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RESUMO
Producédo de mudas e teor de 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton
& P. Wilson sob inoculagio com Trichoderma asperellum
LIMA,Sinara Miranda, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, dezembro de 2022.
Orientadora: Franceli da Silva.
Resumo: A Lippia alba é uma planta medicinal que possui importancia econémica

devido a producdo de compostos bioativos, dentre os quais podemos citar, 0s 6leos
essenciais. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento da sua cadeia produtiva
visando a qualidade das plantas e 0 aumento da producdo desses metabolitos especiais.
Desse modo, associar o Trichoderma a Lippia alba pode favorecer o seu crescimento e
desenvolvimento, produzindo plantas de melhor qualidade e vigor. Logo, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar a influéncia do Trichoderma e hidrogel na producdo de mudas e no
teor de Oleo essencial de Lippia alba cultivadas em casa de vegetacdo e analisar a
influéncia do Trichoderma em diferentes tempos apds a inoculacdo, na producdo de
biomassa e metabdlitos especiais dessas plantas. Os tratamentos influenciaram
significativamente a massa fresca, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz das
mudas de Lippia aos 15 dias e a altura, massa fresca de raiz, comprimento de raiz, nimero
de hastes e teor de 6leo essencial das mudas aos 30 dias. Os resultados indicam que
separadamente o hidrogel e Trichoderma proporcionam um efeito positivo no incremento
de fitomassa das mudas de Lippia, aos 15 dias. Aos 30 dias, o Trichoderma proporcionou
0s maiores valores de altura, comprimento de raiz, nimero de hastes e massa fresca da
raiz. O teor de Oleo essencial foi maior nas mudas do controle, se diferenciando dos
demais tratamentos. J& no cultivo em campo, aos 30 dias, todas as variaveis se
diferenciaram entre si, onde as plantas cultivadas com duas aplicaces de Trichoderma
apresentaram as maiores médias, com excec¢do da altura. Aos 45 dias, todas as variaveis
analisadas apresentaram diferencgas significativas, as plantas de L. alba que foram
cultivadas com o microrganismo apresentaram médias superiores as plantas do controle,
indicando que trés aplicacdes da suspensdo de Trichoderma ja é o suficiente para
aumentar o crescimento e o acimulo de fitomassa dessas plantas. Com relagao a producéao
de metabolitos especiais, s6 houve diferenca significativa no teor de 6leo essencial aos
45 dias, ou seja, com trés aplicacdes de Trichoderma, o qual proporcionou o0 maior teor
de dleo essencial. J& com os fenolicos totais, sé houve diferenga significativa aos 15 dias,
onde o cultivo com Trichoderma proporcionou uma maior biossintese de compostos

fenolicos. Para os flavonoides totais o Gnico periodo que ndo houve diferenca entre as
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plantas cultivadas com e sem Trichoderma foi aos 45 dias, sendo que o Trichoderma
aumentou a concentracdo desse fitoquimico. Portanto, o Trichoderma na producdo de
plantas de Lippia alba favorece o acimulo de biomassa e aumenta a producdo de
metabolitos especiais, principalmente o teor de Oleo essencial, obtendo o seu maior

rendimento aos 45 dias, sendo esse, 0 melhor periodo de colheita das plantas.

Palavras chave: medicinal, erva-cidreira, microrganismo
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ABSTRACT

Seedling production and essential oil content of Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex
Britton & P. Wilson under inoculation with Trichoderma asperellum

LIMA, Sinara Miranda, Federal University of Recdncavo da Bahia, December
2022.Advisor: Franceli da Silva.

Summary: Lippia alba is a medicinal plant that has economic importance due to the
production of bioactive compounds, among which we can mention essential oils.
Therefore, it is necessary to develop its production chain, aiming at plant quality and
increasing the production of these special metabolites. Thus, associating Trichoderma
with Lippia alba can favor its growth and development, producing plants of better quality
and vigor. Therefore, the objective of this work was to evaluate the influence of
Trichoderma and hydrogel on the production of seedlings and essential oil content of
Lippia alba grown in a greenhouse and to analyze the influence of Trichoderma at
different times after inoculation, on the production of biomass and special metabolites of
these plants. The treatments significantly influenced the fresh mass, dry mass of the aerial
part and dry mass of the root of the Lippia seedlings at 15 days and the height, fresh root
mass, root length, number of stems and essential oil content of the seedlings at 30 days.
The results indicate that separately the hydrogel and Trichoderma provide a positive
effect on the increment of phytomass of Lippia seedlings, at 15 days. At 30 days,
Trichoderma provided the highest values for height, root length, number of stems and
root fresh mass. The essential oil content was higher in the control seedlings, differing
from the other treatments. In field cultivation, at 30 days, all variables differed from each
other, where plants cultivated with two applications of Trichoderma presented the highest
averages, with the exception of height. At 45 days, all analyzed variables showed
significant differences, the L. alba plants that were cultivated with the microorganism
showed higher averages than the control plants, indicating that three applications of
Trichoderma suspension is enough to increase growth and growth. accumulation of
phytomass of these plants. Regarding the production of special metabolites, there was
only a significant difference in the essential oil content at 45 days, that is, with three
applications of Trichoderma, which provided the highest essential oil content. As for the
total phenolics, there was only a significant difference at 15 days, where the cultivation
with Trichoderma provided a greater biosynthesis of phenolic compounds. For total
flavonoids, the only period in which there was no difference between plants grown with

and without Trichoderma was at 45 days, with Trichoderma increasing the concentration
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of this phytochemical. Therefore, Trichoderma in the production of Lippia alba plants
favors the accumulation of biomass and increases the production of special metabolites,

mainly the essential oil content, obtaining its highest yield at 45 days, which is the best

period for harvesting the plants. .

Keywords: medicinal, lemon balm, microorganism
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REFERENCIAL TEORICO

1. Plantas Medicinais Aspectos Gerais

As plantas medicinais tém motivado cada vez mais a investigagdo cientifica
devido as suas diversas aplicaces nas industrias alimenticias, farmacoldgicas, agricola,
etc. O mercado das plantas medicinais movimenta aproximadamente 70 bilhdes de reais
a cada ano, sendo a industria farmacéutica a responsavel pela maior parte dessa
contribuicdo (REBOCHO, 2015).

Dentro dos agroecossistemas, as plantas medicinais podem desempenhar diversas
funcbes referentes ao manejo agrondmico baseados em principios agroecoldgicos.
Diversas espécies utilizadas na medicina tradicional estdo sendo introduzidas nesses
agroecossistemas, com diferentes propositos (ASSOCIACAO..., 2006; FETTER;
MULLER, 2007; LIMA et al. 2007; BORSATO, FEIDEN 2011). Alguns deles s&o: como
atrativas e repelentes de insetos, ajudando na polinizacéo e controle natural; inibidoras ou
estimuladoras do desenvolvimento de outras plantas (alelopatia), atuando como espécie
antagbnica ou companheira, as que em forma de extrato fazem parte da composicao de
herbicidas, fungicidas ou inseticidas e também em forma de composto organico,
utilizadas como fertilizantes (BORSATO, FEIDEN, 2011).

O cultivo de plantas medicinais deve ser cuidadosamente realizado, para que elas
se desenvolvam qualitativa e quantitativamente bem, sem que prejudiquem o meio
ambiente, utilizando técnicas adequadas para preservacdo do solo e plantio, como a
utilizacdo de adubos verdes e a cobertura vegetal, que além de protegerem o solo da
radiacdo solar, previnem a evaporacdo excessiva da agua e melhoram as caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (GOMES et al., 2021; MOREIRA, 2016).

1.1 Metabolitos Especiais

As plantas possuem dois tipos de metabolismo, dividido em primario, que produz
metabolitos essenciais ao desenvolvimento e sobrevivéncia do vegetal e o especial
(secundario), cujos os principios ativos resultante possuem fungdes ecologicas,
garantindo a sobrevivéncia da planta em locais adversos (ROCKENBACH, 2018). As
principais classes de principios ativos sdo os terpenos, alcaloides, compostos fenolicos e

glicosideos, sendo que os terpenos agregam um grande numero de compostos, uma



14

grande diversidade de moléculas que na maioria das vezes é insoltvel em &gua, devido a
sua baixa densidade, como € 0 caso dos 6leos essenciais, que possui grande interesse
comercial (GARCIA, CARRIL, 2009).

Oleos essenciais sd0 uma mistura de substancias lipofilicas, possuem
caracteristicas odoriferas e estado liquido, sendo volateis e sollveis em solventes
organicos. S&o sintetizados por rotas metabolicas especificas, diferindo das rotas de
producdo de compostos primarios como producdo de proteinas e carboidratos. Para a
ocorréncia da sintese de compostos especiais, como 0 0leo essencial, é importante que
haja uma relagdo entre as rotas primarias que fornecem precursores para as rotas especiais
produzirem esses produtos (TAVARES et al., 2011).

