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BIOMASSA E TEOR DE OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba Mill N.E.BR ex
Britton & P. Wilson CULTIVADAS COM DIFERENTES ISOLADOS DE
Trichoderma spp.

RESUMO GERAL

A Lippia alba (Verbenaceae) € uma espécie com importancia econémica devido a
producdo de compostos bioativos, como o 6leo essencial, que conferem as mesmas
propriedades antimicrobianas. Varios fatores podem influenciar na producéo de 6leo
essencial, como o0 uso de microrganismos promotores de crescimento, que interfere
na interacdo planta-microrganismo e pode desencadear a ativacdo de mecanismos
de defesa da planta, aumentando a producédo de bioativos. Portanto, a pesquisa tem
por objetivo avaliar a influéncia do Trichoderma na producdo de biomassa, teor de
Oleo essencial e qualidade de mudas de L. alba, cultivadas em casa de vegetacdo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e em campo, na Fazenda
Experimental, situadas na Universidade Federal do Recéncavo da Bahia no campus
de Cruz das Almas. As mudas foram produzidas em sacos de polietileno contendo
mistura de solo e humus, sendo realizadas aplicacdes da suspensado de diferentes
isolados Trichoderma (TCS 87, F12 e Trichoderma de bromélia) nos intervalos de 0O,
5, 10, 20 e 30 dias. Em campo foram testados os isolados TCS 87, F12, Trichoderma da bromélia
e Mix dos isolados, nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias. O delineamento utilizado em ambos foi em
blocos casualizados, em esquema de parcela subdividida no tempo, sendo as
parcelas principais constituidas pelas plantas inoculadas com e sem os isolados de
Trichoderma e nas subparcelas, os tempos de colheita com trés repeticdes. Foram
avaliados os parametros fitotécnicos das plantas e indice de qualidade de Dickson
para a qualidade das mudas. Na analises dos dados utilizou se o programa estatistico
R. A Anadlise de Componentes Principais (ACP) reduziu a dimensionalidade de 13
variaveis analisadas para 2 componentes principais. O PC1 conseguiu separar as
mudas dos grupos G1, G3 e G4, enquanto o PC2 agrupou as mudas do G2. Portanto,
foi possivel concluir que que o uso dos isolados de Trichoderma na producéo de mudas
de Lippia alba, promove um aumento numerico da biomassa e do sistema radicular,
principalmente entre 20 e 30 dias ap0s a inoculacdo. Todos os isoladas de
Trichoderma tiveram resposta positiva em relagéo a producao de mudas. Em campo,
0s tratamentos proporcionaram incremento nimerico de biomassa e teor de 6leo
essencial, no tempo de 30 e 45 dias.

Palavras-chave: bioelicitor, cadeia produtiva, erva cidreira, bioativos



BIOMASS AND ESSENTIAL OIL CONTENT OF Lippia alba Mill N.E.Br ex
Britton & P. Wilson CULTIVATED WITH DIFFERENT ISOLATES OF

Trichoderma spp.

GENERAL ABSTRACT

Lippia alba (Verbenaceae) is an economically important species due to the production
of bioactive compounds, such as essential oil, which confer the same antimicrobial
properties. Several factors can influence the production of essential oil, such as the use
of growth-promoting microorganisms, which interfere in the plant-microorganism
interaction and can trigger the activation of plant defense mechanisms, increasing the
production of bioactives. Therefore, the research aims to evaluate the influence of
Trichoderma on the production of biomass, essential oil content and quality of L. alba
seedlings, grown in a greenhouse. The experiment was conducted in a greenhouse and
in the field, at the Experimental Farm, located at the Federal University of Recéncavo da
Bahia on the Cruz das Almas campus. The seedlings were produced in polyethylene
bags containing a mixture of soil and humus, and a suspension of different Trichoderma
isolates (TCS 87, F12 and Trichoderma from bromeliad) was applied at intervals of 0, 5,
10, 20 and 30 days. In the field, the isolates TCS 87, F12, Trichoderma from bromeliad
and Mix of isolates were tested at times of 0, 15, 30 and 45 days. The design used in
both was randomized blocks, in a split-plot scheme in time, with the main plots consisting
of plants inoculated with and without Trichoderma isolates and the subplots, the harvest
times with three replicates. The phytotechnical parameters of the plants and the Dickson
guality index for the quality of the seedlings were evaluated. The statistical program R
was used to analyze the data. Principal Component Analysis (PCA) reduced the
dimensionality of 13 variables analyzed to two principal components. PC1 was able to
separate the seedlings from groups G1, G3 and G4, while PC2 grouped the seedlings
from G2. Therefore, it was possible to conclude that the use of Trichoderma isolates in
the production of Lippia alba seedlings promotes a numerical increase in biomass and
root system, mainly between 20 and 30 days after inoculation. All Trichoderma isolates
had a positive response in relation to seedling production. In the field, the treatments
provided a numerical increase in biomass and essential oil content, at 30 and 45 days.

Key words: bioelicitor, production chain, lemon balm, bioactives
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1. INTRODUCAO GERAL

A Lippia alba é uma espécie medicinal que se destaca como uma das plantas
mais utilizadas na medicina popular, devido a presenca de 6leos essenciais (OE)
produzidos e acumulados nos tricomas glandulares de suas folhas e rico em
moléculas bioativas (Silva-Santos et al.,, 2023). Diversos estudos encontrados na
literatura relatam a atividade biolégica dessas moléculas, despertando o interesse de
diversos setores, desde a medicina tradicional até as industrias farmacolégias e
agroquimicas (Carvalho et al., 2018; De Castro et al., 2020). Com a crescente
demanda por esses compostos bioativos, no caso da L.alba, os 6leos essenciais, tém
se intensificado a busca por metodologias mais sustentaveis e eficientes para
desenvolver a cadeia produtiva desta planta, buscando o aumento da biossintese
desse metabdlito secundario (Georgiev et al., 2009).

O uso de microrganismos benéficos € uma tecnologia de inovacdo bastante
promissora a ser utilizada para estimular a sintese e acumulo de biotivos em espécies
medicinais. Isso porque possuem a capacidade de modular o desenvolvimento de
mudas, resultado da evolucdo das plantas em simbiose com esses seres, que
possuem a capacidade de colonizar os tecidos vegetais produzindo moléculas
sinalizadoras, como o Oxido nitrico e reguladores de crescimento como o etileno,
participando, de maneira benéfica do processo de desenvolvimento das plantas
(Branco, et al., 2019).

Os fungos do género Trichoderma sdo considerados microrganismos
benéficos, com algumas espécies endofiticas, sendo um dos principais grupos
estudados para aplicacbes no controle bioldégico e para aumento do crescimento
vegetal. O Trichoderma possui a capacidade de influenciar de forma benéfica na
germinacao de sementes, desenvolvimento e rendimento das culturas e na producao
de mudas, devido a producdo de substancias que atuam na promoc¢ao de
crescimento, promovendo melhorias na nutricdo das plantas, pela solubilizagéo de
fosfato e sintese de acido indolacetico, tornando-se de grande importancia para
agricultura, pois atuam no controle biologico, indutor de resisténcia de plantas
(Chagas et al.,, 2017) e atuam também na sintese e acumulo de metabdlitos
secundarios.

Os metabdlitos secundarios sdo compostos bioativos oriundos do metabolismo
secundario dos vegetais, sendo altamente especificos, desempenhando importante
papel na evolugcdo dos vegetais, adaptacdo da espécie a ambientes adversos e nas

interacdes ecologicas no ecossistema em que a planta esté inserida.
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Abrigam uma infinidade de moleculas ativas, como por exemplo, os terpenos,

classe dos 6leos essenciais, 0 qual possui diversas aplicacbes (Borges; Amorim,
2020).

Desse modo, sabendo dos benéficios proporcionados pela interacdo das
plantas com os microrganismos benéficos, como é o caso dos fungos do género
Trichoderma, objetivou-se avaliar a acao dos isolados de Trichoderma na producao
de mudas e selecionar o mais eficiente para tal, assim como testar a eficiéncia dos
isolados de Trichoderma spp. na producdo de biomassa e teor de éleo essencial de
Lippia alba cultivadas em campo em diferentes tempos de colheita e determinar o

tempo de colheita onde hd uma maior producdo desse metabdlito.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lippia alba: Caracterizacao e Importancia Econémica

Pertencente a ordem das Lamiales, a familia Verbenaceae engloba uma
variedade de plantas com aproximadamente 1.200 espécies distribuidas em cerca de
35 géneros. Sao predominantemente encontradas em regides tropicais e subtropicais,
com uma presenca limitada em &areas temperadas. Geralmente, apresentam-se como
arbustos ou arvores, ocasionalmente como trepadeiras ou ervas (Xu e Chang, 2017).
Esta familia apresenta uma grande importancia, pois inclui géneros com diversas
espécies com potencial medicinal, entre eles Stachytarpheta e Lantana, destacando-
se 0 género Lippia, considerado o maior deles, com 140 espécies nativas das
Ameéricas e da Africa, sendo o Brasil considerado centro de diversidade, abrangendo
87 espécies e 5 variedades, distribuidas em diversos dominios fitogeograficos, como
Cerrado, Floresta Atlantica, Caatinga (Malik et al., 2021; Cardoso et al., 2021;
Salimena e Cardoso, 2020). Dentre as espécies pertencentes a este género, uma
das mais estudadas é a Lippia alba (Figura 1).

Figura 1. Lippia alba Mill N.E.BR ex Britton & P.Wilson

A L. alba é uma planta aromatica, amplamente utilizada na medicina tradicional
e na etnofarmacologia devido as suas propriedades digestivas, sedativas, anti-
inflamatorias e analgésicas (Mendonza et al., 2022). Suas aplicagcbes na medicina
popular sdo na forma de extratos, infusdes e 6leos essenciais, possuindo um amplo
espectro de acao, apresentando potencial para ser utilizado na inddstria alimenticia,
para conservacao de alimentos, em infec¢des gastrointestinais (Souza et al.,2017,
Rivera et al.,2016) e na agricultura.O potencial que a L. alba apresenta associa-se as

suas caracteristicas agronémicas, como a rusticidade, a rapidez em que coloniza
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devido a sua forma de propagacao (estaquia), o alto vigor, alogamia, capacidade de

florescere vegetar o ano inteiro e por fim, devido a sua platicidade fendtipica
(Tavares;Momenté;Nascimento, 2011).

