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PRODUCAO DE BIOMASSA E TEOR DE OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba
(MILL) N.E.BR COM HIDROGEL, INOCULADAS OU NAO COM Trichoderma
asperellum

Autora: Ana Carolina Oliveira Fernandes

Orientadora: Dra. Franceli da Silva

RESUMO: A Lippia alba é uma planta medicinal que possui importancia
econdbmica devido a producdo de compostos bioativos, dentre os quais podemos
citar, os Oleos essenciais. Sendo assim, associar o Trichoderma a L. alba pode
favorecer o seu crescimento e desenvolvimento, produzindo plantas de melhor
qualidade e vigor. Logo, um dos objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do
T. asperellum e hidrogel na producdo de biomassa e metabdlitos especiais e no
teor de Oleo essencial em mudas de L. alba cultivadas em casa de vegetacdo. As
avaliacOes foram realizadas aos 15 e 30 dias ap6s a inoculacdo. Os tratamentos
influenciaram significativamente a massa fresca, massa seca da parte aérea e
massa seca da raiz das mudas de L. alba aos 15 dias, enquanto aos 30 dias
influenciou na altura, massa fresca de raiz, comprimento de raiz, numero de
hastes e teor de Oleo essencial. Os resultados indicam um efeito positivo no
incremento de fitomassa das mudas de L. alba, aos 15 e 30 dias proporcionado
pelo hidrogel e Trichoderma, separadamente. J4 no cultivo em campo, em que
objetivo foi avaliar o efeito da inoculacdo com T. asperellum sobre a biomassa e,
teor de Oleo essencial em plantas de L. alba, a diferentes tempos apoés a
inoculagdo. Aos 30 dias, todas as variaveis diferenciaram-se entre si, onde as
plantas cultivadas com duas aplicac6es de Trichoderma apresentaram as maiores
médias, com excecdo da altura. Aos 45 dias, todas as variaveis analisadas
apresentaram diferencas significativas, com médias superiores para as plantas de
L. alba cultivadas com o T. asperellum em comparagdo com o controle (Sem T.
asperellum), indicando que trés aplicacbes da suspensdo de Trichoderma ja é o
suficiente para aumentar o crescimento e o acumulo de fitomassa dessas plantas.
Com relacdo ao teor de Oleo essencial, s6 houve diferenca significativa aos 45

dias, com trés aplicacdes de T. asperellum.

Palavras-chave: interagao, medicinal, erva-cidreira
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BIOMASS PRODUCTION AND ESSENTIAL OIL CONTENT Lippia alba
(MILL) N.E.BR WITH HYDROGEL, INOCULATED OR NOT WITH
Trichoderma

Author: Ana Carolina Oliveira Fernandes

Adviser: Dra. Franceli da Silva

ABSTRACT: Lippia alba is a medicinal plant that has economic importance due to
the production of bioactive compounds, such as essential oils. Combining
Trichoderma with L. 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 T. asperellum and hydrogel on the production of biomass and special
metabolites and on the essential oil content in L. alba seedlings grown in a
greenhouse. The evaluations were carried out at 15 and 30 days after inoculation.
The treatments significantly influenced the fresh mass, dry mass of the aerial part
and dry mass of the roots of L. alba seedlings at 15 days, while at 30 days they
influenced the height, fresh mass root length, root length, number of stems and
essential oil content. The results indicate a positive effect on the increase in
phytomass of L. alba seedlings, at 15 and 30 days provided by the hydrogel and
Trichoderma, separately. The essential oil content was higher in the control
seedlings, differing from the other treatments.

In field cultivation, the objective was to evaluate the effect of inoculation with T.
asperellum on biomass and essential oil content in L. alba plants, at different times
after inoculation. 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, with higher averages for L. alba plants cultivated with T. asperellum
compared to the control (Without T. asperellum), indicating that three applications
of the Trichoderma suspension are already enough to increase the growth and
accumulation of phytomass of these plants. Regarding the production of special
metabolites, there was only a significant difference in the essential oil content after
45 days, with three applications of T. asperellum, which provided the highest

essential oil content.

Keywords: interaction, medicinal, lemon balm
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REFERENCIAL TEORICO

1 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

7

A Lippia alba € uma espécie brasileira da familia Verbenacea e,
caracterizada como um arbusto de até 1,50 m de altura de ramos finos,
esbranquicados e quebradicos. E plantada e usada em todo Brasil por suas
propriedades analgésicas, antiespasmodicas, calmante, sedativa e citostética;
seus efeitos terapéuticos ja foram comprovados cientificamente (Silva et al, 2015).

A familia Verbanaceae compreende cerca de 175 géneros e 2800
espécies distribuidas mundialmente. Lippia € o0 quarto maior género com
aproximadamente 120 espécies, sendo abundante nas regides do cerrado e
caatinga, com destaque para a Chapada Diamantina-Bahia e Espinhaco-MG com
alta diversidade desse género (Flora do Brasil, 2020).

A espécie é aromatica, cujo aroma esta relacionado aos constituintes
predominantes nos 6leos essenciais, 0s quais podem variar qualitativamente e
quantitativa, em funcao de diversos fatores, tais como: estacdes do ano, época de
floracdo, idade da planta, quantidade de &gua circulante, resultante da
precipitacdo, fatores geograficos e climaticos (Aguiar et al.; 2008).

O Brasil apresenta a maior diversidade em espécies do género Lippia e
esta representado por cerca de 120 espécies conspicuas por sua aparéncia
durante o periodo de floracdo curto e fragrancia geralmente forte e agradavel
(Fabri et al., 2011). A erva-cidreira brasileira (L. alba) é uma planta bastante
promissora para as industrias farmacéuticas, aromaticas e perfumaria; podendo
ser indicada também para industrias de defensivos agricolas, devido as
propriedades antifungica, inseticida e repelente (Yamamoto et al., 2008).

As excelentes caracteristicas agronémicas da L. alba reforcam sua
aplicabilidade como produtora de 6leos essenciais, tornando-a uma espécie de
grande potencial industrial. E um vegetal com rapido desenvolvimento, que
floresce o ano todo, com inflorescéncias que geram inumeros frutos, de elevada
rusticidade, sendo capaz de se desenvolver em condi¢cdes de solo pouco fértil

(Biasi; Costa, 2003). Assim, o Oleo essencial de L. alba, produzidos
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principalmente em suas folhas, apresenta composicdo quimica variada, a qual é

influenciada pelo gendtipo da planta e fatores ambientais.

A L. alba possui alguns quimiotipos identificados, que apresentam
diferencas quanto a composicdo quimica do O6leo essencial, sendo o0s
componentes majoritarios o citral, a carvona e o linalol (Julido et al., 2001). Os

quimiotipos diferem quanto a resposta de enraizamento apesar de todos
apresentarem certa facilidade para formacao de raizes.

A obtencdo de mudas para instalacdo de uma area de producdo pode ser
feita de varias maneiras. 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).

No estudo realizado por Biasi e Costa (2003) demonstrou que 0s tipos de
estacas afetam no desenvolvimento das raizes, sendo recomendadas as que
apresentam pelo menos um par de folhas, uma vez que estas continuam o
processo fotossintético, disponibilizando carboidratos, hormonios, além de outras
substancias que estimulam o crescimento das raizes adventicias (Hartmann et al.,
2011). Em outro estudo foi possivel observar que néo € necessario o uso do acido
indolbutirico, e que a depender da espécie de Lippia, existe a influéncia da parte

de onde é retirada da planta matriz, seja da parte apical ou mediana. (Bispo,
2015).

A estaquia é uma forma de propagacdo vegetativa que consiste no
desenvolvimento de uma nova planta formando gemas apicais e raizes
adventicias, proporcionando a producdo de clones (Pinto; Franco, 2009). Este
meétodo possui a vantagem de garantir a selecdo de gendtipos superiores, além

da maior producdo de mudas em menor espaco de tempo (Neves et al., 2006).

De acordo com Paiva e Gomes (2001), a propagacdo vegetativa é de
grande importancia quando se deseja multiplicar um genétipo que apresenta
caracteristicas que podem se perder quando propagadas por sementes. No caso

das plantas medicinais, a propagacéo vegetativa € uma forma de evitar variacdes
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nos teores dos principios ativos e de manter a qualidade do produto final
(Marchese & Figueira, 2005).

O processo de formacgdo radicular é influenciado pelo substrato, que
precisa fornecer agua, oxigénio e nutrientes em quantidades adequadas (Souza
et al., 2016). A incorporacao de hidrogel aos substratos tem sido estudada nos
altimos anos, pois permitem uma maior retencdo de agua e nutrientes, que podem
ser liberados lentamente para as plantas devido aos ciclos de absorc¢éo-liberagéo,
além de aumentarem a porosidade, e consequentemente o espaco de aeracao
(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.

2 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas, sem excecdo, produzem compostos através do seu
metabolismo que s&o indispensaveis para garantir sua sobrevivéncia. Estes
compostos podem ser divididos em metabdlitos primarios, que sdo encontrados
em todas as células vegetais e importantes para o seu desenvolvimento,
fundamentais para as fungbles vitais da planta como nos processos de
fotossintese, respiracdo, transporte de solutos e assimilacao de nutrientes (Souza
et al.,, 2010). E, em metabdlitos secundarios, sendo através dessas substancias
que as plantas “sentem” e “se fazem sentir” no ambiente, isto €, se comunicam
com a sua biota associada. Por essas razbes, designadas a esse tipo tao
importante de substancias como “metabdlitos especiais” (Gottlieb & Borin, 2012),

que sdo produzidos como forma de protecdo a microrganismos e insetos
predadores (Aciole, 2009).

Os oOleos essenciais, também conhecidos como O6leos volateis, Oleos
etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas de compostos nhaturais
extremamente volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, com
aparéncia oleosa a temperatura ambiente (Aciole, 2009; Cunha et al.,, 2012;
Heinzmann et al., 2016), e vem sendo amplamente utilizadas na medicina

popular, indastria cosmética, farmacéutica e alimenticia (Santos, 2019).
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Nas plantas desempenham um papel importante na protecdo dos vegetais
contra bactérias, virus, fungos, inclusive contra o ataque de herbivoros, além de
atrair insetos polinizadores e dispersores de sementes (Bakkali et al., 2008).
Pode-se citar outras fungdes bioldgicas que os 6leos essenciais exercem sobre as
plantas, como a protecdo contra o calor e estresse oxidativo, a comunicagao entre

individuos da mesma espécie e o efeito alelopatico (Unsicker et al., 2009).

Os Oleos essenciais sdo produzidos e armazenados em estruturas
secretoras que podem ser externas ou internas, podendo ser encontradas em
varias partes da planta como nas sementes, cascas, caules, raizes, flores, folhas
e nos frutos, como por exemplo: sementes (noz moscada), casca (pau-rosa),
caule (canela), raizes (gengibre), flores (rosas e jasmim) e frutos (laranja, liméo e
erva-doce). A sua composicdo quimica é muito complexa, um Uunico 6leo
essencial pode conter 20-200 componentes diferentes (Cunha et al., 2012;

Heinzmann et al., 2016).

Sua composicdo pode variar conforme a localizagdo, como por exemplo, o
O0leo das cascas de Cinnamomum zeylanicum (canela) € rico em aldeido
cindmico, enquanto que os das folhas e das raizes desse mesmo vegetal sdo
ricos em eugenol e canfora, respectivamente. E importante ressaltar que o 6leo,
além de apresentar composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores
bem diferentes de distintas partes da mesma planta também pode variar
significativamente no mesmo 6érgdo de uma mesma espécie vegetal, de acordo

com a época de coleta, condi¢des climaticas e de solo (Simbes; Spitzer, 2010).

Os Oleos essenciais apresentam como propriedades fisico-quimicas
volatilidade, instabilidade na presenca de luz, oxigénio, substancias oxidantes,
redutoras, meios com pH extremos, ou meios com tracos de metais que podem
catalisar reacbfes de decomposicdo e transformacdo. Dada a sua complexa
composigdo, apresentam alta probabilidade de sofrerem modificagbes fisico-
quimicas devido as reacfes entre seus proprios constituintes ou entre eles e o
meio (Bandoni; Czepak, 2008; Astani; Reichling; Schnitzler, 2009).

Além de serem responsaveis pelo odor agradavel e caracteristico de muitos
vegetais, 0s Oleos apresentam funcgdes biologicas variadas, tais como inibicdo do

crescimento de outras espécies (alelopatia), protecdo contra predadores e atracao
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de polinizadores (Inouye, 2003; Simdes; Sptizer, 2010). Devido a essas
caracteristicas e também, por apresentarem acdes biolégicas e propriedades
organolépticas variadas, € que 0s Oleos essenciais sdo importantes matérias-
primas industriais, utilizadas na manufatura de produtos nos setores da
perfumaria, cosmética, farmacéutica, higiene e limpeza, alimenticia e bebidas
(Pauli, 2001).

Muitos Oleos volateis sdo utilizados em funcdo de suas propriedades
terapéuticas e para a aromatizacdo de formas farmacéuticas destinadas a uso
oral. Os 6leos apresentam propriedades farmacoldgicas bem estabelecidas, como
acao inseticida e acaricida (JAENSON et al., 2005), antifungica (Kordali et al.,
2005), antileishmaniose (Rosa et al., 2003), antimicrobiana (Ponce et al., 2003),

antioxidante (Marin et al., 2008), entre outras.

Aromas e fragrancias incorporadas dentro dos alimentos, perfumes e
produtos cosméticos possuem alto valor mundial. O interesse econdmico relativo
a componentes aromaticos de plantas direciona a atencdo para a selecdo de
espécies comercialmente cultivadas, considerando quantidade e qualidade das

substéancias volateis (Paviani, 2004).