Devido a sua fragrancia e suas propriedades medicinais, os 6leos essenciais sao
amplamente utilizados e dentre essas propriedades medicinais apresentam atividades
antimicrobiana, antifngica, acaricida, anti-inflamatdria, antioxidante, anticonvulsivante,
entre outras (SILVEIRA et al., 2018).

Outra classe que apresenta um grande potencial econdmico, sdo 0s compostos
fenolicos, que se caracterizam pela presenca de pelo menos um anel fenolico tendo um
ou mais grupos hidroxila ligados em sua estrutura, e desempenham diversas fungdes na
sobrevivéncia da planta como, protecdo contra a radiacdo UV, contra insetos e patdgenos,
dentre outros (ELGUEA-CULEBRAS et al., 2022).

Além disso, os fendis possuem inimeras atividades bioldgicas, principalmente
como antioxidantes, anti-inflamatdrios, antienvelhecimento, citotoxicos e antitumorais,
antidepressivos, reduzem os lipidios e a glicose no sangue em humanos, protegem 0s
sistemas bioldgicos contra os efeitos nocivos da oxidacdo dos processos em
macromoléculas, atividade antimicrobiana contra microrganismos patogénicos, atividade
antidiabética e aumenta a secrecdo biliar (GHASEMZADEH e GHASEMZADEH, 2011,
PANCHE et al., 2016).

Por isso, essas moléculas sdo de grande interesse para as areas como a agricultura,
agroindustria, cosméticos e farmacos (ELGUEA-CULEBRAS et al., 2022).

2. Lippia alba (Mill) N.E. Br. ex Britton & P.Wilson

A familia Verbenaceae compreende cerca de 175 géneros e 2800 espécies com

ampla distribuicdo geogréfica. As espécies pertencentes a essa familia possuem uma
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diversidade de habitos que variam desde o herbaceo até o arbdreo, apresentando com
maior frequéncia as espécies arbustivas e raramente as lianas (CARDOSO et al., 2020;
ATKINS, 2004; MARX et al., 2010). Dentre os géneros dessa familia, temos a Lippia,
que s6 no Brasil foram catalogadas oitenta e oito espécies, das quais, sessenta e oito sdo
endémicas (PERERA et al., 2017).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, popularmente conhecida como
erva cidreira, € um subarbusto aromatico, amplamente distribuidos pelas Ameéricas e
encontrados em diferentes ambientes, como florestas, campos e margens de estradas
(SALIMENA E MULGURA, 2015). E uma planta bastante ramificada, com aspecto
esbranquicado onde os seus ramos podem atingir 280 cm de comprimento dependendo
das condicdes climaticas e nutricionais do solo. O didmetro da copa pode variar entre 60-
474 cm entre ramificacdes opostas (MARCHESE et al., 2010; CAMELO et al., 2011).
As folhas possuem filotaxia oposta, com formas elipticas ou lanceoladas, bordas
serreadas e auséncia de estipula na base do peciolo (AGUIAR e COSTA, 2005; DE
ROMERO et al., 2010)

E comumente utilizada na medicina popular sul-americana como analgésico, anti-
inflamatorio, remédio para resfriado, bem como tratamento para aflicbes hepaticas
(OLIVEIRA et al., 2006). A L. alba possui diversas propriedades como cito toxicidade,
antioxidante, antibiofilme, atividades anestésicas, antitumorais, antibacterianas,
antifangicas, anti-inflamatorias, antiespasmaodicas e do tipo ansiolitico os efeitos diferem
de acordo com o quimiotipo presentes no 6leo essencial (GLAMOCLIJA et al., 2011;
TREVISAN et al., 2016; TOFINORIVERA et al., 2016; PANDEY etal., 2016, GARCIA
etal.,2017).

Segundo MATOS (1996) cada quimiotipo diferente possui uma atividade
bioldgica especifica, por exemplo, o quimiotipo mirceno-citral esta relacionado com o
tranquilizante, analgésico e, atividades antiespasmodicas de forma semelhante, o
quimiotipo limoneno-citral que mostrou também atividades ansioliticas, sedativas e
antiespasmadicas. J4, o limoneno-carvona esta relacionado com agdo mucolitica e para
distdrbios gastrointestinais.

Os oleos essenciais das folhas de L. alba foram categorizados em diferentes
quimiotipos, dependendo de seus principais constituintes, como linalol, citral e carvona
(PANDELO et al., 2012). Estudos realizados por Peixoto (2019), por meio de uma
triagem fitoquimica de Lippia alba, utilizando as suas folhas para preparacdo do extrato

hidroalcodlico, foi detectada a presenca de flavonoides e taninos, o que pode justificar a
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atividade antimicrobiana relatada por outros autores, ja que os compostos fenolicos
possuem tal propriedade. Além destas citadas, foram identificados também a presenca de
cumarinas, alcaloides e esteroides (GOMES et al., 2016; PEIXOTO, 2019).

A composicéo e a atividade dos metabolitos especiais podem ser modificadas por
varios aspectos, desde 0 modo de extracdo, a fatores proprios da planta e do ambiente em
que ela estd inserida, como o cultivo, horério de colheita da planta, ou seja, a
sazonalidade, utilizacdo de que parte da planta, dentre outros (SILVA et al., 2011).

2.1 Producéo de Mudas de Lippia alba

A variacdo da composicdo quimica das matrizes (TELES et al., 2014) e a falta de
material vegetal para exploracdo, muitas vezes devido a dificuldade de propagacéo das
plantas, s&o uns dos problemas que restringem o desenvolvimento de processos e
produtos com 0s compostos ativos da Lippia. Assim, pesquisas voltadas a propagacéo,
cultivo, composicdo, rendimento e atividade fitoquimica ou biolégica sdo importantes
(OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019).

A propagacao de plantas do género Lippia via sementes pode ser dificultada pelo
tamanho e baixo poder germinativo das mesmas (BISPO et al., 2016), além disso, plantas
reproduzidas sexualmente possuem muita variabilidade genética, e consequentemente
variabilidade na sintese de compostos do metabolismo especial (BATISTA, BOTREL e
FIGUEIREDO, 2015). Uma das alternativas vidveis de propagacdo é a estaquia. Nessa
técnica, retira-se partes de caule da planta matriz, mantendo-se no minimo duas gemas
em cada pedaco, que sob condi¢des favoraveis ocorre o desenvolvimento da parte aérea
e sistema radicular, sendo que as plantas filhas vao possuir o mesmo material genético da
planta mée (OLIVEIRA et al., 2011).

Para a propagacao de L. alba utilizam-se estacas lenhosas ou semilenhosas de 20
cm de comprimento com 4 a 5 nos sem folhas (BIASI e COSTA, 2003). Muitos fatores
podem estimular a emissdo de raizes das estacas, como o substrato (SILVA et al., 2015)
e a utilizacdo de microrganismos benéficos.

O processo de formacédo radicular € influenciado pelo substrato, que precisa
fornecer 4gua, oxigénio e nutrientes em quantidades adequadas (SOUZA et al., 2016). A
incorporagdo de hidrogel aos substratos tem sido estudada nos ultimos anos, pois
permitem uma maior retengdo de &gua e nutrientes, que podem ser liberados lentamente

para as plantas devido aos ciclos de absorcdo-liberacdo, além de aumentarem a
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porosidade, e consequentemente o espago de aeracdo (NAVROSKI et al., 2016).
Associado ao Thichoderma spp. pode ser uma estratégia para favorecer o crescimento de

mudas de L. alba e um bom desenvolvimento em campo.

3. Trichoderma spp.

O género Trichoderma tém cerca de 10.000 espécies, a maioria cresce
rapidamente. No inicio, as cepas de Trichoderma pareciam brancas e algodoadas, em
seguida, desenvolvem-se em tufos compacto verde-amarelado a verde profundo,
especialmente no centro de uma mancha de crescimento ou em zonas semelhantes a anéis
concéntricos na superficie do agar ( WAGHUNDE et al., 2016).

Os conidioforos sdo repetidamente ramificados, irregularmente arranjados em
espirais, aparecem como grupos de fialides divergentes, geralmente curvos assimétricos,
em forma de frasco / cilindrica a quase subglobosa. Os conidios elipsoidais globosos séo
geralmente verdes, as vezes hialinas para se agruparem em agregados no terminal das
fidlides (ZHU E ZHUANG, 2015). Algumas espécies produzem um odor caracteristico
de doce ou "coco" devido a um volatil biologicamente ativo composto (6-pentil-a-pirona)
(SAMUELS, 2006; FERON et al, 1996).

O género de Trichoderma é também reconhecido como fungo endofitico sendo
encontrado nos tecidos foliares ou raizes, proporcionando uma série de vantagens ao seu
hospedeiro (CUMMINGS et al., 2016). O processo de aderéncia a superficie da raiz pode
ser mediado por pequenas proteinas hidrofobicas da superficie externa da parede celular
(hidrofobinas) e por proteinas do tipo expansina capazes de reconhecer a celulose e
modificar a arquitetura da raiz da planta (MENDOZA-MENDOZA et al., 2018).