Esta € uma espécie altamente valiosa devido ao teor de 6leos essenciais
produzidos pela mesma, podendo ser utilizada como fonte de bioativos no
desenvolvimento de produtos a serem aplicados em diversos segmentos da inddstria,
na formulagédo de cosméticos e perfumaria, como também na agricultura, devido ao
potencial antimicrobiano atribuido a seus 6leos essenciais (Silva Junior et al., 2024).
Os OE’s produzidos pela L.alba, sdo compostos volateis oriundos do seu
metabolismo secundario, sendo constituidos por uma mistura de hidrocarbonetos
saturados e insaturados, alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e terpenos
(Ali et al., 2015). Os componentes principais do OE da L.alba s&o os terpenos, os
guais apresentam alto potencial para aplicacdo em diversos segmentos da industria
e devido a isso a demanda no mercado tem aumentado, e juntamente a ela, a
necessidade de pesquisas e praticas mais sustentveis e economicamente viaveis
para aumentar a producdo desses metabdlitos secundéarios (Nogueira Sobrinho et al.,
2021; Hassini et al., 2019).

Sabe-se que fatores genéticos diversos e outros fatores biéticos e abiéticos
podem levar a varia¢des significativas ha composicdo quimica dos 6leos essenciais,
pois eles podem causar alteracfes nas rotas metabdlicas, levando a sintese de
diferentes compostos (Soares et al., 2019). Esses fatores podem ser relacionados ao
clima, como temperatura, radiacdo solar e até mesmo o horario de colheita da planta
e, somado a isso surgem as interacdes interespecificas da planta com os insetos,
plantas vizinhas e os microrganismos (Sa Filho et al., 2022).

A influéncia de microrganismos benéficos sobre o desenvolvimento das plantas
€ bastante ampla, e pode tornar-se uma alternativa para aumentar as chances de

sucesso na producéao de L.alba.

2.2 Oleos essenciais

Sabe-se que as plantas possuem dois metabolismos, o primario e 0
secundério. O metabolismo primério € responsavel pela producdo de metabdlios
essenciais ao desenvolvimento e sobrevivéncia da planta, ja o secundario esta
relacionado a sintese de principios ativos que desempenham funcdes ecologicas,
permitindo a adaptacdo e sobrevivéncia da planta em ambientes adversos
(Rockenbach, 2018). Dentre as classes de principios ativos que sdo produto do
metabolismo secundario, temos 0s terpenos, 0s quais englobam um grande nimero

de compostos e uma diversidade de moléculas, muitas das vezes insolUveis em agua
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e de baixa densidade, como os 6leos essenciais (OEs), composto bioativo que

possui grande importancia econémica (Garcia, Carril, 2009).

Os OEs sdo compostos bioativos oriundos do metabolismo secundario das
plantas aromaticas e medicinais, e correspondem a uma pequena fracdo da
composicéo total da planta (menos de 5%) da matéria seca do vegetal (Falleh et al.,
2019; Valderrama & Ruiz, 2018). S&o fitoquimicos encontrados naturalmente,
obtidos de aproximadamente 60 familias de plantas, compostos por 20 a 60
componentes bioativos diferentes em diferentes concentracdes apresentando
atividades antibacteriana, antifangica, antiviral, antiparasitaria, inseticida,
antioxidante e anti-séptica (Sahu et al., 2024).

Sao definidos como uma mistura complexa de componentes quimicos
bioativos, como terpenos, terpendides e fendlicos, de baixo peso molecular, sendo
altamente volateis, liquidos e incolores em temperatura ambiente, pouco sollveis em
agua e altamente sollveis em solventes organicos possuem um odor bastante
caracteristico, sendo eles os responsaveis pelos aromas especificos das plantas
aromaticas (Falleh et al., 2020).

Os OEs desempenham um importante papel para as interacfes ecoldgicas
entre as plantas, servindo como sinalizadores quimicos na comunicacao intra e
interespécies, atracao de polinizadores, repeléncia de ataques de herbivoros, defesa
contra patdgenos, sendo de grande valia na sobrevivéncia e adaptacao das plantas
em ambientes diversos (Carvalho, 2023). O 6leo essencial de L.alba caracteriza-
seem diferentes quimiotipos, que estdo relacionados com 0s seus componentes
marjoritarios, como o linalol, citral e a carvona (Tavares et al., 2005). Os 6leos
essenciais possuem alto potencial bioldgico, e por este motivo, possuem grande
importancia econémica e sao utilizados nos mais variados segmentos industriais e
mais recentemente tém sido utilizados na agricultura.

Ha relatos na literatura demonstrando o potencial fungicida do 6leo essencial
de L.alba no controle de fungos fitopatogenos, que causam diversos prejuizos a
grandes culturas de importancia econdmica como o Fusarium spp., Penicillium spp,
Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e potencial nematicida
contra Meloidogyne incognita (Fontana et al, 2020), demonstrando ser uma alternativa
promissora para ser incorporada na agricultura, no desenvolvimento de produtos para
controle de doencgas em plantas, diminuindo o uso de insumos quimicos visando uma

agricultura mais ecoldgica e sustentavel.
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2.3 Interagéo Planta X Microrganismo benéfico

O microbioma do solo tem um importante papel na fertilidade do solo, tendo uma
participagao ativa na ciclagem de nutrientes, permitindo ao microbioma, desempenhar
outras funcdes, como melhorias na absor¢do de nutrientes e controle de
fitopatogenos. Portanto, a interacdo planta-microbioma € essencial para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, pois interage com diversos outros fatores
abidticos, como o tipo de solo, e fatores bidticos como espécies de plantas, os quais
impactam diretamente essa relacdo por meio dos exsudatos radiculares (Vélez-
Martinez, et al., 2023).

Os microrganismos podem interagir com as plantas de diversas formas e o
resultado dessa interagéo pode fornecer diversos beneficios para a planta hospedeira,
como por exemplo, favorecendo o seu desenvolvimento, ou se caso esse
microrganismo venha a parasitar a planta, pode ocasionar o efeito inverso, diminuindo
0 crescimento da planta até leva-la a morte. Desse modo, surge a importancia de
estudos dos grupos microbianos que realizam algum tipo de interagdo com as plantas,
com a finalidade de compreender esses mecanismos, impulsionando aqueles que
auxiliam no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, bem como no controle de
doencas causadas por fitopatégenos (Queiroz e Oliveira, 2023).

Dentro do grupo dos fungos presentes no microbioma das plantas, tem se os
fungos do género Trichoderma, que sdo amplamente conhecidos por sua alta
competitividade no meio ambiente, levando a altera¢cdes da comunidade microbiana
do solo e da planta. A sua colonizacdo é bem-sucedida em diversos ambientes e esse
microrganismo € utilizado para o controle de fitopatdgenos, devido a seus
mecanismos de acdo, a exemplo da competicdo por nutrientes, producdo enzimas
gue tem a capacidade de hidrolisar a parede celular do hospedeiro e producéo de
metabdlitos secundarios (Pascholati et al., 2019).

Além desses mecanismos de acédo, os fungos do género Trichoderma atuam
diretamente na raiz, favorecendo o0 desenvolvimento radicular das plantas
hospedeiras, uma vez que ocorre a producdo ou controle de hormdnios vegetais
capazes de melhorar o desenvolvimento radicular, a exemplo das auxinas (Zin e
Badaluddin, 2020). Dessa forma, os fungos do género Trichoderma, tém sido
amplamente utilizados para aplicacdo no controle biolégico na producéo agricola, uma
vez que esses fungos sdo capazes de suprimir o crescimento dos fitopatégenos e

regular a taxa de crescimento das plantas.
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2.4 Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma (Figura 2) sdo organimos pertencentes ao
filo Ascomycota, caracterizados como microrganismos de vida live encontrados no
solo, compondo a rizosfera de diversos ecossistemas terrestre, sendo encontrados
tipicamente em solos ricos em matéria organica, assim como em solos arenosos,
alcalinos e até mesmo em solos aridos (Contreras-Cornejo et al., 2024).

Séo fungos filamentosos, caracterizados por possuirem suas hifas septadas,
apresentando um rapido crescimento, o que permite a colonizacdo do substrato em
gue se encontra. Possui uma alta producdo de conidios, as estruturas reprodutivas
assexuadas, os quais sdo dispersadas pelo ar, pela dgua e outros agentes,

contribuindo para a disseminacao desse fungo (Gary, 2006).

Figura 2. Trichoderma sp. cultivado em placa de Petri

Possuem diversos mecanismos de acdo que, indiretamente resultam na
promocéo do crescimento vegetal. Esses microrganismos competem com outros,
incluindo os fungos fitopatogénicos, produzindo metabdlitos com acao antifungica e
enzimas que degradam a celulose (Harman et al., 2020) sendo bastante utilizados
no biocontrole de doencas de plantas. Tem também a capacidade de colonizar a
rizosfera das plantas, estabelecendo uma relacdo simbidtica com as raizes,
promovendo o crescimento vegetal (Zin; Badaluddin, 2020).

Tem sido bastante utilizado na agricultura, com o objetivo de reduzir o uso de
insumos quimicos, aumentar a produtividade das culturas e melhorar a
sustentabilidade e a autorregulacdo dos agroecossistemas (Harman et al., 2020;
Zin;Badaluddin, 2020).

2.5 Trichoderma como promotor de crescimento

Os fungos do género Trichoderma tem sido bastante estudado e utilizado na
agricultura pois estimulam o crescimento das plantas através de mecanismos diretos

e indiretos, dentre os quais estdo a producdo de metabolitos que influenciam na
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fisiologia da planta; alteracbes na sua bioquimica; solubilizacdo de nutrientes e

protecdo contra microrganismos e herbivoria (Macias-Rodriguez et al., 2020).

Esses mecanismos relacionam-se ao fato do Trichoderma atuar na solubilizagao
e absorcéao de nutrientes, aumentando a superficie de absorcao das raizes da planta;
causar a diminuicdo dos niveis de etileno nas plantas, o que resulta em seu
crescimento; aumentar a eficiéncia do uso do nitrogénio; melhorar a atividade
fotossintética e amenizar os efeitos causados pelo estresse ambiental (Meyer,
Mazzaro; Silva, 2019; Moreira et al, 2022).

O processo de inducdo de crescimento pelo Trichoderma tem inicio apartir da
colonizacdo das raizes da planta, processo que resulta em respostas fisicas ou
bioquimicas, dando inicio a uma cascata de sinalizagcdo quimica, na qual as
plantasproduzem metabdlitos secundérios, como resposta de defesa a colonizac¢éo do
fungo nas células corticais das raizes (Prudéncio et al., 2020). Para driblar as barreiras
de defesa imposta pelas plantas, o Trichoderma pode produzir estratégias que
consistem na producdo de hormdnios para estabelecer uma relacdo mutualistica, a
longo prazo, sem que surjam obstaculos que venham dificultar o estabelecimento das
raizes e o processo de simbiose (Kashyap et al., 2017).

A colonizacao da rizosfera pelo Trichoderma resulta em respostas de defesa
local e sistémica nas plantas. Os receptores de reconhecimento padrdo presentes na
membrana celular da planta reconhecem os efetores celulares que sao secretados
pelo Trichoderma. Quando o microrganismo € reconhecido, a planta responde
reprogramando os genes envolvidos no sistema de defesa e desenvolvimento,
ativando sistemas antioxidantes e sinalizacdo via fitohorménios que resultam na
defesa do estresse abidtico, aumentando as respostas de defesa contra insetos,
fungos fitopatdgenos, bacterias, assim como na sintese e liberagdo de compostos
volateis de planats que tem a capacidade de atracéo de predadores de insetos praga,
maior resisténcia e adaptacdo das plantas a estresses abidticos e promove o

crescimento dos vegetais (Woo et al., 2023).

