aA
N (mg/planta)
SE 243ab A 253ab A 286a A 226 b B
SNE 223ab A 210bB 240 ab B 266aA
K (mg/planta)
SE 200a A 186a A 216a A 123b B
SNE 193a A 203aA 203a A 203aA
B (ug/planta)
SE 1466 a A 1180b B 1293 ab A 790cB
SNE 1383 b A 1383 b A 1100cB 1876 a A
Cu (ug/planta)
SE 450 ab A 506 a A 396 bc A 330cB
SNE 480 ab A 423 ab B 413b A 503a A
Fe (ug/planta)
SE 34480 aB 12859 b A 13803 b B 15403 b B
SNE 40516 a A 6656 c B 18076 b A 19363 b A
Mn (ug/planta)
SE 10136 bc A 8636 ¢ A 21570a A 11496 b A
SNE 4230b B 3530b B 3650 b B 6290 a B
Zn (ug/planta)
SE 8l6a A 570 bc A 656 b A 530cB
SNE 703aB 590b A 540b B 693aA

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letra minudscula compara fungos dentro de
solos e letra maitscula compara solos dentro de fungos.

A colonizacdo micorrizica correlacionou-se significativa e negativamente com
os teores de Ca, Fe, Mn e acumulos de N, K, Ca, Mg Cu, Fe e Mn, mas de forma
positiva com o teor de P (r = 0,79, p > 0,02), o que pode indicar um possivel efeito do
fungo na absorcdo de P.

Nas condi¢Ges do experimento, a inoculacdo de FMASs mostrou-se vantajosa
somente em solo esterilizado, o que de certa forma inviabiliza sua aplicagédo no campo.

Provavelmente, a planta ja estd adaptada as condi¢des do solo empregado visto que é o
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mesmo solo no qual passou por processo adaptativo na Ultima década. Entretanto, como
o cultivo de artemisia passa por uma formacdo de mudas em viveiro, novos estudos
podem ser realizados em diferentes substratos e estadios de desenvolvimento da muda,
para que se possa avaliar melhor o papel da micorriza, ja que o estudo com plantas

medicinais € escasso e com Artemisia annua L., 0 presente trabalho ¢é pioneiro.
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5 CONCLUSOES

a) A inoculacdo de Glomus macrocarpum em solo esterilizado promoveu aumento
no teor e acumulo de artemisinina nas plantas de Artemisia annua.

b) Os fungos micorrizicos introduzidos protegeram a planta contra 0 excesso de
Mn no solo.

c) As plantas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares nativos
apresentaram maiores teor e acimulo de artemisinina nas folhas.

d) Os fungos micorrizicos nativos ndo foram eficientes em promover o aumento

na producéo do principio ativo nas plantas.
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