A composi¢cdo dos Oleos volateis de uma planta € determinada
geneticamente, mas as condicdes em que sobrevivem no ambiente sdo capazes
de afetar significativamente a producdo de seus metabdlitos secundarios (Morais,
2009). Fatores climaticos, como temperatura e umidade relativa do ar, a
composicdo do solo em que o vegetal se desenvolve, seu ciclo vegetativo e as
interacbes das plantas com outros organismos s&o alguns dos aspectos

determinantes para a variabilidade quimica (Masotti et al., 2009)

Os Oleos essenciais sdo formados, principalmente, por monoterpenos
(C10) e sesquiterpenos (C15) volateis de forma ciclica e aciclica. Possuem,
geralmente, odor caracteristico e auxiliam nas interacdes entre plantas, insetos e
outros organismos, estando estes componentes presentes em quantidades
variadas em diversos 0rgaos vegetais. Sa4o comumente encontrados nas folhas e
flores, em cavidades especializadas denominadas canais secretores e pélos
glandulares (Harbone, 1987). Aromas e fragrancias incorporadas dentro dos

alimentos, perfumes e produtos cosmeéticos possuem alto valor no mercado 21
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mundial. O interesse econdmico relativo a componentes aromaticos de plantas
direciona a atencdo para a selecdo de espécies comercialmente cultivadas,
considerando quantidade e qualidade das substancias volateis (Paviani, 2004).

3 INTERACAO PLANTA X MICRORGANISMO

O entendimento da interagdo microrganismo-planta possui uma importancia
impar para a compreensdo das interacbes organicas ao longo do processo
evolutivo. (Rhoden, 2019).

As interacbes biolégicas existentes nos ecossistemas possuem papel
fundamental por garantir a perpetuacdo das espécies de plantas, animais ou
outros seres vivos (Gongalves, 2015; Lovatto et al., 2012; Brown, 2002). Estas por
sua vez, possuem interferéncia direta das condicbes ambientais (REIS, 2005). No
solo, a diversidade microbiana existente, possibilita o equilibrio dinamico,
podendo acarretar em melhorias na estrutura fisica, quimica e bioldgica, a
exemplo da ciclagem de nutrientes, atividades metabdlicas, biorremediadores de
solos contaminados, retencdo e disponibilidade de agua e nutrientes que sao
indispensaveis no funcionamento sustentavel do agroecossistema (Moreira et al.,
2018; Benintende et al., 2008).

A superficie das plantas é um dos primeiros sitios de contato com os
microrganismos, onde ha estruturas como a cuticula e os tricomas, que podem
interferir nessa interacdo inicial. A rizosfera, camada do solo mais préxima das
raizes, é o lugar onde ocorre 0 maior niumero de interagdes entre plantas e
microrganismos (Bhattacharyya & Jha, 2012). Essa regido compde um habitat
ideal para os microrganismos multifuncionais, pois nela encontram-se uma gama
de compostos liberados pelas plantas (exsudatos radiculares), os quais sao

utilizados no metabolismo e crescimento microbiano (Rout, 2014).

A interagdo dos microrganismos com as plantas na rizosfera pode ocorrer
de diferentes formas: microrganismos de vida livre localizados na matriz do solo
rizosférico, microrganismos associados a superficie da raiz da planta ou rizoplano

e microrganismos que se encontram dentro dos tecidos da raiz, nos espagos
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intercelulares ou intracelulares, sendo conhecidos como endofiticos (Santoyo et
al., 2016).

Além das interaces intra/interespecificas que sao encontrados na rizosfera
ou solo, as plantas também apresentam microrganismos associados aos seus
orgaos vegetais, denominados de fungos endofiticos, estes estdo presente em
todos os vegetais (Firdkova et al., 2007; Strobel; Daisy, 2003). Esses fungos
apresentam a capacidade de viver na planta, intercelularmente, sem causar

algum tipo de doenca (Schulz; Boyle, 2005).

Os mecanismos pelos quais os microrganismos multifuncionais promovem
0 crescimento das plantas podem ser diretos ou indiretos (Vejan et al., 2016).
Diretamente, aprimorando a absor¢cdo e acumulo de nutrientes essenciais as
plantas (Schlaeppi & Bulgarelli, 2015), fixacdo biolégica de nitrogénio,
solubilizacéo de fosfato, secrecéo de sideréforos (Bashan et al., 2013) e producéo
de fitormonios (Gonzalez et al., 2011). Indiretamente, destacam-se 0 biocontrole
contra pragas e fitopatégenos (Liotti et al., 2018) e a inducdo de resisténcia das
plantas aos estresses bidticos e abidticos como metais pesados, deficiéncia

hidrica e salinidade (Pietro Souza et al., 2020).

A promogédo do crescimento radicular também é um dos efeitos benéficos
dos microrganismos multifuncionais, pois o estabelecimento rapido das raizes
laterais e adventicias é uma caracteristica vantajosa para as plantas, aumentando
a habilidade destas de se fixar ao solo e obter dgua e nutrientes do ambiente
(Moreira & Araujo, 2013).

Algumas espécies de fungos também apresentam potencial em
promover crescimento em plantas (Cadore et al., 2018). Os fungos,
principalmente, os do género Trichoderma sp. exibem um papel consolidado na
producéo agricola, devido a sua capacidade de colonizar a rizosfera e outros
locais na parte aérea das plantas, promovendo efeitos benéficos no
desenvolvimento vegetal (Mayo Pietro et al., 2020). Esse mecanismo relaciona-se
ao fato de o Trichoderma atuar na solubilizacdo e absor¢do de nutrientes,
promovendo o aumento da superficie de absorcéo; causar a diminuicdo dos niveis

de etileno nas plantas, o que resulta em seu crescimento; aumentar a eficiéncia
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do uso do nitrogénio; melhorar a atividade fotossintética e amenizar os efeitos

causados pelo estresse ambiental (Meyer, et al, 2019; Moreira et al, 2022).

Varias espécies deste género estdo associadas a rizosfera das plantas ou
podem estar relacionadas endofiticamente, podendo promover o crescimento e
desenvolvimento das plantas através da producao de auxinas e giberelinas. Eles
também podem produzir acidos organicos (glucdnico, fumérico e citrico) que
podem diminuir o pH do solo e promover a solubilizacdo de fosfatos, magnésio,
ferro e manganés, que sdo vitais para o metabolismo das plantas (Torres-de La
Cruz et al. , 2015; Sharma et al, 2017).

Além disso, esse género fungico é importante para as plantas,
contribuindo no controle de fungos fitopatogénicos, pois possuem propriedades
micoparasitarias e antibiodticas, razdo pela qual algumas espécies tém sido
classificadas como excelentes agentes de controle bioldgico de fungos que
causam doencas em diversas plantas. ( Argumedo-Delira et al., 2009 ). Este
fungo retira nutrientes dos fungos que parasita e de materiais organicos,
auxiliando na sua decomposicdo, para 0 que a adicdo de matéria organica e

composto favorece a sua proliferacdo (Ramos et al., 2008).

O uso desse microrganismo pode também estimular a sintese de
metabdlitos 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 quando submetidas ao tratamento com Trichoderma
asperellum B35. Quando este fora combinado, houve diminuicdo da biomassa da
parte aérea e acumulo de alguns compostos fendlicos (Ming et al., 2013).

4 USO DE TRICHODERMA SPP. NA PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE
PLANTAS

BN

Diversos microrganismos quando associados a planta podem
promover 0 seu crescimento e uma série de outros beneficios no seu
desenvolvimento e sdo referidos na literatura como microrganismos
promotores do  crescimento  vegetal (Abhilash et al.,, 2016). Esses

microrganismos podem ser considerados insumos tecnologicos no contexto da



20

economia verde, pois reduzem o0 uso de insumos sintéticos na producao
agricola (Chagas et al., 2017), representando assim alternativa estratégica
para a intensificacao sustentavel de sistemas agricolas (Steffen et al., 2018).

Os fungos do género Trichoderma tem sido bastante estudados, uma vez
gque estes tém se destacado na promocao 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 absorcéo; causar a diminuicdo dos niveis de etileno nas
plantas, o que resulta em seu crescimento; melhorar a atividade fotossintética e
amenizar os efeitos causados pelo estresse ambiental ( Silva, 2019; Moreira et al,
2022).

O género Trichoderma compreende um grande numero de espécies de
fungos filamentosos de vida livre, encontrados em varios ecossistemas, habitando
desde as regifes tropicais até as temperadas (Machado et al., 2012). S&do
comumente encontrados nos solos, associado as raizes das plantas (Harman et
al., 2004) e na decomposicdo de restos vegetais e madeira, sendo raramente
associados a doencas de plantas (Srivastava et al., 2014). Trichoderma se
destaca pela alta capacidade reprodutiva, sobrevivéncia em condi¢cdes adversas,
eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera e acao

antag6nica a fungos fitopatogénicos (Benitez et al., 2004).

Inicialmente, a promocdo de crescimento de plantas pela aplicacdo de
Trichoderma foi relacionada ao controle dos microrganismos prejudiciais
presentes no solo (Machado et al., 2012). Porém, alguns autores apontam que a
associacdo do Trichoderma com as raizes promove 0 crescimento das mesmas
através da producédo de fitohorménios e aumento da disponibilidade e maior

eficiéncia no uso de alguns nutrientes pelas plantas (Hill, 2014).

Diferentes isolados de Trichoderma tém levado a aumentos significativos
na porcentagem e precocidade de germinacdo, além de ocasionar aumento no
crescimento e produtividade de culturas agricolas inoculadas com esse bioagente,
como tem sido observado em milho (Zea mays), feijao (Phaseolus vulgaris),
ervilha (Pisum sativum), gréo-de-bico (Cicer arietinum), pepino (Cucumis sativus),

pimentdo (Capsicum annum), rabanete (Raphanus sativus), tomate (Solanum
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lycopersicum), alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota) e algoddo

(Gossypium sp.), entre outras (Jyotsna et al., 2008; Hoyos-Carvajal et al., 2009).

Algumas linhagens de Trichoderma aumentam a superficie total do
sistema radicular, possibilitando um maior acesso aos elementos minerais
nele presentes. Outras sdo capazes de solubilizar e disponibilizar para a
planta o fosfato de rocha, ferro, cobre, manganés e zinco. Também,
podem melhorar 0s mecanismos ativos de absorcdo de macro e
micronutrientes, bem como, aumentar a eficiéncia da planta para utilizar alguns
nutrientes importantes, como o nitrogénio (Das et al., 2017; Woo & Pepe, 2018;
Mendoza-Mendoza et al., 2018).

Este fungo pode influenciar positivamente na germinacao de sementes, no
desenvolvimento e rendimento da cultura devido, também, a producdo de
substancias promotoras de crescimento e melhoria na nutricdo das plantas,
principalmente pela solubilizacdo de fosforo, sintese de &cido in dol acético
(Chagas et al.,, 2017),como agentes de controle de doencas de varias

plantas cultivadas e indutores de resisténcia de doencas nas plantas.

As espécies de Trichoderma predominam em ecossistemas terrestres
(florestas ou solos agricolas), tém baixas necessidades nutricionais, mas uma
faixa de temperatura relativamente ampla (25-30°C) para seu crescimento (
Sandle, 2014 ). Além disso, possuem alta adaptabilidade as condi¢des ecolbdgicas
e podem crescer saprofiticamente, interagir com animais e plantas (Zeilinger et
al., 2016 ), e se desenvolver em diversos substratos, o que facilita sua producao
em massa para uso na agricultura (Ramos et al., 2016). E por isso que o estudo
da diversidade de espécies de Trichoderma em varios habitats naturais, permite
ampliar o conhecimento sobre a sua contribuicdo biotecnologica, e a sua
importancia ecoldgica e agricola (Jaklitsch e Voglmayr, 2015 ; Torres-de La Cruz
et al., 2015).

5 POLIMEROS HIDROABSORVENTES

Os polimeros agricolas hidroabsorventes, também chamados de hidrogéis,

sdo condicionadores de solo utilizados para melhorar os atributos fisicos dos
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solos, no que se refere ao aumento de sua capacidade de armazenagem de agua
e maior disponibilidade da mesma para as plantas (Tittonell et al., 2002). Os
hidrogéis podem ser definidos como estruturas tridimensionais formadas a partir
de macromoléculas ou polimeros hidrofilicos entrecruzados para manter sua
estrutura e permitir absorcdo de grandes quantidades de agua, sem sofrer a
dissolucéo (Pal et al., 2009; Fan et al., 2013).

Os primeiros polimeros condicionadores de solos surgiram nos anos 50,
dentre os quais o Krilium, polimero organico sintético com uso direcionado para a
melhoria da estrutura de solos e controle da erosdo. Contudo, o uso comercial
desses produtos ndo teve sucesso, Vvisto que 0S mesmos apresentavam baixa
capacidade para absorver 4gua e curta vida Util, por serem bastante atacados por

microorganismos do solo (Wallace e Wallace, 1986, citado por Resende, 2000).

Pesquisas foram desenvolvidas em diversas partes do mundo, culminando,
no inicio dos anos 80, com o0 surgimento de nova geracdo de polimeros e
copolimeros a base de acrilamida, caracterizados por apresentar elevada
absorcao hidrica e longa vida util. Devido a sua habilidade de absorver centenas
de vezes a sua prépria massa em agua, esses polimeros agricolas tém sido
utilizados, principalmente, na producdo de hortalicas, flores, gramados e
esséncias florestais com énfase na producdo de mudas, visando aumentar a
disponibilidade de agua no solo para as plantas (Azevedo, 2000). Segundo
Azevedo et al. (2002), os polimeros hidroabsorventes funcionam como alternativa
para situacdes em que ndo haja ou seja baixa a disponibilidade de agua no solo,
circunstancias de déficit hidrico ou em longos periodos de estiagem, ocasifes em
gue o baixo contetudo de agua no solo afeta, de forma negativa, o crescimento e 0

desenvolvimento das plantas.