2.6 Influéncia do Trichoderma na producédo de metabdlitos secundarios

A sintese de compostos ativos esta relacionada aos mecanismos de defesa das
plantas contra diferentes tipos de fatores de estresse bidticos e abiodticos, que, quando
detectado pela planta, desencadeia uma cascata de reac¢des, resultando na inducéo
do metabolismo secundario dos vegetais (Silva-Santos et al., 2023).

O metabolismo secundario dos vegetais € um processo quimico, no qual as
substancias ativas sao sintetizadas e decompostas nas plantas, desempenhando

funcdes especificas em condi¢des especificas. Os microrganismos estdo amplamente
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relacionados com a regulacdo do metabolismo primario, o qual é essencial para o

crescimento e metabolismo secundario das plantas, onde atuam na protecdo das
plantas contra condi¢cdes de estresse, melhorando a absor¢cdo dos nutrientes pelas
raizes, promovendo o crescimento e 0 acumulo de metabdlitos, aumento a resiliéncia
das plantas ( Lv et al., 2024). Alguns microrganismos, além de produzirem seus
préprios metabdlitos secundarios, podem também se associar as plantas para
acelerar a biossintese de compostos bioativos das mesmas (Singh, et al., 2022).
Diversos estudos foram realizados relacionados ao uso de Trichoderma, em
espécies de frutiferas, ornamentais e florestais, podendo ser utilizado também para
promoc¢do de crescimento de espécies medicinais e aromaticas, como em Mentha
arvensis, a inoculacdo com Trichoderma aumentou a producéo de biomassa, assim
como o rendimento de 6leo essencial produzido por esta espécie (Singh et al., 2019).
Em plantas de coentro, Sirin et al. (2022) constatou que houve um aumento de
aproximadamente 60% na producado de 6leo essencial e frutos quando submetidas

ao tratamento com Trichoderma asperellum B35.
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CAPITULO 1

Producdo de mudas de Lippia alba cultivadas com diferentes isolados de
Trichoderma spp.

RESUMO: A Lippia alba € uma espécie de interesse econémico devido a presenca de
compostos ativos que tém uma vasta aplicacdo em diferentes segmentos na industria, e, mais
recentemente, esses metabolitos tem sido utilizados na agricultura, por possuirem potencial
contra fitopatdgenos, na elaboracéo de produtos naturais visando a agricultura autoregulavel.
Portanto, faz-se necessario produzir mudas com maior vigor e qualidade, utilizando
tecnologias de inovacdo como o uso de microrganismos benéficos promotores de
crescimento, como os fungos do género Trichoderma, o qual possui a capacidade de colonizar
as raizes da planta, proporcionando melhorias na absorcao dos nutrientes, deixando-os
disponiveis para a planta. Portanto, o objetivo foi avaliar a acéo de diferentes isolados de
Trichoderma spp. na produgéo de mudas de L.alba cultivadas em casa de vegetacao.
As mudas foram produzidas em sacos de polietileno contendo mistura de solo e
hamus, sendo realizadas aplicacbes da suspensdo de diferentes isolados
Trichoderma (TCS 87, F12 e Trichoderma de bromélia) nos intervalos de 0, 5, 10, 20
e 30 dias. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema de
parcela subdividida no tempo, sendo as parcelas principais constituidas pelas plantas
inoculadas com e sem os isolados de Trichoderma e nas subparcelas, os tempos de
colheita com trés repeticdes. Foram avaliados os parametros fitotécnicos das plantas
e indice de qualidade de Dickson. As analises dos dados obtidos foram realizadas no
programa estatistico R. A Andlise de Componentes Principais (ACP) reduziu a
dimensionalidade de 13 varidaveis analisadas para 2 componentes principais, além de
agrupar as amostras de acordo com os tratamentos recebidos. O PC1 conseguiu
separar as mudas dos grupos G1, G3 e G4, enquanto o PC2 agrupou as mudas do
G2. O PC1 apresenta uma forte correlacéo positiva com as variaveis altura, diametro
do caule, comprimento e volume de raiz, namero de folhas e internddios, massa seca
e fresca das folhas e massa seca e fresca da raiz. Essas varidveis apresentaram
maiores valores nas mudas do G1, representadas pelas mudas avaliadas aos 20 dias
sem inoculacdo (CT) e as avaliadas aos 30 dias inoculadas com TCS87, TB e F12,
seguidas pelas mudas do G3, avaliadas 20 dias ap6s inoculacdo com TB e TCS87. O
PC2 estd correlacionado negativamente com o tamanho dos internédios e
positivamente com a massa seca total e o indice de qualidade de Dickson. Os maiores
valores de massa seca total e indice de qualidade de Dickson e 0s menores
tamanhosde internédios foram obtidos nas mudas do G2, representadas pelas mudas
avaliadas 5 dias ap0s inoculagédo com TCS87 e pelas mudas avaliadas no mesmo dia
gue foram inoculadas com TB. Portanto, foi possivel concluir que o uso dos isolados
de Trichoderma na producdo de mudas de Lippia alba, promove um aumento
numerico da biomassa e do sistema radicular, principalmente entre 20 e 30 dias apés
a inoculacéo. Esse fator biologico de interacdo pode se traduzir em aumento de
produtividade no campo, pois as mudas estédo aptas a ir a campo com 30 dias. Todos
os isolados de Trichoderma tiveram resposta positiva em relacdo a producdo de
mudas.

Palavras chave: microrganismos, endofito, raizes, biomassa
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CAPITULO 1

Production of Lippia alba seedlings cultivated with different isolates of
Trichoderma spp.

ABSTRACT: Lippia alba is a species that has been extensively studied due to the
presence of active compounds that it produces, which makes it economically
attractive to the market, since these compounds have a wide range of applications in
different segments of the industry, and, more recently, these metabolites have been
used in agriculture, as they have potential against phytopathogens. Therefore, it is
necessary to produce seedlings with greater vigor and quality, and a viable alternative
is the use of beneficial growth-promoting microorganisms, such as fungi of the genus
Trichoderma, which have the ability to colonize the roots of the plant, providing
improvements in the absorption of nutrients, making them available to the plant.
Therefore, this study aimed to evaluate the action of different isolates of Trichoderma
spp. in the production of L. alba seedlings grown in a greenhouse. The seedlings were
produced in polyethylene bags containing a mixture of soil and humus, and
applications of the suspension of different Trichoderma isolates (TCS 87, F12 and
Trichoderma from bromeliad) were carried out at intervals of 0, 5, 10, 20 and 30 days.
The design used was randomized blocks, in a split-plot scheme in time, with the main
plots consisting of plants inoculated with and without Trichoderma isolates and the
subplots, the harvest times with three replicates. The phytotechnical parameters of the
plants and the Dickson quality index were evaluated. The analyses of the data
obtained were performed in the statistical program R. Principal Component Analysis
(PCA) reduced the dimensionality of 13 analyzed variables to 2 principal components,
in addition to grouping the samples according to the treatments received. PC1 was able
to separate the seedlings of groups G1, G3 and G4, while PC2 grouped the
seedlings of G2. PC1 presents a strong positive correlation with the variables height,
stem diameter, root length and volume, number of leaves and internodes, dry and
fresh mass of leaves and dry and fresh mass of roots. These variables showed higher
values in G1 seedlings, represented by seedlings evaluated 20 days without
inoculation (CT) and those evaluated 30 days after inoculation with TCS87, TB and
F12, followed by G3 seedlings, evaluated 20 days after inoculation with TB and
TCS87. PC2 is negatively correlated with internode size and positively correlated with
total dry mass and Dickson quality index. The highest values of total dry mass and
Dickson quality index and the smallest internode sizes were obtained in G2 seedlings,
represented by seedlings evaluated 5 days after inoculation with TCS87 and by
seedlings evaluated on the same day they were inoculated with TB. Therefore, it was
possible to conclude that the use of Trichoderma isolates in the production of Lippia
alba seedlings promotes a numerical increase in biomass and root system, mainly
between 20 and 30 days after inoculation. This biological factor of interaction can
translate into increased productivity in the field, as the seedlings are ready to go to the
field after 30 days. All Tricoderma isolates had a positive response in relation to
seedling production.

Key words: microorganisms, endophyte, roots, biomass
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda pelas plantas medicinais, seja para consumo ou
obtencao dos bioativos, tem se buscado formas de otimizar a producédo de mudas,
utilizando microrganismos promotores de crescimento, como por exemplo, os fungos
do género Trichoderma. Os beneficios desse microrganismo para a planta é
dependente de processos que envolvem sinalizacdo quimica, onde as raizes liberam
uma série de compostos, que atuam na rizosfera, favorecendo o estabelecimento da

interacéo desse fungo com as raizes da planta (Guzman-Guzman, et al., 2019).

Sabe-se que a Lippia alba € uma espécie de grande importancia por seu
potencial bioativo, devido a producdo dos O6leos essenciais, o que a torna
economicamente atrativa para diversos segmentos da industria (Vian, et al., 2019) e
mais recentemente para a agricultura. No entanto, ainda s&o escassos 0s estudos
encontrados na literatura, com relacao a produ¢édo de mudas dessa espécie utilizando

microrganismos promotores de crescimento.

Os fungos do género Trichoderma sédo conhecidos por desempenharem esse
papel. Sdo fungos filamentosos de vida livre, encontrados no solo, associados as
raizes das plantas, se destacam devido a sua alta capacidade reprodutiva,
sobrevivéncia em ambientes adversos e eficiencia na utilizacao dos nutrientes, devido
a sua capacidade de modificar a rizosfera (Azevedo et al., 2017).0 Trichoderma tem
se destacado na agricultura devido ao seu potencial para o biocontrole, sendo
aplicados no solo contra ataques de patdégenos e também para aumentar o

crescimento e a produtividade dessas plantas (Joo; Hussein, 2022).

Trabalhos realizados por Chagas Junior e colaboradores (2014, 2021, 2022)
demonstraram o efeito benéfico do Trichoderma no crescimento da cultura da soja e
do feijdo. Ha relatos também do uso desse microrganismo em espécies frutiferas,
como o maracuja (Santos et al., 2010) e também sua aplicacdo em espécies
medicinais e aromaticas, como a Mentha arvensis, onde o uso do Trichoderma
promoveu o aumento da producdo de biomassa e de metabdlitos secundarios

produzidos pela espécie estudada (Singh et al., 2019).

