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BRAULIO, Eliane da Silva, Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Agosto.
2021. PRODU(;AO E RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL DE Melissa
officinalis L TRATADAS COM Natrum muriaticum E Trichoderma asperellum E
POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL SOB Aspergillus
welwitschiae

Orientadora: Dra. Cintia Armond.

RESUMO

A utilizacdo da homeopatia na agricultura vem sendo cada vez mais consolidada
como tecnologia social efetiva e sustentavel na producdo vegetal. Atraves de resultados
significativos na disponibilidade de nutrientes, crescimento vegetal, aumento da
resisténcia das plantas a fatores abioticos e no controle de pragas e doengas. O 6leo de
essencial de Melissa officinalis L. possui potencial antifingico, que vem sendo testado
no controle de fitopatdgenos em vérias culturas. O fungo Aspergillus welwitschiae, é
responsavel pela podriddo vermelha na cultura do sisal. Diante disso, o objetivo no
trabalho foi avaliar a producdo e rendimento de éleo essencial de Melissa officinalis L.
tratadas com Natrum muriaticum e Trichoderma asperellum e validar o potencial
antifangico do o6leo essencial sob Aspergillus welwitschiae. O delineamento utilizado
foi em blocos casualizados, com 3 tratamentos e 1 controle, com 40 repeticOes,
totalizando 160 unidades experimentais. Os tratamentos foram constituidos do
medicamento homeopatico e fungo Trichoderma asperellum: T1: Natrum muriaticum
5CH + Trichoderm; T2: Natrum muriaticums 5CH; T3: Fungo e o controle agua. A
determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria foi realizada conforme as técnicas
padronizadas pelo NCCLS, na qual foram realizadas diluicdes seriadas do oOleo
essencial, obtendo concentracdo final de: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,315 pL/ mL™, em placas
de Elisa e logo apds foram incubadas em B.O.D a 28 °C por 72 horas. Foram realizados
testes para avaliar o efeito fungicida/fungistatico do dleo essencial sob o fungo. Para
isso foram preparadas 4 placas de Petri com meio BDA para realizacdo da avaliacdo
visual do crescimento micelial do fungo, as placas foram vedadas, e incubadas em
B.O.D. por 72 horas a 28°C. Os parametros fitotécnicos avaliados foram: altura (ALT),
massa seca da parte aérea (MSP), massa fresca da parte aérea (MFP) e rendimento de
6leo essencial (ROE), que foram submetidos a analise estatistica no programa
computacional R. Quanto aos testes antimicrobianos foram analisados visualmente o
crescimento micelial do fungo. O uso do medicamento homeopético + a inocula¢do com
Trichoderma asperellum promoveu a maior produtividade das plantas, o0 medicamento
Natrum muriaticum 5CH influenciou no rendimento de 0leo essencial de melissa e o
6leo essencial possui efeito antifungico sob o A. welwitschiae.

Palavras-Chave: Agricultura autorregulével, bioativos, homeopatia, efeito bioldgico.



BRAULIO, Eliane da Silva, Federal University of Reconcavo da Bahia, August, 2021.
Production and yield of essential oil from Melissa officinalis L treated with Natrum
muriaticum and Trichoderma asperellum and antifungal potential of the essential
oil under Aspergillus welwitschiae. Advisor: Dr. Cintia Armond.

ABSTRACT

The use of homeopathy in agriculture has been increasingly consolidated as an effective
and sustainable social technology in plant production. Through significant results in
nutrient availability, plant growth, increased plant resistance to abiotic factors and pest
and disease control. Melissa officinalis L. essential oil has antifungal potential, which
has been tested in the control of phytopathogens in several cultures. The fungus
Aspergillus welwitschiae is responsible for red rot in sisal culture. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the production and yield of essential oil of
Melissa officinalis L. treated with Natrum muriaticum and Trichoderma asperellum and
to validate the antifungal potential of the essential oil against Aspergillus welwitschiae.
The design used was randomized blocks, with 3 treatments and 1 control, with 40
replications, totaling 160 experimental units. The treatments consisted of the
homeopathic medicine and Trichoderma asperellum fungus: T1: Natrum muriaticum
5CH + Trichoderm; T2: Natrum muriaticums 5CH; T3: Fungus and water
control.ssential oil and the essential oil had an antifungal effect on A. welwitschiae. The
determination of the Minimum Inhibitory Concentration was carried out according to
the techniques standardized by the NCCLS, in which serial dilutions of the essential oil
were carried out, obtaining a final concentration of: 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.315 pL/mL™,
in Elisa plates and then incubated in B.O.D at 28 °C for 72 hours. Tests were carried out
to evaluate the fungicidal/fungistatic effect of the essential oil on the fungus. For this, 4
Petri dishes with PDA medium were prepared to perform the visual evaluation of the
fungus mycelial growth, the plates were sealed, and incubated in B.O.D. for 72 hours at
28°C. The phytotechnical parameters evaluated were: height (ALT), shoot dry mass
(MSP), shoot fresh mass (MFP) and essential oil yield (ROE), which were submitted to
statistical analysis in the R computer program. Antimicrobial tests were visually
analyzed for fungal mycelial growth. The use of homeopathic medicine + inoculation
with Trichoderma asperellum promoted higher plant productivity, the medicine Natrum
muriaticum 5CH influenced the yield of melissa essential oil and the essential oil had an
antifungal effect on A. welwitschiae.

Keywords: Self-regulating agriculture, bioactives, homeopathy, biological effect.
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1. INTRODUCAO GERAL

A intensificagdo da producdo agricola se tornou expressiva com O
desenvolvimento econémico associado a Revolucdo Industrial e o aumento da
populagdo no planeta, com isso, resultando em maiores problemas ambientais,
sobretudo o aquecimento global ocasionado pelas emissdes de gases de efeito estufa
(GEEs) (PAIXAO e BACHA, 2015). A preocupacéo da sociedade em relacio aos danos
provocados pelo setor agricola, tem despertado o interesse em adotar praticas
sustentaveis com menores impactos ambientais que favorecam o aumento da
produtividade das culturas. Atuando no manejo fitossanitario e na reducéo do custo de
producdo (COSTA et al., 2016).

A Melissa officialis L. € uma planta medicinal com vantagens do ponto de vista
econdmico e ecoldgico, e vem sendo uma fonte de renda aos agricultores (RUIZ-
BALTAZAR et al., 2017). Esta espécie possui propriedades medicinais e seu 6leo
essencial contém substancias biologicamente ativas, principalmente contra
microrganismos fitopatdgenos (PEIXINHO et al., 2017; RUIZ-BALTAZAR et al.,
2017).

A partir de 2004, a homeopatia foi certificada como Tecnologia Social efetiva
pela UNESCO/Fundac¢do Banco do Brasil, visto que a homeopatia é aplicada a
agricultura significativamente na qualidade ambiental e na maior seguranca aos
trabalhadores rurais e aos consumidores, auxiliando na promocdo da producdo de
alimentos saudaveis (ANDRADE, 2001).

A utilizagdo de substancias ultradiluidas na producdo agricola de alimentos
organicos e plantas medicinais esta na Instru¢cdo Normativa de n° 46 de 2014 (BRASIL,
2014). Essas substancias atuam nos processos bioldgicos das plantas, sem gerar residuos
ao meio ambiente (ESPINOZA, 2001).