3.1 Acdo do Trichoderma na promocdo de crescimento e sintese de

metabolitos especiais das plantas

As interacOes biologicas existentes no ecossistema possuem papel fundamental
por garantir a sobrevivéncia de todas as espécies, seja de plantas, animais ou outros seres
vivos (GONCALVES, 2015; LOVATTO et al., 2012; BROWN, 2002). E, além das
interacdes intra/interespecificas que sdo encontrados no solo, as plantas também
apresentam microrganismos associados aos seus 0rgaos vegetais, denominados de fungos
endofiticos, sendo encontrados em todos os vegetais (FIRAKOVA et al., 2007;
STROBEL; DAISY, 2003).
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Os fungos do género Trichoderma tem sido bastante estudados, uma vez que estes
ttm se destacado na promocdo de crescimento e no florescimento dos vegetais
(MOREIRA et al., 2022). Esse mecanismo relaciona-se ao fato de o Trichoderma atuar
na solubilizacdo e absorcdo de nutrientes, promovendo o aumento da superficie de
absorcdo; causar a diminuicdo dos niveis de etileno nas plantas, o que resulta em seu
crescimento; aumentar a eficiéncia do uso do nitrogénio; melhorar a atividade
fotossintética e amenizar os efeitos causados pelo estresse ambiental (MEYER,
MAZZARO; SILVA, 2019; MOREIRA et al, 2022).

O uso desse microrganismo pode também estimular a sintese de metabolitos
especiais nos vegetais. Segundo SIRIN et al. (2022) houve um aumento de
aproximadamente 60% na producdo de 6leo essencial e frutos em plantas de coentro
qguando submetidas ao tratamento com Trichoderma asperellum B35. Quando este fora
combinado, houve diminuicao da biomassa da parte aérea e acumulo de alguns compostos
fendlicos (MING et al., 2013).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a qualidade das mudas, desenvolvimento
em campo e biossintese de metabdlitos especiais de Lippia alba inoculada com

Trichoderma.
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PRODUQAO DE MUDAS E TEOR DE OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba
(MILL.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson EM DIFERENTES SUBSTRATOS COM
INOCULAGCAO DE Trichoderma asperellum

Resumo: A Lippia alba é muito utilizada devido as suas propriedades medicinais e por
produzir 6leo essencial que sdo utilizados em varios segmentos da inddstria e necessita
ter sua cadeia produtiva desenvolvida para aumento da produgdo desse bioativo. O
primeiro passo de uma cadeia produtiva, é a producdo de mudas. A qualidade das mudas
sofre grande influéncia do substrato, e esta diretamente relacionado ao material utilizado
na sua formulacdo. O hidrogel associado ao Trichoderma spp. pode melhorar as
propriedades do substrato, favorecendo o crescimento das mudas. Portanto, este trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia do Trichoderma asperellum na producéo de
mudas de Lippia alba, visando ampliar o potencial produtivo. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, contendo 4 tratamentos (T1- Controle, T2- Hidrogel, T3-
Trichoderma + Hidrogel e T4- Trichoderma) com 20 repeti¢des. Foi aplicado 10 ml (107
esporos/ml) a cada quinze dias da suspengé@o dos esporos de Trichoderma nas plantas.
Foram avaliadas variaveis fitotécnicos e teor de 6leo essencial das plantas com 15 dias e
com 30 dias apos a aplicacdo. As médias das variaveis analisadas foram submetidas a
andlise de variancia e teste de Tukey com auxilio do programa R. Os tratamentos
influenciaram significativamente a massa fresca, massa seca da parte aérea e massa seca
da raiz das mudas de Lippia aos 15 dias e a altura, massa fresca de raiz, comprimento de
raiz, numero de hastes e teor de 6leo essencial das mudas aos 30 dias. Os resultados
indicam que separadamente o hidrogel e Trichoderma proporcionam um efeito positivo
no incremento de fitomassa das mudas de Lippia, aos 15 dias. Aos 30 dias, o Trichoderma
proporcionou 0s maiores valores de altura, comprimento de raiz, niUmero de hastes e
massa fresca da raiz. Nos dois periodos de analise a acdo conjunto do hidrogel e
Trichoderma teve efeito negativo, principalmente para o sistema radicular. O teor de 6leo
essencial foi maior nas mudas do controle, se diferenciando dos demais tratamentos.
Portanto, associar o Trichoderma a producdo de mudas de L. alba pode estimular seu
crescimento, acumulo de biomassa e desenvolvimento produtivo, porém ndo estimula a

producéo de 6leo essencial.

Palavras-chave: bioativo, microrganismos, interacfes
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SEEDLINGS PRODUCTION AND ESSENTIAL OIL CONTENT OF Lippia alba
(MILL.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson IN DIFFERENT SUBSTRATES WITH
INOCULATION OF Trichoderma asperellum

Abstract: Lippia alba is widely used due to its medicinal properties and for producing
essential oil that are used in various industry segments and needs to have its production
chain developed to increase the production of this bioactive. The first step in a production
chain is the production of seedlings. The quality of the seedlings is greatly influenced by
the substrate, and is directly related to the material used in its formulation. The hydrogel
associated with Trichoderma spp. can improve the properties of the substrate, favoring
the growth of seedlings. Therefore, this work aimed to evaluate the influence of
Trichoderma asperellum in the production of Lippia alba seedlings, aiming to increase
the productive potential. The design used was completely randomized, containing 4
treatments (T1- Control, T2- Hidrogel, T3- Trichoderma + Hidrogel and T4-
Trichoderma) with 20 repetitions. 10 ml (107 spores/ml) was applied every fortnight of
suspension of Trichoderma spores on the plants. Phytotechnical variables and essential
oil content of plants were evaluated 15 days and 30 days after application. The averages
of the variables analyzed were submitted to analysis of variance and Tukey's test with the
aid of the R program. The treatments significantly influenced the fresh mass, dry mass of
the aerial part and dry mass of the root of the Lippia seedlings at 15 days and the height,
root fresh mass, root length, number of stems and essential oil content of seedlings at 30
days. The results indicate that separately the hydrogel and Trichoderma provide a positive
effect on the increment of phytomass of Lippia seedlings, at 15 days. At 30 days,
Trichoderma provided the highest values for height, root length, number of stems and
root fresh mass. In both periods of analysis, the joint action of the hydrogel and
Trichoderma had a negative effect, mainly on the root system. The essential oil content
was higher in the control seedlings, differing from the other treatments. Therefore,
associating Trichoderma with the production of L. alba seedlings can stimulate its
growth, biomass accumulation and productive development, but it does not stimulate the

production of essential olil.

Keywords: bioactive, microorganisms, interactions
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1. Introdugéo

Lippia alba (Mill.) NE Brown (Verbenaceae) conhecida popularmente como erva-
cidreira, ¢ uma planta medicinal amplamente utilizada na medicina popular em diferentes
regides da América Central e do Sul no tratamento de diversas doencas (COSTA et al.,
2020; GOMES et al., 2018). Possui atividades bioldgicas significativas, como
antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensivo, entre outras (COSTA et al., 2020). Essas
atividades biologicas s6 sdo possiveis devido a presenca de componentes bioativos,
resultante do metabolismo especial desse vegetal. Entre os metabolitos especiais que a L.
alba possui, estdo os Oleos essenciais, que sdo compostos volateis, uma mistura de
hidrocarbonetos saturados e insaturados, alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis
e terpenos (ALl et al, 2015).

Diversos fatores podem influenciar na producéo de biomassa, no rendimento e na
composic¢do do bleo essencial de plantas medicinais, dentre eles destaca-se a producdo e
obtencdo de mudas de qualidade, sendo um fator essencial no inicio de uma cadeia
produtiva (MARTINS,1998; MENEZES, 2006). A qualidade das mudas sofre grande
influéncia do substrato, e estd diretamente relacionado ao material utilizado na sua
formulacdo (PASCUAL et al., 2018). O hidrogel associado ao Trichoderma spp. pode
ser boa estratégia para melhorar as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas dos
substratos e assim favorecer o crescimento das mudas de L. alba.

Os Hidrogéis sdo materiais formados por uma rede de polimeros com
caracteristicas hidrofilicas quando secos, apresentam-se na forma de pequenos granulos
e que possuem a capacidade de dispersar a dgua entre suas cadeias, promovendo a
formacéo de um gel e geralmente resultando no inchamento do material que pode ocorrer
naturalmente ou ser sintetizados (AHMED, 2015).

Fungos do género Trichoderma tem sido amplamente utilizados como agente
promotor de crescimento e biocontrole na agricultura, podem agir de forma direta
(antibiose, producéo de enzimas e competicdo por nutrientes) ou indireta (inducdo de
resisténcia) no controle de fitopatdgenos. A inducdo de resisténcia em plantas pode
ocorrer por meio da producéo e secrecdo de moléculas estimuladoras (GOMES et al.,
2015). As moléculas estimuladoras produzidas pelo Trichoderma ativam a expresséo dos
genes envolvidos no sistema de defesa da planta e também promove o seu crescimento, o
desenvolvimento das raizes e aumenta a disponibilidade de nutrientes (GOMES et al.,

2017). Por isso fungos desse género tém sido bastante estudados. Desse modo, o objetivo
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deste estudo foi avaliar a influéncia do Trichoderma e hidrogel na producéo de mudas e
no teor de 6leo essencial de Lippia alba cultivadas em casa de vegetagéo.