Os hidrogéis podem ser de origem natural (derivados do amido) ou
sintéticos (derivados do petroleo) (Balena, 1998; Landis ; Haase, 2012). Os mais
usados sao 0s polimeros sintéticos propenamidas (originalmente denominados
poliacrilamida ou PAM) e o0s co-polimeros propenamida-propenoato
(originalmente conhecidos como poliacrilamida-acrilato ou PAA) (Terracottem,
1998; Landis ; Haase, 2012).
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As poliacrilamidas ndo séo degradadas biologicamente e, uma vez
aplicadas no solo, sofrem paulatina degradacdo ou dissociagcdo por agao do
cultivo, dos raios ultravioletas do sol e um continuo fracionamento por meio dos
implementos agricolas (Szmidt e Graham, 1991). O hidrogel agricola de
poliacrilamida € um produto sintético, derivado de petroleo, sendo o dioxido de
carbono, a 4gua e o amoniaco os produtos finais da dissociagdo, néo existindo,
portanto, nenhum problema relacionado a contaminacdo ambiental (Azevedo et
al., 2002; Azevedo et al., 2006).

Os polimeros de poliacrilamida (PAM), formados por mondmeros de

acrilamida, apresentam a seguinte estruturacdo quimica (Barvenik, 1994):

CH=CH;
|
c=0
|
NHz2—n

A absorcao de &gua no interior da cadeia polimérica do hidrogel refere-se a
hidrofilicidade das cadeias. Nos primeiros estagios de hidratacdo do hidrogel a
agua fica irreversivelmente confinada por uma ligacdo forte nas moléculas mais
polares da estrutura polimérica. Com a hidratacdo destas primeiras moléculas
ocorre aumento da estrutura polimérica, ficando as moléculas mais hidrofobicas
expostas a agua (Sabadini, 2015). A expansao e hidratacdo dos grupos no interior
da molécula levam ao aparecimento de interacdo mais fraca entre as moléculas
de 4gua (DAS, 2013). Além destes dois tipos de interacdo de agua no interior do
hidrogel, ocorre ainda um terceiro fendmeno da difusdo osmdética entre as

cadeias.

Como relata Balena (1998), os polimeros agricolas hidrorretentores, quanto
a sua estrutura, se caracterizam pela capacidade de reter agua por meio de fraca
ligacdo de hidrogénio (H-H) e forte forca de Van Der Waals (intramolecular).

Esses polimeros sdo um arranjo de moléculas organicas que, quando
secos, apresentam forma granular e quebradica; ao serem hidratados
transformam-se em gel, cuja forma macia e elastica possibilita absorver cerca de

gquatrocentas vezes sua massa em agua (Fonteno ; Bilderback, 1993). A absorcao
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de agua em cada molécula do polimero € um processo quimico, em que a agua é
absorvida e retida pelo produto devido a repulséo eletrostatica que ocorre entre as
cargas na estrutura do polimero e o mesmo se torna um gel (Varennes et al.,
1997). A agua pode ser retirada do gel por diferenca de potencial promovida pela
absorcdo de agua pelas raizes de plantas ou por evaporacdo atmosférica,
havendo, nesses casos, redugédo gradual do tamanho do gel (Johnson, 1984).
Essas propriedades tornam os polimeros capazes para serem aplicados em
diferentes tipos de solo, em diferentes condicdbes ambientais e para diferentes

espécies de plantas (Cotthem, 1988).

A necessidade de otimizar a producdo tem estimulado pesquisadores a
buscar técnicas alternativas para melhoria da produtividade e redugéo de custos.
Nesse contexto, os polimeros hidroabsorventes podem atuar como reguladores
da disponibilidade de agua para as culturas, aumentando a produtividade local e
minimizando os riscos e os custos de producdo (Mendonga et al., 2013). Devido a
isso, sua utilizacdo na agricultura brasileira tem crescido nos ultimos anos,
principalmente na silvicultura, fruticultura, agricultura e na composicdo de

substratos para producédo de mudas (Azevedo et al., 2000; Azevedo et al., 2006).

Porém, Hafleet et al. (2008) afirmaram que um fator limitante ao uso
desses polimeros é o0 seu custo, ainda bastante elevado, o que pode ser
minimizado pela obtencdo de resultados positivos com doses bastante baixas;
essas pequenas doses podem trazer a melhoria das condi¢cdes de retencdo de
agua e nutrientes no substrato, propiciando alternativa na producdo de mudas,

COom menores custos.

A adicdo dessa substancia ao solo contribui para a germinacdo de
sementes, desenvolvimento do sistema radicular, crescimento e desenvolvimento
das plantas, reducdo das perdas de agua de irrigacdo por percolacdo, além de
reducado das perdas de nutrientes por lixiviacdo (Henderson ; Hensley, 1986).

Nesse sentido, os polimeros sintéticos sado recomendados para uso
agricola como condicionador de solo, proporcionando-lhe melhoria em atributos
fisico-hidricos como porosidade, densidade do solo (Azevedo et al.; 2002;
Ekebafe et al., 2011) e capacidade de retencéo de agua (Silva ; Toscani ,2000).
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POTENCIAL DE Trichoderma spp. PARA PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE
PLANTAS MEDICINAIS

Resumo: Trichoderma é um dos géneros mais estudados mundialmente,
principalmente quanto ao seu potencial como agentes de biocontrole de doencas
e promocdo de crescimento. Porém, a grande maioria das pesquisas se
restringem a grandes culturas e a fruticultura, o que abre lacunas para os demais
grupos de plantas, como as de uso medicinal. Esse grupo de plantas contém em
suas raizes, rizomas, caule ou folhas, 6leos essenciais com propriedades
medicinais utilizadas, majoritariamente, na industria farmacéutica. Frente a notoria
importancia do fungo Trichoderma para cultivos agricolas e a necessidade de
compilacdo dos conhecimentos atuais sobre seu efeito nas plantas medicinais,
este artigo teve como objetivo fazer um levantamento bibliografico sobre os
possiveis mecanismos de acdo do Trichoderma que podem influenciar no
crescimento da planta, bem como a sintese de compostos bioativos, expondo de
forma geral, os parametros morfofisiolégicos e bioquimicos das plantas
inoculadas, além da sintese dos constituintes com propriedades medicinais. A
presente revisdo reune informacgdes do potencial de promocédo de crescimento de
espécies de Trichoderma em plantas medicinais e seus efeitos sobre os
metabdlitos secundarios, com foco em publicagbes mais atuais no periodo
compreendido de 2018 a 2023, o que foi possivel a confirmacdo da capacidade
endofitica de Trichoderma spp. em diversas plantas medicinais. Esse fato
aumenta as chances de obtencdo de plantas com melhores caracteristicas
morfofisioldgicas: altura, numero de folhas, tamanho de flores, biomassa e teor de
pigmentos fotossintéticos, além da alteracdo no periodo de floracdo. Contudo, o
efeito sobre o crescimento da planta depende da espécie e das caracteristicas
bioquimicas do agente promotor. Algumas cepas de Trichoderma sp. apresentam
habilidades como: solubilizacdo de nutrientes e sintese de fitohorménios que

influenciam diretamente no estimulo ao desenvolvimento e crescimento da planta.

Palavras-chave: promotor de crescimento de plantas, metabdlitos, flavonoides,

endofitico, status bioquimico.
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POTENTIAL OF Trichoderma spp. FOR PROMOTING THE GROWTH OF
MEDICINAL PLANTS
Abstract: Trichoderma is one of the most studied genera worldwide, mainly
regarding its potential as disease biocontrol and growth promotion agents.
However, the vast majority of research is restricted to large crops and fruit
growing, which leaves gaps for other groups of plants, such as those for medicinal
use. This group of plants contains in their roots, rhizomes, stems or leaves,
essential oils with medicinal properties used, mainly, in the pharmaceutical
industry. Given the notorious importance of the Trichoderma fungus for agricultural
crops and the need to compile current knowledge about its effect on medicinal
plants, this article aimed to carry out a bibliographic survey on the possible
mechanisms of action of Trichoderma that can influence plant growth, as well as
the synthesis of bioactive compounds, exposing in general, the
morphophysiological and biochemical parameters of the inoculated plants, in
addition to the synthesis of constituents with medicinal properties. This review
brings together information on the potential to promote the growth of Trichoderma
species in medicinal plants and their effects on secondary metabolites, focusing
on more current publications in the period from 2018 to 2023, which made it
possible to confirm the endophytic capacity of Trichoderma spp. in various
medicinal plants. This fact increases the chances of obtaining plants with better
morphophysiological characteristics: height, number of leaves, flower size,
biomass and photosynthetic pigment content, in addition to changes in the
flowering period. However, the effect on plant growth depends on the species and
biochemical characteristics of the promoting agent. Some strains of Trichoderma
sp. present abilities such as: solubilization of nutrients and synthesis of
phytohormones that directly influence the stimulation of plant development and

growth.

Keywords: plant growth promoter, metabolites, flavonoids, endophyte,

biochemical status.
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INTRODUCAO

Esta bem estabelecido que microrganismos associados, seja de forma
endofitica ou colonizado na rizosfera das raizes podem influenciar o crescimento
e desenvolvimento das plantas, e esta capacidade tem sido relatada para
espécies de Trichoderma h& algumas décadas. Por exemplo, Paulitz (1986) relata
um aumento significativo do peso seco da parte aérea (149%) de rabanetes
cultivados em uma mistura de solo, vermiculita e Trichoderma harzianum
comparado ao controle, apenas solo. Assim como, Chang et al. (1986),
observaram maiores taxas de germinacdo, floracdo mais rapida e aumento de
altura e peso fresco em diversas espécies de plantas, incluindo pimenta, pervinca
e crisantemo apods o tratamento do solo com Trichoderma harzianum. Porém,
curiosamente, Ghisalberti et al. (1990) notaram a variabilidade de respostas no
crescimento do trigo entre cepas de Trichoderma harzianum indicando que o
efeito da inoculacdo sobre a promocdo de crescimento varia entre
individuos/cepas da mesma espécie. Desde entdo, numerosos artigos cientificos
tem comprovado a promog¢do do crescimento de inUmeras plantas através da
inoculacao de diferentes espécies e cepas do género Trichoderma.

Trichoderma spp. sdo habitantes comuns da rizosfera, fungo cosmopolita
distribuido no mundo inteiro, principalmente em ambientes de clima tropical e sub-
tropical. Inicialmente, investigados como agentes de controle bioldgico e, posterior
comprovacdo de multiplas habilidades que garantem sua diversidade funcional
em sistemas agricolas. Atua na promocao de crescimento, biocontrole de
doencas e nematoides, biofertilizante e correcdo de solo em sistemas agricolas e
horticolas (Vinayarani e Prakash, 2018; Moreira et al., 2021; Guzméan-Guzman et
al., 2023). Participa de varios processos bioquimicos na natureza, como
solubilizagdo de fosfato, ferro e outros nutrientes, decomposicdo de matéria
organica e quelacdo de compostos (Vinale et al., 2014; Vinayarani e Prakash,
2018; Zhai et al., 2019; Moreira et al., 2021).

Quando associados a planta, Trichoderma spp. podem se tornar
microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP) e indutores de
resisténcia sistémica contra estresses biotico e abidtico (Vinayarani e Prakash,
2018; Zhai et al., 2019; Prisa et al., 2020). Nesse contexto, as plantas
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hospedeiras podem se beneficiar de exsudatos intermediarios e/ou finais do
metabolismo secundario, como fitohormoénios (auxina, giberelina, citocinina, acido
salicilico e &cido abscisico), quelantes (complexo ferro-sider6foro), enzimas
(ACC-deaminase) e acidos organicos que solubilizam nutrientes (Viterbo et al.,
2010; Vinale et al.,, 2014; Alwhibi et al., 2017; lllescas et al., 2021; Pedrero-
Méndez et al., 2021). Além disso, o fungo endofitico pode modular a rede de
sinalizagdo da planta, mediada por fitohorménios e alterar o status bioquimico
(substancias antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas) contribuindo com alivio
do estresse oxidativo nas plantas gerado por alteracbes ambientais (ex: baixa
fertilidade, pH do solo, salinidade, metais tragcos) (Zhai et al., 2019; Moreira et al.,
2021; Li et al., 2022).

Embora existam diversas pesquisas sobre os efeitos benéficos da
inoculacdo de Trichoderma em plantas, estes se restringem a grandes culturas e
a fruticultura, em que o foco € a produtividade de frutos e/ou graos (Moreira et al.,
2021; Pedrero-Méndez et al., 2021). Isso abre lacunas para os demais grupos de
plantas, como as de uso medicinal. Diferente das grandes culturas, os objetivos
dos estudos com plantas medicinais tém sido a producédo de 6leos essenciais e
de metabdlitos secundarios (Kushwaha et al. 2019; Zhai et al., 2019; Prisa, 2020;
Li et al., 2022). A compilacio dos conhecimentos sobre a interagéo Trichoderma —
planta torna-se relevante para auxiliar o manejo adequado dessas culturas
especiais e 0 sucesso de um sistema mais sustentavel.

As plantas medicinais sao, geralmente, herbaceas perenes, que contém
em suas raizes, rizomas, caule ou folhas, 6leos essenciais ou compostos
bioativos utilizados principalmente na indastria farmacéutica. Esses materiais
medicinais apresentam propriedades curativas devido a complexa mistura de
substancias quimicas com alto poder de volatilizacdo produzidos em todos os
estagios de desenvolvimento da planta (Lermen et al., 2017; Batista et al., 2016;
Lima et al., 2015).

