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RESUMO GERAL

O jambu, Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, é uma hortalica de grande importancia econémica
na regido norte do Brasil. Entretanto, para o seu crescimento e produtividade sdo utilizadas
varias aplicacBes quimicas, como fertilizantes, inseticidas entre outros, que podem ser
substituidas, atualmente, por véarios produtos de base biolégica, como 0s microrganismos que
estimulam a producéo vegetal. Objetivou-se avaliar fungos entomopatogénicos e agentes de
biocontroe de doencas em plantas, na promocao de crescimento de plantas de jambu, por meio
de parametros biométricos, fisioldgicos e bioguimicos. Os bioensaios foram conduzidos em
area comercial de agricultura periurbana, em canteiros suspensos protegido e ndo protegido,
nos periodos chuvoso e seco. Foram utilizado trés inoculantes biol6gicos: os fungos:
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e 0 mix de Trichoderma asperellum (Isolados
UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52), e o controle com aplicacdo somente de agua.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com xxx repeti¢cdes. Foram avaliados
biomassa, trocas gasosas, clorofila, carboidratos e caracterizacdo dos isolados quanto a
solubilizacdo de fosfato e producédo de AlA. No periodo chuvoso, de acordo com a interacao 0s
parametros de crescimentos foram significativos, onde o sistema protegido apresentou
incremento na maioria das variaveis avaliadas, em relacdo ao ndo protegido. Os melhores
resultados foram demonstrados por M. anisopliae e T. asperellum, em relacdo ao tratamento
controle. No periodo seco, houve diferenga significativa para todas as variaveis (p< 0,05). Os
isolados fungicos foram capazes de incrementar os niveis de clorofila a e b, sacarose das
plantas, solubilizar fosfato e produzir AIA. Conclui-se que, nas condi¢des avaliadas, o melhor
sistema de plantio para a cultura do jambu é o cultivo protegido, tanto no periodo seco como
no chuvoso. Os fungos M. anisopliae e B. bassiana promovem o crescimento em plantas de
jambu, por meio de incrementos na biomassa, trocas gasosas, clorofila a e b e sacarose,
principalmente no periodo chuvoso. Quanto a caracterizagdo dos isolados fingicos, estes séo

solubilizadores de fosfato e produtores de AlA.

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo protegido; trocas gasosas; microrganismos; carboidratos;

producdo; solubilizagéo de fosfato; AlA.



ABSTRACT

Jambu, Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen is a vegetable of great economic importance in the
northern region of Brazil. However, for its growth and productivity, various chemical
applications are used, such as fertilizers, and insecticides, among others, which can currently
be replaced by various biologically-based products, such as microorganisms that stimulate plant
production. The aim was to evaluate entomopathogenic fungi and plant disease biocontrol
agents in promoting the growth of jambu plants, using biometric, physiological, and
biochemical parameters. The bioassays were conducted in a commercial area of peri-urban
agriculture, in protected and unprotected hanging beds, during the rainy and dry periods. Three
biological inoculants were used: the fungi: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and
the Trichoderma asperellum mix (Isolates UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52),
and the control with the application of water only. The experimental design was randomized
blocks, with xxx replications. Biomass, gas exchange, chlorophyll, carbohydrates, and
characterization of the isolates in terms of phosphate solubilization and AIA production were
assessed. In the rainy season, according to the interaction, the growth parameters were
significant, with the protected system showing an increase in most of the variables evaluated
compared to the unprotected system. The best results were shown by M. anisopliae and T.
asperellum, compared to the control treatment. In the dry period, there was a significant
difference for all the variables (p< 0.05). The fungal isolates were able to increase the levels of
chlorophyll a and b, sucrose in the plants, solubilize phosphate and produce AIA. It can be
concluded that, under the conditions evaluated, the best planting system for jambu is protected
cultivation, both during the dry and rainy seasons. The fungi M. anisopliae and B. bassiana
promote growth in jambu plants, through increases in biomass, gas exchange, chlorophyll a and
b, and sucrose, especially in the rainy season. As for the characterization of the fungal isolates,
they are phosphate solubilizers and AIA producers.

KEYWORDS: Protected cultivation; gas exchange; microorganisms; carbohydrates;

production; phosphate solubilization; AIA
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CONTEXTUALIZACAO

O jambu, Acmella oleracea (L) R.K. Jansen, é uma hortalica herbacea que pertence a
familia Asteraceae, nativa da regido Amazonica (SAMPAIO et al., 2020), apresenta valor
econémico devido ser bastante cultivada e consumida na regido Norte do Brasil, principalmente
no estado do Pard, com grande consumo na culinaria amazonica, especialmente, nos periodos
festivos, tais como o Cirio de Nazaré e festas de fim de ano.

Apesar de rastico, o jambu é acometido por algumas doencas que podem causar danos
e atraso na producdo. Ressalta-se que ndo ha defensivos agricolas registrados pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa) para controle de fitopatdgenos dessa cultura.
Assim, a solugéo para o controle das doencas fica restrita ao manejo integrado, principalmente
as medidas preventivas de controle (BOARI, et. al, 2022).