Desse modo a associagao do Trichoderma com a L. alba, pode ser tecnologia
de inovacéo para se obter sucesso na producédo de mudas para esta espécie, e diante
disso, este trabalho tem por objetivo avaliar a acdo de diferentes isolados de

Trichoderma spp. na producéo de mudas de L.alba cultivadas em casa de vegetacéao.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo situada na Fazenda
Experimental de Producéo Vegetal nas dependéncias do CCAAB, da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia — UFRB, na cidade de Cruz das Almas, Bahia. O

experimento foi conduzido no periodo de Mar¢o a Maio de 2024.
2.1 Obtencao do material vegetal e Propagacao das mudas

As mudas de Lippia alba foram produzidas a partir de plantas matrizes
presentes na area experimental localizadas na Fazenda Experimental de Producgéo
Vegetal, CCAAB, UFRB.

O método de propagacdo utilizado foi por estaquia, utilizando ramos
herbaceos e semilenhosos da planta matriz, contendo aproximadamente 20
centimetros de comprimento e um par de folhas reduzidas pela metade. As estacas
foram colocadas para enraizar em sacos de polietileno com a capacidade para 1L,
contendo como substrato, uma mistura de solo e himus de minhoca, utilizando a
proporcao de 2:1. Apoés o periodo de 15 dias apés o plantio, foi iniciada a aplicacéo

dos tratamentos.

2.2 Obtencdo e preparo do inéculo

Os isolados de Trichoderma foram obtidos da colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Microbiologia Agricola da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia — UFRB.

Os fungos foram replicados em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e armazenados em B.O.D com temperatura de
25+2°C e fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. Apds o crescimento total do
microrganismo foi adicionada a placa de Petri, 20 mL de agua destilada autoclavada
e duas gotas de Tween 20® onde, com o auxilio de uma alca de Drigalsky estéril
foi realizada a raspagem dos propagulos fungicos e posteriormente foi retirada uma
aliquota dessa suspensdo para contagem dos esporos, utilizando a camara de
Neubauer (Leandro et al., 2007). Ap0s a contagem, foi realizado o ajuste da
concentracdo para 10’ esporos/mL, onde foram inoculados 10 mL da suspenséo
dos esporos nos intervalos de 0, 5, 10, 20 e 30 dias no solo, proximo as raizes das
plantas. Serdo utilizados quatro isolados de Trichoderma, sendo eles: TCS 87,
isolado de solo de cultivo de bananeira; TB,Trichoderma isolado de Bromélia; F12,

isolado endofitico oriundo de folhas de sisal e o Controle.
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2.3 Delineamento Experimental
O delineamento foi em blocos casualizados, em esquema de parcela
subdividida no tempo, sendo as parcelas principais constituidas pelas plantas
cultivadas com e sem isolados de Trichoderma e nas subparcelas, os tempos de

colheita com trés repeticoes.

2.4 Variaveis Analisadas

Foram avaliados os seguintes dados fitotécnicos, onde foram coletadas 12
plantas nos intervalos de 0, 5, 10, 20 e 30 dias apds a aplicacdo da suspensdo dos
isolados de Trichoderma.

e Altura, em centimetros com o auxilio de uma trena, sendo utilizada como padréao

a medida do maior ramo.

e Numero de folhas, considerando apenas as folhas fotossinteticamente ativas;

e NUmero e tamanho dos internddios, em centimetros, com o auxilio de um
paguimetro digital.

Para o tamanho dos internédios foi utilizado como padrdo o ramo o qual foi

medido a variavel altura, sendo realizada a contagem e a medic¢ao dos internddios e

foi feita uma média, somando-se os valores obtidos e dividindo pelo niumero de

entrenos que foi contado, obtendo-se o tamanho dos internédios.

e Diametro do caule, em centimetros com um auxilio de um paquimetro digital

e Volume de raiz, em centimetros cubicos com o auxilio de uma proveta

A determinagao do volume das raizes foi realizada a cada coleta, onde as raizes

foram lavadas e secas e, posteriormente submersas em uma proveta contendo 20
mL de agua destilada.O volume foi determinado pela diferenca entre os volumes inicial
e final do recipiente, obtendo-se a resposta do volume de raiz, por equivaléncia de
unidades (BASSO,1999).

e Comprimento de raiz, em centimetros com o auxilio de uma fita métrica

e Massa fresca e seca da parte aérea e da raiz com o auxilio de uma balanca semi-

analitica (g)
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A massa fresca da parte aérea e das raizes das plantas foram determinadas com o

auxilio de uma balanca semianalitica (g). As raizes foram submetidas a secagem em
estufa de ventilacdo fechada a 65°C até obtencéo da massa constante e as folhas foram

secas a temperatura de 45°C e posteriormente foi determinada a massa seca.

« indice de Qualidade de Dickson (IQD)

O indice de Qualidade de Dickson foi calculado pela férmula abaixo,

_ MST(g)
[QD — H(cm) A MSPA(g)
DC(mm) MSR(g)

Onde:

MST= Massa seca total, em gramas H=

Altura, em centimetros

MSPA= Massa seca da parte aérea, em gramas DC=
Diametro do caule, em milimetros

MSR= Massa seca da raiz, em gramas

2.5 Anédlise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise multivariada utilizando a técnica de
componentes principais (ACP) e andlise hierarquica de cluster (HCA) para agrupamento
das amostras de acordo com os tratamentos testados, com auxilio do programa R

Development Core Team (2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 em anexo, encontram-se os resultados com as médias das variaveis
analisadas. Comrelagédo avariavel altura (Figural) nota-se que os maiores valores foram
obtidos aos 20 e aos 30 dias, pelos isolados TCS 87, TB e F12, apresentando o
incremento de 24,98%, 51,93% e 42,38% respectivamente. O numero de folhas (Figura
1) e o numero de internodios e o tamanho entre nés sdo medidas correlacionadas e
também foram observadas as maiores médias aos 20 e aos 30 dias apos a inoculacao
pelos isolados TCS 87, TB e F12.
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Figura 01- Altura, diametro do caule, comprimento de raiz, numero de folhas de mudas de

Lippia alba com diferentes isolados de Trichoderma spp. em diferentes tempos de
avaliacao

Altura, diametro do caule e comprimento de raiz Numero de folhas

- & W
n S o

T

N’ de fohas (und)

[ ! | ;

.= & w =] 20

&

- 1

= ( - - u - - -_ " -_ - I
n I O 1 ] i Cl 1 I

= ¢ - 0

solados de Trichoderma x tempo
70 TCS870 F120 T80 T30 TC8730 F1230

A Bl om Isolados de Tnchoderma x tempo

O diametro do caule também apresentou as maiores meédias aos 20 e aos 30 dias
apos a inoculagéo dos isolados testados, TCS87, TB e F12, proporcionando o incremento
de 20,83%, 26% e 24,5% respectivamente.

A medida do didmetro do caule é uma varidvel bastante importante e ndo deve ser
desprezada, pois esta relacionada com a capacidade de sobrevivéncia da muda apés o
seu plantio em campo, uma vez que 0 aumento dessa variavel se relaciona com a
capacidade da absorcdo dos nutrientes por parte das raizes e sua translocacéo para a
parte aérea da muda (Steffen et al.,2019).

As variaveis volume (Figura 2) e comprimento de raiz também apresentaram o0s
maiores valores nas mudas inoculadas com os tratamentos nos tempos de 20 e 30 dias
apos a inoculacéo proporcionando o incremento para volume de raiz de 77,26% (TCS87),
72,31% (TB) e 75,74% (F12) e para comprimento de raiz, os isolados TB e F12
proporcionaram o incremento de 15% e 12,21% respectivamente.

O comprimento e o0 volume da raiz sdo variaveis mportantes, uma vez que 0
Trichderma € um microrganismo que atua diretamente no sistema radicular, portanto, um
aumento no volume das raizes significa uma maior superficie de absorcdo e o maior
comprimento de raiz proporciona a planta explorar maiores profundidades do solo em
busca de nutrientes. OTrichoderma tem a capacidade de solubilizar os micronutrientes
do solo moderadamente solluveis e insolaveis, que tem efeito no acumulo de biomassa,;
aumenta a capacidade fotossintética de fixacdo de carbono; atua no controle dos niveis
de fitohormaonios e modifica as condigbes ambientais da planta, modificando o pH do solo,
aumentando a disponibilidade de nutrientes para as plantas, promovendo um ambiente

favoravel para o desenvolvimento das plantas (Oyesola, et al., 2024).

TB30
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Figura 02- Volume de raiz de mudas de Lippia alba com diferentes isolados de
Trichoderma spp. em diferentes tempos de avaliagéo
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Com relacdo a massa seca e a massa fresca de raizes as plantas inoculadas com
os isolados testados apresentaram as maiores médias nos tempos de 30 e 20 dias. O
incremento proporcionado aos 30 dias pelos isolados testados foi de 57,2% (TCS87),
81,47%(TB) e 70% (F12) para massa fresca de raizes e para massa seca das raizes
incremento foi de 42,6%(TCS87), 68,7% (TB) e de 42% (F12), aos 30 dias apdés
inoculacao. Isso se deve a capacidade de absorcdo de agua e nutrientes por parte das
raizes, indicando que plantas inoculadas com Trichoderma, tem uma vantagem no
desenvolvimento e absorcao de nutrientes, que se converte em maior produtividade, em
comparacao as plantas que ndo possuem associa¢cao com esse microrganismo (Sa et al.,

2024).

Figura 03- Massa seca e fresca das folhas e raizes de Lippia alba com diferentes isolados
de Trichoderma spp. em diferentes tempos de avaliagcao
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A massa fresca e seca das folhas (Figura 3) também apresentam as maiores médias

aos 20 aos 30 dias apos a inoculagdo havendo o incremento de 28,57% (TB), 19,02%



33
(F12) e 1,20% (TCS87) de massa fresca em relacdo ao tempo zero e de massa seca

houve um incremento de 20%(TCS87), 50,48% (TB) e 38,29% (F12) em relacéo ao tempo
zero. Os incrementos observados na massa seca podem estar relacionados com a
producdo de metabdlitos que atuam na promoc¢do de crescimento, ou como indutores
da producdo dos mesmos pela planta a qual o Trichoderma esta colonizando.
Substancias como as auxinas (IAA) sao de grande importancia na emergéncia de raizes
laterais e raizes adventicias, além de acelerar o desenvolvimento das mesmas,
provocando expansao e diferenciacdo nos tecidos da planta (SA et al., 2024).

Sabe-se que os fungos do género Trichoderma possuem diferentes mecanismos
para proporcionar o incremento no crescimento das plantas. Algumas espécies tém a
capacidade de aumentar a area de superficie do sistema radicular, proporcionando a
planta 0 acesso a uma infinidade de nutrientes, ja outras tem a capacidade de
solubilizar os nutrientes menos disponiveis, deixando-os livres para que a planta possa
absorver, como o ferro, por exemplo (Chagas Junior et al., 2022).