2. Materiais e Métodos

2.1 Condicdes experimentais

O experimento foi conduzido na Biofébrica situada na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia- UFRB e as analises foram realizadas no
Laboratorio de Fitoguimica da UFRB, Campus Cruz das Almas-Bahia. As mudas de
Lippia alba foram obtidas a partir de estacas retiradas de plantas matrizes, situadas na
area experimental da UFRB, municipio de Cruz das Almas-BA. O isolado utilizado foi o
Trichoderma asperellum, codificado como TCS 87, obtido da cole¢do de microrganismos
do laboratério de Microbiologia da UFRB.

As estacas com aproximadamente 20 cm de comprimento e 1 par de folhas
reduzidas foram colocadas para enraizar em sacos de polietileno contendo mistura de solo
e himus (2:1) e outras em sacos contendo a mistura de solo, hiumus e hidrogel (3,59 kg?).
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, contendo 4 tratamentos (T1-
Controle, T2- Hidrogel, T3- Trichoderma + Hidrogel e T4- Trichoderma) e 20 repeticdes,

totalizando 80 unidades experimentais.

2.2 Preparo de suspencao

Para obtencdo dos isolados, os fungos foram replicados em placas de Petri
contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) diluidos para 1/5 e mantidos em
B.O.D. com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. Apds o
crescimento dos microrganismos, foi adicionada a placa de Petri 4gua destilada estéril e
feita a raspagem dos propagulos fungicos com auxilio da alga de Drigalsky esterilizada,
posteriormente foi realizada a contagem dos esporos com auxilio da camara de Neubauer
e feito o ajuste da concentracdo para 107 esporos/mL, onde foram inoculados 10 mL da

suspensdo quinzenalmente na base das plantas (T3 e T4).
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2.3 Varidveis fitotécnicas

Foram avaliados 15 dias apds a aplicacdo do Trichoderma as seguintes variaveis
de crescimento: Altura da planta e comprimento da raiz (régua), em centimetros, nimero
de hastes e de folhas (contagem), didmetro do caule (paquimetro), peso fresco das folhas
e radicular com o auxilio de uma balanca semianalitica (g), peso seco das folhas e
radicular, em gramas, ambos submetidos ao processo de secagem em estufa de ventilacdo
forcada a 45°C e 65°C até que 0 peso se mantenha constante e em seguida pesados com

0 auxilio de uma balanca semianalitica.

2.3 Extracdo e teor de 0Oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacdo, no
equipamento Clevenger. Apds a secagem a 45°C das folhas em estufa com circulacéo
forgada, as folhas foram colocadas num baldo volumétrico com capacidade para 2L, em
seguida foi adicionada &gua destilada necesséaria para cobrir todo o material vegetal. O
baldo foi comportado numa manta térmica, dando inicio ao processo de hidrodestilagéo.
O processo de extracdo durou em torno de 120 minutos contando a partir da condensacao
da primeira gota. Apés o processo de extracdo, o 6leo essencial foi retirado com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur, pesado em balanca analitica e colocado em um recipiente de
vidro com capacidade de 2ml, etiquetado e armazenado sob refrigeracdo, ao abrigo da luz
até o momento do uso.

Para determinacdo do teor de dleo essencial foi utilizada a equacgéo descrita por
Santos et al. (2004):

TO =Vo/Bm x 100

onde,

TO =teor de 6leo essencial em porcentagem (mL de 6leo essencial em 100g de biomassa
uamida).

Vo = volume de 6leo essencial lido na escala do tubo separador.

Bm = biomassa vegetal

100 = fator de conversao para porcentagem.
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2.4 Andlise estatistica
Os dados do experimento foram submetidos a analise de variancia, e de acordo a
significancia do teste, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5 % de

significancia com o auxilio do programa R Development Core Team (2022)

3. Resultados e Discussao

3.1 Crescimento e teor de 6leo essencial de mudas de Lippia alba

Os resultados encontrados podem ser observados nos gréficos 1, 2, 3,4 e 5, e
demonstram que os tratamentos exerceram influéncia nas varidveis analisadas. Apés 15
dias da aplicacdo do Trichoderma (Grafico 1) é possivel observar que a altura das plantas
e comprimento de raiz ndo teve muita variacdo dentre os tratamentos. J& aos 30 dias,
observa-se efeito dos tratamentos, onde as mudas inoculadas com o Trichoderma (T4)
apresentaram maior altura, comprimento de raiz, porém, com valor bem proximo as do
controle (T1). Esses resultados indicam que sdo necessarios pelo menos 30 dias para que
0 Trichoderma tenha algum efeito quantificavel nas mudas de Lippia. Na altura das
mudas observa-se um incremento de 15,1% com a inoculacdo do Trichoderma em relagdo

ao T1, e um incremento de 20% em relagéo ao tempo (15 dias).
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Gréfico 1- Altura e comprimento de raiz de mudas de Lippia alba com 15 e 30 dias ap6s
inoculagdo com Trichoderma

Comparando o efeito da inoculagdo dos isolados de Trichoderma sp. no substrato
em auséncia de vermicomposto, Amaral et al. (2017) observou que as mudas

apresentaram maior crescimento em altura quando inoculadas com o isolado Trichoderma
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asperelloides. Em seus estudos Contreras-Cornejo et al., (2016) afirmaram que uma
grande &rea superficial de raizes devido a inocula¢fes com Trichoderma, permite que a
raiz explore uma maior regido do solo, permitindo que a planta absorva mais macro e
micronutrientes do solo conferindo a planta, vantagens adaptativas, como por exemplo na
competicdo por minerais, quando estes estdo escassos.

35

30

25
N | |
o I
T1 T2 T3 T4 T4 T2 T.

TRATAMENTOS x TEMPO

- —&
o o

M* de hastes e folhas (und)
[451

3 T4

shF = MNH

Graéfico 2- Numero de hastes e folhas de mudas de Lippia alba com 15 e 30 dias apds a
inoculagdo com Trichoderma

O namero de folhas e de hastes (Gréafico 2) apresentou alteracdes de valores entre
os tratamentos semelhantes a altura e comprimento de raiz, ou seja, s6 apos 30 dias,
principalmente o T4, onde proporcionou mudas com maiores médias para essas variaveis.
O incremento que a inoculagdo com Trichoderma aos 30 dias proporcionou em nimero
de folhas chegou a 15,2 % em relacdo ao T1 e chegou a 19,3 % em relacdo ao tempo de
inoculagdo (15 dias). O aumento no numero de hastes pode contribuir no aumento do

numero de folhas, estas sdo importantes na producdo de fotoassimilados nas plantas.
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Gréfico 3- Diametro do caule de mudas de Lippia alba com 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo com
0 Trichoderma
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Para o diametro (Grafico 3) houve um incremento mais acentuado aos 30 dias
com a inoculagéo de Trichoderma, sendo esse incremento de 13,3 % em relagdo ao T1.
Em estudos realizados por Mendonga e Silva (2019) foi possivel observar que o uso do
Trichoderma néo surtiu efeito significativo no didmetro do caule de mudas de diferentes
gendtipos de pimenta do reino. Ja em mudas de carobas (Jacaranda micranta) o substrato
quando fora inoculado com o Trichoderma apresentou um aumento significativo no
diametro do caule (AMARAL et al., 2017).
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Gréfico 4- Massa seca e fresca da parte aérea e da raiz de mudas de Lippia alba com 15 e 30
dias apds a inoculacdo com Trichoderma

No gréafico 4 é possivel observar que hd um aumento da fitomassa das mudas
(Figura 1), onde podemos destacar os tratamentos T4 e T2 (Hidrogel). Isso vale tanto
para 0s 15 quanto para os 30 dias, demonstrando que o Trichoderma e o hidrogel podem
ter melhorado as condi¢es fisica, quimicas e bioldgicas do substrato, separadamente,
pois observa-se que a unido dos tratamentos (T3) ndo favoreceu nenhuma variavel de
crescimento analisada no trabalho. Os incrementos de massa fresca da parte aérea e raiz
e massa seca da parte aérea e raiz que o Trichoderma proporcionou foi de 36,4%, 67,5%
e 27,3%, 44,2% aos 15 dias e de 34,9%, 69% e 40%, 54% aos 30 dias, respectivamente.
Ja o hidrogel proporcionou incrementos de 38%, 55,5% e 20%, 27,3% aos 15 dias e de
17,4%, 5,9% e 13%, 29,2% aos 30 dias, respectivamente.