Diante da notéria importancia do fungo Trichoderma para cultivos agricolas
e a necessidade de compilacdo dos conhecimentos atuais sobre seu efeito nas
plantas medicinais, este artigo teve como objetivo fazer um levantamento
bibliografico sobre os possiveis mecanismos de acao do Trichoderma que podem

influenciar no crescimento da planta, bem como a sintese de compostos bioativos,
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expondo de forma geral, os parametros morfofisiolégicos e bioquimicos das
plantas inoculadas, além da sintese dos constituintes com propriedades

medicinais.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de uma sumarizagdo de pesquisas baseadas na
comprovagédo da promogao de crescimento de plantas medicinais estimuladas
pelo Trichoderma spp. e seus constituintes com propriedades medicinais. Para o
levantamento de dados, buscou-se por artigos cientificos que atribuiam a
promocdo de crescimento a inoculagédo fungica, focando nos mecanismos de
acdo do agente promotor, nas respostas da planta, tanto morfofisiolégica quanto
bioquimica. Tal levantamento ocorreu entre julho e setembro de 2023,
compreendendo o periodo de 2018 a 2023, usando como termo indexador para a
pesquisa “Trichoderma plant growth promotion” e “Trichoderma stimulate growth
of medicinal plant”. Visando assegurar e ampliar a abrangéncia desta revisao,
foram consultadas as seguintes bases: Academia.edu
(https://www.academia.edu), Google Scholar (http://www.scholar.google.com),
Science Direct (http://www.sciencedirect.com) e Scielo (http:// www.scielo.org).
Durante as buscas, foram excluidos diversos tipos de trabalhos, tais como artigos
nao indexados, teses, dissertacoes e resenhas, pois 0S mesmos poderiam nao ter

passado por um processo de avaliacéo pelos pares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trichoderma: endofitico de plantas medicinais

Algumas espécies de Trichoderma sdo relatadas como endofiticas de
plantas medicinais. Trichoderma koningiopsis encontrado em raizes de Artemisia
argyi (Shi et al., 2020), Trichoderma citrinoviride isolado de Panax ginseng (Park
et al., 2019); Trichoderma viride em Withania somnifera (Kushwaha et al., 2019);

Trichoderma harzianum em Curcuma longa (Vinayarani e Prakash, 2018);
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Trichoderma sp. em raizes de Limonium sinuatum, Cupressus sempervirens e
Camelia sinensis (Prisa et al., 2013), e em caule de Laurus sp. (Kaushik et al.,
2020). A colonizacdo endofitica é um indicativo da interacdo positiva de espécies
de Trichoderma com diversas plantas medicinais, aumentando as chances de
obtencdo de plantas vigorosas e saudaveis apos inoculacées (Andrzejak et al.,
2021; Yahya et al., 2021; Andrzejak e Janowska, 2022; Li et al., 2022).

Enzimas secretadas por Trichoderma que devem facilitar a colonizacao
radicular incluem glicosideo hidrolases, glicosiltransferases, polissacarideo liases,
carboidratos esterases e proteinas de ligacdo a carboidratos. Entre essas
proteinas, glicosideo hidrolases sd@o as enzimas mais abundantes em
Trichoderma atroviride IMI 206040, Trichoderma virens Gv29-8, Trichoderma
reesei QM6a, Trichoderma reesei Rut C-30, Trichoderma guizhouense NJAU
4742, Trichoderma harzianum T6776, Trichoderma parareesei CBS 125925 e
Trichoderma gamsii T6085 (Mendoza-Mendoza et al., 2018).

O sucesso das cepas de Trichoderma como agente promotor de
crescimento se deve a sua alta capacidade infectiva e reprodutiva, capacidade de
sobreviver em condi¢des desfavoraveis utilizando os nutrientes disponiveis e forte
competidor contra demais microrganismos do solo (Vinayarani e Prakash, 2018).

Apesar da sua capacidade infectiva e agressiva, outros microrganismos
benéficos colonizam as raizes do hospedeiro juntamente com espécies de
Trichoderma, ocupando diferentes nichos radiculares.  Trichoderma
longibrachiatum e Trichoderma afroharzianum favoreceu a colonizagéo de outros
promotores de crescimento, como Macrophomina pseudophaseolina e
Paraphoma radicina, demonstrando a coexisténcia de ambos os promotores de
crescimento nas raizes da planta medicinal Astragalus mongholicus (Li et al.,
2022). E como resultado da colonizacdo fangica nos tecidos internos, o
microrganismo exerce influéncia positiva sobre o status bioquimico e as
caracteristicas morfofisiolégicas relacionadas ao crescimento da planta (He et al.,
2020; Tangi¢-Zivanov et al., 2020; Moreira et al., 2021; Li et al., 2022).
Trichoderma viride e o mix de endofiticos (Paraboeremia putaminum, Scytalidium
lignicola e Phoma herbarum) se estabelecem nos ambientes rizosféricos e
endofiticos de plantas de Glycyrrhiza uralensis e promovem crescimento radicular
(He et al., 2020).
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Melhoria dos parametros morfofisiologicos

Os efeitos da inoculacdo de espécies do género Trichoderma séo diversos
e variam entre as espeécies de plantas medicinais (Tabela 1). No geral, os efeitos
benéficos sdo observados em parametros morfofisioldgicos, tais como: altura do
caule ou hastes, numero de folhas, tamanho de flores, biomassa aérea e radicular
e teor de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotendides) (Kushwaha et al.,
2019; He et al., 2020; Andrzejak e Janowska, 2022). Em adicdo, observa-se
também alteracdo no periodo de floracdo. Mix de espécies de Trichoderma (T.
hamatum, T. harzianum e T. viride) estimulou o crescimento de brotos de
inflorescéncia da espécie ornamental e medicinal Gladiolus hybridus. Plantas
inoculadas apresentaram floracdo precoce e continham brotos e inflorescéncias

mais longas, o que aumentou o numero de flores (Andrzejak e Janowska, 2022).
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Tabela 1. Potencial de promocéao de crescimento de espécies de Trichoderma em plantas medicinais e seus efeitos sobre os

metabdlitos secundarios publicados no periodo de 2018 a 2023.

Constituintes bioguimicos

Referéncias

Planta Medicinal

ModificacBes

Espécies

Mix de Trichoderma . . .
spp. (T. hamatum, T. Gladiolus hleJereC(ijl:IS Advances
harzianum e T. viride)

Trichoderma
afroharzianum e
Trichoderma
longibrachiatum

Astragalus mongholicus

Mix de Trichoderma
spp. (T. hamatum, T.
harzianum e T. viride)

Begonia x tuberhybrida ‘Picotee
Sunburst’

Trichoderma
harzianum

Lantana camara

Trichoderma viride Glycyrrhiza uralensis

Kalanchoe spp. (Kalanchoe
pinnata, Kalanchoe tubiflora and

Trichoderma viride
kalanchoe gastonis-bonnieri)

Trichoderma Tulipa gesneriana ‘Golden

Ganho em biomassa radicular e

Floracao precoce;
inflorescéncia mais longa;

maior nimero de flores e flores

maiores; maior teor de

pigmentos fotossintéticos e de

nutrientes (P, K, Ca, Zn, Fe e
B)

Flavonoides: calycosin-7- o-B-

d-glucoside e formononetina

aérea p
nas raizes

Floracao precoce; maior
nimero de folhas, botdes e
flores; maior teor de clorofila e i
de micronutrientes (Zn, Fe e B)

Ganho em altura, massa seca

radicular e aérea; maior teor de

clorofila; aumento dos dias de )
floragéo.

Aumento do diametro, area
radicular e biomassa radicular e
aérea

Ganho em altura, niimero de
folhas, massa seca radicular e
aérea.

Vitamina C

T. harzianum: Floracao

Andrzejak e
Janowska, 2022

Li et al., 2022

Andrzejak et al.,
2021

Yahya et al., 2021

He et al., 2020

Prisa et al., 2020

Cig e Aydin, 2019
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harzianum, Parade’ precoce;
Trichoderma T. asperellum: ganho em altura
asperellum e - aspe U 9 : i

e diametro; flores maiores;

Trichoderma gamsii
T. gamsii: folhas maiores

Ganho em biomassa aérea e
. . . . . radicular; pigmentos witanolideo A nos tecidos Kushwaha et al.,
Trichoderma viride Withania somnifera PSS ) . .
fotossintéticos: clorofilas e foliares e radiculares 2019

carotendides

Trichoderma . Ganho em biomassa fresca
LT Panax ginseng . . - Park et al., 2019
citrinoviride aérea e radicular
Trichoderma Artemisia annua Ganho em massa seca de artemisina Zhai et al., 2019
asperellum folhas

Gladiolus “Yellow Jester’, ‘Tiger
Flame’, ‘Punjab Morning’, ‘Punjab

Trichoderma sp. Dawn’, ‘Pusa Kiran’, Floragdo e |n|2ﬁre:cenma mais - Sisodia et al., 2018
‘Shubhangini, ‘lIHR’, and 9
‘Dhanvantri’
Nenhum efeito sobre o Cruz et al., 2018
Trichoderma sp. Gladiolus ‘Peter’s Pear’ crescimento e a qualidade das -
flores/inflorescéncia
Trichoderma Ganho em altura e biomassa Vinayarani et al.,
: Curcuma longa : -
harzianum radicular 2018

P:fésforo;K:potassio;Ca:calcio;Zn:zinco;Fe:ferro;B:boro.
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O estudo de Andrzejak et al. (2021) demostrou que Trichoderma spp.
estimulam o desenvolvimento de botdes e flores de Begonia x tuberhybrida
‘Picotee Sunburst’, o que resultou em florescimento precoce. De forma
semelhante foi encontrado em pesquisas de Janowska et al. (2020) sobre a planta
ornamental Freesia refracta ‘Argentea’, e Prisa et al. (2019) sobre Pachyphytum
oviferum e Crassula falcata. Por outro lado, Cruz et al. (2018) ndo observaram
efeitos da inoculacdo com Trichoderma spp. sobre a qualidade das
inflorescéncias de Gladiolus ‘Peter’'s Pear’. Nao houve alteragdes no comprimento
do broto da inflorescéncia, no comprimento da inflorescéncia ou no niumero de
flores. A ambiguidade entre resultados de pesquisa representa como a afinidade
micrébio/planta € um fator chave para promocao de crescimento (Moreira et al.,
2023) e varia entre as cepas de Trichoderma (Cig e Aydin, 2019) e entre espécies
de plantas (Vinayarni et al., 2018; Andrzejak et al., 2021; Andrzejak e Janowska,
2022).

Além do efeito isolado, a co-inoculacdo de Trichoderma spp. com outros
microrganismos de fungdes ecoldgicas complementares também promovem o
crescimento das plantas (Karuppiah et al., 2019; Silva et al., 2019; Moreira et al.,
2021). O conhecimento das caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de cada
cepa amplia as possibilidades de exploracdo de seus potenciais beneficios, seja
utilizando-as isoladamente ou em conjunto. Pesquisas atuais avaliam cada vez
mais a associacdo de recursos biotecnoldgicos para diversos fins. Trichoderma
viride e fungos endofiticos nativos do solo (ex: Aspergillus terreus, Penicillium
oxalicum e Sarocladium kiliense) resultam em aumento de 150% do peso da parte
aérea, 74% do peso da raiz, e 35% da altura de plantas de Withania somnifera em
comparacao a plantas ndo tratadas (Kushwaha et al., 2019). Co-inoculagcéo de
duas espécies, Trichoderma afroharzianum e Trichoderma longibrachiatum,
incrementou a biomassa radicular e aérea de Astragalus mongholicus (Li et al.,
2022).

O incremento do crescimento das plantas é resultante da acdo de fatores
diretos e/ou indiretos da inoculacdo. A secrecdo de compostos ativos e
fitormoOnios (exemplo: auxinas, giberelinas, citocininas) sdo habilidades eminentes
de algumas cepas de Trichoderma e que estimulam o crescimento em altura,

biomassa das plantas e taxa de florescimento (Chagas et al., 2016; Jaroszuk-
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Sciset et al., 2019; Zhai et al., 2019; Moreira et al., 2021). Além do efeito sobre os
parametros morfofisiolégicos das plantas, essas substancias auxiliam na
sinalizacdo, ou seja, na sintese de fitormdnios e status bioquimico (Contreras-
Cornejo et al., 2009; Rubio et al., 2017; 2019).

Modulacado do status bioquimico de plantas medicinais

Promotores de crescimento vegetal, como Trichoderma spp. podem
modificar as redes de sinalizagdo de fitohormonios nas plantas ( Rubio et al.,
2017; 2019). Algumas cepas produzem auxinas, fitohorménio que tem papel
relevante no estimulo ao desenvolvimento e crescimento da raiz lateral (Moreira et
al., 2021), bem como a enzima ACC-deaminase, que € capaz de reduzir os niveis
de etileno da planta e, como resultado, promover o crescimento e prolongar a
floracdo (Andrzejak et al., 2021). Trichoderma spp. também pode produzir, em
maior ou menor grau, outros fitohorménios como &cido abiscisico, acido salicilico,
acido giberélico e citocinina.

Nos tecidos vegetais, algumas mudancas consideraveis no contetudo de
fitohormonios sédo detectadas apds a inoculacdo de Trichoderma spp. (Segarra et
al., 2007; Viterbo et al., 2010; Contreras-Cornejo et al., 2011). Em plantas de
Cucumis melo inoculadas com Trichoderma harzianum foram observados
aumentos significativos nos teores de zeatina, acido indol-3-acético (auxina),
acido abscisico, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (precursor de etileno),
acido jasmonico e &cido salicilico nas folhas (Martinez-Media et al., 2011). Li et
al. (2022) observaram o aumento dos niveis de auxinas e nitrato redutase em
plantas de Astragalus mongholicus inoculadas. Zhang et al. (2019) demonstrou
que a auxina produzida por Trichoderma longibrachiatum contribuiu para a
concentracdo desse fitormbnio nas raizes de mudas de trigo sob condi¢cdes de
estresse. Em plantas de milho, Pedreiro-Mendez et al (2021) vincula a promocéo
de crescimento por Trichoderma simmonsii a sua capacidade de sintetizar auxina,
acido abscisico e ACC-deaminase.

Nas plantas, o ACC-deaminase tem sido chave para regular a adaptacdo a
condi¢cdes ambientais desfavoraveis e degrada o precursor de etileno (Zhang et

al., 2019), o que pode favorecer um maior periodo de florescimento em plantas. E
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a auxina, além de controlar o crescimento das plantas e o desenvolvimento das
raizes, pode aumentar a tolerancia das plantas aos estresses abioticos, agindo
como um eliminador de radicais livres e, assim, superando o estresse oxidativo
(Zhang et al., 2019; Li et al., 2022).