A varidvel massa seca total foi calculada para ser utilizada na férmula do indice de
qualidade de Dickson. A mesma apresentou as maiores médias nas plantas inoculadas
aos 20 dias. O indice de qualidade de Dickson apresentou as maiores médias nas plantas
inoculadas com os isolados testados nos 20 e nos 30 dias. Apesar de nao expressar
diferencas significativas das plantas do controle, a inoculagdo com os isolados de
Trichoderma proporcionaram incrementos nas variaveis analisadas.

O Trichoderma necessita de um periodo para estabelecer as relacdes com o
sistema radicular da planta, pois, € um processo que envolve diversas etapas. A primeira
delas é o reconhecimento, seguido de aderéncia e penetracdo nas raizes da planta, em
seguida, o microrganismo coloniza as raizes da planta, produzindo e liberando
substancias que favorecem a solubilizacdo de nutrientes e os disponibilizando para as
raizes (Mayer et al. 2019). Estudos realizados por Jesus (2020) e Lima (2022) associando
0 uso do Trichoderma na producdo de mudas de L. alba, demonstraram que sao
necessérias pelo menos duas aplicagdes do isolado a cada 15 dias para que os efeitos
proporcionados pela inoculagdo do microrganismo comecem a ser observados, logo, 0s
benéficios dessa interacdo sdo efetivos apds os 30 dias da inoculacdo, como o0s
resultados observados no presente estudo.

Na figura 4 é possivel observar os efeitos da inoculacéo dos diferentes isolados de
Trichoderma na producéo de mudas de Lippia alba nos diferentes tempos de avaliacéo

(0, 5, 10, 20 e 30 dias apos a inoculacao).
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Figura 4: Mudas de Lippia alba inoculadas com diferentes isolados de Trichoderma
em diferentes tempos de avaliacdo. *Legenda: : Controle (CT), TCS 87 (Trichoderma
asperellum), Trichoderma isolado de bromélia (TB), Trichoderma endofitico isolado
de folhas de sisal (F12) e os tempos de avaliacao (0, 5, 10, 20 e 30).
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Os dados de altura, diametro do caule, comprimento e volume da raiz, numero
de folhas e internodios, tamanho dos internédios, massa seca e fresca das folhas,
massa seca e fresca da raiz, massa seca total e indice de qualidade de Dickson foram
utilizados como matriz de resposta.

A Andlise de Componentes Principais (ACP) reduziu a dimensionalidade de 13
variaveis para 2 componentes principais, além de agrupar as amostras de acordo com
os tratamentos recebidos (inoculagcdo com diferentes isolados de Trichoderma em
diferentes tempos). A ACP mostrou que o primeiro componente principal (PC1) e o
segundo componente principal (PC2) explicaram 74,81% da variabilidade dos dados,
sendo 59,41% explicados pelo PC1 e 15,4% pelo PC2 (Figura 1). A ACP distinguiu as
mudas de Lippia alba em 4 grupos conforme o tratamento: grupo 1 (G1) com as mudas
dos tratamentos TCS8730, CT20, TB30 e F1230; grupo 2 (G2) com as mudas tratadas
com TCS875 e TBO; grupo 3 (G3) com as mudas dos tratamentos TB20 e TCS8720;
e grupo 4 (G4) com as mudas dos tratamentos CTO, CT5, CT10, CT30, TB10, TB5,
TCS870, TCS8710, F120, F125, F1210 e F1220. Este resultado demonstra que
o crescimento das mudas de Lippia alba esté relacionado a inoculagdo com diferentes

Trichodermas em diferentes tempos de avaliacao.

Figura 5. Grafico de andalise de componentes principais (ACP) do crescimento de
mudas de Lippia alba inoculadas com diferentes isolados de Trichoderma spp.
Legenda:Controle (CTO, CT5, CT10, CT20, CT30); TCS 87 (TCS870, TCS875,
TCS8710, TCS8720, TCS8730); Trichoderma da Bromélia (TBO, TB5, TB10, TB20,
TB30); Trichoderma endofitico do sisal (F120, F125, F1210, F1220, F1230).
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O PC1 conseguiu separar as mudas dos grupos G1, G3 e G4, enquanto o PC2

agrupou as mudas do G2. De acordo com a Tabela 2, o PC1 apresenta uma forte



correlacdo positiva com as variaveis altura, didmetro do caule, comprimento e
volume de raiz, nimero de folhas e internédios, massa seca e fresca das folhas e
massa seca e fresca da raiz. Essas variaveis apresentaram maiores valores nas
mudas do G1, representadas pelas mudas avaliadas aos 20 dias sem inoculagao (CT)
e as avaliadas aos 30 dias inoculadas com TCS87, TB e F12, seguidas pelas mudas
do G3, avaliadas 20 dias ap0s inoculagdo com TB e TCS87.

O PC2 esta correlacionado negativamente com o tamanho dos internédios e
positivamente com a massa seca total e o indice de qualidade de Dickson. Os maiores
valores de massa seca total e indice de qualidade de Dickson e os menores tamanhos
de internddios foram obtidos nas mudas do G2, representadas pelas mudas avaliadas
5 dias apds inoculagdo com TCS87 e pelas mudas avaliadas no mesmo dia que foram
inoculadas com TB.

Tabela 1. Correlacdo das variaveis analisadas com o primeiro (PC1l) e segundo
componentes principais (PC2).

., Coeficientes
Variavel PC1 To
ALT 0.32 0.22
NF 0.29 0.08
NE 0.29 0.25
TE 0.20 -0.38
DC 0.29 0.28
VR 0.28 0.07
CR 0.20 0.02
MFF 0.28 0.06
MSF 0.33 0.14
MFR 0.34 0.01
MSR 0.32 -0.13
MST -0.17 0.59
IQD -0.22 0.51

A andlise hierarquica de cluster (HCA) € uma técnica exploratéria que classifica
os dados com base em suas semelhancas. Uma das maneiras mais comuns de
visualizar a AHC é através de dendrogramas. O método de Ward determina quais
dados devem ser agrupados ao subtrair a soma das distancias quadradas de cada
observacdo em relacdo a média do cluster (Moreira et al., 2022).

A Figura 2 mostra o dendrograma resultante da analise hierarquica de
agrupamentos usando o método de Ward e a distancia euclidiana. A HCA agrupou as
mudas de Lippia alba em 4 grupos com base nas semelhancas entre os dados dentro
dos mesmos grupos e nas diferencas entre os dados de grupos diferentes,

complementando os resultados obtidos pela ACP.
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Figura 6. Dendograma do crescimento de mudas de Lippia alba inoculadas com
diferentes isolados de Trichoderma em diferentes tempos utilizando o método de
Ward e distancia euclidiana.
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Esses achados indicam que diferentes combinacdes de tratamento e tempos
de avaliacdo influenciam significativamente as caracteristicas de crescimento das
mudas, com o G1 e G3 mostrando melhor desempenho em termos de altura e
biomassa, enquanto o G2 se destaca pela qualidade geral e eficiéncia na alocacéo
de fotoassimilados, conforme indicado pelo indice de qualidade de Dickson.

Os microrganismos possuem uma grande importancia quando se fala em
proteger as plantas contra estesses abibticos e biotico, promover melhorias na
absorcédo de nutrientes, promovendo o crescimento e o acumulo de metabdlitos pelas
plantas, ao mesmo tempo em que aumentam a resiliéncia dessas plantas (Nivel et al.,
2024). Dentre a infinidade de microrganismos que compde a rizosfera, o fungos do
genéro Trichoderma, tem sido alvo de intensas pesquisas, devido aos seus diversos
mecanismos de acao, que fornecem varios beneficios para as plantas.

A promocao do crescimento das plantas é um dos efeitos benéficos de maior
importancia, induzido pelo Trichoderma, pois ele melhora o crescimento das plantas
em resultado das propriedades ambientais da rizosfera, envolvendo mecanismos
diretos e indiretos de promoc¢ao de crescimento, como a producdo de metabdlitos
bioativos que modulam aspectos da fisiologia da planta; alteracbes na bioquimica;
solubilizac&o de nutrientes biologicamente indisponiveis e prote¢céo das plantas contra
patogenos (biocontrole)(Contreras-Cornejo et al., 2024).

Um dos mecanismos mais frequentemente utilizados para explicar os efeitos
gue o Trichoderma promove no crescimento das plantas, € a producdo de
auxinas (Contreras-Cornejo et al., 2009, 2016). Diversos estudos encontrados na

literatura relatam que no inicio da interacdo Trichoderma-planta, ocorre a producao e
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a liberacdo de metabdlitos como auxinas e compostos proteicos por parte do
Trichoderma, os quais s@o percebidos pelas raizes, alterando multiplos hormonios e
mecanismos que controlam o crescimento e desenvolvimento da planta em condi¢cbes
normais ou de estresse (Bae et al., 2011; Garnica-Vergara et al., 2015; Contreras-
Cornejo et al., 2016). A colonizacdo do sistema radicular pelo Trichoderma, resulta
na protecdo na rizosfera contra fitopatégenos, além de sistema radicular mais
desenvolvido, favorecendo a absorcdo de nutrientes e 4gua (Contreras-Cornejo et al.
2013, 2015, 2016).

Fungos do género Trichoderma, tém sido bastante utilizados devido a sua
caracteristica de promover o crescimento e o vigor das plantas (Chagas et al., 2017)
e tem sido bastante utilizados na producdo de mudas de diversas espécies, incluindo
as medicinais. Uma das espécies de Trichoderma mais estudadas em pesquisas
envolvendo a promocédo de crescimento vegetal foi o Trichoderma harzianum. Esta
espécie associada a plantas medicinais e aromaticas, demonstram que 0 mesmo
promove o crescimento das plantas, protegendo contra ataques de patdogenos, porém,
existem excecdes, mesmo tratando-se de uma mesma espécie, nem todos 0s
isolados tem a capacidade de promover o crescimento e vigor da cultura, ou seja, nem
sempre, a planta responde a inoculagcéo do microrganismo (Stewart e Hill, 2014; Singh
et al., 2019).

A inoculacdo com Trichoderma no estagio inicial do desenvolvimento das
plantas proporciona maiores beneficios em termos de desenvolvimento das raizes e
da absorcado de nutrientes, sendo que o aumento do crescimento das plantas apos a
inoculacdo com Trichoderma depende da cultura, ou gendtipo da planta (Sirin et al.,
2022).

Ha relatos na literatura do uso de isolados de Trichoderma asperellum B36 em
algumas espécies medicinais, onde houve a promoc¢ao de crescimento das raizes e
no metabolismo secundario de Salvia miltiorhiza e em plantas de coentro, aumentou
a producédo de biomassa, numero de frutos e 6leo essencial (Ming et al., 2013). Em
plantas de horteléd inoculadas com o microrganismo, também apresentou um aumento
significativo da biomassa das raizes e da parte aérea, bem como o contetudo de
fotoassimilados.