Segundo Felippe et al., (2020) em seus estudos em rela¢do a massa seca radicular,
caulinar e foliar, e area foliar, a adi¢do de hidrogel elevou em aproximadamente 25% as
médias, demonstrando o efeito positivo do polimero no crescimento das plantas e

acumulo de massa seca, por conta do fornecimento adequado de &gua, ou seja, a medida
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que as mudas foram irrigadas com mais frequéncia, aumentaram as médias de todas estas
varidveis, sendo que a maior disponibilidade hidrica possibilitou o maior
desenvolvimento das plantas. Em estudos realizados por SIRIN et al., (2022) utilizando
espeécies de Trichoderma em plantas de Salvia miltiorrhiza foi determinado que o extrato
do micélio e a fracdo polissacaridica produzidos pelo Trichoderma atroviride D16
apresentaram efeitos sobre o crescimento e o metabolismo secundario de raizes pilosas

promovendo o seu crescimento e estimulando a biossintese de tanshions nessas plantas.

Figura 1: Imagem ilustrativa representando as mudas de cada tratamento com 15 e 30 dias ap6s a
aplicacdo da suspensdo de esporos de Trichoderma. Fonte: Arquivo pessoal

O teor de 6leo essencial produzido pelas mudas de L. alba (Grafico 5) foi maior
quando extraidos aos 30 dias com o tratamento T1, tendo um aumento no teor de 6,5%,
em relacdo as mudas submetidas a esse mesmo tratamento aos 15 dias. O menor teor foi

com o tratamento T3, aos 30 dias, sendo o valor de 0,52%.
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Gréfico 5- Teor de 6leo essencial de mudas de Lippia alba com diferentes tratamentos com 15 e

30 dias apos a inoculacdo de Trichoderma.
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3.2 Estatistica univariada das variaveis analisadas

De acordo com analise de variancia, os tratamentos influenciaram
significativamente (p<0,05) a massa fresca, massa seca da parte aérea e massa seca da
raiz das mudas de Lippia aos 15 dias e a altura, massa fresca de raiz, comprimento de
raiz, numero de hastes e teor de dleo essencial das mudas aos 30 dias.

A massa fresca da parte aérea das mudas submetidas a inoculacdo com
Trichoderma (T4) e hidrogel (T2) ndo se diferenciaram estatisticamente entre si, mas se
diferenciaram das mudas do controle (T1) e da combinacéo dos dois tratamentos (T3),
aos 15 dias. Ja a massa seca da parte aérea e raiz, as mudas apresentaram maiores médias
qguando submetidas ao T4, mas ndo se diferenciaram estatisticamente das do tratamento
T2 e T1, sendo os menores valores encontrados no tratamento T3 (Tabela 1).

Esses resultados indicam que separadamente o hidrogel e Trichoderma
proporcionam um efeito positivo no incremento de fitomassa das mudas de Lippia, mas
em conjunto esse efeito € negativo, principalmente para o sistema radicular. O sistema
radicular tem grande importancia na absor¢do de agua e nutrientes, e a reducdo causada
pelo tratamento T3 consequentemente diminui as demais varidveis de crescimento

analisadas nas mudas.

Tabela 1: Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e da
raiz (MSR) de mudas de Lippia alba submetidas aos tratamentos controle, Trichoderma

com hidrogel, Trichoderma s/ hidrogel e Hidrogel, com 15 dias apds a inoculacéo.

Tratamentos MFPA MSPA MSR
Controle (T1) 2,22 b 0,48 ab 0,24 ab
Hidrogel (T2) 3,57a 0,60 a 0,33 ab
Hidrogel + 2,27hb 0,36 b 0,21b
Trichoderma (T3)
Trichoderma (T4) 3,49 a 0,66 a 0,43 a
CV % 33,88 39,48 49,48

*|etras iguais na coluna ndo se diferenciaram entre si pelo teste de Tukey a 5%

Analisando a tabela 2, a altura, comprimento de raiz e numero de hastes das mudas

nos tratamentos T4, T2 e T1 ndo se diferenciaram entre si, estatisticamente. Para a massa
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fresca da raiz, o tratamento T4 proporcionou a maior média, e se diferenciou
estatisticamente dos demais tratamentos. O tratamento T3 influenciou negativamente
nessas variaveis, proporcionando os menores valores.

Diversos mecanismos podem estar relacionados a promocao de crescimento das
plantas devido a acdo do Trichoderma, as quais incluem a sintese de fitohormonios seja
pela planta ou pelo microrganismo, melhor eficacia na solubilizagdo dos nutrientes
presentes no solo, melhor absorcdo e translocacdo dos nutrientes, aumento na taxa
fotossintética e dos mecanismos de defesa da planta, além de atuar no desenvolvimento
do sistema radicular (STEWART, HILL, 2014).

Segundo Zin e Badaluddin (2020) o desenvolvimento da raiz é o beneficio mais
comum do Trichoderma para o crescimento de plantas, sendo explicado pela producéo
ou controle de hormonios vegetais que sdo responsaveis por melhorar o desenvolvimento

radicular, como auxinas e acido harzianico.

Tabela 2: Altura (ALT), massa fresca de raiz (MFR), Comprimento de raiz (CR) e
namero de hastes (NH) e teor de 6leo essencial de mudas de Lippia alba submetidas aos
tratamentos controle, Trichoderma com hidrogel, Trichoderma s/ hidrogel e Hidrogel,

com 30 dias apds a inoculacéo.

Tratamentos ALT MFR CR NH TEOR
Controle (T1) 3850ab 192D 23,35a 5,60 a 1,23 a
Hidrogel (T2) 3955ab  2,04b  20,30ab 3,90 ab 0,67b
Hidrogel + 34,56 b 1,75b 1411b 3,00b 0,52b
Trichoderma
(T3)
Trichoderma 48,11 a 6,37 a 23,39 a 5,89a 0,65b
(T4)
CV % 22,47 65,03 29,70 40,01 9,98

*|etras iguais na coluna ndo se diferenciaram entre si pelo teste de Tukey a 5%

O teor de 6leo essencial foi maior nas mudas do controle, se diferenciando dos
demais tratamentos (Tabela 2). O Trichoderma pode ser considerado uma boa técnica de
producéo de mudas de Lippia, contudo nas condicOes estudadas e no tempo de avaliagdo

(30 dias), esse efeito positivo ndo ocorreu no teor de éleo.
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Os resultados deste trabalho estdo de acordo com o de Jesus (2020), que avaliou
a influéncia de diferentes isolados de Trichoderma no teor de 6leo essencial de mudas de
L.alba, e pode concluir que os tratamentos testados influenciaram na quantidade de 6leo
essencial, onde as mudas que ndo receberam a aplicacdo do Trichoderma apresentaram

maior teor de 6leo essencial.

4. Conclusao

Com base nos resultados obtidos associar o Trichoderma a producéo de mudas de
L. alba pode estimular seu crescimento e acumulo de biomassa, podendo ser uma nova
tecnologia a ser empregado no manejo das plantas. No entanto, o Trichoderma néo

proporcionou o maior teor de 6leo essencial das mudas de Lippia alba.



36
5. Referéncias Bibliogréaficas

AHMED, E. M. Hydrogel: Preparation, characterization, and applications: A review.
Journal of Advenced Research. v. 6, p. 105-121, 2015.

ALI, B.; NA Al-Wabel; S. Shams; A. Ahmad; SA Khan & F. Anwar. Oleos essenciais
usados em aromaterapia: uma revisao sisttmica. Asiatico. Pac. J. Trop. Biomed.
2015.

AMARAL, P. P. et al., Promotores de crescimento na propagacédo de caroba. Pesquisa
Florestal Brasileira, v. 37, n. 90, p. 149-157, 2017.

CONTRERAS-CORTEJO, H.A |, L. Macias-Rodriguez , E. del-Val , J. Larsen.
Funcdes ecoldgicas de Trichoderma spp. e seus metabolitos secundarios na rizosfera:
interacdes com plantas FEM Microbiol. Eco, 92 5: 601- 11, 2016.

COSTA, P. S. et al. Antifungal Activity and Synergistic Effect of Essential oil from
Lippia alba Against Trichophyton rubrum and Candida spp. Rev. Virtual Quim, v.
12, p. 1529-1540, 2020.

FELIPPE, Dionéia et al. Crescimento, sobrevivéncia e trocas gasosas de mudas de
eucalipto dunnii Mais uso de aplicacdo de regimes de irrigacdo de hidrogel. Kuru,
Cartago, v. 17, n. 40, pag. 11, 2020.

GOMES, A. F. et al., Simultaneous determination of iridoids, phenylpropanoids and
flavonoids in Lippia alba extracts by micellar electrokinetic capillary chromatography,
Microchemical Journal, Volume 138, 2018.

GOMES et al., A proteina Cerato-Platanina Epl-1 de Trichoderma harzianum esta
envolvida em micoparasitismo, inducéo de resisténcia de plantas e protecdo da parede
celular propria. Sci. Rep., 2015.

GOMES et al., Envolvimento da proteina Trichoderma harzianum Epl-1 na regulacéo
dos genes relacionados a defesa de botulite viruléncia e tomate. Frente. Plant Sci., 8,
2017.

JESUS, V. F. Lippia alba (Mill) N. Brown ASSOCIADA ao Trichoderma spp.:
BIOMASSA, OLEO ESSENCIAL E ATIVIDADE ANTIFUNGICA. Dissertacao
(Mestrado) - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das almas, 2020.