Os fitormdnios também desempenham um papel relevante na regulacéo da
colonizagéo da raiz por Trichoderma. Isso foi demonstrado em um estudo onde o
Trichoderma harzianum aumentou a colonizagcédo radicular do mutante Sid2 de
Arabidopsis thaliana que acumula menor quantidade de acido salicilico em
comparacao ao tipo selvagem Columbia-0, sugerindo que esse fitorménio é um
regulador chave da colonizacao radicular de Trichoderma (Martinez-Media et al.,
2017). A colonizacdo radicular de Arabidopsis thaliana por Trichoderma
asperelloides resultou na alteracdo substancial do transcriptoma da planta com
mudancas marcantes na expressao de genes relacionados a resposta de defesa
(Martinez-Media et al., 2011).

A mensuracdo dos fitormbnios pode ser realizada via extracdo e
guantificacdo ou via expressao génica especifica. Existe uma correlacdo entre a
expressdo do gene CycB1:GUS, reporter da divisdo celular na fase G2/M do ciclo
celular e os efeitos induzidos pelo regulador de crescimento vegetal auxina
(Martinez-Media et al., 2011).

Outro mecanismo atrelado a promocao de crescimento de plantas apés a
inoculacdo com Trichoderma € a modificacdo dos niveis de antioxidantes,
incluindo as enzimas antioxidantes, catalase e superoxido dismutase, além dos
fenodlicos livres (Kumar et al., 2022). Os MPCP podem neutralizar os efeitos
prejudiciais do estresse oxidativo, modificando o estado fisiol6gico e bioquimico
das plantas. Aumento da prolina e reducdo do peroxido de hidrogénio em suas
folhas de plantas inoculadas, resultando em maior estabilidade da membrana
celular e homeostase celular em condigdes normais e de estresse (El-Esawi et. al.
2020; Li et al., 2022; Moreira et al., 2023). Isso sugere que esses microrganismos

auxiliam na prevencao do estresse oxidativo.

Sintese de metabdlitos secundarios de plantas medicinais



42

Plantas medicinais contém compostos bioativos, com propriedades
curativas utilizadas para o homem, que se trata de metabdlitos secundarios
utilizado estrategicamente pela planta para sua defesa e sobrevivéncia,
protegendo-a de predadores herbivoros, atagues de pragas e patdégenos,
condig¢@es climéticas adversas, e atuando também, como compostos sinalizadores
atrativos de polinizadores e antioxidantes (WINK, 2015). Existem varios dispostos
na literatura, alguns especificos ao género, outros presentes na maioria das
plantas. Withanolideo, por exemplo, € um tipo de lactona esterdide de valor
medicinal no género Withania. Sdo abundantes nos tecidos radicular e foliar. Até
0 momento, todas as lactonas esterdides junto com seus derivados glicosilados
foram relatados, como withanolideo A, withaferina A, withanolideo D, withanona,
withanosideo 1V, withanosideo V, e assim por diante (Trivedi et al. 2016). A planta
Glycyrrhiza uralensis Fisch. possui diversos efeitos farmacolégicos e funcdes
biolégicas devido aos seus constituintes como a glicirrizina e o acido glicirrizico
(He et al., 2020).

O acumulo de compostos bioativos pode ser estimulado por Trichoderma
spp. Kushwaha et al. (2019) observou o maior teor de withanolideo em folhas de
Withania somnifera apos a inoculagdo com Trichoderma viride. Maiores teores de
calicosina-7-0-3-d-glicosideo e formononetina foram encontradas em raizes de
Astragalus mongholicus inoculadas. Essas substancias sdo indicadores para
avaliar a qualidade de raizes nessa espécie. Sob estresse hidrico, algumas
espécies de Trichoderma melhorou significativamente o teor de calicosina-7- o-B-
d -glicosideo nas folhas (Li et al., 2022). Em Artemisia annua, Zhai et al. (2019)
elucida a superexpressdo dos genes chave relacionados a biossintese da
artemisinina apés a inoculacdo com Trichoderma asperellum.

Além do mecanismo inerente a planta, o microrganismo endofitico também
produz metabdlitos secundarios com propriedades antibiéticas que podem auxiliar
a planta, seja no biocontrole de doencas seja na herbivoria (Park et al., 2018). Em
extrato de Trichoderma spp. foram identificados quatro compostos: eburicol
(4,4,140,24-tetrametil-5a-colesta-8); 24(24')-dien-3B-ol, estigmast-4- eno-3-ona;
ergosterol (ergosta-5, 7, 22-trieno-33-ol) e perdxido de ergosterol (33,50,8a,22E)-
5,8 -epidioxiergosta-6,22-dien-3-o0l) (Kaushik et al., 2020). Curiosamente, em

analise GC-MS (cromatografia gasosa) do extrato de Trichoderma pseudokoningii
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foi encontrado undecano, composto predominante na amostra e previamente

isolada de uma planta medicinal Equisetum arvense (Altameme et al. 2015).

CONCLUSAO

Os dados presentes na literatura e unidos nesta revisdo, demonstram que
as espécies de Trichoderma sdo endofiticas a maioria das plantas medicinais,
indicando a interacdo positiva de entre espécies, o que aumentam as chances de
obtencdo de plantas vigorosas e saudaveis apos inoculacdes. O sucesso dessa
interacdo positiva advém da alta capacidade infectiva e reprodutiva do
Trichoderma e dos beneficios gerados ao hospedeiro. Quanto aos parametros de
crescimento, a planta apresenta ganho em biomassa aérea e radicular. Quanto
aos bioquimicos, ocorre reajuste dos teores de fitormdnios, o que resulta nas
alteracdes de floracdo, teores de substancias antioxidantes e metabdlitos
secundarios com propriedades medicinais.

Em conclusdo, esse levantamento apontou a relevancia de espécies de
Trichoderma como agentes de promoc¢ao de crescimento em plantas medicinais e
modulacdo do status bioquimico, principalmente, na rede de fitorménio endoégeno.
A eficacia do uso desse recurso é comprovada em inameros estudos assinalados

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

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

Resumo: A Lippia alba é muito utilizada devido as suas propriedades
medicinais e por produzir 6leo essencial que s&o utilizados em varios
segmentos da industria e necessita ter sua cadeia produtiva desenvolvida
para aumento da producao desse bioativo. Microrganismos promotores de
crescimento de plantas (MPCP) podem melhorar a qualidade
morfofisioloégica de mudas devido as suas habilidades bioquimicas. Aliado

a isso, pode melhorar as propriedades fisicas do substrato devido a sua
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capacidade de retencdo de agua, favorecendo o crescimento das mudas.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o uso de hidrogel e Trichodema
asperellum nos substratos para producdo de mudas de L. alba. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 4
tratamentos e 10 repeticbes. As mudas foram cultivadas em substrato
contendo solo e humus na proporcdo dois para um e receberam o0s
seguintes tratamentos: 1. Controle (sem hidrogel e sem Trichoderma); 2.
Aplicacdo de hidrogel; 3. Inoculacdo com Trichoderma asperellum; 4.
Associacdo de hidrogel e Trichoderma. Aos 15 e 30 dias apés o plantio,
altura, didmetro, nimero de folhas e de hastes, comprimento radicular,
massa fresca e seca da parte aérea e radicular, bem como suas relacfes
foram avaliadas. Os resultados nos tratamentos foram significativas em
todas as caracteristicas. A inoculagdo com T. asperellum produziu maior
crescimento, aproximadamente, 50,7% em massa fresca e 33,6% em
massa seca, em comparacado ao controle. A aplicacdo de hidrogel ao
substrato também melhorou as caracteristicas, resultando em aumento de
37,9% (MFPA), 55,4% (MFR), 44,5% (MFT), 20% (MSPA) e 22,3%
(MST), em comparacao ao controle. Conclui se que a inoculagdo com T.
asperellum pode ser uma estrategia na producdo de mudas de qualidade

e reducéo do tempo de permanéncia das mudas de L. alba em viveiro.

Palavras-chave: hidrogel; microrganismo promotor de crescimento de
plantas; planta medicinal

SEEDLING 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
because it produces essential oils that are used in various segments of the
industry and needs to have its production chain developed to increase the

production of this bioactive. Plant growth promoting microorganisms
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(MPCP) can improve the morphophysiological quality of seedlings due to
their biochemical abilities. In addition, it can improve the physical
properties of the substrate due to its water retention capacity, favoring the
growth of seedlings. This work aimed to evaluate the use of hydrogel and
Trichodema asperellum in substrates for the production of L. alba
seedlings. The experimental design was completely randomized,
containing 4 treatments and 10 replications. The seedlings were grown in
a substrate containing soil and humus in a two-to-one ratio and received
the following treatments: 1. Control (without hydrogel and without
Trichoderma); 2. Application of hydrogel; 3. Inoculation with Trichoderma
asperellum; 4. Association of hydrogel and Trichoderma. At 15 and 30
days after planting, height, diameter, number of leaves and stems, root
length, fresh and dry mass of the aerial and root parts, as well as their
relationships were evaluated. The results in the treatments were
significant in all characteristics. Inoculation with T. asperellum produced
greater growth, approximately 50.7% in fresh mass and 33.6% in dry
mass, compared to the control. Applying hydrogel to the substrate also
improved the characteristics, resulting in an increase of 37.9% (MFPA),
55.4% (MFR), 44.5% (MFT), 20% (MSPA) and 22.3% ( MST), compared
to the control. It is concluded that inoculation with T. asperellum can be a
strategy for producing quality seedlings and reducing the length of time L.

alba seedlings spend in the nursery.

Keywords: hydrogel; plant growth promoting microorganism; medicinal

plant
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INTRODUCAO

7

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, familia Verbenaceae, é um arbusto
aromético, normalmente com 1 a 15 metros de altura; possui folhas
membrandceas, pecioladas, pubescentes de sabor forte e com o cheiro tipico de
limdo (JOSHI et al,. 2018). Conhecida popularmente como erva-cidreira, esta
espécie, assim como as demais do género Lippia, produz 6leos essenciais com
propriedades antifingicas, inseticidas e repelentes; e tem potencial para
aplicagbes etnoboténicas em diversas industrias: farmacéutica, aromatica e de
perfumaria; quimica agricola (Costa et al., 2020; Gomes et al., 2018; Yamamoto
et. al., 2008). O Oleo essencial de Lippia alba tem sido relatado como fonte
potencial de varios compostos, uma mistura de hidrocarbonetos saturados e
insaturados, alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e terpenos (ALI et

al, 2015), comumente empregado na forma de infusdo de folhas.

Os Oleos essencias sdo produzidos em diferentes estagios de
desenvolvimento da planta, no entanto, a qualidade e a quantidade dos seus
constituintes dependem, dentre outros fatores, da fase de crescimento da planta,
fertilidade do substrato de cultivo e interacdo com a microbiota do solo (Zhal et
al., 2019; Lermen et al., 2017; Batista et al., 2016; Lima et al., 2015), incluindo
fungos.

Portanto, ter promotores de crescimento na producdo de mudas de L. Alba
pode influenciar na producéo de 6leo e no seu crescimento e desenvolvimento

no campo (Jesus, 2020).

A inoculagdo com microrganismos promotores de crescimento de plantas
(MPCP) tem sido gradativamente utilizada como uma estratégia de manejo em
sistemas agricolas para reduzir aplicacdo de insumos quimicos e como agentes
de controle biolégico. Trichoderma é um dos géneros fungicos dos MPCP
mundialmente estudados. Este género contém espécies que promovem
crescimento e melhoram a nutricdo das plantas, e minimizando os resultados de
condicbes ambientais adversas (Moreira et al., 2021; Silva et al., 2019). Ao se

estabelecer no ambiente rizosférico e/ou endofitico da planta hospedeira, 0
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Trichoderma sp. promove qualidade morfofisiologica. Em geral, os beneficios se
resumem no incremento em altura, didmetro, nUmero de folhas, biomassa aérea
e radicular e volume de raizes (Moreira et al., 2021; ZHAI et al., 2019).
Entretanto, sdo raros os relatos sobre o uso de MPCP para promover o
crescimento de plantas medicinais. Uma melhor compreensdo da promocéo de
crescimento vegetal aliado a producdo de o6leos essenciais sera Util para o

manejo sustentavel em agroecossistemas.

Em adicdo, 0s microrganismos participam de varios processos
bioquimicos, como solubilizacdo de fosfato, ferro e outros nutrientes,
decomposicdo de matéria organica, quelacdo de compostos, que podem
potencializar os resultados benéficos de fertilizantes organicos (Moreira et al.,
2021; Zhai et al.,, 2019; Xiao et al., 2013). Assim, a integracdo de técnias
complementares no manejo adequado de culturas sdo fundamentais para o

sucesso do sistema.

Os hidrogéis sdo materiais formados por uma rede de polimeros com
caracteristicas hidrofilicas, e quando secos apresentam-se na forma de
pequenos granulos, que possuem a capacidade de dispersar a agua entre suas
cadeias, promovendo a formacédo de um gel (Bartieres et. al., 2016; Ahmed,
2015). A aplicagdo do hidrogel tem resultados satisfatorios em campo,
especialmente na cultura do eucalipto. A associacdo de fungos micorrizicos
arbusculares e hidrogel em plantas sob regime de décifit hidrico promove
aumento na biomassa radicular, acumulo foliar de carboidratos e teor de 6leo

essenciais em eucalipto (Palhares Neto et al, 2022).

Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso de hidrogel e

Trichodema asperellum nos substratos para producédo de mudas de L. alba.

MATERIAIS E METODOS

Condicdes experimentais

O experimento foi conduzido na Biofabrica situada na Fazenda

Experimental da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (12°40'39°S,
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39°06'23", 226 m de altitude) em Cruz das Almas — BA, Brasil. O clima local é do
tipo Af (floresta tropical chuvosa), segundo a classificagcdo de Kdppen e Geiger,

com temperatura média anual de 23 °C.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, 4 tratamentos com
10 repeticOes, totalizando 40 unidades experimentais. Os tratamentos seguem as
seguintes descri¢cdes: [T1] Controle — auséncia de inoculacdo fungica e de
hidrogel; [T2] aplicacdo de hidrogel; [T3] inoculagdo com Trichoderma; [T4]

associacao hidrogel e Trichoderma.