Isso indica que o efeito mais evidente da agdo do Trichoderma € no sistema
radicular, onde o fungo, por meio da liberacdo de compostos quimicos, estabelece
uma relacdo com as raizes da planta, e esse processo de reconhecimento, ndo
acontece de forma imediata. Estudos realizados anteriormente por Lima (2022) com
mudas de L.alba cultivadas com T.asperellum demonstraram que o tempo de
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resposta da Lippia a inoculacdo com microrganismo, ocorre 30 dias apds a primeira
inoculacao.

No formato de cultivo tradicional, sem o uso de enraizadores ou fertilizantes as
mudas de L.alba produzidas por estaquia se encontram aptas para serem levadas &
campo no periodo de 50-60 dias. Junior e colaboradores (2018), utilizando fertilizante
organomineral, conseguiu reduzir o tempo de producédo das mudas de L. alba entre
20-50 dias. Nas avaliacdes realizadas aos 20 e aos 30 dias, as plantas inoculadas
com os diferentes isolados, apresentaram um incremento de biomassa quando
comparadas as plantas avaliadas no tempo 0, mesmo nado se diferenciando
estatisticamente do controle. As mudas produzidas com a inoculagéao dos isolados de
Trichoderma entre 20-30 dias apresentam um sistema radicular bem desenvolvido, ja
aptas para serem levadas a campo, ou seja, comparado aos resultados encontrados
por Junior e colaboradores, 0 uso do Trichoderma reduziu o tempo de producao das

mudas de Lippia alba em aproximadamente 20 dias.

4. CONCLUSOES

O uso dos isolados de Trichoderma na producdo de mudas de Lippia alba,
promove um aumento numerico da biomassa e do sistema radicular, principalmente
entre 20 e 30 dias ap0s a inoculagdo. Esse fator biol6gico de interacdo traduz-se em
aumento de produtividade no campo, pois as mudas estdo aptas a ir a campo com 30
dias. Todos os isolados de Trichoderma tiveram resposta positiva em relagcdo a
producdo de mudas.
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CAPITULO 2

Avaliacdo do efeito de diferentes isolados de Trichoderma spp. na producéo de
biomassa e 6leo essencial de plantas de Lippia alba cultivadas em campo

RESUMO: As interacdes entre as plantas e os microrganismos presentes no solo
sdo de grande importancia para o crecimento, desenvolvimento e produtividade
desses vegetais. Em espécies medicinais, como € o caso da Lippia alba, esses
microrganismos, como os fungos do género Trichoderma, podem, além de aumentar
a producao da biomassa, estimular a producao de metabdlitos secundarios, que no
caso da L. alba, é o Gleo essencial. Logo, o0 objetivo deste trabalho é testar a
eficiéncia de diferentes isolados de Trichoderma spp. na producédo de biomassa e
teor de 6leo essencial de Lippia alba cultivadas em campo em diferentes tempos de
colheita e determinar o tempo de colheita onde h4 uma maior producdo desse
metabdlito. As mudas cultivadas em casa de vegetacao serdo transplantadas para o
campo experimental. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em
esquema de parcelas subdivididas no tempo, onde foram inoculados 10 mL da
suspensao dos esporos dos diferentes isolados a serem testados quinzenalmente
nas covas, proximo a base das plantas. Foram avaliadas variaveis fitotécnicas e o
teor de Oleo essencial das plantas com 0, 15, 30 e 45 dias apo0s a aplicacdo. As
médias das variaveis analisadas foram submetidas a analise de variancia e teste de
Tukey a 5% de significancia e regressdo, com auxilio do programa R. Todos os
isolados testados proporcionaram incremento niumerico de biomassa e aumento no
teor de 6leo essencial. O periodo onde houve a maior producédo de biomassa foi aos
30 dias, sendo proporcionados pelo Mix de isolados e pelo TB (Trichoderma da
bromélia). Logo pode-se concluir que o periodo onde se obtem a maior producéo de
biomassa de L.alba é nos 30 dias apés a inoculacdo do Trichoderma, e entre 15 e
30 dias obtem-se o maior teor de Oleo essencial dessas plantas, sendo
proporcionado pelo Mix dos isolados.

Palavras chave: bioproduto, medicinal, interacdes, terpenos
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CAPITULO 2

Evaluation of the effect of different isolates of Trichoderma spp. on the
production of biomass and essential oil of Lippia alba plants grown in the
field

ABSTRACT: The interactions between plants and microorganisms present in the
soil are of great importance for the growth, development and productivity of these
plants. In medicinal species, such as Lippia alba, these microorganisms, such as
fungi of the genus Trichoderma, can, in addition to increasing biomass production,
stimulate the production of secondary metabolites, which in the case of L. alba, is
the essential oil. Therefore, the objective of this study is to test the efficiency of
different isolates of Trichoderma spp. in the production of biomass and essential oil
content of Lippia alba grown in the field at different harvest times and to determine
the harvest time when there is a greater production of this metabolite. The seedlings
grown in the greenhouse will be transplanted to the experimental field. The
experimental design was in randomized blocks, in a scheme of plots subdivided in
time, where 10 mL of the spore suspension of the different isolates to be tested were
inoculated biweekly in the holes, near the base of the plants. Phytotechnical
variables and the essential oil content of the plants were evaluated at 0, 15, 30 and
45 days after application. The means of the analyzed variables were subjected to
analysis of variance and Tukey's test at 5% significance and regression, with the aid
of the R program. All the tested isolates provided a numerical increase in biomass
and an increase in the essential oil content. The period with the highest biomass
production was at 30 days, provided by the Mix of isolates and by TB (Trichoderma
of the bromeliad). Therefore, it can be concluded that the period with the highest
biomass production of L. alba is 30 days after inoculation of Trichoderma, and
between 15 and 30 days the highest essential oil content of these plants is obtained,
provided by the Mix of isolates.

Key words: bioproduct, medicinal, interactions, terpenes
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1. INTRODUCAO

As interacdes entre plantas e microrganismos tém amplo reconhecimento, o
gue é atribuido ao seu papel emergente em aplicacdes agricolas, farmacoldgicas e
ecologicas. Nas interacfes entre organismos e 0 ambiente, as plantas e o0s
microrganismos produzem diversos metabdlitos e proteinas que exibem funcdes
variadas. A biossintese de diversos metabdlitos € essencial para adaptacédo e
interagOes ambientais (Tiwari et al., 2023).

Sabe-se que a biossintese de moléculas ativas pode ser estimulada e
gue bioelicitores tém sido utilizados para promover o acumulo de compostos bioativos
em plantas medicinais (Zhai et al., 2018). Dentre eles, podemos destacar os fungos
do género Trichoderma, algumas consideradas endofiticas, encontradas em tecidos
foliares ou nas raizes, fornecendo diversos beneficios para a planta hospedeira
(Cummings et al., 2016) atuando como agente promotor de crescimento e no
biocontrole na agricultura, atuando direta ou indiretamente no controle de
fitopatdgenos e na inducdo de resisténcia das plantas, por meio da producdo e
secrecdo de moléculas estimuladoras (Gomes et al., 2015).

Essas moléculas produzidas pelo Trichoderma ativam a expressao de genes
de defesa da planta, promovendo o seu crescimento, desenvolvimento das raizes e o
aumento da disponibilidade de nutrientes (Gomes et al., 2017) atuando também na
biossintese de metabdlitos secundarios, a exemplo, os 6leos essenciais.

O género Lippia apresenta uma diversidade de espécies aromaticas, de
interesse comercial, devido a producao de compostos bioativos, nesse caso, os 6leos
essenciais. Sao bastante utilizadas na medicina popular, na forma de chas e infusées,
assim como na industria cosmética e farmacéutica (Oliveira et al., 2014; Castilho et
al., 2019) para o desenvolvimento de produtos e processos, com diversas
aplicabilidades.Dentre as espécies pertencentes a este género, a Lippia alba esta
entre as mais estudadas devido as suas atividades biologicas significativas, como a
antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensivo, dentre outras (Costa et al., 2020).
Todo esse potencial bioldgico atribui-se a presenca de compostos bioativos, que séo
resultantes do metabolismo secundario desse vegetal que caso da L. alba, € o éleo
essencial.

Apesar de ser uma planta bastante estudada devido aos seus diversos
potenciais, ainda sdo escassos trabalhos visando o desenvolvimento da cadeia
produtiva dessa espécie associada a microrganismos benéficos, afim de aumentar a
producéo e a disponibilidade dos bioativos que a mesma oferece. Desse modo, este

trabalho tem por objetivo testar a eficiéncia de diferentes isolados de Trichoderma
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spp. na producdo de biomassa e teor de 6leo essencial de Lippia alba cultivadas em

campo em diferentes tempos de colheita e determinar o tempo de colheita onde ha uma

maior producgdo desse metabalito.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em Campo situado na Fazenda Experimental de
Produgédo Vegetal nas dependéncias do CCAAB, da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia — UFRB, na cidade de Cruz das Almas, Bahia no periodo de
julho a outubro de 2024.

2.1 Obtencao do material vegetal e Propagacéo das mudas

As mudas de Lippia alba foram produzidas a partir de plantas matrizes
presentes na area experimental localizadas na Fazenda Experimental de Producgéo
Vegetal, CCAAB, UFRB.

O método de propagacéo utilizado foi por estaquia, utilizando ramos
herbdceos e semilenhosos da planta matriz, contendo aproximadamente 20
centimetros de comprimento e um par de folhas reduzidas pela metade. As estacas
foram colocadas para enraizar em sacos de polietileno com a capacidade para 2 L,
contendo como substrato, uma mistura de solo e humus de minhoca, utilizando a
proporcdo de 2:1. Posteriormente, as mudas foram levadas a campo e ap6s um
periodo de quinze dias iniciou-se a aplicacao dos tratamentos.

2.2 Obtencéo e preparo do inéculo

Os isolados de Trichoderma foram obtidos da cole¢éo de microrganismos do
Laboratério de Microbiologia Agricola da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia — UFRB.

Os fungos foram replicados em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e armazenados em B.O.D com temperatura de
25+2°C e fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. Apés o crescimento total do
microrganismo foi adicionada a placa de Petri, 20 mL de agua destilada autoclavada
e duas gotas de Tween 20® onde, com o auxilio de uma al¢ca de Drigalsky estéril
foi realizada a raspagem dos propagulos fungicos e posteriormente foi retirada uma
aliquota dessa suspenséo para contagem dos esporos, utilizando a camara de
Neubauer (Leandro et al., 2007). Apo6s a contagem, foi realizado o ajuste da
concentracédo para 107 esporos/mL, onde serdo inoculados 10 mL da suspenséo
dos esporos no solo, proximo as raizes das plantas. Os isolados utilzados foram o
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TCS 87 (Trichoderma asperellum), F12 (Trichoderma asperellum), TB (Trichoderma

isolado de Bromélias) e a mistura dos trés isolados (MIX) nos intervalos de tempo
de 0, 15, 30 e 45 dias.

2.3 Delineamento Experimental

O delineamento adotado foi em blocos casualizados, em esquema de parcela
subdividida no tempo, sendo as parcelas principais constituidas pelas plantas
cultivadas com e sem isolados de Trichoderma e nas subparcelas, os tempos de

colheita com trés repeticoes.