O Natrum muriaticum é um medicamento homeopatico, obtido do cloreto de
sodio, € indicado para condi¢fes edafoclimaticas ndo favordvel ao desenvolvimento de
plantas, além de ser indicado em condicdes de estresses abidticos como seca e geada,
em situacdo de salinidade pode agir na regulacdo osmotica dos vegetais e no
desequilibrio de fosforo e potéssio no solo (BONATO et al., 2006; TICHAVSKY,
2009). Também pode ser empregado no manejo fitossanitario, na nutricdo e no
incremento da producédo de culturas (GONCALVES et al., 2011; GONCALVES, et al.,
2012a; GAMA et al., 2015).
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As plantas medicinais além das a¢des farmacolégicas no tratamento de doencas,
vém sendo empregadas no controle de diversos fitopatdgenos e seu efeito tem sido
evidenciado com frequéncia, agindo na inibicdo do desenvolvimento dos mesmos,
frente as diferentes concentragdes dos bioativos testados (BORGES et al., 2013; BONA
et al., 2014; RUIZ-BALTAZAR et al., 2017), por meio da aplicacdo de 6leos essenciais
(BENATO et al., 2016; PEIXINHO et al., 2017 ARAUJO e TEBALDI, 2019).

O fungo do género Trichoderma possui mecanismos de acdo para o biocontrole
de doencas como competicdo e parasitismo, induzindo a resisténcia das plantas ao
ataque do patégeno (BAE, et al., 2016) por constituirem fontes de enzimas
degradadoras de parede celular sdo ainda, importantes produtores de antibiéticos de
fungos fitopatogénicos (KUMAR et al., 2012).

O Aspergillus welwitschiae é um fungo fitopatogénico encontrados em regifes
aridas e semiaridas, responsavel por causar a podriddo vermelha do sisal (Agave
sisalana) que contaminam as plantas em qualquer estadgio de desenvolvimento, causa
descoloracéo e podriddo dos tecidos internos do caule, consequentemente a senescéncia
da mesma (ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018). No qual, tem limitado a
produtividades das culturas de sisal (GUIDO et al., 2018). Até entdo, ndo ha um
controle efetivo eficaz desta doenca, sendo necessario a adogdo de biotecnologias, a fim
de, controlar o manejo desse fitopatogeno (PANDEY et al., 2017).

Diante disso, 0 objetivo no trabalho foi avaliar a producgdo e rendimento de 6leo
essencial de Melissa officinalis L. tratadas com Natrum muriaticum e Trichoderma
asperellum e validar o potencial antifingico do 6leo essencial sob Aspergillus

welwitschiae.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Homeopatia na Agricultura
Homeopatia é a Ciéncia que se baseia na homeostase do ser vivo, a partir da

aplicagdo dos medicamentos que agem na estabilidade quimica e fisica do organismo a
fim de, exercer normalmente as funcdes nos seres vivos (GRAMS, 2019) promovendo a
autorregulacéo do organismo.

A homeopatia é uma palavra originaria do grego, que significa homeos
(Semelhante) e phatos (Doenca), elucidada pelo médico Christian Friedrich Samuel
Hahnemann, na Alemanha, e dispersou por meio da publicacdo do livro -Organon da
arte de curarl no ano de 1810 (BRACCINI et al., 2019).
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Os medicamentos homeopaticos sdo obtidos a partir de diversas substancias
sendo de origem mineral, animal, vegetal ou produtos quimicos, para a elaboracdo dos
preparados homeopéticos com produtos oriundos de vegetais podem ser utilizadas as
plantas inteiras ou apenas partes e também produtos extraidos dela ou sintetizados em
seu metabolismo secundario (RUEDA, 2013; RELTON et al., 2017; PINHEIRO et al.,
2019).

De acordo com Pinheiro et al. (2019), a homeopatia busca a homeostase do
individuo, agindo através de estimulos energéticos e sdo desencadeados por
medicamentos homeopaticos que tem como finalidade de reestabelecer a autorregulacdo
do ser vivo, tendo em consequéncia de estresses bidticos ou abidticos.

Segundo Constantino et al. (2017), a eficacia dos preparados homeopaticos tem
trazido beneficios ao cultivo de plantas, como favorecer a capacidade de resisténcia a
agentes estressores e aumento da producgéo de bioativos. A homeopatia traz a autonomia
do agricultor familiar, sendo pratica de manejo de baixo custo, acessivel, simples
preparacdo e nao gera residuos no meio ambiente (PONTES et al., 2012). O que a torna
uma tecnologia social efetiva e de facil aplicacéo e favorece a inclusdo social.

Utilizada na producdo agricola no controle de alguns fitopatdgenos causadores
de perdas econdmicas, pode ser uma étima inovacdo no manejo de doenca reduzindo o
uso de insumos quimicos (ANDRADE E CASALLI, 2004).

2.2. Medicamentos Homeopaticos

A producdo com bases agroecoldgicas estdo se fortalecendo em todo mundo,
devido a busca e habitos de vida mais saudaveis e que acarrete menor impacto ao meio
ambiente (PULIDO et al., 2017). Sendo assim, 0os medicamentos homeopaticos tém
como base as tinturas-mée, sendo iniciados 0s processos das diluicbes seriadas,
originando solucdes ultradiluidas (PINHEIRO et al., 2019). Podem ser aplicados em
individuos sadios quanto doentes na dinamizacdo apropriada, permitindo o
conhecimento dos efeitos de patogenesia da substancia testada ou da homeostase do
individuo doente (ALMEIDA; SANTOS, 2016).

2.3.Natrum muriaticum

O Natrum muriaticum € um medicamento homeopatico obtido a partir do sal

marinho do cloreto de sodio (NaCl), no qual € utilizado de acordo com os principios de
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semelhanca e doses minimas. E indicado como medicamento homeopético na
aclimatacdo de plantas em locais com condi¢Bes edafoclimaticas que ndo s&o
apropriadas ao seu desenvolvimento (BONATO et al., 2006). Também recomendada
para condicdes de estresses provocados por seca e geada, pode agir na regulacédo
osmdtica das plantas em casos de salinidade e na regulacdo do teor de fésforo e potassio
no solo (TICHAVSKY, 2009), além de ser utilizado no manejo fitossanitario e nutrigio
de planta, com incremento de produtividade (GONCALVES, et al., 2012a; GAMA et
al., 2015).

O Natrum muriaticum na dinamizagdo 12CH incrementou a massa de bulbos e
reduziu a incidéncia de tripes em plantas de cebola cultivadas em sistema de cultivo
organico (GONCALVES et al., 2011). Natrum muriaticum 12CH aumentou nos niveis
de P, Fe, Si e K, em bulbos de cebola em sistema de producdo organico
(GONGALVES, et al., 2012a). Segundo Gama et al. (2015), verificaram a atividade
antifingica do Natrum muriaticum na dinamizagdo 5CH obteve como resultados a

inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus niger em 66%.

2.4. Caracterizacdo do Trichoderma sp. e 0 uso na Agricultura

Os fungos do género Trichoderma, pertencem a classe Ascomycota, séo
endofiticos e simbidticos, possuem mais de 30 espécies e mais de 100 subespécies, que
possuem indmeros conidios, que originam as estruturas denominadas conidiéforos, que
sdo emergidos diretamente das hifas (DILDEY et al., 2014; JUNGES et al., 2016).

O Trichoderma é encontrado geralmente em solos de regides que apresentam
clima temperado e tropical, sdo de vida livre, sua reproducéo e assexuada (MACHADO
et al., 2012). Colonizam a rizosfera das plantas, estabelecendo a simbiose no qual, se
beneficiam de substancias organicas e em troca as plantas se beneficiam por via da
disponibilizagdo de nutrientes, absor¢do do acido indol acético, contribuindo na
solubilizacdo de fosfatos (CHAGAS et al., 2017). A coleta e uso de isolados de fungos
do género Trichoderma séo proximos das lavouras e compde uma excelente estratégia
de controle (BERNARDO, et al., 2019).