Os substratos de cultivo foram preparados a partir da homogeneizacéo de
solo e himus (2:1) O solo foi um Latossolo Amarelo distrofico coletado na
camada subsuperficial (> 40 cm de profundidade), onde ha baixa incidéncia de
patdgenos e sementes de plantas espontaneas, e com baixo nivel de nutrientes,
constituindo um material inerte. O hamus foi adquirido na fazenda experimental
da UFRB. Apd6s a homogeizacéo, solo e humus foram acondicionados em sacos
de polietileno para mudas com capacidade de 1 kg.

Trichoderma asperellum (isolado TCS87) foi obtido da colecdo de
microrganismos do laboratério de Microbiologia da mesma instituicéo e reativado
em meio batata dextrose agar (BDA), entdo incubado em BOD a 25 °C,
fotoperiodo de 12 h, durante sete dias. A suspensdo fungica foi preparada
através da raspagem do micélio com o auxilio de agua destilada e esterilizada, e
posteriormente, contagem dos esporos em camara de Neubauer. A

concentracdo final da suspenséo foi ajustada para 107 esporos mL.

Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Estacas de Lippia alba com, aproximadamente, 20 cm de comprimento e
1 par de folhas reduzidas foram dispostas nos diferentes susbtratos de cultivo de
acordo aos tratamentos, uma estaca por recipiente. Nos tratamentos contendo
hidrogel, aplicou-se 3,5 g kg em dose Unica no momento do plantio das
estacas. A cada duas semanas, suspensdo de Trichoderma asperellum foi
adicionada ao substrato ao redor da planta, de acordo aos seus respectivos

tratamentos. A irrigacao foi conduzida diariamente.
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Caracteristicas de crescimento

Apés 15 dias do plantio das estacas, as seguintes caracteristicas foram
avaliadas: altura da planta (H), didmetro do caule (DC), niumero de hastes (NH) e
namero de folhas (NF). Aos 30 dias ap0s o plantio das estacas, além das
caracteristicas supracitadas, o comprimento da raiz (CR) também foi avaliado.
Entéo, as mudas foram segamentadas em parte aérea (MFPA) e radicular (MFR)
e pesadas para a obtencdo das massas frescas (MFT); secas em estufa de
ventilacdo de ar forcado a 65 £ 5 °C até obtencdo do peso constante, e
posteriormente, mensuracdo das massas secas em ambas as partes, MSPA,
MSR e MST, e suas relac¢ées, IQD (indice de Qualidade de Dickson) (DICKSON
et al., 1960). O Incremento de biomassa seca (IC) de mudas tratadas com
Trichoderma e/ou hidrogel com base no controle foi calculada de acordo com a

seguinte equacéo:

IC (%) = (MSTtratadas — MSTcontrole)/MSTcontrole)*100

2.3 Extracdo e teor de 6leo essencial

A extracao do Oleo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacao,
no equipamento Clevenger, segundo meétodo Santos et al., 2004. Apos a
secagem a 45°C das folhas em estufa com circulagéo forgcada, as folhas foram
colocadas num baldo volumétrico com capacidade para 2000 mL, em seguida,
foi adicionada agua destilada necesséria para cobrir todo o material vegetal. O
baldo foi comportado numa manta térmica, dando inicio ao processo de
hidrodestilacdo. O processo de extracdo durou em torno de 120 minutos
contando a partir da condensacdo da primeira gota. Ap0s o0 processo de

extracdo, o 0leo essencial foi retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
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pesado em balanca analitica e colocado em um recipiente de vidro com
capacidade de 2 ml, etiquetado e armazenado sob refrigeragdo, ao abrigo da luz

até o momento do uso.

Para determinacdo do teor de Oleo essencial foi utilizada a equacao

descrita por Santos et al. (2004):

TO (%) = Vo/Bm x 100

No qual,

TO =teor de 6leo essencial (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa
umida);

Vo = volume de 6leo essencial lido na escala do

tubo separador;Bm = biomassa vegetal,

100 = fator de converséao para porcentagem.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparacfes
multiplas de médias por meio do teste Tukey (p<0,05). Valores foram expressos
como média + erro padréo, e as diferencas estatisticamente significativas foram
marcadas com letras diferentes. Os dados foram submetidos a heatmap para
resumir de forma concisa a relacdo entre os tratmentos e parametros usando o

pacote FactoMineR do programa R Development Core Team (2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trichoderma asperellum estimula o crescimento em mudas de Lippia
alba

Os resultados mostraram mudancgas nas caracteristicas relacionadas ao
crescimento das mudas em fungdo dos tratamentos. Os resultados dos

tratamentos foram significativos nas caracteristicas avaliadas de acordo ao
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tempo. Em 15 dias, verificou-se resultado significativo (p<0,05) dos tratamentos
sobre MFPA, MFR, MFT, MSPA e MST. Dentre os tratamentos, a inoculagao
com Trichoderma asperellum produziu maior crescimento, aproximadamente,
36,6% (MFPA), 67,5% (MFR), 50,7% (MFT), 27,3% (MSPA), 33,6% (MST) em

comparacao ao controle (Tabela 1).

Tabelal. Caracteristicas relacionadas ao crescimento de mudas de Lippia alba
(Mill.) N.E. Brown, 15 e 30 dias apds o plantio em diferentes manejos do

substrato de cultivo.

Tratamentos
Parametros  Tempo [T1] [T2] [T3] [T4] CV(%)
Controle Hidrogel Tricho  Hidro+Tricho

H 15 26,70a 31,36a 31,45a 31,36a 14,57
dias

30 38,50ab 39,55ab 47,80a 36,32b 22,39
dias

DC 15 20,00a 21,00a 20,50a 21,00a 9,98

dias

30 24,00a 24,00a 27,00a 22,75a 21,52
dias

NH 15 3,60a 3,90a 3,00a 3,90a 30,07
dias

30 5,60a 3,90ab 5,80a 3,30b 39,75
dias

NF 15 27,50a 29,30a 25,20a 29,30a 25,75
dias

30 27,10a 22,70a 30,70a 19,62a 38,89
dias

CR 15 21,15a 21,45a 24.,80a 21,45a 26,00
dias

30 23,35a 20,30ab 23,39a 14,04b 29,02
dias

MFPA 15 2,22b 3,58a 3,50a 2,27b 33,88
dias

30 3,99b 4.84ab 6,12ab 6,85a 34,98

dias



MFR 15
dias

30
dias

MFT 15
dias

30
dias

MSPA 15
dias

30
dias

MSR 15
dias

30
dias

MST 15
dias

30
dias

IQD 15
dias

30
dias

0,98b

1,92b

3,21b

5,92c

0,48ab

0,74b

0,25a

0,34b

0,73ab

1,09b

0,22a

0,29b

2,20ab

2,05b

5,78a

6,88bc

0,60a

0,85ab

0,34a

0,48ab

0,94ab

1,33ab

0,28a

0,39ab

3,02a

6,37a

6,51a

12,50a

0,66a

1,24a

0,44a

0,75a

1,10a

1,99a

0,35a

0,58a

1,03b

3,47b

3,31b

10,36ab

0,36b

1,14ab

0,21a

0,53ab

0,58b

1,69ab

0,19a

0,46ab

33,13

21,77

42,79

38,51

35,67

37,56

47,37

20,79

47,50

39,07

27,07

49,15

H: altura; DC: diametro do caule; NH: nimero de hastes; NF: nimero de folhas; CR:
comprimento radicular; MFPA: massa fresca da parte aérea; MFR: massa fresca de raizes;
MFT: massa fresca total; MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca de raizes;
MST: massa seca total; IQD: indice de qaulidade de Dickson; CV: Coeficiente de Variagao.

Mesmas letras na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A aplicacdo de hidrogel ao substrato também melhorou as caracteristicas,
resultando em aumento de 37,9% (MFPA), 55,4% (MFR), 44,5% (MFT), 20%

(MSPA) e 22,3% (MST), em comparacao ao controle. Em relagcéo ao tratamento

hidrogel + Trichoderma, as caracteristicas avaliadas foram semelhantes ao

controle em 15 dias apos o plantio (Tabela 1).

Em 30 dias, verificou-se resultado significativo (p<0,05) dos tratamentos

sobre todas as caracteristicas avaliadas, exceto diametro do caule e niumero de

folhnas. Dentre os tratamentos, a inoculacdo com Trichoderma asperellum
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também produziu maior crescimento, em torno de 19,4% (H), 34,8% (MFPA),
69,8% (MFR), 52,6% (MFT), 40,3% (MSPA), 54,6% (MSR), 45,22% (MST) e
50% (IQD) em comparacdo ao controle (Tabela 1). Os resultados dos
tratamentos [T2] aplicacédo de hidrogel e [T4] associacao hidrogel + Trichoderma
foram positivos nas caracteristicas: MFPA (17,6% e 41,7%), MFR (6,3% e
44,6%), MFT (13,9% e 42,8%), MSPA (12,9% e 35,1%), MSR (29,2% e 35,8%),
MST (18,0% e 35,5%) e IQD (25,6% e 36,9%) em comparacdo ao controle
(Tabela 1).

Quanto ao indice de qualidade de Dickson (IQD), que é utilizado para
atestar a qualidade de mudas levando em consideracdo varios parametros
morfolégicos como altura, diametro do colo, massa seca de raiz, massa seca de
parte aérea, massa seca total e a relacdo entre eles, quanto maior for o valor do
IQD, melhor sera a qualidade da muda (Vidal et al., 2006).

Mudas de de Lippia alba produzidas em substratos contendo hidrogel e
Trichoderma asperellum apresentaram incremento de biomassa seca IC de 58%
em relagdo ao controle, e isso foi observado apenas 30 dias apds o plantio.

Trichoderma asperellum estimulou a expansdo do sistema radicular das
mudas, alterando assim o volume, comprimento e numero de raizes. Este
resultado foi melhor observado em mudas crescidas 30 dias apos o plantio. No
tratamento controle, observou-se menor numero e comprimento das raizes
(Figura 2, Tabelal).
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30 dias pds inoculagdn

Figura 1. Resultado dos tratamentos sobre as mudas de Lippia alba (Mill.) N.E.
Brown, 15 e 30 dias ap0s o plantio em funcdo dos manejos do substrato de

cultivo.

O Heatmap mostra o resultado dos parametros de crescimento de mudas
de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, 15 (A) e 30 (B) dias ap0s o plantio, em fungéo
dos manejos do substrato de cultivo sendo eles [T1] controle; [T2] aplicacdo de
hidrogel; [T3] inoculacdo com Trichoderma asperellum; [T4] associagao hidrogel e
Trichoderma. As cores do mapa refletem os dados das variaveis convertidas em
uma matriz numérica. -1 representado pela coloragdo verde significa baixa
influéncia do tratamento, o O representado pela coloragdo preta moderadamente
influenciado pelo tratamento e o 1 representado pelo vermelho altamente
influenciado pelo tratamento .

O heatmap representou os dados de forma suscinta. Os parametros de
crescimento: comprimento radicular, massa fresca e seca das partes aérea,
radicular e total, e o indice de Dickson foram fortemente influenciados pela

inoculacdo com Trichoderma asperellum aos 15 dias apés o plantio. Em 30 dias
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apo6s o plantio, foram observados a melhora de  todos os pardmetros avaliados
e sob influéncia deste tratamento (Figura 3).
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Figura 2. Heatmap dos parametros de crescimento de mudas de Lippia alba
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(Mill.) N.E. Brown, 15 (A) e 30 (B) dias apos o plantio, em funcdo dos manejos do
substrato de cultivo: [T1] controle; [T2] aplicacdo de hidrogel; [T3] inoculacdo com

Trichoderma asperellum; [T4] associacdo hidrogel e Trichoderma.

Os resultados positivos observados podem ser explicados, tendo em vista
que fungos do género Trichoderma séo utilizadas nédo s6 no controle biologico de
fitopatdgenos, mas como promotores de crescimento vegetal, devido a sua
versatiidade de acdo, como parasitismo, antibiose e competicdo, além de
atuarem como indutores de resisténcia a plantas contra doengas e produzirem
hormonios de crescimento, solubilizacdo de fosfato, sideréforos e metabdlitos
secundarios (Contreras-Cornejo et al., 2016; Bononi et al., 2020). Estes fungos
encontram-se na rizosfera, sdo promotores do crescimento em espécies vegetais,
e produzem uma rica fonte de metabdlitos secundarios, apresentando um vasto
repertério de genes supostamente envolvidos na biossintese de peptideos néo
ribossémicos, policetideos, terpendides e pironas (Mukherjee et al., 2012), e a
inoculagio com uma concentracdo alta desse microrganismos pode
proporcionar resultados positivos quanto ao biocontrole de fitopatdgenos e,

consequentemente, a promoc¢éo do crescimento vegetal.
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A colonizagdo da raiz, por Trichoderma, frequentemente aumenta o
desenvolvimento radicular, produtividade da cultura, resisténcia a estresses
abidticos e melhora o uso de nutrientes (Rubio et al., 2014). Estes resultados
podem estar relacionados a capacidade que o fungo Trichoderma tem em
promover o crescimento da parte aérea das plantas e a producdo de auxinas ou
analogos a auxinas e metabdlitos que favorece o desenvolvimento das raizes
(Contreras-Cornejos et al., 2020), promovendo raizes mais profundas e
vigorasas, proporcionando maior tolerancia a seca (Battaglia et al., 2013),
incrementa a absor¢cdo e a solubilizagdo de nutrientes (Chagas et al.,, 2017,
Bononi et al., 2020) e favorece a aderéncia hidrofébica e o desenvolvimento de
pelos absorventes nas raizes laterais, com aumento da superficie de absorcao
(Domingues et al.,, 2016; Monte et al., 2019).