MARTINS, E.R. Plantas medicinais. 2. ed. Vigcosa: UFV — Imprensa Universitaria,
220p. 1998.

MENDONCA D.P.; SILVA F.B.B. Trichoderma e bactérias endofiticas para
promocao de Crescimento na aclimatizagdo e formacéo de mudas de Pimenteira-
do-reino provenientes do cultivo in vitro. TRABALHO DE CONCLUSAO DE
CURSO (Graduacdo em Agronomia) UFRA, Belém-PA, 2019.

MENEZES E.L.A. Controle bioldgico: na busca pela sustentabilidade da agricultura
brasileira. Campo e negocios. Uberlandia. 2006. PASCUAL, Jose Antonio et al.
Organic substrate for transplant production in organic nurseries. A review. Agronomy
for Sustainable Development, v. 38, n. 3, p. 1-23, 2018.



37

R Core Team (2022). R: A language and environment for statisticalcomputing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL< https://www.R-

project.org/>
SANTOS, A. S.; ALVES, S. de M.; BAKER, D.; ROCHA NETO, O. Descrigéo de

sistema e métodos de extracdo de 6leos essenciais e determinacédo de umidade de
biomassa em laboratorio. Belém: Embrapa Amazénia Oriental, 6p. 2004

SIRIN et al. Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 10(2):
166-173, 2022.

STEWART, A., HILL, R. Chapter 31 - Applications of Trichoderma in Plant Growth
Promotion. Biotechnology and Biology of Trichoderma, Elsevier, 2014.ZIN, N. A.,
BADALUDDIN, N. A., Biological functions of Trichoderma spp. for agriculture
applications, Annals of Agricultural Sciences, Volume 65, Issue 2,2020


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/

38

CAPITULO 2

BIOMASSA, TEOR E COMPOSTOS FENOLICOS DE Lippia alba (MILL.)
N.E.Br ex Britton & P. Wilson ASSOCIADAS AO Trichoderma asperellum

SINARA MIRANDA LIMA

CRUZ DAS ALMAS
2022



39

BIOMASSA, TEOR E COMPOSTOS FENOLICOS DE Lippia alba (MILL.)
N.E.Br ex Britton & P. Wilson ASSOCIADAS AO Trichoderma asperellum

Resumo: Os fungos do género Trichoderma tem sido utilizados, entre seus diversos
potenciais, como promotores de crescimento vegetal, pois, secretam compostos que
atuam no sistema radicular. Assim, 0os mesmos podem ser utilizados producéo de plantas
medicinais, como a Lippia alba que é amplamente utilizada devido as suas propriedades
medicinais e por produzir 6leo essencial. Associar o Trichoderma a producdo de mudas
de L. alba podera estimular a producéo de biomassa e aumentar a producao de metabolitos
especiais. Logo, este estudo tem por objetivo analisar a influéncia do Trichoderma
asperellum em diferentes tempos apds a inocula¢do, na producdo de biomassa e
metabolitos especiais das plantas de L.alba. As mudas cultivadas em casa de vegetacao
foram transplantadas para o campo experimental. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, em esquema de parcelas subdivididas no tempo, onde foram
inoculados 10 mL da suspensdo quinzenalmente na cova, proximo a base das plantas.
Foram avaliadas variaveis fitotécnicas e 0os metabolitos especiais das plantas com 0, 15,
30 e 45 dias apo6s a aplicacdo. As médias das variaveis analisadas foram submetidas a
andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia e regressdo, com auxilio do
programa R. Aos 45 dias, todas as variaveis analisadas apresentaram diferencgas
significativas, as plantas de L. alba que foram cultivadas com o microrganismo
apresentaram medias superiores as plantas do controle, indicando que trés aplicacGes da
suspensdo de Trichoderma ja é o suficiente para aumentar o crescimento e o acumulo de
fitomassa dessas plantas. Com relacdo a producdo de metabdlitos especiais, s6 houve
diferenca significativa no teor de 6leo essencial aos 45 dias, ou seja, com trés aplicacdes
de Trichoderma, o qual proporcionou o maior teor de éleo essencial. J& com os fendlicos
totais, s6 houve diferenca significativa aos 15 dias, onde o cultivo com Trichoderma
proporcionou uma maior biossintese de compostos fendlicos. Para os flavonoides totais
0 Unico periodo que ndo houve diferenca entre as plantas cultivadas com e sem
Trichoderma foi aos 45 dias, sendo que o Trichoderma aumentou a concentracdo desse
fitoquimico. Portanto, o Trichoderma na producédo de plantas de Lippia alba favorece o
acumulo de biomassa e aumenta a producdo, principalmente o teor de 6éleo essencial,
obtendo o seu maior rendimento aos 45 dias, sendo esse, 0 melhor periodo de colheita das

plantas.

Palavras chave: cultivo, metabdlitos, biomassa
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BIOMASS, CONTENT AND PHENOLIC COMPOUNDS FROM Lippia alba
(MILL.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson ASSOCIATED WITH Trichoderma

asperellum

Abstract: Fungi of the genus Trichoderma have been used, among their many potentials,
as plant growth promoters, as they secrete compounds that act on the root system. Thus,
they can be used in the production of medicinal plants, such as Lippia alba, which is
widely used due to its medicinal properties and for producing essential oil. Associating
Trichoderma with the production of L. alba seedlings can stimulate the production of
biomass and increase the production of special metabolites. Therefore, this study aims to
analyze the influence of Trichoderma asperellum at different times after inoculation, on
the production of biomass and special metabolites of L.alba plants. The seedlings grown
in a greenhouse were transplanted to the experimental field. The experimental design was
in randomized blocks, in a split-plot scheme, where 10 mL of the suspension were
inoculated every two weeks in the pit, close to the base of the plants. Phytotechnical
variables and special plant metabolites were evaluated at 0, 15, 30 and 45 days after
application. The means of the analyzed variables were submitted to analysis of variance
and Tukey's test at 5% of significance and regression, with the aid of the R program. At
45 days, all the analyzed variables showed significant differences, the L. alba plants that
were cultivated with the microorganism showed higher averages than the control plants,
indicating that three applications of the Trichoderma suspension is enough to increase the
growth and accumulation of phytomass in these plants. Regarding the production of
special metabolites, there was only a significant difference in the essential oil content at
45 days, that is, with three applications of Trichoderma, which provided the highest
essential oil content. As for the total phenolics, there was only a significant difference at
15 days, where the cultivation with Trichoderma provided a greater biosynthesis of
phenolic compounds. For total flavonoids, the only period in which there was no
difference between plants grown with and without Trichoderma was at 45 days, with
Trichoderma increasing the concentration of this phytochemical. Therefore, Trichoderma
in the production of Lippia alba plants favors the accumulation of biomass and increases
production, mainly the essential oil content, obtaining its highest yield at 45 days, which

is the best period for harvesting the plants.

Keywords: cultivation, metabolites, biomass
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1. Introducéo

O potencial curativo apresentado por diversas espécies medicinais, so é possivel
devido a presenca de compostos bioativos que sao resultantes do metabolismo secundario
da planta (CARDOSO et al., 2019). Esses compostos sao chamados de metabdlitos e séo
utilizados estrategicamente pelo vegetal para a defesa e sobrevivéncia, protegendo a
planta de predadores herbivoros, ataques de pragas e patdgenos, condigdes climaticas
adversas e atuando também como compostos sinalizadores atrativos de polinizadores e
antioxidantes (WINK, 2015).

Segundo Zotti-Sperotto et al. (2021) em algumas espécies de plantas medicinais,
as suas propriedades curativas sao atribuidas aos compostos bioativos encontrados nos
Oleos essenciais, 0s quais se tratam de uma mistura complexa de substancias, com alto
poder de volatilizacdo e um odor bastante caracteristico. A familia Verbenaceae apresenta
diversas espécies de interesse comercial devido a sua composi¢do aromatica, tendo como
destaque aquelas do género Lippia, que produzem O6leos essenciais e sdo bastante
utilizadas na medicina popular, assim como na indlstria cosmética e farmacéutica
(OLIVEIRA et al., 2014, CASTILHO et al., 2019). A Lippia alba (Mill.) N. E. Brown se
destaca pela producédo de 6leo essencial, que possui diferentes potenciais comprovados
cientificamente, como: antibacteriano, antifungico e alelopatico (JESUS, 2020).

Diversos fatores podem influenciar na producdo de biomassa, no rendimento e na
composicdo do 6leo essencial e compostos fendlicos de plantas medicinais, dentre eles
destaca-se a producdo e obtencdo de mudas de qualidade e o cultivo (MARTINS,1998;
MENEZES, 2006).

Os fungos que fazem parte do género Trichoderma, sdo de grande importancia
para 0 aumento do crescimento vegetal, podendo influenciar positivamente na
germinacdo de sementes, desenvolvimento e rendimento das culturas, gracas a producéo
de substancias que atuam na promocdo de crescimento, melhorando a absorcédo de
nutrientes pelas raizes, sendo de grande importancia econdémica para agricultura, uma
vez que pode atuar como agente de controle de doencas de plantas, e ainda, como
indutores de resisténcia nas mesmas (CHAGAS et al., 2017).