O seu composto ativo, espilantol, presente nas folhas, ramos e flores, € utilizado na
industria farmacéutica e cosmética (GUSMAO; GUSMAO, 2013; BORGES et al., 2014;
BLANCO et. al., 2018) e, as flores para bebidas destiladas como a cachaca. Também € utilizada
como erva medicinal, devido ser descrita como antisséptico, anti-inflamatorio e anestésico
(BARBOSA et al., 2016) e, no controle biolégico como a atividade larvicida (SIMAS et al.,
2013), atividade inseticida (MORENO et al., 2012) e acdo controladora sobre carrapatos
(OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, o interesse por essa cultura vem aumentando, e seu
cultivo estd ganhando destaque relevante, expandindo-se para diversas regides do Brasil. No
entanto, a producdo dessa hortalica ndo apresenta estimativa nos dados oficiais do estado do
Para (EMBRAPA,2014).

Devido ao processo de patenteamento para novos produtos no exterior e utilizacdo na
gastronomia nacional e internacional, o jambu é uma hortalica promissora (BORGES et al.,
2014) economicamente, podendo se tornar produto de exporta¢do amazonica.

De modo geral, as empresas que utilizam produtos naturais, como as industrias
farmacéuticas e de cosméticos, tém optado por cultivo organico nos ultimos anos, sendo
empregados adubos organicos como estercos, compostos organicos e biofertilizantes, que
possam substituir as formas convencionais de produgdo (LIMA, 2018), uma vez que, 0S
consumidores estdo cada vez mais cuidadosos com a qualidade dos produtos (melhor
aparéncia), preocupados com a saude, conservacao do meio ambiente e auséncia de agrotoxicos
(BUAINAIN et al. 2014), principalmente nos produtos.

Recentemente, além da perspectiva do biocontrole, houve o aumento de estudos e aplicacéo de
microrganismos no processo de biofertilizacdo (ELAVARASI, et. al.,2020; HERNANDEZ-
FERNANDEZ, et. al., 2021; KUBHEKA & ZIENA, 2022). A inoculacio microbiana passou
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a ser alternativa confiavel em detrimento ao uso de insumos quimicos com potencial de acéo,
seja como agentes de biocontrole, bioherbicidas, biopesticidas ou biofertilizantes (ALORI
BABALOLA, 2018). No caso dos fungos, tanto endofiticos quanto micorrizicos, sdo capazes
de atuar como promotores do crescimento vegetal, aumentando a taxa de germinacdo e
melhorando o estabelecimento de mudas, além de aumentar a resisténcia da planta contra
estresses bioticos e abidticos mediante a produgdo de compostos antimicrobianos, horménios
vegetais e outros compostos bioativos (RAI et al., 2014).

O consumo de produtos livres de agrotoxicos se transformou em grande mercado que
cresce 20% ao ano, se tornando atraente para grandes empresas. O Brasil ja € o segundo pais
com maior area desse tipo de manejo, atrds apenas da Austrdlia (FAO, 2019). Muitos
consumidores preferem os organicos para compensar a falta de fiscalizacao no uso de pesticidas
e fertilizantes quimicos na agricultura convencional (AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

Nesse contexto, entra a producdo de jambu, uma espécie nativa da Regido Amazoénica
que apresenta algumas limitagdes, como pouca informacgdes sobre ambiente ideal para cultivo,
assim como produtos bioldgicos para o cultivo organico. Assim, a adocdo de métodos mais
ecologicos, como a utilizacdo de defensivos biologicos se torna essencial, pois esses produtos
protegem as plantacdes de pragas e ndo poluem o meio ambiente (ALVES, 1998).

Nesse sentido, o uso de fungos entomopatogénicos na agricultura brasileira vem
aumentando significativamente nos ultimos anos e diversas empresas nacionais e
multinacionais estdo desenvolvendo biopesticidas a base de agentes de biocontrole (VINHA,
2018). Deve-se considerar que 0s microrganismos entomopatogénicos (fungos, bactérias e
virus) podem diminuir consideravelmente a populacdo da praga no campo e também auxiliar
na promocao do crescimento de plantas (WAQUIL et al., 2006).

Estudos recentes com os fungos Metarhizium anisopliae (Metchinikoff) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae) e Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales:
Cordycipitaceae) mostraram que, além de causar mortalidade, também s&o capazes de colonizar
endofiticamente ampla variedade de espécies de plantas (AKELLO et al., 2008;
GURULINGAPPA et al., 2010; OWNLEY et al., 2010; QUESADA-MORAGA et al., 2009;
TEFERA; VIDAL, 2009), proporcionando beneficios no crescimento (SASAN; BIDOCHKA,
2012), na aquisicéo de nutrientes (BEHIE et al., 2012; BEHIE; BIDOCHKA, 2014; FANG; ST.
LEGER, 2010), protecdo contra fitopatdgenos (SASAN; BIDOCHKA, 2013), herbivoria
(PARSA et al., 2013) e, estresse abiotico (KHAN et al., 2012).