Os fungos Trichoderma tém sido utilizados com bastante sucesso como agentes
de biocontrole, promotores de crescimento, no progresso da germinacdo e sanidade de
sementes (ETHUR et al., 2006). Espécies de Trichoderma sdo adequados a suprimir o

desenvolvimento de varios organismos patogénicos, tais como Pythium ultimum Trow
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2.5.

1901, e Phytophthora spp. e seus mecanismos antagonistas podem ser influenciados
pelo tipo de solo, condi¢Bes de temperatura e umidade, além da microbiota associada
(Howel, 2003). Pesquisas tem comprovado que fungos do género Trichoderma sao bons
componentes na promocao do crescimento vegetal (SOUZA et al., 2016b).

Os fungos do género Trichoderma sdo simbiontes de plantas, competidores da
rizosfera e constituem fontes de enzimas degradadoras de parede de outros fungos. S&o
ainda, importantes produtores de antibioticos e parasitas de fungos fitopatogénicos
(KUMAR et al., 2012).

Caracterizacdo da Melissa officinalis L. e aplicacio dos Oleos Essenciais

Melissa officinalis L. € uma planta nativa da regido que circunda o Mediterraneo
e a Asia, conhecida popularmente como erva-cidreira, pertence a familia Lamiaceae,
quando cultivada pode atingir de 20 a 80 cm de altura, os caules sdo ramificados a partir
da base, formam touceiras (REIS et al., 2009). Sendo facilmente encontrada e cultivada
em todo o pais (MEIRA, 2012). As folhas sdo verde-escura, ovais, pilosas e com
nervuras bem acentuadas. As flores podem ser brancas ou amarelas, em fasciculos de 2
a 6 unidades com florescimento na maioria das vezes, de outubro a margo, podendo
variar por regido (SOUZA et al., 2016a).

O cultivo de Melissa officinalis em locais protegido oferece melhores resultados
de biomassa, maior rendimento de 6leo essencial e seu composto majoritéario é o citral
(LUZ et al., 2014).

O 6leo essencial é originario do metabolismo secundario das plantas, possuem
composicdo quimica complexa e sdo considerados fontes de substancias biologicamente
ativas, principalmente contra microrganismos (PEIXINHO et al., 2017). Os o0leos
essenciais sdo produtos naturais, ndo causam impacto ambiental, como os agroquimicos,
sendo inovador no manejo e no controle de doencas (ARAUJO e TEBALDI, 2019).

A 1SO (International Standard Organization), define dleos volateis como 0s
produtos obtidos de diferentes partes de plantas, sdo substancias complexas, volateis,
geralmente com odor, extraidas por métodos de destilacdo simples ou por arraste a
vapor. O rendimento dos 6leos essenciais, podem ser interferidos por diversos fatores,
bem como, técnicas de manejo, temperatura, espécie vegetal, modo de secagem, época e
método da colheita e a parte da planta que foi utilizada na extracdo do 6leo (FEITOSA,
etal., 2014).
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2.6. Aspergillus welwitschiae e o Teste de Concentracdo Minima Inibitoria

O género Aspergillus constitui um grupo de fungos filamentosos com 339
espécies com ampla distribuicdo geogréfica, sendo que algumas dessas espécies sao
consideradas patogénicas para vegetais e animais (SANSOM et al., 2014; ABDEL-
AZEEM et al., 2016). O Aspergillus welwitschiae, encontrados em regibes aridas e
semiaridas, sdo fungo saprofitico oportunista com comportamento necrotréfico, causam
sintomas como o amarelecimento e murcha das folhas que evolui para a podridao do
caule e morte da planta (DUARTE et al., 2018).

Os fungos fitopatogénicos sdo considerados um dos fatores que mais limitam a
producdo agricola e sua abundancia dificulta o controle (GUIDO et al., 2018). O fungo
Aspergillus welwitschiae causa uma doenga denominada podriddo vermelha do sisal
(Agave sisalana) (DUARTE et al., 2018), contaminam a planta em qualquer estagio de
desenvolvimento e causa descoloracdo e podriddo dos tecidos internos do caule, e
consequentemente senescéncia da planta (ABREU, 2010). Essa doenca ainda ndo possui
métodos de controle eficazes, com surgimento de microrganismos mais resistentes as
medidas de controles utilizadas, torna-se necessario a ado¢do de novas biotecnologias, a
fim de, controlar a doenca (PANDEY et al., 2017). E os produtos quimicos
fitossanitarios, comumente utilizados no controle de doencas tem causados sérios
problemas ambientais e prejudicando a satde humana (BRUM et al., 2014).

O uso de extratos vegetais e 6leos essenciais podem ser uma inovacao eficaz no
controle de doengas, levando em consideragdo o potencial antimicrobiano mediante
algumas atividades bioldgicas ja validadas (BENATO et al., 2016; PEIXINHO et al.,
2017; ARAUJO e TEBALDI, 2019). Sua acdo atua tanto na a¢do antimicrobiana como
indutora de resisténcia (KNAAK e FIUZA, 2010).

A susceptibilidade antimicrobiana pode ser avaliada pela determinagdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM) (SALVARANI et al., 2008). Pesquisas vém
utilizando a técnica da diluicdo em placas de Petri na determinacdo da concentragédo
inibitéria minima, uma vez que, esta técnica apresenta a vantagem por possuir um
detalhamento técnico bem definido no fornecimento de dados quantitativos
(SALVARANI et al., 2008; PALMEIRA et al., 2010; BONA et al., 2014).
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CAPITULO |

PRODUCAO E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE Melissa officinalis
L. TRATADAS COM Natrum muriaticum 5CH E Trichoderma asperellum

INTRODUCAO

A homeopatia € uma ciéncia em que as substancias consumidas em pequenas
doses sdo capazes de curar 0s sintomas que essa mesma substancia provoca no
individuo sadio (PAIVA, 1998). O efeito de uso pode ser explicado a partir
ultradiluicbes da mesma substancia que produz o sintoma em organismo sadio pelo
principio similia similibus curantur (semelhante pelo semelhante se cura) que promove
a autorregulacdo do ser vivo tratado (MARTINS et.al; 2015).

Agricultores de varias regides do Brasil e mesmo de outros paises vém aplicando
homeopatia em plantas, com resultados promissores no aumento da resisténcia e no
controle de pragas e doengas, no florescimento e producdo de mudas sadias (SILVA, et
al., 2016).

O avango das pesquisas utilizando medicamentos homeopaticos, em vista dos seus
beneficios e do interesse crescente na aplicacdo e no manejo da producdo de plantas
medicinais, tem apontado o crescimento de novas descobertas que vao expor as
caracteristicas que envolvem o mecanismo de acdo das ultradiluicbes homeopéticas
(TEXEIRA e CARNEIRO, 2017).

A aplicacdo do medicamento homeopatico Natrum muriaticum melhora a
aclimatacdo das plantas em &reas improprias ao crescimento e desenvolvimento, e
indica também que plantas sob condi¢fes de estresse, devido a secura e congelamento,
torna-se mais resistente, o medicamento é obtido a partir do sal marinho e aplicado de
acordo com os principios de semelhanga e na experimentacdo em organismos sadios
(SIQUEIRA et al., 2010).
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As plantas medicinais sdo espécies vegetais que possuem distintos tipos de
principios ativos, que podem agir no organismo animal e no prdprio vegetal no combate
a doencas, eliminando agentes causadores, como bactérias, fungos e virus de modo
geral. Além de proporcionar acdo preventiva contra estes e diversos outros problemas
de saude (ALBUQUERQUE, 2010).