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do Trichoderma,
em diferentes tempos apo0s a inoculagdo, na producdo de biomassa e de metabolitos

especiais de Lippia alba.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Condicdes experimentais

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental, localizada na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia- UFRB e as analises foram realizadas no
Laboratorio de Fitoquimica, no Bloco L, UFRB.

As mudas cultivadas em casa de vegetacdo foram transplantadas para o campo
experimental, sendo realizado o plantio em covas, com espagamento de 1m entre plantas
e 1 m entre as linhas, utilizando uma pequena quantidade de hdimus nas covas, no
momento do plantio e ao final do dia foi realizada a aplicacdo de 10 ml da suspensao de
Trichoderma asperellum nas mudas. Apés 1 més, todas as plantas foram podadas,
padronizando-as em um tamanho médio de 40 cm. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, em esquema de parcelas subdivididas no tempo, com as plantas
cultivadas com e sem Trichoderma nas parcelas principais e com os tempos de colheita
nas subparcelas, com trés repeticdes. Foram avaliadas as plantas cultivadas com e sem

Trichoderma nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias apds a aplicacdo do microrganismo.

2.2 Preparo e aplicacdo da suspensao

Para a obtencdo da suspensédo de esporos, os fungos foram replicados em placas
de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e mantidos em B.O.D.
com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. Apds o
crescimento dos microrganismos, foi adicionada a placa de Petri 4gua destilada estéril e
feita a raspagem dos propagulos fangicos com auxilio da al¢ca de Drigalsky esterilizada,
e posteriormente foi realizada a contagem dos esporos com auxilio da camara de
Neubauer e feito 0 ajuste da concentragdo para 107 esporos/mL, onde foram inoculados

10 mL da suspenséo quinzenalmente na cova, proximo a base das plantas.

2.3 Variaveis fitotécnicas

Foram avaliadas as seguintes variaveis : Altura da planta (utilizada como padréo

a maior haste ) e comprimento da raiz (régua), em centimetros, niumero de hastes e de
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folhas (contagem), diametro das hastes (paquimetro), peso fresco das folhas e da raiz com
0 auxilio de uma balanca semianalitica (g), peso seco das folhas e da raiz, em gramas,
ambos submetidos ao processo de secagem em estufa de ventilacdo forcada a 45°C e 65°C
até que o peso se mantenha constante e em seguida pesados com o auxilio de uma balanca

semianalitica.
2.4 Preparo do extrato

A preparacdo do extrato de Lippia alba foi determinada seguindo a metodologia
descrita por Moreira et al. (2022). As folhas do material vegetal foram trituradas com
auxilio de um almofariz e pistilo. Cerca de 0,15 g do material foi pesado e o0 volume de
15 mL de solugdo extratora hidroalcodlica (50% v v'!) foram adicionadas as amostras, as
quais foram sonicadas em um banho ultrassonico por 15 minutos, filtradas e armazenadas

em geladeira até 0 momento do uso.
2.5 Determinagéo dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pela metodologia descrita por
Moreira et al. (2022), com algumas adaptacGes. Foram adicionados 300 puL da amostra
do extrato, 1 mL de carbonato de sddio saturado e 300 pL de reagente Folin-Ciocalteau.
As leituras foram feitas em um espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 750
nm, apds 60 min de reacdo a temperatura ambiente e sem luz. O teor total de compostos
fenolicos foi calculado a partir da curva de calibracdo do acido galico e expresso em

miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de matéria seca.
2.6 Determinacéo dos flavonoides totais

A determinagéo de flavonoides totais foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Marques et al. (2012), adaptado. Foram adicionados 1,0 ml de extrato de L.
alba e 2,0 mL de uma solucdo etandlica de AICI; (5% m v!) e o volume foi ajustado para
10,0 mL com solugio hidroalcodlica (40% v v1). A solucéo foi armazenada na auséncia
de luz por 30 minutos e, posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 408 nandémetros. Os flavonoides totais foram calculados a partir
da curva de calibragéo de quercetina usada como padrdo e expressa em miligramas de

equivalente de quercetina por grama de matéria seca.

2.7 Extracdo e teor de 6leo essencial
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A extracdo do oleo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacdo, no
equipamento Clevenger. As folhas foram colocadas num baldo volumétrico com
capacidade para 2L, em seguida foi adicionada agua destilada necessaria para cobrir todo
o material vegetal. O baldo foi comportado numa manta térmica, dando inicio ao processo
de hidrodestilagdo. O processo de extracdo durou em torno de 120 minutos contando a
partir da condensacdo da primeira gota. Ap0os o processo de extracdo, o 6leo essencial foi
retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, pesado em balanca analitica e colocado
em um recipiente de vidro com capacidade de 2ml, etiquetado e armazenado sob
refrigeracéo, ao abrigo da luz até o momento do uso.

Para determinacdo do teor de dleo essencial foi utilizada a equacdo descrita por
Santos et al., (2004):

TO =Vo/Bm - (Bm x U/100) x 100
onde,
TO = teor de 6leo (ml de oleo essencial em 100 g de biomassa seca) ou rendimento de
extracao (%);
Vo = volume de bleo extraido (ml), lido diretamente na escala do tubo separador; Bm =
Biomassa aérea vegetal, em gramas;
Bm x U/ 100 = quantidade de umidade ou agua presente na biomassa;
Bm — Bm x U/100 = quantidade de biomassa seca isenta de dgua ou livre de umidade;

100 = fator de conversao para porcentagem.

2.8 Analise estatistica

Os dados do experimento foram submetidos a analise de variancia, e de acordo a
significancia do teste, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5 % de
significancia e regressdo com o auxilio do programa R Development Core Team (2022).
Alguns dados foram transformados (nimero de hastes e massa seca das folhas) para

atender aos pressupostos da andlise estatistica.

3. Resultados e Discussao

Houve efeito significativo (p < 0,05) da interacdo do Trichoderma e do tempo em
todas as varidveis analisadas. Observa-se na tabela 1 os tratamentos com e sem

Trichoderma dentro dos tempos de avaliacdo. Na primeira avaliacdo (TO) s6 houveram
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diferencas significativas para o diametro das hastes (DH) e massa seca das folhas (MSF),
sendo que as plantas que foram cultivadas com o Trichoderma apresentaram maiores
médias para estas variaveis. Na segunda avaliacdo (T15) as varidveis que se diferenciaram
entre si, e que apresentando maiores médias cultivadas com Trichoderma, foram o
didametro do caule (DH), o nimero de hastes (NH), o nimero de folhas (NF), a massa
fresca das folhas (MSF), a massa fresca da raiz (MSR) e a massa seca das folhas (MSF).
Ja para altura (ALT) e comprimento da raiz (CR) as maiores medias obtidas foram para
as plantas do controle (sem Trichoderma).

No tempo 30, todas as variaveis se diferenciaram entre si, onde as plantas
cultivadas com duas aplicacBes de Trichoderma apresentaram as maiores médias, com
excecdo da ALT. J& na ultima avaliacdo (45 dias), todas as varidveis analisadas
apresentaram diferencas significativas, as plantas de L. alba que foram cultivadas com o
microrganismo apresentaram médias superiores as plantas do controle, indicando que trés
aplicacBes da suspensdo de Trichoderma ja é o suficiente para aumentar o crescimento e
0 acumulo de fitomassa dessas plantas. Os incrementos proporcionados pelo Trichoderma
aos 45 dias foram de 14,3% (ALT), 12,7% (DH), 42,6% (NH), 45,5% (NF), 63,5%(NI),
25,7% (CR), 45,5% (MFF), 39% (MFR), 64% (MFI), 38,4% (MSR), 58,3% (MSI) e 44%
(MSF).

Esses resultados corroboraram com os estudos realizados por Lopez et al. (2019),
que utilizando cepas nativas de Trichoderma na promocdo de crescimento da erva-mate
(llex paraguariensis) foi possivel observar que a inoculacdo de Trichoderma atroviride,
T. stibohypoxyli e cepas de T. koningiopsis aumentaram significativamente a massa seca
da parte aérea e a matéria seca total em relacdo as plantas nao inoculadas.

Estudos realizados por Zhang et al. (2019), utilizando o T. harzianum T-soja,
comprovaram gue houve o aumento do peso fresco e seco de plantas de pepino, além de
melhorar o crescimento da planta, como aumento da altura e tamanho da folha,
promovendo o desenvolvimento radicular, evidenciando o aumento do nimero de raizes
e comprimento da raiz.

Isso porque o fungo estimula o crescimento e o desenvolvimento da parte aérea e
do sistema radicular, principalmente as raizes laterais, as quais fornecem uma maior
superficie para colonizacdo, trazendo beneficios para planta, uma vez que aumenta a
superficie de absorcdo da raiz, aumentando também a capacidade de absorcdo de
nutrientes e agua (STEWART, HILL,2014).
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Segundo Meyer, Mazaro; Silva (2019) o Trichoderma causa a diminuicdo dos
niveis de etileno nas plantas, o que resulta em maior crescimento, além de aumentar a
massa seca, 0 verdor das folhas e ainda melhora a fotossintese, que esta diretamente
relacionada com a assimilacdo de nitrogénio pelas plantas.