Teor de 6leo

Quanto ao teor de 6leo essencial de Lippia alba, verificou-se o resultado
(p<0,05) tanto dos tratamentos quanto do tempo de crescimento das mudas. No
geral, o maior teor de 6leo essencial extraido foi em mudas com 30 dias apés o
plantio, destacando-se o tratamento controle, sem aplicacdo de hidrogel e sem
inoculacdo de Trichoderma. Mudas referentes ao controle continham 6,5% mais
6leo do que aquelas submetidas a esse mesmo tratamento aos 15 dias. De forma
semelhante, os tratamentos com apenas hidrogel ou a associacdo do hidrogel e
Trichoderma asperellum beneficiaram a producéo de 6leo nas mudas aos 15 dias
apos o plantio. Porém, o resultado de ambos os tratamentos nao foram
obsevados aos 30 dias apds o plantio, havendo um decréscimo no teor de Oleo

nesse periodo (Figura 3).

N&o h& na literatura um consenso em relacdo a resposta do rendimento de
Oleo essencial de plantas medicinais. Isso pode estar relacionado com o fato de
as plantas medicinais compreenderem um amplo e diversificado grupo de
espécies, com grande variabilidade quanto a producdo de metabdlitos
secundéarios, cuja biossintese varia em funcdo de fatores extrinsecos e intrinsecos

a espécie. As possibilidades de resultados contraditérios sdo expressivas.
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Estudos relatando a eficiéncia do uso do Trichoderma na producdo de
metabdlitos secundarios sdo escassos e diante do estudo é possivel observar que
os isolados de Trichoderma fez com que a planta se adaptasse melhor ao
ambiente, evitando que ndo fosse ativado seu mecanismo de defesa contra
fatores adverso, consequentemente, menor foi o estimulo para a producdo do
Oleo essencial, entretanto a utilizagdo desses isolados pode ser de grande valia,
para garantir a regulacdo no agroecossistema, pois promove uma melhor

interacdo com o0 meio x planta (Jesus, 2020).
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Figura 3. Teor de 6leo essencial de mudas de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, 15

e 30 dias apds o plantio, em funcédo dos manejos do substrato de cultivo.

Mudas de espécies arbustivas aromaticas de boa qualidade podem ser
obtidas usando substratos de cultivo inoculados com o promotor de crescimento
T. asperellum (isolado TCS87). A inoculagdo com esta cepa resultou em melhora
de todos os parametros de crescimento avaliados aos 30 dias apos o plantio das
estacas. Os beneficios da inoculagdo com Trichoderma tem sido relatado em
diversas culturas, tomate, banana, arroz; e expressos em diferentes parametros
de crescimento vegetal, absor¢cdo de macro e micronutrientes, eficiéncia do uso
da agua, fotossintese, e acumulo de polifenéis (MOREIRA et al., 2021; SARANGI
et al., 2021; VUKELIC et al., 2021).
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Os microrganismos promotores de crescimento de plantas, através de seu
metabolismo secundario podem decompor matéria organica (ex. &acidos
organicos) e solubilizar nutrientes, tornando-os disponiveis as plantas (MOREIRA
et al., 2021; ZHAI et al., 2019; XIAO et al., 2013). Zhai et al. (2019) relatou que
solos inoculados com Trichoderma asperellum tém mais disponibilidade dos
nutrientes nitrogénio e fésforo, o que afeta positivamente a producdo de biomassa
e a biossintese da artemicina (substancia utilizada na industria farmacéutica)
produzida pela planta medicianl artemisia. No presente estudo, o substrato de
cultivo solo + humus inoculados com Trichoderma asperellum, de forma isolada,
resultaram em mudas com maior acimulo de biomassas fresca e seca (Tabela 1,

Figura 2).

Chavez et al.,, 2023, avaliando o crescimento de estragdo (Artemisia
dracunculoL.) em resposta ao Trichoderma harzianum e Glomus cubense
observaram que quando os inoculantes foram aplicados separadamente, foram
registrados aumentos na producdo de biomassa seca em comparagcdo com O
controle (para T. harzianum foi de 77% e para G.cubense de 44%). Este
comportamento confirma o efeito positivo destes microrganismos na producéo de
biomassa seca na copa das plantas (Azcén e Talon, 2008). Varios estudos
observaram que o uso de fungos como T. harzianum e G. cubense contribuiram
para promover a producdo de biomassa seca em culturas como o feijao
(Phaseolus vulgaris L.) (Calero et al., 2017), tomate (Solanum lycopersicum L.)
(Bader et al., 2019), pimenta (Capsicum annum L.) (Bader et al., 2020; Michels et
al, 2020), pepino (Cucumis sativus L.) (Reyes et al., 2021).

Outra habilidade interessante do género Trichoderma é a sintese de
reguladores vegetais, como a auxina. As auxinas promovem o0 alongamento das
raizes, favorecendo a absorcdo dos nutrientes do solo (CONTRERAS-CORNEJO
et al., 2009), principalmente aqueles sob interceptacao radicular. O resultado da
inoculacdo com Trichoderma asperellum foi evidenciada pelo estimulo a
expansao do sistema radicular das mudas, alterando assim o volume,
comprimento e numero de raizes (Figura 2). Esses resultados sdo semelhantes
aos de Moreira et al. (2021), que também observaram a formacdo de pelos

radiculares e aumento da massa seca radicular causados pela inoculagéo de T.
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asperellum. Segundo esses autores, os resultados de crescimento resultaram da

sintese de compostos indélicos e da solubilizacdo de nutrientes.

Além da acdo isolada da inoculacdo com Trichoderma, a aplicacdo de
hidrogel também beneficiou alguns parametros de crescimento das mudas. O
hidrogel € um polimero hidrorretentor utilizado em plantios realizados em regides
de clima mais seco e com predominancia de solos arenosos, 0 que tem trazido
resultados satisfatorios, especialmente na cultura do eucalipto (BARTIERES et al.,
2016). Lopes et al. (2010) relataram os beneficios do hidrogel sobre a reducéo
dos sintomas de estresse hidrico em mudas clonais de Eucalyptus urograndis.
Felippe et al. (2020) observaram aumento, em aproximadamente, 25% de massa
seca radicular, caulinar e foliar, além da area foliar, devido a adicdo de hidrogel ao
substrato. Os autores relacionaram o resultado positivo do polimero ao
fornecimento adequado de agua. Além de seu papel na retencéo de agua no solo,
tem-se verificado que os hidrogéis tém capacidade de reducéo da lixiviacdo de
nutrientes, devido a sua elevada capacidade de troca catibnica. Em nossos
resultados observou-se acréscimo em biomassa fresca de 34% e 55% em mudas

crescidas em contato com o hidrogel, de forma isolada (Tabela 1).

O tratamento controle constituido pelo substrato solo + humus estimulou
maximo teor de Oleo essencial produzido por L. alba (Figura 3). A acdo de
agentes promotores de crescimento estimulam a producdo de fitomassa
acelerando o crescimento da planta (MOREIRA et al., 2021; SARANGI et al.,
2021; VUKELIC et al., 2021; FELIPPE et al., 2020). Porém, a sintese de 0leo
essencial de uma planta é proveniente do metabolismo secundario, sendo, assim,
bastante influenciado por fatores ambientais. Sua producéo é, em geral, resposta
ao estresse (MATTOS e INNECCO, 2002; MING, 1998. Palhares Neto (2022;
2023) observaram que a associacdo de fungos micorrizicos arbusculares em
plantas sob regime de décifit hidrico promoveu aumento na biomassa radicular,
area foliar especifica, teor relativo de agua foliar, acamulo foliar de carboidratos e
teor de 6leo essenciais. No presente estudo, sob condi¢des 6timas da fertilidade
do substrato e acdo conjunta de microrganismo promotor de crescimento de
plantas, as mudas de L. alba apresentaram maximo crescimento, porém, minima

producédo de Oleo essencial (Tabela 1, Figura 3).
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Os resultados sugerem que a inoculagdo com T. asperellum (isolado
TCS87) resulta em crescimento 6timo de mudas de L. alba e pode ajudar a
reduzir o tempo de permanéncia das mudas em viveiro. No entanto, mais estudos
Sa0 necessarios para examinar os resultados deste isolado durante as fases
subsequentes de crescimento em condi¢des de campo para melhor entender as
possiveis interacdes entre o desempenho do MPCP e fatores como fertilidade e
umidade do solo, bem como seus resultados nas caracteristicas morfofisioldgicas

das plantas e rendimento de 6leo essencial (Zhai et al., 2019).

CONCLUSAO

Mudas de L. alba (Mill.) N.E. Brown pode ser produzida com boa qualidade
se inoculada com T. asperellum (isolado TCS87), melhorando os parametros
relacionados ao crescimento. O desempenho dessas mudas excedeu aquelas
crescidas em substrato contendo apenas solo e hiumus. Contudo, maximo teor de

Oleo essencial foi extraido de mudas crescidas em apenas solo e humus.

A inoculacdo com T. asperellum pode ser uma estratégia interessante para
a producdo de mudas de qualidade e reducdo do tempo de permanéncia das

mudas em viveiro.
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BIOMASSA, TEOR DE OLEO ESSENCIAL 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, os mesmos podem ser
utilizados na producdo de plantas medicinais, como a L. alba. Utilizar o
Trichoderma para a producédo de mudas de L. alba podera estimular a producéo
de biomassa e aumentar a producéo de 6leos essenciais. Logo, este estudo tem
por objetivo avaliar o efeito da inoculagdo com T. asperellum sobre a biomassa
e, teor de 6leo essencial em plantas de Lippia alba, sob diferentes tempos apés
a inoculacdo. As mudas cultivadas em casa de vegetacdo foram transplantadas
para o campo experimental. O delineamento experimental foi em blocos
causalizados, em esquema de parcelas (auséncia e presenca de T. asperellum)
subdivididas no tempo (0, 15, 30 e 45 dias apOs a inoculagdo), com trés
repeticées, 10 mL da suspensado fangica foi adicionada préximos as plantas
qguinzenalmente. Foram avaliadas as variaveis fitotécnicas: altura, diametro,
namero de folhas, hastes e inflorescéncia, comprimento radicular, massa fresca
e seca da parte aérea e radicular e rendimento de 6leos essenciais. Aos 45 dias,
todas as variaveis analisadas apresentaram diferencas significativas. As plantas
de L. alba que foram cultivadas com o microrganismo apresentaram meédias
superiores as plantas do controle, indicando que trés inoculacbes com T.
asperellum foram suficientes para aumentar o crescimento e o acumulo de
biomassa dessas plantas. Todas as caracteristicas de crescimento avaliadas e o
teor de O6leo essencial foram fortemente afetadas pela inoculagdo com T.

asperellum aos 45 dias.

Palavras-chave: compostos bioativos, espécie medicinal, promotor de

crescimento de planta
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BIOMASS, ESSENTIAL OIL CONTENT OF 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 various
potentials, as plant growth promoters, as they secrete compounds that act on the
root system. Therefore, they can be used in the production of medicinal plants,
such as L. alba. Using Trichoderma to produce L. alba seedlings can stimulate
biomass production and increase the production of essential oils. Therefore, this
study aims to evaluate the effect of inoculation with T. asperellum on biomass and
essential oil content in Lippia alba plants, at different times after inoculation. The
seedlings grown in a greenhouse were transplanted to the experimental field. The
experimental design was in causal blocks, in a plot scheme (absence and
presence of T. asperellum) subdivided in time (0, 15, 30 and 45 days after
inoculation), with three replications, 10 mL of the fungal suspension was added
next to plants every two weeks. Phytotechnical variables were evaluated: height,
diameter, number of leaves, stems and inflorescence, root length, fresh and dry
mass of the aerial and root parts and yield of essential oils. At 45 days, all
analyzed variables showed significant differences. The L. alba plants that were
cultivated with the microorganism presented higher averages than the control
plants, indicating that three inoculations with T. asperellum were sufficient to
increase the growth and biomass accumulation of these plants. All evaluated
growth characteristics and essential oil content were strongly affected by
inoculation with T. asperellum at 45 days.

Keywords: bioactive compounds, medicinal species, plant growth promoter.
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INTRODUCAO

O potencial curativo apresentado por diversas espécies medicinais, s6 é
possivel devido a presenca de compostos bioativos que s&o resultantes do
metabolismo secundario da planta (Cardoso et al., 2019). Esses compostos séo
chamados de metabdlitos e sé&o utilizados estrategicamente pela planta para a
defesa e sua sobrevivéncia em campo contra predadores herbivoros, ataques de
pragas e patdgenos, condicfes climaticas adversas e atuando também como

compostos sinalizadores atrativos de polinizadores e antioxidantes (Wink, 2015).

Em algumas espécies de plantas medicinais, as suas propriedades
curativas sdo 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 (Zotti-Sperotto et al.,
2021). A familia Verbenaceae apresentadiversas espécies de interesse comercial
devido a sua composicdo aromatica, tendo como destaque aquelas do género
Lippia, que produzem 6leos essenciais e sdo bastante utilizadas na medicina
popular, assim como na indastria cosmética e farmacéutica (Oliveira et al., 2014,
Castilho et al., 2019). A L. alba (Mill.) N. E. Brown se destaca pela producéo de
Oleo essencial, que possui diferentes potenciais comprovados cientificamente,

como: antibacteriano, antifungico e alelopatico (Jesus, 2020).

Diversos fatores podem influenciar a producdo de biomassa, o rendimento
e acomposicdo do Oleo essencial e compostos fendlicos de plantas medicinais,
dentre eles destacam-se a qualidade das mudas, praticas culturais e o cultivo no
campo (Martins,1998; Menezes, 2006; Lima et al.,, 2015; Batista et al., 2016;
Lermen et al.,, 2017). Nesse contexto, o uso de bioinsumos a base de
Trichoderma tem sido uma estratégia interessante ao uso de insumos quimicos,

sem haver perda de produtividade das culturas.

Os fungos que fazem parte do género Trichoderma sédo de grande
importancia para o aumento do crescimento vegetal, podendo influenciar
positivamente na germinacdo de sementes, desenvolvimento e rendimento das
culturas, gracas a producdo de substancias que atuam na promocdo de
crescimento, melhorando a absorcdo de nutrientes pelas raizes. O uso desses
promotores de crescimento tem importancia econémica para agricultura, uma vez

gue pode atuar também como agentes de controle de doencas de plantas e
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indutores de resisténcia (Contreras-Cortejo et al., 2016; Chagas et al.,, 2017;
Moreira et al., 2021).