A Melissa officinallis L., € uma planta comestivel usada em todo o mundo na
forma de infusdo, importante na prevencdo de algumas doengas, com acgdo digestiva,
analgésica, sedativa e antimicrobiana (DIAS et al., 2012). Esta espécie possui
composicdo quimica, rica em 0leos essenciais que possuem interesse comercial pelas
industrias alimenticias e cosméticas na fabricagdo de aromatizantes e licores (SILVA e
SILVA, 2011).

Oleos essenciais consistem em misturas de substancias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, geralmente odorifera e liqguida (AMARAL e BARROS, 2004).
Constituidos na maioria das vezes, por moléculas de natureza terpénicas, comumente
apresentam odor agradavel e marcante, frequentemente extraidos das partes vegetais por
meio do processo de extracdo de arraste a vapor d‘ agua, (hidro destilagdo) (MOARALIS,
2009). De acordo com o mesmo autor, estes, podem ser empregadas nas inddstrias de
alimentos, bebidas, produtos de higiene pessoal, cosméticos e para evitar ou diminuir a
deterioracéo lipidica e a contaminagdo por micro-organismos.

Os 6leos possuem uma versatilidade nos mecanismos de acdo no biocontrole de
doencas tais como competicdo e parasitismo, induzindo a resisténcia das plantas a
doencas (LOUZADA, et al., 2009; BAE, et al., 2016). O Trichoderma spp. € um
género fldngico largamente estudado e utilizado no controle bioldgico de muitos
fitopatogenos (MACHADO e SILVA, 2013).

Devido & procura de um sistema agricola que possa promover maior interacao e
maior biodiversidade dentro do meio produtivo formam-se cultivos mais sustentaveis,
com menores indices de impactos ambientais e diminui¢do do uso de fertilizantes no
sistema de cultivo (COSTA et al.,, 2016). O Trichoderma spp. e a aplicacdo de
medicamentos homeopaticos pode ser uma inovacdo tecnoldgica que favoreca a
autorregulacdo tanto no metabolismo secundario das plantas quanto no fungo e no
ambiente de forma sistémica (KUMAR et al., 2012; CHAGAS et al., 2017,
BERNARDO, et al., 2019). Com isso pode-se levantar a hipdtese que a inocula¢do do
Trichoderma spp. e a aplicacdo de medicamentos homeopaticos, poderad transformar

substancias no metabolismo das plantas, devido a promogédo do aumento da
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disponibilidade de nutrientes e na tolerancia ao estresse a partir da autorregulacéo entre

0 ser vivo e 0 ambiente de forma sistémica.

OBJETIVO GERAL
Avaliar, quantificar a producdo e o rendimento do dleo essencial de Melissa
Offcinalis L. tratadas com o medicamento homeopatico Natrum muriaticum, o fungo

Trichoderma ou em associacao medicamento+fungo Trichoderma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os tratamentos Trichoderma spp, Natrum muriaticum ou
associados que melhor (res) contribuem na produtividade de Melissa
offcinalis.L.

o Verificar entre o (s) tratamento (s) que promovem maior rendimento de 6leo
essencial de Melissa offcinalis.L.

METODOLOGIA

O ensaio experimental foi desenvolvido em casa de vegetacdo localizada na
Fazenda Experimental de Producdo Vegetal nas dependéncias do CCAAB, no campus
da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas/BA (Latitude:
12°40°39I1S, Longitude: 39°06'231W e Altitude: 220m).

Delineamento experimental

Neste experimento utilizou-se o delineamento em blocos casualizados,
constituidos de 4 tratamentos, com 40 repeticdes, totalizando 160 unidades
experimentais. Os tratamentos foram constituidos dos medicamentos homeopéticos e
fungo Trichoderma asperellum (TCS 81): T1: Natrum muriaticum 5CH + TCS81; T2:
Natrum muriaticums 5CH; T3: TCS 81 e o controle (4gua).

Os substratos utilizados foram: solo autoclavado, esterco bovino curtido na
proporcao 3:1 (p/p), sendo 1.5kg de solo, 500g de esterco bovino e palha de bananeira
triturada (10g). Para a inoculagdo da suspensdo com fungo Trichoderma asperellum
(TCS 81), foi utilizada 5 mL da suspensédo de esporos aplicados com pipeta diretamente

no substrato de cada tratamento, exceto para o controle. Enquanto que para aplicacdo do
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medicamento homeopatico Natrum muriaticum foi utilizado 100 mL da solugdo sendo

aspergidos no substrato uma vez a cada 7 dias durante os periodos de avaliag&o.

Plantio e transplante das mudas

O plantio foi por semeadura direta, sendo semeada 5 sementes depositadas em
cada célula em bandeja, preenchidas com solo e esterco bovino na proporgéo 2:1 (solo:
composto organico).

Com 45 dias as mudas foram selecionadas (escolheu-se as de maior vigor e com
altura de aproximadamente 3 cm) e posteriormente, transferida para sacos de
polietilenos de cor preta, com capacidade de 2 kg, preenchidos com substrato na

proporcao 1, 5:0,5: p/p (solo autoclavado e esterco bovino).

Obtencao dos Residuos Orgénicos na Composi¢do do Substrato

Foi utilizado o substrato de bananeira (Musa spp.), obtida de agricultores
localizados no municipio de Cruz das Almas, Bahia. O material passou por secagem em
estufa de circulacdo forcada de ar, por um periodo de quatro dias a 45 °C. Apos a
secagem, o material orgénico foi triturado em moinho do tipo Wiley, com peneira de 20
malhas por polegada. O material moido foi armazenado em saco pléstico
hermeticamente fechado, a temperatura ambiente, até 0 momento de sua incorporacgdo e

homogeneizado ao solo (10g substrato/2Kg de solo) (Souza, 2016).

Preparaces do isolado Trichoderma spp. e da solu¢do homeopética

O isolado de Trichoderma spp (TCS81) utilizado pertence a colecdo do
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, na Cidade de Cruz
das Almas — BA. A cultura foi multiplicada em meio de cultura batata dextrose agar
(BDA), com incubacdo a temperatura ambiente (25 = 1°C), por 7 dias. Ap0s esse
periodo, foram acrescentados 20 mL de agua destilada esterilizada e duas gotas de
Tween 20, a col6nia foi raspada com alca de Drigalsk. A suspenséo foi filtrada e os
conidios foram contados em cdmara de Neubauer, em microscopio éptico com aumento
de 40 X, sendo ajustada a concentragdo de 10° conidios mL™ com acréscimo de agua
destilada esterilizada.

A solucdo homeopatica de aplicacédo foi preparada a parti da diluicdo de 1 mL da
homeopatia correspondente em 1 L de agua, na qual foi homogeneizada e aplicada 100

mL, sobre a parte aérea ao solo, por saco. A aplicagdo da homeopatia foi feita em
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intervalos de sete dias até a colheita. A inoculag¢do do fungo Trichoderma spp. proximo
a raiz, onde realizou duas inoculagdes sendo a primeira no plantio e a segunda a um més

apos o plantio.

Avaliacdes fitotécnicas de plantas de Melissa Officinalis L. determinacao das
alturas das plantas

Foram medidos o comprimento da parte aérea em intervalos de 8 dias, com 0
auxilio de uma régua graduada em cm, a partir do nivel do solo até o apice da planta.
Determinacdes da parte aérea fresca

Com 60 dias as plantas foram colhidas e realizadas a determinacdo de massa

fresca, com auxilio de uma balanca de precisdo, com 3 casas decimais.