2.4 Avaliacdo dos dados Fitotécnicos

As avaliacfes foram realizadas ao longo do tempo com o objetivo de observar
a influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no crescimento e desenvolvimento da
Lippia alba. A massa fresca da parte aérea e das raizes das plantas serdo
determinadas com o auxilio de uma balanca semianalitica (g). As raizes foram
submetidas a secagem em estufa de ventilacdo fechada a 65°C até obtencédo da
massa constante e as folhas foram secas a temperatura de 45°C e posteriormente foi

determinada a massa seca.

2.5 Determinacédo de Umidade e Extracéo de Oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada pelo método da hidrodestilacao
conforme metodologia descrita por Teles (2010), no laboratério de fitoquimica do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da UFRB. As folhas foram
submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada a 45° C, em seguida foram
colocadas no baldo volumétrico com capacidade para 2.000 ml onde posteriormente
adicionou-se agua destilada até que o material vegetal fosse coberto. O balédo foi
acoplado em equipamento Clevenger aquecido com o auxilio da manta térmica.O
processo durou 150 minutos apds a condensacao da primeira gota.

O OE das folhas foi retirado do aparelho com o uso da pipeta do tipo Pasteur, e
pesado em balanca analitica para determinacdo do teor do Oleo essencial (%)
massa/massa (g de 6leo a cada 100g de massa fresca). O 6Oleo foi armazenado em
frascos de vidro com capacidade para 2 mL, identificados e armazenados sob

refrigeracao e ao abrigo da luz.

Para a determinacédo do teor de umidade foi utilizada a equacéo : [(Peso inicial-

Peso final) / Peso inicial ] x 100. As amostras de material fresco foram separadas para
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determinar o teor de umidade, sendo as amostras em triplicatas, contendo 3 gramas

de material vegetal fresco. Posteriormente foram submetidas a secagem a 65° C, até
atingir uma massa constante.

A determinacao do teor do 6leo essencial (%) foi calculada a partir da Base Livre
de Umidade (BLU), utilizando a equacéo descrita por Santos et al., (2004):

TO =Vo/Bm — (Bm x U/100) x 100

Onde,

To = Teor do 6leo essencial

Vo= Volume/peso do 6leo extraido

Bm = Biomassa vegetal

U (%) = Umidade

(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 da
umidade.

2.6 Anélise Estatistica

Os dados do experimento foram submetidos a andlise de variancia, e de acordo
a significancia do teste, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5 % de

significancia e regressao com o auxilio do programa R Core Team (2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo (p < 0,05) da interagao dos isolados de Trichoderma e
do tempo para apenas uma variavel analisada (Numero de folhas) (Tabela 1 em
anexo). A variavel altura (Figura 1) apresentou maiores médias aos 30 e aos 45 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos testados, havendo um incremento de 64,52% (TB);
63,80% (MIX); 64,6%(TCS87); 64,28% (F12) aos 30 dias e 72,1%; 69,8%; 70,50%;
71,49% respectivamente aos 45 dias. Esses incrementos observados na variavel altura
podem ser atribuidos possivelmente a uma maior producdo de horménios de
crescimento vegetal, como as auxinas , que estimulam o crescimento da planta
(Rodrigues et al., 2023).
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Figura 1- Altura de plantas de Lippia alba com diferentes isolados de Trichoderma
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O numero de folhas (Figura 2) apresentou maiores médias aos 30 dias apls a
inoculacado, apresentando incremento de 86,4 % (TB); 83,4% (MIX); 71% (F12) e 79%
(TCS87). O numero de inflorescéncias apresentou as maiores meédias aos 30 e aos 45 dias

apos inoculagdo com Trichoderma spp.

Figura 2- Namero de folhas e inflorescéncias de plantas de Lippia alba com diferentes
isolados de Trichoderma spp.
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Analisando o efeito do tempo para a variavel numero de folhas nas plantas cultivadas
com Trichoderma spp., observa-se que o modelo que obteve o melhor ajuste para esta
variavel foi o0 modelo quadratico, indicando que no decorrer dos dias ha um aumento na
producédo de folhas, atingindo seu méximo aos 30 dias e posteriormente ocorre a diminuicdo

desta variavel (Figura 3).
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Figura 3- Namero de folhas de Lippia alba inoculadas com tratamento MIX em diferentes
tempos de avaliacao
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Essa reducdo no numero de folhas pode ser explicada pela incidéncia de Ferrugem
nas folhas das plantas (Figura 5), causando o aparecimento de manchas circulares escuras
nas folhas, seguido de amarelecimento e queda das mesmas. Em alguns tratamentos a
incidéncia da Ferrugem foi menor, como no MIX de isolados. Isso pode ser explicado porque
além de promover uma absor¢ao de nutrientes mais eficiente, o Trichoderma também induz
a resisténcia sistémica nas plantas e produzem compostos promotores de crescimento, que
proporcionam um aumento significativo no crescimento das plantas (Asghar et al., 2024).

Os microrganismos ajudam a proteger as plantas de estresses bidticos e abiéticos,
melhorando a absorcao de nutrientes pelas plantas, promovendo o crescimento e o acimulo
de metabdlitos, ao mesmo tempo em que aumentam a resisténcia das plantas (Lv et al.,
2024).

Figura 4- Incidéncia de Ferrugem ( Puccinia sp.) em folhas de Lippia alba cultivadas com

diferentes isolados de Trichoderma spp
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Figura 5- Comprimento de raizes de plantas de Lippia alba com diferentes isolados de
Trichoderma spp.
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O comprimento de raiz obteve o incremento de 33% (TB), 11% (MIX), 56% (TCS87)
e 15% (F12) em relacdo ao tempo zero, aos 30 dias pés aplicacdo da suspensdo dos
isolados. Os fungos do género Trichoderma, tem se destacado como um importante grupo
de fungos promotores de crescimento de plantas em solos de rizosfera, uma vez que atuam
nas raizes das plantas. Essa caracteristica € devido a sua capacidade de aumentar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, facilitando a solubilizacdo de minerais do solo,
melhorando a eficiéncia e ciclagem dos nutrientes, o que resulta em uma utilizacdo mais

eficiente dos nutrientes pelas plantas (Asghar et al., 2024).

Figura 6- Massa fresca e seca de plantas de Lippia alba com diferentes isolados de
Trichoderma spp
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As massas fresca e seca das folhas (Figura 4) também apresentam as maiores médias
aos 30 e aos 45 dias apos a inoculagcdo havendo o incremento de 82% (TB), 16% (F12),
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84% (TCS87) e 88% (MIX) de massa fresca em relacdo ao tempo zero e de massa seca

houve um incremento de 91%(TCS87), 93% (TB), 87% (F12) e 91% (MIX) em relacédo ao
tempo zero. A massa fresca e seca das raizes, apresentou um incremento de 89% (TB),
93%(MIX), 93%(TCS87) e 85% (F12) em massa fresca e para massa seca, foi de 92% (TB),
92%(MIX), 94%(TCS87) e 90%(F12) em relacdo ao tempo zero. A massa seca e fresca das
inflorescéncias obtiveram os maiores valores aos 30 e aos 45 dias pos aplicacdo dos
isolados.

O incremento observado nos tratamentos com o isolados de Trichoderma pode ser
atribuido a capacidade que o microrganismo tem de produzir acido indol-3-acético, o AlA,
gue é caracterizado como um metabdlito que estimula a producéo de raizes e acumulo de
biomassa na parte aérea, pois regula a acdo de H+ -ATPase na membrana plasmatica das
raizes (Rodrigues et al., 2023).

Figura 7- Plantas de Lippia alba inoculadas com diferentes isolados de Trichoderma
em diferentes tempos de avaliacdo. *Legenda: : Controle (CT), TCS 87 (Trichoderma
asperellum), Trichoderma isolado de bromélia (TB), Trichoderma endofitico isolado de
folhas de sisal (F12) e o MIX de isolados (MIX) e os tempos de avaliacdo (0, 15, 30
e 45).
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Figura 8- Teor de 6leo essencial de plantas de Lippia alba com diferentes isolados de
Trichoderma spp.
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N&o houve diferenca estatistica com relacdo ao teor de 6leo essencial, no entanto,
vale ressaltar que mesmo néo diferindo do controle, plantas produzidas com a inoculagéo
dos diferentes isolados de Trichoderma apresentaram aumento no teor, quando
comparadas ao tempo zero ( sem inoculacéo). Os 6leos essenciais das plantas cultivadas
com os isolados de Trichoderma apresentaram variacdes em sua coloracdo, como €
possivel observar na Figura 8. Possivelmente, essa alteracdo de coloracdo pode estar
relacionada com a producao de algum composto ativo em maior quantidade. Os tratamentos
gue apresentaram essa modificacdo, foram o MIX (mistura dos isolados) e o TB
(Trichoderma isolado de Bromélia).

Sabe-se que fatores bidticos e abioticos podem levar a variacdes significativas na
composicdo quimica dos 6leos essenciais, pois eles podem causar alteracdes nas rotas
metabdlicas, levando a sintese de diferentes compostos (Soares et al., 2019). Podemos
citar, dentre esses fatores o clima, temperatura, radiacdo solar e até mesmo o horério de
colheita da planta e, somado a isso surgem as interacdes interespecificas da planta com

0s insetos, plantas vizinhas e 0s microrganismos presentes no solo (Sa Filho et al., 2022).

Microrganismos presentes na rizosfera tem uma relag&o direta com a regulacao do
metabolismo priméario das plantas, o qual estd relacionado com as funcbes de
crescimento e desenvolvimento dos vegetais, e também com o metabolismo secundario.
Eles ajudam a proteger as plantas contra estresses bidtico e abidtico, melhorando a
absorcao de nutrientes, promovendo o crescimento e acumulo de metabdlitos (Lv et al.,
2024).
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Figura 9- Oleo essencial de Lippia alba inoculadas com diferentes isolados de
Trichoderma em diferentes tempos de avaliacédo. *Legenda: : Controle (CT), TCS 87
(Trichoderma asperellum), Trichoderma isolado de bromélia (TB), Trichoderma
endofitico isolado de folhas de sisal (F12) e o MIX de isolados (MIX) e os tempos
de avaliacédo (0, 15, 30 e 45).
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Diferente das grandes culturas, a qualidade € um dos parametros mais importantes
guando se fala em plantas medicinais em comparagédo com o rendimento. Essa qualidade
€ determinada pela quantidade de metabdlitos secundarios produzidos pela planta. Uma
técnica que tem se destacado € o uso de insumos de origem microbiana, o qual possui a
capacidade de melhorar significativamente o rendimento e a qualidade das plantas
medicinais (Liu et al., 2024).