Em relacdo a producdo de metabdlitos especiais, sé houve diferenca significativa
no teor de 6leo essencial aos 45 dias, ou seja, com trés aplicacdes de Trichoderma, o qual
proporcionou 0 maior teor de 6leo essencial. Ja& com os fendlicos totais, sé houve
diferenca significativa aos 15 dias, onde o cultivo com Trichoderma proporcionou uma
maior biossintese de compostos fendlicos. Para os flavonoides totais o Unico periodo que
ndo houve diferenga entre as plantas cultivadas com e sem Trichoderma foi aos 45 dias,
sendo que o Trichoderma aumentou a concentracdo desse fitoquimico.

Na producdo de 6leo essencial das plantas cultivadas com Trichoderma, aos 45
dias, houve um incremento de 86,4 % quando comparadas aquelas sem o0 uso do
microrganismo. J& para os fenolicos totais, o incremento foi de 65%, com o uso de
Trichoderma aos 15 dias. Os flavonoides houve incremento em trés periodos avaliados
utilizado o Trichoderma, no 0 com 25,8%, no 15 com 69% e no 30 com 52%.

Os resultados mostraram que o Trichoderma foi eficiente como um elicitor bidtico
na biossintese de metabolitos especiais. Segundo Zapata-Sarmiento et al. (2020) o
Trichoderma pode induzir as defesas dos vegetais de duas maneiras, direta, que incluem
a competicdo por nutrientes, micoparasitismo e antibiose, e a indireta, induzindo a
resisténcia da planta. A interacdo que o Trichoderma estabelece com as plantas induz
diversas alteragbes nas rotas metabolicas relacionadas a sua defesa, incluindo a
biossintese de metabdlitos especiais (PASCALE et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antibiosis
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Tabela 1: Variaveis Altura (ALT), Diametro das hastes (DH), Nimero de hastes (NH), Numero de folhas (NF), Numero de inflorescéncia (NI),
Comprimento da raiz (CP), Massa fresca das folhas (MFF), Massa fresca da raiz (MFR), Massa fresca da inflorescéncia (MFI), Massa seca da raiz
(MSR), Massa seca da inflorescéncia (MSI), Massa seca das folhas (MFF), Fendlicos totais (FEN), Flavonoides totais (FLAV) e Teor de 6leo

essencial de Lippia alba analisadas em diferentes tempos de coleta, com e sem aplicacéo de Trichoderma

15 30

Variaveis ST cT ST cT ST cT ST cT cvi Cv2
ALT (cm) 402 402 ola  745b  1266a  1278a  1584b  1847a 2,34% 2,14%
DH (mm) 274b  347a  324b  435a  38b  519a 43b 4922 4,16% 3,78%
NH 82a  1017a  86b  254a  286b  4627a 45b 7842 8,67% 8,10%
NF 1136a 15483a 2194b 4828a  593b  7942a  8626b  15827a  1247% 647%
NI 82a  1708a  292a 502a  104b  1834a  1498b 411a 24,16%  16,08%
CR (cm) 248a  212a  284a 1923b  27b 34,72 30b 40,4 2 1907%  10,28%
MFF (g) 1278a  1909a 2534b 7658a  7885b  147,14a  11046b  20273a  1107% 7,06%
MFR (g) 595a  445a  733b 1473a  2143b  31,09a  2526b  4143a  1857%  14.83%
MFI (g) 030a  0d44a  1l4la 150a  41lb  736a 710b  1982a  3050%  20,29%
MSR (g) 230a  147a  30la 512a  887b  1347a  1446b  235a 1841%  13,27%
MSI (g) 016a  0l15a  049a 052a  156b  328a 4,17b 100a 12,23% 9,24%
MSF (g) 411b  56la  812b 2054a 244lb  48a 4715b  84,08a 2,30% 2,82%
FEN (MgEAGg?) 21,182  21,20a  67b  1919a 11,22a  1753a  1207a  1257a  2238%  1614%
FLAV(MgEQg?) 70lb  945a  257b  83a  30lb  633a 4,16 a 379a 2006%  17,15%
TEOR (%) 063a  043a  069a 055a  100a  107a 0,18b 129a 28,3% 15,19%
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Analisando as figuras (1, 2 e 3) o efeito do tempo de avaliacdo nas plantas que
foram cultivadas com e sem Trichoderma, observa-se que o modelo linear foi o que
melhor ajustou a variacdo das variaveis de crescimento analisadas em func¢éo do tempo,
sendo que ao decorrer dos dias houve um aumento em todas as varidveis de crescimento
analisadas, com excecdo do didmetro das hastes, que quando as plantas foram cultivadas
com o Trichoderma, 0 modelo que melhor se ajustou foi o quadratico, onde as plantas
atingiram o seu didmetro maximo estimado (5,34 mm) os 35 dias e a partir dai ha a

diminuigdo desta variavel.
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Figura 1: Altura (a), Numero de hastes (b), Numero de folhas (c), Numero de flores (d)

de Lippia alba, cultivadas com e sem Trichoderma nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias.
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Figura 2: Massa fresca das folhas (a), Massa fresca das flores (b), Massa fresca da raiz
(c), Massa seca das folhas (d) de Lippia alba, cultivadas com e sem Trichoderma nos
tempos 0, 15, 30 e 45 dias.

O comprimento da raiz das plantas que ndo foram cultivadas com Trichoderma
ndo apresentaram diferencas significativas em funcdo do tempo de analise (Figura 3).

Na ALT das plantas cultivadas com Trichoderma, o incremento proporcionado
aos 45 dias, em relacdo ao tempo 0O, foi de 14,23%. Para NH, NF, NI, MFF, MFR,
MFI, MSR, MSF e MSI o incremento foi de 42,6%, 45,6%, 63,5%, 45,6%, 39%, 64%,
38,4%, 44% e 58,3%, respectivamente.
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Figura 3: Massa seca das folhas (a), Massa seca da raiz (b), Diametro médio das hastes

(c), Comprimento de raiz (d) de Lippia alba, cultivadas com e sem Trichoderma nos
tempos 0, 15, 30 e 45 dias.

Com relagdo a producédo de metabolitos especiais em fungédo do tempo de analise

(Figura 4), o modelo que melhor se ajustou para o teor de déleo essencial das plantas

cultivadas com Trichoderma foi o linear crescente, onde é possivel observar que com o

passar dos dias ha o aumento do teor. Ja para as plantas controle, o melhor modelo foi o

linear quadratico, onde aos 19 dias houve um aumento da producdo estimada de 6leo

essencial seguido de uma reducédo na producdo desse metabolito.
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Figura 4: Fendlicos totais (a), Flavonoides totais (b) e teor de 6leo essencial (c) de Lippia

alba, cultivadas com e sem Trichoderma nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias.

Para os fendlicos totais e flavonoides a curva foi inversamente proporcional a do
teor de 6leo essencial, onde, para as plantas cultivadas com Trichoderma, o modelo linear
decrescente foi o que melhor se ajustou aos dados. Em resumo, com o passar dos dias
houve uma reducéo da biossintese desses compostos. Para as plantas sem o Trichoderma,
0 modelo quadratico foi o melhor, onde é possivel observar que até os 25 dias houve uma
reducdo da producdo desses compostos e apds isso, ocorre 0 aumento da mesma.

Esses resultados indicam que quando a planta de Lippia alba redirecionou a sua
rota metabdlica para producdo de 6leo essencial, ela reduziu a biossintese dos compostos
fenolicos, e vice-versa. Vale ressaltar que a idade e a fase de desenvolvimento, assim
como os diferentes 6rgdos vegetais tambem sdo de grande importancia e podem
influenciar na producdo dos metabolitos e também na sua composi¢do. Comumente
observa-se que em tecidos mais jovens a biossintese de metabdlitos especiais é maior,

mas também pode ocorrer o inverso, um decréscimo na producdo dos metabolitos
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especiais, destacando os compostos fendlicos, nos periodos em que ha um répido
crescimento tecidual (GLOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Com base nesses resultados, 0 momento propicio para colheita, visando um maior
teor de 6leo essencial, seria aos 45 dias, realizando trés aplicagdes da suspensdo de
Trichoderma. J4, visando a producdo de compostos fendlicos e flavonoides, o periodo
ideal seria anterior aos 45 dias, entre 15 e 30 dias, onde a planta teria uma biomassa

consideravel, ja que a mesma precisa ser suficiente para extracdo desses fitoquimicos.

4. Conclusao

Utilizar o Trichoderma na producéo de plantas de Lippia alba favorece o acimulo
de biomassa e aumenta a producéo, principalmente o teor de 6leo essencial, obtendo o

seu maior rendimento aos 45 dias, sendo esse, 0 melhor periodo de colheita das plantas.
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