Determinagdes da parte aérea seca

Para determinacdo da massa seca foi obtida no processo de secagem por meio de
estufa de ventilacdo forcada a 45 °C, até obter massa constante. E posteriormente feita a
determinacdo da massa seca com auxilio de uma balanca de preciséo.
Extracéo e rendimento de 6leo essencial

Para a extracdo de Oleo essencial foi utilizada a parte aérea da planta, o
procedimento foi realizado no laboratério de fitoquimica da UFRB, na qual seguiu a
metodologia de SANTOS et al. (2004).

Para calcular o rendimento de 6leo essencial utilizou-se a metodologia de
GURGEL, (2009), onde a equacdo utilizada foi: R (%)= Voleo x100\ P onde "V" € 0
volume de 0leo essencial coletado da coluna graduada do aparelho de extracdo “P" peso

seco das amostras utilizadas para a extragéo.
Analise Estatistica
Os dados foram tabulados e submetidos a andlise de variancia, teste de médias e

regressdo linear pelo programa computacional de sistema R (R Development Core
Team, 2018).
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RESULTADOS
Primeiro Ciclo de Producéo das Plantas de Melissa officinalis L.

Os tratamentos influenciaram significativamente na producdo e rendimento do
6leo essencial da Melissa officinalis L., durante os primeiros 60 dias de aplicacdo dos
tratamentos (p<0,05) (Figura 1). Houve interagéo entre a dinamizacdo 5CH de Natrum
muriaticum e a inoculagdo com fungo Trichoderma spp.

Para variavel altura no primeiro periodo de aplicacdo dos tratamentos ndo houve
diferenca significativa os tratamentos avaliados. Sendo que, a aplicacdo do Natrum
muriaticum em conjunto com a inoculacdo do Trichoderma, apresentou maior
crescimento em altura das plantas de M. officinalis, 11, 97 cm planta™® (Figura 1).

No segundo periodo de avalicdo da variavel altura, houve um estimulo no
crescimento das plantas de M. officinalis independente da presenca ou auséncia de
inoculante. A interacdo entre o medicamento homeopatico Natrum muriaticum e a
inoculacdo com o Trichoderma, apresentaram maior crescimento em altura das plantas.
Observa-se, que a cada aplicacdo do referente tratamento no intervalo de oito dias as
plantas obtiveram maiores crescimento (25,27 cm plantal), quando comparado ao

controle (Figura 1).
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Figura 1: Avaliacdo de altura das plantas de M. officinalis dentro do intervalo de

aplicacéo dos tratamentos, no primeiro ciclo de producéo.

Na analise massa fresca (MFPA) as plantas tratadas com homeopatia e fungo,

apresentaram maiores médias, comparado ao controle (Tabela 1). Este resultado esta
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relacionado com o teor de agua na parte area que foi favorecido na associacao fungo +
homeopatia e a planta. Pode se inferir que a combinacdo homeopatia fungo favoreceu a
relacdo ecoldgica e os servicos ecossistémicos prestados favorecendo a MFPA nas
plantas de melissa.

No entanto para a varidvel massa seca da parte aérea (MSPA), ndo foi observado
efeito significativo entre os tratamentos avaliados na primeira aplica¢do dos tratamentos
(Tabela 1). Tal resultado pode estar relacionado a dinamizacao utilizada no presente
estudo, ou ainda que apesar dos tratamentos terem influenciado o teor de agua na MFPA
ndo influenciou no metabolismo primario, na incorporacdo de carbono visto que a
MSPA néo foi influenciada. A aplicacdo de Natrum muriaticum estimulou o rendimento
do dleo essencial das plantas de Melissa, independente da presenca do inoculante
(Tabela 1).

Tabela 1. Dados da massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte
aérea (MSPA) e rendimento do Oleo essencial (ROE) da planta de Melissa
officinalis, no primeiro ciclo de producéo, tratadas com o tratamento homeopatico
Natrum muraticum e fungo Trichoderma spp. (TCS80).

Tratamento MFPA (9) MSPA (g) ROE (%)
Homeopatia 40.53 b 7.84a 0.60 a
Homeopatia + fungo 50.02 a 7.71a 0.57 ab
Fungo 41.00 b 7.53a 0.45ab
Controle 40.67 b 6.91a 0.27Db
CV (%) 17.37 22.10 30.59
Média Geral 43.06 7.50 0.47

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%de
probabilidade.

As plantas tratadas com homeopatia sem a inoculagéo tiveram um rendimento de
0,60% do Oleo essenciais quando comparada ao controle (0,27%). Enquanto as plantas
tratadas com homeopatia e inoculadas com Trichoderma spp, apresentaram um
rendimento de 0,57% (Tabela 1). Tal resultado pode estar relacionado a influéncia tanto
do Natrum muriaticum, quanto da inoculacdo do Trichoderma, no metabolismo
secundario da Melissa que esta relacionada fatores genéticos o0s quais tornam as plantas
mais resistentes aos fatores ambientais, bem como, temperatura, intensidade de luz,
conteudo de agua e deficiéncia nutricional, potencializando o rendimento de oleo

essenciais, que possuem componentes quimicos de interesse industrial e farmacéutico.
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Figura 2. Rendimento do 6leo essencial das plantas de Melissa officinalis L.
tratados com medicamento homeopatico Natrum muriaticum e fungo Trichoderma
spp. (TCS80).

Entre os 30 e 120 dias de aplicacdo dos tratamentos verificou-se que houve
interacdo entre a dinamizagdo 5CH de Natrum muriaticum e a inoculagdo com fungo
Trichoderma spp. para a variavel altura, massa fresca e seca da parte area (p<0,05)
(Figura 1e 2 e Tabela 1).

Segundo Ciclo de Producéo das Plantas de Melissa officinalis L.

No segundo ciclo de producdo das plantas de M. officinalis L., a primeira
avaliacdo da altura ndo teve diferenca significativa. Enquanto que para segunda
avaliagéo da altura apos o rebrote, o tratamento Natrum muriaticum e Trichoderma spp.,
apresentou maior crescimento em altura com média de 5,18 cm planta. O tratamento
controle causou menor crescimento em altura com 4,5 cm planta. Para a terceira
avaliacdo da altura, o tratamento Natrum muriaticum e Trichoderma spp. Apresentaram
maior crescimento em altura com 8,68 cm plantas™ (Figura 3). O tratamento controle
apresentou menor crescimento em altura com 7,4 cm planta™.

Para a quarta e quinta avaliacdo da altura ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos avaliados, apos o rebrote (Figura 3).

No entanto a sexta, sétima e oitava avalicdo, o tratamento Natrum muriaticum e

Trichoderma spp. resultou em maior crescimento em altura da Melissa com médias de
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21,08, 22,73 e 24,65 cm planta™ respectivamente, menores médias foram observadas no
tratamento controle. Na nona avaliagdo da altura, ndo houve diferenca significativa nos

tratamentos avaliados (Figura 3).
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Figura 3: Avaliacdo de altura das plantas de M. officinalis dentro do intervalo de
aplicacéo dos tratamentos, no segundo ciclo de producéo.

Para massa fresca da parte aérea tanto a homeopatia utilizada individualmente
quanto a homeopatia em conjunto com a inoculacdo (Natrum muriaticum e
Trichoderma spp.) apresentaram maior acumulo de massa, com média de 46,2 g planta’
1 enquanto que o controle apresentou menor rendimento com média de 40,7 g planta™
(Tabela 2).

Para a massa seca da parte area a homeopatia em conjunto com a inoculagéo,
apresentou maior incremento da biomassa seca da planta de melissa com média de 12.7
g planta®, menor rendimento foi observado para o controle com 10,8 g planta™ (Tabela
2).