Na literatura encontra-se alguns trabalhos relatando que o uso de insumos de origem
microbiana, alguns deles a base de Trichoderma, proporcionou 0 aumento dos metabdlitos
secundérios de Curcuma longa (Wu et al., 2017) e Goji berry(Li et al., 2013 e Yin et al.,
2018). Esses resultados demonstram que os fungos do género Trichoderma se destacam
como uma tecnologia inovadora para o cultivo de plantas medicinais, visando a producéo

de metabdlitos secundarios, que no caso da Lippia alba é o 6leo essencial.

4. CONCLUSOES
Todos os isolados testados proporcionaram um aumento namerico de
biomassa das plantas de Lippia alba, destacando o tratamento MIX que proporcionou
as maiores médias. O tempo de colheita onde se obteve a maior producdo de
biomassa foi aos 30 dias apés a inoculacdo com a suspensao do microrganismo,e

para o rendimento de 6leo essencial, o tempo variou entre 15 e 45 dias.
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ANEXOS

Tabela 1- Valor da média e desvio padrao das variaveis: Altura (ALT), Numero de folhas (NF), Numero de internddios (NE), Diametro do caule
(DC), Volume de raiz (VR), Comprimento de raiz (CR), Massa fresca das folhas (MFF), Massa seca das folhas (MSF), Massa fresca da raiz (MFR),
Massa seca da raiz (MSR), Massa seca total (MST) e Indice de Qualidade de Dickson (IQD) de Lippia alba analisadas em diferentes tempos de
coleta, com e sem aplicacéo de diferentes isolados Trichoderma spp. *Legenda: Controle (CT), TCS 87 (Trichoderma asperellum), Trichoderma
isolado de bromélia (TB), Trichoderma endofitico isolado de folhas de sisal (F12) e os tempos de avaliagéo (0, 5, 10, 20 e 30)
TRAT  ALT (cm) NF NE TE DC(cm) VR(ml) CR(cm) MFF(g) MSF(g) MFR(g) MSR(g) MST(g) IQD
CTO 26,27+7,5  18,33t7,1  517+0,3 2,98+0,4 0,37x0,1 0,84:+0,8 19,92+46 15304 0,60+0,3 1,49+0,9 0,62+0,6 1,31+0,8 0,019+0,01
CT5 18,78+3,9 24,175 533:0,3 259+0,1 0,38:+0,1 1,08t0,6 23,42+1,9 22609 0,43t0 0,66:0,1 0,39+0 1,09+0,1 0,017+0,01
CT10 26,28+7,2  20,00¢6,1  550+1,7 2,65t0,7 0,43x0,1 0,50+0,2 20,92+7,7 2,29+1,2 0,44+0,3 0,72+0,5 0,35+0,2 1,27+0,1 0,0210,01
CT20 37,90£10  31,33+10,8 6,83+25 2,85+1,2 0,47+0,1 2,50+1,8 2542+48 4,81+26 1,09+26 3,76t+1,6 0,98t0,4 1,110 0,014+0
CT30 31,08+6,3  26,67+2,8  7,67+2,8 2,33t0,9 0,45x0,1 0,92+0,9 22,50+6,5 2,44+1,3 0,61+0,3 1,50+1,3 0,42+0,1 1,53t0,4 0,023+0,01
TCS870  24,98+4,4  24,00¢9,3  533+12 2,46:05 0,38t0 1,08+0,3 2842+5 332+1,1 0,68t0,2 1,37+0,2 0,62+0,1 1,10¢0,3  0,017+0
TCS875  21,55#6,6  21,50%52  5,67+15 2,28+12 0,38+0 0,92+1 21,00+6,9 1,63x1 0,38t0,1 0,58+0,5 0,26+0,2 2,14+1,2 0,043+0,04
TCS8710 29,17+2,1  24,67+4,1  6,17+0,6 296+0,5 0,42+0,1 0,59+0,4 26,04+7,1 2,95+0,7 0,60+0,2 1,12+0,7 0,51+0,3 1,32+0,4 0,019+0,01
TCS8720 34,5857 28,17+4 7,50+1  3,00¢0,4 0,47+0,1 1,92+0,6 28,25+3,3 3,79+22 0,92+26 255+1,1 0,61+0,3 1,65+0,5 0,024+0,01
TCS8730  33,22+9,7 31,33+3 7,33t1,5 3,05t1,4 048:0,1 4,75t52 26,67+3,4 328+1 0,85:0,4 3,20+22 1,08+0,6 0,97+0,4 0,015+0,01
TBO 18,85+7,6  15,17¢55  4,83%0,8 2,21+1,1 0,37+0,1 0,67#0,6 22,67+10,7 2,35¢1,6 0,51x0,4 0,78+0,9 0,41+0,5 2,04+1,2 0,042+0,03
TB5 21,624#55  25,00+2,3  5,00£0,9 2,42+0,6 0,39x0,1 1,09+0,8 26,17+#58  2,05t1 0,45+0,2 2,06x1,5 0,52+0,3 0,91x0,1  0,016+0
TB10 28,92+2,9  26,50+2,2  567+1,8 3,20+0,7 0,44+0,1 0,67+0,6 23,00+3,5 3,22+1 0,72+0,3 1,54+0,9 0,70+0,4 1,20¢0,5 0,020+0,01
TB20 36,03+6,8  27,17+2,8 8,50+3  2,60x05 0,43+0,1 1,17+0,9 31,17+3,8 3,24+1 0,77+26 157+1,2 0,53+0,5 2,04+1,2 0,028+0,03
TB30 39,2249,2  30,17+6,5  9,33+2,3 2,96+0,3 0,50%0,1 2,42+0,8 26,67+3,9 3,29+0,5 1,03+0,2 4,21+16 1,31+0,4 0,88+0,3 0,013+0,01
F120 22,30+#4,5 20,1798 550+0 3,07:0,6 0,34+0 0,75:0,2 26,58+4,7 2,98+1 0,58+0,1 1,30+0,8 0,72+0,3 0,87+0,2 0,014+0,01
F125 23,08+4,4 23,1749 583+0,6 3,01+0,8 0,36+0,1 1,33t09 29,67#53 2,74#1 0,59+0,2 1,85+0,7 0,70+0,1 0,83+0,2  0,013%0
F1210  28,35¢52  27,33%3,5 6,50+1  3,05:0,6 0,39+0 0,59+0,3 20,88+6,6 2,74+0,8 0,55+0,1 1,44+0,4 0,59+0,1 0,95+0,3 0,013%0,01
F1220  30,97+#11,2 26,00+10,8 7,1743,3 2,70+0,5 0,42t0 2,00+2  21,92+48 1,99+0,8 0,61+26 2,16+1,6 0,60+0,5 1,19+0,5 0,019+0,01
F1230  38,70%54  2583+6,8 10,00+15 2,95+0,4 0,45+0,1 3,08+3  30,28+2,4 3,68+12 0,94+0,4 4,33+2,3 1,24+0,2 0,83+0,5 0,009+0
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Tabela 2-Altura (ALT), Numero de folhas (NF), Tamanho de internddios (Tl), Didametro do caule (DC), Numero de inflorescéncia (NINF),
Comprimento de raiz (CR), Massa fresca das folhas (MFF), Massa seca das folhas (MSF), Massa fresca da raiz (MFR), Massa seca da raiz (MSR),
Massa fresca da inflorescéncia (MFI), Massa seca da inflorescéncia(MSI) e Teor de 6leo essencial (TOE) de Lippia alba analisadas em diferentes
tempos de coleta, com e sem aplicagéo de diferentes isolados Trichoderma spp. *Legenda: Controle (CT), TCS 87 (Trichoderma asperellum),
Trichoderma isolado de bromélia (TB), Trichoderma endofitico isolado de folhas de sisal (F12), Mix de isolados (MIX) e os tempos de avaliac&o.

TRAT  ALT (cm) NF NINF TI DC(cm) CR(cm) MFF(@) MSF(g) MFR(g) MSR(g) MFI(g) MSI(g) TOE(%)
CT0 66,94 a 179D 25a 515a 068a  280a  3771a 965a 655a 242a 053a 0,26a 0,43 a
CT15 126,44 a 572b 170a 624a  1ll4a 32332 20334a 5576a 27,00a 1163a 1054a 3,62a 0,42 a
CT30 159,44 a 722b 476 a 652a  119a 4244a 21203a 97,10a 4588a 2592a 3682a 17,65a  048a
CT45  20046a 406 b 419a  650a  150a 6133a 12999a 64,6la 91,90a 4809a 3467a 2068a  05la
TCS870 58,83 a 170 b 11 a 4,46 a 0,57 a 22,33 a 36,96 a 8,94 a 3,65a 214 a 0,20 a 0,11 a 0,48 a
TCS8715  137,00a 611b 177a 660a  129a 401la 23914a 6569a 4044a 1360a 11,98a 3,97a 043a
TCS8730 166,56 a 813b 486 a 658a  140a Sllla 24451a 101,64a 52,25a 2203a 37,82a 186la  045a
TCS8745 199,94 a 502 b 540a 623 a 320a 5483a 16047a 6978a 7644a 3590a 4663a 224la  050a
TBO 56,17 a 114b 10a 468a  06la 2872a  2768a 7,02a 482a 177a 022a 012a 0,60 a
TB15 12322a 471b 151a 765a  115a 3744a 18208a 5443a 19,69a 1251a 968a 3,75a 0,56 a
TB30 158,33 a 837 ab 527 a 659a  136a 4328a p5253a 102,86a 46,50a 2368a 4087a 19,35a  048a
TB45  201.33a 630 b 6% a  666a 138a 6183a 2009a 736la 8339a 4254a 5955a 2530a 049a
F120 56,00 a 177b 17a 488a  065a 2889a  28389a 960a 664a 143a 038a 0,18a 0,46 a
F1215  13367a 596 b 185a 668a  127a 3872a  3g372a 6017a 330la 1639a 1138a 4,16a 0,43 a
F1230  156,78a 617b 681 a 632a  132a 3439a 3439a 7824a 4502a 267la 3282a 1536a 034a
F1245 19344 a 500 b 312a 660a  322a 5850a  s5850a 77,33a 7149a 3968a 3867a 1920a  050a
MIXO0 65,56 a 198 b 16a 553a  Or4a  2911a  4p71a 1037a 550a 197a 03la 0,18a 0,54 a
MIX15  11433a S01b 131a 705a  12la 4028a  17601a 4835a 264la 1216a 7,85a 2,72 a 0,62 a
MIX30 ~ 18l1la 1196 a S44a 691a  149a 3296a 35662a 12680a 8248a 27,73a 56,79a 22,03a  060a
Mix45 — 217.22a 688 b 723a  674a  357a 4700a 21838a 74,33a 89,18a 5387a 638la 29,03a  057a
CV 1 (%) 12,6 37,9 46,8 9,9 62,9 18,6 39,1 34,7 33,1 29,9 47,7 36,0 22,5

CV 2 (%) 9,6 26,8 47,4 11,0 77,4 16,0 28,0 26,3 41,2 34,6 42,0 44,6 22,5