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo com
T. asperellum sobre a biomassa e teor de 6leos essenciais em plantas de L. alba,

sob diferentes tempos apdés a inoculacao.

MATERIAIS E METODOS

1.1 Condigdes experimentais

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental, localizada na
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB (12°40'39”S, 39°06'23", 226
m de altitude) em Cruz das Almas — BA, Brasil. O clima local € do tipo Af (floresta
tropical chuvosa), segundo a classificacdo de Képpen e Geiger, com temperatura

média anual de 23 °C.

O delineamento experimental foi em blocos causalizados, em esquema de
parcelas subdivididas com trés repeticobes, em que as parcelas foram
contempladas com dois niveis de inoculacdo com T. asperellum (auséncia e
presenca) e as subparcelas com quatro tempos de crescimento da planta (0, 15,

30 45 dias apds inoculagéo).

O solo foi classificado como Latossolo Amarelo Distrofico (SILVA FILHO,
2010). O T. asperellum (isolado TCS87) foi obtido da cole¢édo de microrganismos
do laboratério de Microbiologia da mesma instituicdo e reativado em meio batata
dextrose agar (BDA), entdo incubado em BOD a 25 °C, fotoperiodo de 12 h,
durante sete dias. A suspenséo fungica foi preparada através da raspagem do
micélio com o auxilio de agua destilada e esterilizada, e posteriormente,
contagem dos esporos em camara de Neubauer. A concentracdo final da

suspenséo foi ajustada para 107 esporos mL.
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1.2 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

As mudas cultivadas em casa de vegetacdo, com 30 dias, foram
transplantadas para o campo experimental, sendo realizado o plantio em covas,
com espacamento de 1m entre plantase 1 m entre as linhas, utilizando uma
pequena quantidade de hiumus nas covas, no momento do plantio e ao final do
dia foi realizada a aplicacdo de 10 ml da suspensdo de T. asperellum nas
mudas. A irrigacdo foi realizada diariamente, de forma manual. Apés 30 dias,
todas as plantas foram podadas, padronizando-as em um tamanho médio de 40

cm.

1.3 Caracteristicas de crescimento

Aos 15, 30 e 45 dias apés a inoculagdo com T. asperellum, as plantas
foram avaliadas segundo as variaveis: altura da planta, utilizada como padrdo a
maior haste (H, cm plantal); diametro das hastes (DH, mm plantat); comprimento
da raiz (CR, cm plantal); nimero de hastes (NH), de folhas (NF) e de
inflorescéncia (NI), expressos em unidade plantal. Entdo, as mudas foram
segmentadas em parte aérea (MFPA), inflorescéncia (MFI) e radicular (MFR) e
pesadas para a obtencdo das massas frescas (MFT); secas em estufa de
ventilacdo de ar forcado a 65 = 5 °C até obtencdo do peso constante, e
posteriormente, mensuragcdo das massas secas em ambas as partes, MSPA, MSI,
MSR e MST (g plantat).

1.4 Extracéo e teor de 6leo essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacéo,
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 condensacao da primeira gota. Apos o
processo de extracdo, o 0leo essencial foiretirado com o auxilio de uma pipeta de

Pasteur, pesado em balanca analitica e colocadoem um recipiente de vidro com
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capacidade de 2ml, etiquetado e armazenado sob refrigeracéo, ao abrigo da luz

até o momento do uso.

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

TO =Vo/Bm — (Bm x U/100) x 100

onde,
TO = teor de 6leo (ml de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou

rendimento deextracdo (%);

Vo = volume de 6Oleo 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 agua ou livre
de umidade; 100 = fator de converséao para porcentagem.

1.5 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 e regressao. Alguns dados foram transformados (numero de
hastes e massa seca das folhas) para atender aos pressupostos da analise
estatistica. Os dados das caracteristicas de crescimento e teores de Oleos
essenciais foram submetidos a andalise de componentes principais (PCA) para
explorar as relacdes entre variaveis e o0s tratamentos utilizando o pacote

FactoMineR com o auxilio do programa R Development Core Team (2022).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo (p < 0,05) da interacdo do T. asperellum e do
tempo emtodas as variaveis analisadas. Observa-se na tabela 1 os tratamentos
com e sem T. asperellum dentro dos tempos de avaliacdo. Na primeira avaliagéo
(TO) s6é houveram diferencas significativas para o diametro das hastes e massa
seca da parte aérea, sendo que as plantas que foram cultivadas com o T.
asperellum apresentaram maiores médias para estas variaveis. Na segunda
avaliacdo (T15) as variaveis que se diferenciaram entre si e que apresentaram
maiores médias em tratamento contendo o T. asperellum foram o diametro do
caule, o numero de hastes, o niumero de folhas, a massa fresca da parte aérea, a
massa fresca da raiz e a massa seca da parte aérea. J& para altura e
comprimento da raiz as maiores médias obtidas foram para as plantas nao

inoculadas (Tabela 1).

No tempo 30 dias, todas as variaveis se diferenciaram entre si, e as plantas
inoculadas com o fungo apresentaram as maiores médias, com excecao da
variavel altura. J4 na ultima avaliacdo (45 dias), todas as variaveis analisadas
apresentaram diferencas significativas. As plantas de L. alba que foram cultivadas
com o0 microrganismo apresentaram médias superiores as plantas sem
inoculacao, indicando o efeito significativo das inoculagdes sobre o crescimento
das plantas. Os incrementos proporcionados pelo T. asperellum aos 45 dias foram
de 14,3% (H), 12,7% (DH), 42,6% (NH), 45,5% (NF), 63,5%(NI), 25,7% (CR),
45,5% (MFPA), 39% (MFR), 64% (MFI), 38,4% (MSR), 58,3% (MSI) e 44%
(MSPA) em comparacao a auséncia do promotor de crescimento (Tabela 1).

Esses resultados corroboraram com os estudos realizados por Lopez et al.
(2019),que utilizando cepas nativas de Trichoderma na promocéo 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 secada parte aérea e a matéria seca total em relagcdo as plantas nao
inoculadas.

Estudos realizados por Zhang et al. (2019), utilizando o T. harzianum T-

soja, comprovaram que houve o aumento do peso fresco e seco de plantas de
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pepino, além de melhorar o crescimento da planta, como aumento da altura e
tamanho da folha, promovendo o desenvolvimento radicular, evidenciando o

aumento do namero de raizese comprimento da raiz.

Isso porque o fungo estimula o crescimento e o desenvolvimento da parte
aérea edo sistema radicular, principalmente as raizes laterais, as quais fornecem
uma maior superficie para colonizacéo, trazendo beneficios para planta, uma vez
gue aumenta a superficie de absorcéo da raiz, aumentando também a capacidade
de absor¢cdo de nutrientes e agua (STEWART, HILL,2014; MOREIRA et al.,
2021).



Tabela 1: Variaveis Altura (ALT), Diametro das hastes (DH), Niumero de hastes (NH), Numero de folhas (NF), Numero de
inflorescéncia (NI), Comprimento da raiz (CR), Massa fresca da parte aérea (MFPA), Massa fresca da raiz (MFR), Massa fresca da
inflorescéncia (MFI), Massa seca da raiz (MSR), Massa seca da inflorescéncia (MSI), Massa seca da parte aérea (MSPA) e Teor
de oleo essencial de Lippia alba analisadas em diferentes tempos de cultivo, com (CT) ou sem (ST) inoculacdo de Trichoderma
asperellum.

0 1 30 45
5
VAV ST CT ST CT ST CT ST CT S S
H (cm) 40 a 40a 91a 745b  1266a 1278a  1584b 184,7 a 2,34% 2,14%
DH (mm) 2,74 b 347a 324b 435a 3.8b 519 a 43b 4,92 a 4,16% 3,78%
NH 8,2a 10,17a 86b 254a  286b  4627a 45b 78,4 a 8,67% 8,10%
NF 1136  154,83a 2194b 4828 503b  7942a  8626bh 1582,7a  12,47% 6,47%
a a
NI 8,2a 17,08a 29,2a 502a  104b  1834a  1498b 411 a 24,16% 16,08%
CR (cm) 24,8 a 212a 284a 19,23 27Db 34,7 a 30b 40,4 a 19,07% 10,28%
b
MFPA (g) 12,78 19,09a 2534b 76558  7885b 147,14 110,46 202,73a  11,07% 7,06%
a a a b
MFR () 5,95 a 445a  7,33b 14,73  2143b 31,09a  2526b 41,43 a 18,57% 14,83%
a
MFI (g) 0,30 a 044a 1l4la 150a 4,11b  736a 7,10 b 19,82 a 30,50% 20,29%
MSR (g) 230a 147a 30la 512a 887b  1347a  14,46b 235a 18,41% 13,27%
MSI (g) 0,16 a 015a 049a 052a 156b  328a 4,17b 100 a 12,23% 9,24%
MSPA (g) 4,11b 56la 812b 20,54  24,41b 48 a 47,15 b 84,08 a 2,30% 2,82%
a

TEOR (%) 0,63 a 0,43 a 0,69a 0/55a 1,00 a 1,07 a 0,18 b 129 a 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 varidveis de crescimento
analisadas em fung¢éo do tempo, sendo que ao decorrer dos dias houve um
aumento em todas as variaveis de crescimento analisadas, com excec¢do do
diametro das hastes, que quando as plantas foram cultivadas com o T.
asperellum, o modelo que melhor se ajustou foi 0 quadratico, onde as plantas
atingiram o seu diametro maximo estimado (5,34 mm) os 35 dias e, a partir dai,

h& diminuicdo desta variavel.

O comprimento da raiz das plantas que ndo foram cultivadas com T.
asperellum ndo apresentaram diferencas significativas em funcéo do tempo de
andlise (Figura 3). Na altura das plantas cultivadas com T. asperellum, o
incremento proporcionado aos 45 dias, em relagcdo ao tempo 0, foi de 14,23%.
Para NH, NF, NI, MFPA, MFR, MFI, MSR, MSPA e MSI o incremento do dia O
para o dia 45 foi de 42,6%, 45,6%, 63,5%, 45,6%, 39%, 64%, 38,4%, 44% e
58,3%, respectivamente.
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Figura 1: Altura (a), numero de hastes (b), nimero de folhas (c), nimero de
inflorescéncias (d) de Lippia alba, cultivadas na auséncia ou presenca de

Trichoderma asperellum nos diferentes tempos: 0, 15, 30 e 45 dias.
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Segundo Meyer, Mazaro; Silva (2019), o T. asperellum causa a
diminuicdo dos niveis de etileno nas plantas, 0 que resulta em maior
crescimento, além de aumentar a massa seca, 0 vigor das folhas e ainda
melhora a fotossintese, que esté diretamente relacionada com a assimilagédo de
nitrogénio pelas plantas. No presente estudo, o fungo estimulou a massa seca

de todas as partes avaliadas de L. alba (Figura 2 e 3).
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Figura 2: Massa fresca das folhas (a), Massa fresca das inflorescéncias (b),
Massa fresca da raiz (c), Massa seca das folhas (d) de Lippia alba,
cultivadas na auséncia ou presenca de Trichoderma asperellum nos

diferentes tempos: 0, 15, 30 e 45 dias.



Massa seca das folhas (g)

83

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

auséncia ou presenca de Trichoderma asperellum nos diferentes tempos: 0,
15, 30 e 45 dias.

Com relagcéo a producdo de metabolitos especiais em funcdo do tempo
de andlise (Figura 4), o modelo que melhor se ajustou para o teor de 6leo
essencial das plantas cultivadas com T. asperellum foi o linear crescente, onde
€ possivel observar que com o passar dos dias hd um aumento do teor de 6leo
essencial. J4 para as plantas controle, o melhor modelo foi o linear quadratico,

onde aos 15 dias houve um aumento da producéo estimada de 6leo essencial.

124 Controle Y= 0,56 + 0,04x - 0,001x% R’= 0,72**

(o]

04 4

Teor de oleo essencial (%)

0,2 1

0,0 T T 1
0 15 30 45

Figura 4: Teor de 6leo essencial (c) de Lippia alba, cultivadas na auséncia
ou presenca de Trichoderma asperellum nos diferentes tempos: 0, 15, 30 e
45 dias.

Em relacdo de 6leo essencial das plantas cultivadas com T. asperellum,
aos 45 dias, houve um incremento de 86,4 % quando comparadas aquelas sem
o uso do T. asperellum. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos reportados
na literatura, em que o alcance do rendimento do extrato, 6leo essencial, varia
entre 2 — 12% para esta espécie e na metodologia de extragdo empregada
(SOUZA, 2018; JESUS, 2022).

O PCA mostrou que as variaveis estavam positivamente correlacionadas

em dois componentes principais que representaram 78,17% e 12,41% da
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variacdo global. Todas as caracteristicas de crescimento avaliadas e o teor de
Oleo essencial foram fortemente afetadas pela inoculagdo com T. asperellum
aos 45 dias (Figura 5), demonstrando em um resumo global dos dados o efeito
do promotor de crescimento sobre a L. alba (Figuras 4 e 5).
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Figura 5: Grafico de andlises de componentes principais (PCA) para as
varidveis de crescimento e os teores de 6leos essenciais de plantas de
Lippia alba, na auséncia ou presenca de Trichoderma asperellum nos
diferentes tempos: 0, 15, 30 e 45 dias.

Com base nesses resultados, 0 momento propicio para colheita, visando
um maior teor de 6leo essencial, foi aos 45 dias, realizando trés inoculacdes da

suspensao de T. asperellum.
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CONCLUSAO

Utilizar o T. asperellum na producédo de plantas de L. alba favoreceu o
acumulo de biomassa e aumentou a producdo, principalmente do teor de 6leo
essencial, obtendo o seu maior rendimento aos 45 dias, sendo esse, o melhor
periodo de colheita das plantas.
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