Tabela 2. Dados da massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte
aérea (MSPA) e rendimento do 6leo essencial (ROE) das plantas de Melissa

officinalis L. submetidas ao tratamento homeopatico Natrum muraticum e fungo
Trichoderma spp. (TCS80) no segundo ciclo de producéo.

Tratamento MFPA (g) MSPA (g) ROE (%)
Homeopatia 45.8.a 11.2b 0.60 a
Fungo 44.7 ab 11.0b 0.38bc
Homeopatia +fungo 46.2 a 12.7 a 0.59b
Controle 40.7b 10.8b 0,34c
CV% 17.5 16.4 20.60
Média geral 253.7 31.63 0.0075
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Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As plantas tratadas com homeopatia sem a inoculagéo tiveram um rendimento de
0,60% do 6leo essencial. Enquanto as plantas tratadas com homeopatia e inoculadas
com Trichoderma spp., apresentaram um rendimento de 0,59%. Menor rendimento foi

observado no controle com 0,34% do 6leo essencial (Tabela 2).

DISCUSSAO

A interacdo entre o0 medicamento homeopatico Natrum muriaticum e a
inoculacdo com o Trichoderma, apresentaram maior crescimento em altura das plantas.
A promogéo do desenvolvimento de plantas inoculadas com o Trichoderma pode estar
relacionada, ao estimulo a multiplicacdo celular, através do aumento da disponibilidade
e absorcdo de nutrientes pela planta, e a producdo de horménios (LUCON, 2009;
MACHADO et al., 2012).

Plantas que receberam a aplicagio do N. muriaticum e a inoculagéo
apresentaram maior incremento na producdo de massa fresca (Tabela 3), esse ganho
pode ser resultante da intensificacdo da fotossintese no qual altera os mecanismos
fisiolégicos do vegetal através de acumulo de massa, além do fornecimento de
nutrientes (BONATO; PROENCA,; REIS, 2009).

Para MSPA néo foi observado efeito significativo entre os tratamentos avaliados
na primeira aplicacdo dos tratamentos (Tabela 3). Tal resultado pode estar relacionado a
dinamizacdo utilizada no presente estudo, ndo sendo favoravel para o acimulo de
biomassa da planta de Melissa officialis L. A aplicacdo de Natrum muriaticum
estimulou o rendimento do oléo essencial das plantas de Melissa, independente da
presenca ou auséncia de inoculante, o que indica seu potencial em influenciar no
metabolismo secundario das plantas. Resultados diferentes a esse estudo foi verificado,
em mudas de picdo-preto (Bidens pilosa L.), tratadas com Natrum muriaticum na
dinamizacdo 3 CH, que houve resultado insignificativo na producdo de 6leo essencial e
a atividade enzimatica de catalase/peroxidase (ARMOND, 2003).

Os fungos do género Trichoderma spp., sdo promotores do crescimento em
espécies vegetais (MACHADO et al.,, 2012), e uma rica fonte de metabdlitos
secundarios (MUKHERJEE et al., 2012), apresentam capacidade de produzir
antibioticos e enzimas, e pela producdo metabolica aos hormonios vegetais
(CARVAJAL et al., 2009), esses fatores podem ter contribuido para o rendimento do

6leo essencial da Melissa officialis L. Resultado positivo também foi verificado em
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plantas de carquejo, que apresentou maior producdo de quercetina, quando tratadas com
Silicea na dinamizagéo 6CH (CAPRA, 2011).

Os fungos podem colonizar folhas, ramos e raizes das plantas sem lhe causa
danos, estabelecendo uma relacdo simbidtica no qual desempenham funcdes relevantes,
bem como sanidade vegetal, crescimento, resisténcia a estresses, alem de produzir
compostos quimicos como enzimas, alcal6ides, horménios e antibidticos (PEIXOTO
NETO et al., 2002).

Na segunda etapa do experimento, as plantas que receberam a aplicacdo do
medicamento e a inoculagdo de forma individual ou em conjunto, apresentaram maiores
incrementos na MFPA que as plantas tratadas com o tratamento controle. Enguanto
que, maior MSPA foram verificadas em plantas que receberam a aplicacdo do N.
muriaticum e a inoculacdo com Trichoderma (Tabela 2). Infere-se que a inoculagdo em
conjunto com N. muriaticum pode ter contribuido para o crescimento radicular das
plantas de M. officialis L. no qual possibilita uma maior absorcdo de nutrientes e
consequentemente favorece o aumento do crescimento e produtividade (BAYOUMI et
al., 2019).

Plantas tratadas com homeopatia sem a inoculacdo tiveram um rendimento de
0,60% do o6leo essencial. Enquanto as plantas tratadas com homeopatia e inoculadas
com Trichoderma spp., apresentaram um rendimento de 0,59%. Ambos o0s tratamentos,
apresentaram maior média quando comparados ao controle. O uso individual do Natrum
muriaticum influenciou significativamente no rendimento do 6leo essencial tanto na
primeira quanto na segunda aplicacdo, tal fator pode estar relacionada as caracteristicas
do medicamento homeopatico em atuar na regulacdo da perda de liquidos e consumo de
4gua em planta (TICHAVSKY, 2009). A aplicacdo da homeopatia atua no metabolismo
vegetal, podendo aumentar ou diminuir compostos bioativos (Duarte, 2003), o0 que pode
explicar a sua influéncia no rendimento de 6leo essencial.

A influéncia tanto do Natrum muriaticum, quanto da inoculacdo do Trichoderma
no metabolismo secundario da Melissa, tornam as plantas mais resistentes a fatores
ambientais, bem como, temperatura, intensidade de luz, conteudo de agua e deficiéncia
nutricional, potencializando o rendimento de 6leo essenciais. O aumento do teor de 6leo
essencial estimulado pela aplicacdo da homeopatia possibilita 0 uso da Melissa como
fonte de matéria prima destinada a industria farmacéutica e ao controle de fitopatdgeno

no setor agricola.
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Até o presente momento, ndo ha estudos referentes a influéncia do Trichoderma
na producdo e rendimento do 6leo essencial de Melissa officinalis L.

CONCLUSAO

O medicamento homeopéatico Natrum muriaticum 5CH e a inoculacdo com
Trichoderma promoveu aumento da produtividade de Melissa officnalis L e rendimento
de 0leo essencial da espécie.

A aplicacdo do medicamento homeopatico Natrum muriaticum 5CH influenciou
no rendimento de 0,60% do 6leo essencial de 6leo essencial de Melissa officinalis L.
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CAPITULO II

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO OLEO ESSENCIAL DE
Melissa officinallis L. SOB O FUNGO Aspergillus welwitschiae

INTRODUCAO

Os Oleos essenciais (OEs) sdo determinados como substancias complexas
volateis, lipofilicas, frequentemente odoriferas e liquidas, resultante do metabolismo
secundario de vegetais (MILLEZI et al., 2013). Os componentes dos 6leos essenciais
sdo derivados terpénicos, como 0S monos e sesquiterpenos e os fenilpropandides
(MIRANDA et al., 2016).

Estudos tém apontado que 0s extratos vegetais e 0s 6leos essenciais de plantas
apresentam potencial para o controle alternativo de diversas doencas (BRUM, 2012,
PEIXINHO et al., 2017, ARAUJO e TEBALDI, 2019). Os 6leos essenciais extraidos de
plantas manifestam atividade antimicrobiana frente a numerosos microrganismos, sendo
considerados como alternativa conservacao de alimentos (POMBO et al., 2018).

A importancia fitoterapica e, assim sendo, econdmica da Melissa officinalis L.
tem colaborado para expansdo do seu cultivo (SANTOS et al., 2009). Os rendimentos
em Oleo essencial de M. officinalis L., alcancados por hidrodestilacdo, séo
frequentemente muito baixos (0,02 a 0,40%) e sendo, assim, exibindo a uma das classes
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mais preciosas de Gleo essencial, expondo alto preco, comparado aos precos do dleo
essencial de rosas e de flor de laranjeira (SORENSEN, 2000).

Os fungos filamentosos compdem o maior grupo microbiano com diferentes
espécies e exibe uma gama de variedade no que refere a morfologia, fisiologia e
aspectos biogquimicos (FARINAS; BARBOSA, 2012). O género Aspergillus atinge
varias areas de pesquisa, pois eles ttm uma boa adaptacdo para crescer em uma faixa
ampla de temperatura, os fungos deste género possuem esporos resistentes a luz e a
substancias quimicas, sendo assim conseguem competir com outros géneros e
apresentam dificil controle (VON HERTWIG, 2015).

Portanto objetivou-se verificar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de

plantas de Melissa officinalis L. sob o fungo Aspergillus welwitschiae.

METODOLOGIA

Este experimento foi desenvolvido no laboratério de Fitoquimica na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia que esta localizada no municipio de Cruz
das Almas. Para tanto foi utilizado dleo essencial de Melissa oficinalis L. As plantas de
M. ofcinallis L. foram cultivadas em casa de vegetacdo localizada na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB).

Os tratamentos foram constituidos dos medicamentos homeopéticos e fungo
Trichoderma asperellum (TCS 81): T1: Natrum muriaticum 5CH + TCS81; T2: Natrum
muriaticums 5CH; T3: TCS 81 e o controle (agua).

Os substratos utilizados no cultivo das mudas foram: solo autoclavado, esterco
bovino curtido (proporcao 3:1) e palha de bananeira triturada (10 g). Para o plantio que
se deu por semeadura direta as mudas foram colocadas em sacos de polietileno com
capacidade para 2 kg. As plantas receberam aplicacbes do medicamento homeopatico
Natrum muridticum 5CH (Diluicdo em unidades centesimais) a cada 7 dias e
inoculagbes com fungo do género Trichoderma a cada 30 dias e as plantas controle
receberam apenas agua destilada. As mudas foram regadas 3 vezes ao dia, durante 10
minutos por meio de sprinklers existentes na casa de vegetacao.

O medicamento homeopatico utilizado foi preparado de acordo com as normas
descritas na Farmacopéia Homeopatica Brasileira (2011). O medicamento Natrum
muriaticum 5 CH foi aplicado no substrato com auxilio de um copo do tipo Becker com

capacidade de 100 mL a mesma quantidade utilizada durante as aplicacfes. Para a
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inoculacdo do isolado de Trichoderma asperellum (TCS81), foi utilizado um
micropipetador onde foram pipetados 5000 pL da solucdo de esporos ajustada a
concentracdo de 10° esporos / mL. A inoculagéo foi realizada diretamente no substrato
utilizado.

Com 120 dias apos o plantio foi realizada a colheita das plantas e a massa fresca
foi submetida a secagem em estufa de circulacdo forcada, a 30 °C até obter massa
constante. Para cada tratamento foram obtidas 4 repeti¢des de 6leo essencial totalizando
16 unidades experimentais, o Oleo essencial foi extraido através da técnica de
hidrodestilacdo, por arraste a vapor, em aparelho do tipo Clevenger de acordo com a
metodologia de Santos et al., (2004) e para tal foram utilizadas a massa seca da parte
aerea das plantas.

Apols a extracdo, o Oleo essencial foi armazenado em vasos de vidro com
capacidade de 1mL, hermeticamente fechados e armazenados em freezer ao abrigo da
luz para posterior analise. Devido a baixa quantidade de 6leo essencial por repeticéo, as
repeticdes de cada tratamento foram acondicionadas em um Unico vaso, obtendo-se 3
tratamentos e 1 controle. Esse material foi utilizado para a verificagdo do potencial
antimicrobiano, as amostras do oOleo essencial de M. officinalis L. foram avaliadas
através do teste de concentracdo minima inibitéria, sob efeito no fungo Aspergillus

welwitschiae

Determinacéo do Potencial Antimicrobiano

Obtencédo dos Isolados:

O isolado de Aspergillus welwitschiae foi obtido da colecdo de culturas do
Laboratorio de Microbiologia Agricola do CCAAB/UFRB. Cada isolado foi repicado
em placas de Petri contendo meio de cultivo batata dextrose dgar (BDA), e mantido por
7 dias a temperatura de + 28°C para crescimento da colénia e posterior utilizagdo nos

ensaios.
Ensaios Antifungicos
Concentracédo Inibitéria Minima (MIC)

A principio foi preparada a solu¢do matriz do 6leo essencial na concentracdo de

320 mg/ul diluido em Tween 20 (10%), para cada um dos tratamentos utilizados e o
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controle, 40 mL da suspensdo de esporos fungicos na concentragdo de 10° conidios/
mL™, e como controle positivo ciclopirox de olamina 400 pg/mL em agua destilada
esterelizada.

Cada solucdo foi distribuida, em triplicata, na primeira fileira da placa de Elisa
contendo 96 micropocos, com meio de cultivo batata-dextrose (BD), além do controle
positivo, foi feito controle negativo, formado por meio BD, sendo realizadas 4
repeticOes da placa de titulagcdo, com delineamento inteiramente ao acaso. A amostra do
0leo essencial foi testada quanto a inibicdo do crescimento micelial dos isolados através
das técnicas de microdiluicdo em caldo padronizadas pelo NCCLS (ELOFF 1998;
KUSUCU et al., 2004).

Antes de se iniciar as analises as placas de titulagdo foram purificadas, sendo
lavadas em agua corrente, imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) durante
20 minutos, e borrifadas com alcool etilico 70%, apds secas foram esterilizadas em
camara de fluxo laminar, por 30 minutos sob luz ultravioleta. Apos purificacdo das
placas, foram adicionados 100 ul de meio BD a todos 0s micropogos, posteriormente
foram adicionados 100 ul do 6leo essencial nos 3 primeiros micropocos da linha.
Seguidos de homogeneizacdo e microdiluicdo seriada com o auxilio de micropipetas de
alta precisdo, nos trés primeiros micropogos das linhas B, C, D e E, sendo estes 100 pl
restantes, descartados.

Para os demais tratamentos foi utilizado o0 mesmo método supracitado, onde foi
feita a diluicdo entre as demais linhas e colunas obedecendo mesmo padrdo de triplicatas
de acordo com os tratamentos utilizados nas plantas de M. oficinallis L., para cada
concentragdo testada de seu 6leo essencial. Ao final foram inseridos 100ul da solucéo
fungica, em todos os micropogos das placas de titulagdo, com excegdo dos trés
primeiros micropogos das linhas F, G e H, pois correspondiam ao controle negativo do
fungo. A concentragdo final do o6leo e controle diluente foi de: 5,0; 2,5; 1,25; 0,625 e
0,312 ml/mL? (Figura 1). Tais concentracdes foram selecionadas a partir de revisio

bibliogréficas e testadas em pré-testes.
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Figura 1: Disposicdo dos tratamentos na placa de Elisa contendo o meio de cultivo BD,

preparada para o teste de concentracdo minima inibitoria.

Efeito Fungicida/Fungistéatico

O efeito fungicida/fungistatico do 6leo essencial de M. oficinallis L. sob o fungo
A. welwitschiae. Para tal as placas foram esterilizadas, lavadas e autoclavadas, ap0s
secas foram colocadas em camara de fluxo laminar, por 10 minutos sob luz ultravioleta.
Apos esterilizacdo as placas foram divididas em 4 quadrantes para avaliacdo da inibicdo
do crescimento micelial do fungo, foram vertidos na placa meio batata dextrose agar
(BDA), esterilizado. Em seguida foram pipetados 100uL das amostras resultantes do
teste de MIC (Minima concentracdo inibitéria) e adicionada uma gota em cada
quadrante das placas de Petri. As placas foram vedadas com filme PVC e incubadas em
estufa tipo B.O.D. por 72 horas a 28°C.

Anélise dos Dados

Para o teste de concentragdo inibitoria minima (MIC), a anélise foi realizada por
meio da observacéo visual do crescimento do microrganismo nos micropocos das placas
de Elisa comparando os resultados dos tratamentos ao controle positivo. Para analise do
teste in vitro do efeito fungicida/fungistatico do 6leo essencial de M. oficinallis L. sob o
fungo A. welwitschiae, foi analisada a presenca ou auséncia do crescimento micelial do

fungo nas placas de Petri.
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RESULTADOS

O oleo essencial das plantas de M. oficinallis L. tratadas a inoculagdo do T.
asperellum (TCS81) apresentaram efeitos no crescimento micelial do fungo A.

welwitschiae, concentragdo minima inibitéria de 2,5 e 5,0 uL/mL ™! (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do teste de concentracdo minima inibitéria (MiC), do oleo
essencial de M. ofcinallis L. tratados com Natrum muriaticum 5CH e inoculagédo de
T. asperellum (TCS81), sob o fungo A. welwitschiae, Cruz das Almas/BA, 2019.

Concentracoes T1 T2 T3 Controle
(ml/mL™)  _
5,0 Nao Néo Crescimento Nao
2,5 Nao Néo Crescimento Nao
1,25 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento
0,625 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento
0,312 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento

T1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81); T2 (Natrum muriaticum5CH); T3 (TCS81); Controle

Quanto ao potencial fungicida/fungistatico testado no éleo essencial das plantas
dos tratamentos 1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81), 2 (Natrum muriaticums 5CH) e
o0 controle nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uL/mL™ o Gleo essencial da M. oficinallis L.
O tratamento 2 apresentou-se como fungistatico, pois ao ser inoculado em meio de
cultura BDA houve crescimento micelial do fungo A. welwitschiae. No entanto para 0s
tratamentos 1 e controle o 6leo essencial apresentaram efeito fungicida, pois ao serem

inoculados em meio BDA n&o ocorreu crescimento micelial (Figura 2).
Concentragdo

H+F (T1) F(T2) Controle

Tratamentos

Figura 2: Crescimento micelial observado 72 horas ap6s inoculacdo dos fungos na
placa de Petri. Tratamento 1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81); Tratamento 2
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(Natrum muriaticum 5CH) e controle nas concentragdes de 5,0; 2,5 pL/ mL™ de dleo
essencial de M. officinalis.

DISCUSSAO

O dleo essencial tem caracteristica lipofilica que permite a sua atuacdo na
estrutura da parede celular do microrganismo, desnaturando e coagulando proteinas, na
atividade antimicrobiana, isso porque o 6leo essencial altera a permeabilidade da
membrana citoplasmatica interrompendo os processos vitais da célula (GNATTA et al.,
2016).

O efeito do 6leo essencial de M. ofcinallis L. é atribuido aos compostos
bioativos que possuem, como o citral (SILVA et al., 2017), na erva cidreira que sdo
substancias antimicrobianas, no qual inibiram o crescimento de A. welwitschiae,
mostrando-se promissor no controle de fungo, reduzindo a severidade da doenca.
Demonstrando que, no presente estudo, que o uso do N. muriaticum e a inoculagdo com
Trichoderma, potencializou o efeito fungitdéxico do 6leo essencial de M. officnalis L
(Tabela 1).

Os Oleos essenciais de citronela e menta foram mais eficientes em inibir o
crescimento micelial de L. theobromae, com reducdo da doenga em 30 e 29,2%,
respectivamente (PEIXINHO et al., 2017). Os Oleos essenciais de cravo da india
(Syzygium aromaticum) e erva cidreira (Melissa officinalis), e o hidroxido de cobre, nas
concentragdes 100 e 10% inibiram o crescimento de Xanthomonas spp. in vitro e
quando aplicados em intervalos de trés e seis dias reduziram a severidade da mancha
bacteriana do tomateiro, sendo eficientes no controle da doenca (ARAUJO e TEBALDI,
2019).

Os oleos essenciais podem ser utilizados principalmente na agricultura organica,
onde utiliza-se produtos naturais para o controle de doencas, reduzindo o uso de
defensivos agricolas e consequentemente o impacto ambiental (ARAUJO e TEBALDI,
2019).

A utilizacdo do medicamento homeopatico Natrum muriaticum 5CH em
conjunto com o Trichoderma, possivelmente influenciou na composi¢cdo quimica do
6leo essencial da espécie supracitada uma vez que o tratamento com 0Oleo essencial das
plantas tratadas reduziu o crescimento micelial do fungo A. welwitschiae. Efeito de

medicamento homeopatico foi observado em planta medicinal Ocimum gratissimum,
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com aumento do teor de dleo essencial e alteragdo na quantidade de compostos
quimicos do mesmo (SAMPAIO, 2019).

Algumas cepas de Trichoderma spp., podem estabelecer relacdo simbidtica com
vegetais, em que coloniza as raizes e promove um maior desenvolvimento das plantas,
além de induzir a resisténcia a doencas e tolerancia ao estresse abidtico, através da
alteracdo do metabolismo secundéario dos vegetais (GOMES et al., 2017).

Infere-se através do resultado obtido no presente trabalho que, o fungo
Trichoderma apresentou influéncia na sintese de produtos do metabolismo secundario
das plantas de M. officinalis, uma vez que a utilizacdo de fungos deste género tem sido
relacionada a produgdo de hormonios, promocdo de crescimento, disponibilizagéo e

aumento da absorcdo de nutrientes para plantas (MACHADO et al., 2012).

CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo essencial de Melissa officinalis L. promoveu a reducao do
crescimento micelial de A. welwitschiae e que o medicamento homeopéatico Natrum
muriaticum 5CH e a inoculagdo com Trichoderrma asperellum, influenciou na

composicao quimica do 6leo essencial de plantas de M. officinalis L.
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CONSIDERACOE FINAIS

A utilizacdo do medicamento homeopéatico Natrum muriaticum 5CH e a
inoculacdo com o fungo Trichoderma promoveu maior produtividade das plantas de
Melissa officinalis e rendimento de 6leo essencial da espécie. O 6leo essencial da M.

officinalis L. possui potencial para reducgdo do crescimento micelial de A. welwitschiae,
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podendo inibir o crescimento do patdgeno, atuando no controle da doenga denominada
podriddo vermelha do sisal.

A utilizacdo do medicamento homeopatico e da inoculagdo do fungo
Trichoderma em plantas medicinais consiste em uma estratégia importante na
agricultura sustentavel, por fornecer nutrientes as plantas e reduzir o uso de defensivos
agricolas, ja que reduz o crescimento de fitopatogenos, através da producdo de Gleo
essencial com potencial antifingico. Dessa forma, estudos fitotécnicos em relagdo a
influéncia desses tratamentos em plantas de M. officinalis L, sdo relevantes para

obtencdo de informacdes consistentes acerca dessa tecnologia.
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