Assim como, fungos do género Trichoderma apresentam um complexo arsenal de

mecanismos envolvidos na protecdo de plantas, os quais incluem micoparasitismo, competicao
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por nutrientes, antibiose e producdo de enzimas hidroliticas (LORITO et al., 2010;
DRUZHININA etal., 2011; HERMOSA et al., 2014; MONTE et al., 2019). Além disso, devido
a plasticidade de seus genomas em expressar multiplas funcdes ecoldgicas, varias espécies de
Trichoderma promovem o crescimento de plantas (GARCIA-RUBIO et al. 2017; MONTE et
al. 2019), contribuem para a melhor utilizacdo de nutrientes (HARMAN 2012) e induzem
respostas de defesa contra estresses bioticos e abidticos (HERMOSA et al. 2014; BROTMAN
et al. 2010; RUBIO et al. 2017; MONTE et al. 2019).

Pesquisas sobre a colonizacédo de fungos entofiticos na cultura do jambu ainda ndo foram
relatadas anteriormente, e a incorporagdo desses fungos eficazes no controle de pragas e
fitopatdgenos e ao mesmo tempo capazes de promover o crescimento de plantas representaria
ferramenta importante e pioneira na Amazonia Brasileira, na incorporacdo do cultivo organico
do jambu, levando com consideracdo o ambiente ideal de cultivo e manejo da cultura em busca
da seguranca alimentar através de préaticas sustentaveis de cultivo.

Diante disso, testou-se a hipdtese que fungos entomopatogénicos e Trichoderma
promovem o crescimento de plantas de jambu, submetidas a diferentes sistemas de plantio
(protegido e ndo protegido) e periodos de cultivo (chuvoso e seco) e, promovem e incrementam
mudancas biométricas, fisioldgicas e bioquimicas nas plantas. Assim, objetivou-se avaliar o
efeito de fungos entomatogénicos e Trichoderma na promocéo de crescimento de jambu, em

diferentes sistemas de cultivo, nos periodos seco e chuvoso amazdnico
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ACAO DE MICRORGANISMOS COMO PROMOTORES DO CRESCIMENTO EM DE
PLANTAS DE Acmella oleracea L. SUBMETIDAS A DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO

RESUMO

Recentemente um dos grandes desafios a ser superado é manter e aumentar a produtividade de hortalicas,
como o jambu, Acmella oleracea, sem a aplicagdo de produtos quimicos, utilizando-se processos
naturais e organismos vivos que estimulem a producdo vegetal, com menos residuos tdxicos, no meio
ambiente e nos alimentos. Objetivo-se avaliar a promocdo de crescimento de plantas de
A.oleraceae , através de respostas biométricas, agrondmicas e fisiologicas, apds aplicacao de
fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae e do promotor de
crescimento Trichoderma asperellum, sob sistemas de plantio protegido e nao protegido, nos
periodos chuvoso e seco amazonico. Foram conduzidos dois ensaios simultaneamente, em area
comercial de agricultura periurbana no municipio de Ananindeua, Para, Brasil, em canteiros suspensos
protegido e ndo protegido, nos periodos chuvoso e seco. Os tratamentos utilizados foram; Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, pool de Trichoderma asperellum (Isolados UFRA T06, UFRA T09,
UFRA T12, UFRA T52) e tratamento controle, com aplicacdo de agua. Para os dados de biometria,
biomassa e trocas gasosas, foi examinados pelo teste F (P <0.05). Os isolados fungicos de M. anisopliae,
B. bassiana e T. asperellum promoveram incrementos no plantio de jambu, em sistema de plantio
protegido e ndo protegido, nos dois ciclos de cultivo. No entanto, o tratamento com M. anisopliaese
igualou aos resultados com o promotor de crescimento T. asperellum. Além disso, as plantas de jambu,
apresentaram melhor desenvolvimento em todos os tratamentos, em sistema de plantio protegido, nos
dois periodos avaliados. Desse modo, conclui-se que plantas tratadas com fungos entomopatogénicos
M. ansiopliae e B. bassiana, assim como plantas tratatadas com o T. asperellum demonstraram maiores
indices de crescimento, biomassa e trocas gasosas em plantas de A. Oleracea. Entretanto o fungo M.
ansiopliae e T. asperellum se destacaram por favorecer maior desempenho em todos os parametros de

crescimento avaliados, principalmente no sistema de cultivo protegido e no periodo chuvoso amazonico.

PALAVRAS-CHAVE; PANC; Cultivo protegido; Fungos; Trocas gasosas; Producao
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ABSTRACT

Recently, one of the great challenges to be overcome is to maintain and increase the productivity
of vegetables, such as jambu, Acmella oleracea, without the application of chemical products,
using natural processes and living organisms that stimulate plant production, with less toxic
residues in the environment and food. The aim of this study was to evaluate the growth
promotion of A. oleraceae plants, through biometric, agronomic and physiological responses,
after application of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae and the growth promoter Trichoderma asperellum, under protected and unprotected
planting systems, in the rainy and dry periods of the Amazon. Two trials were conducted
simultaneously, in a commercial area of peri-urban agriculture in the municipality of
Ananindeua, Para, Brazil, in protected and unprotected hanging beds, during the rainy and dry
periods. The treatments used were Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, a pool of
Trichoderma asperellum (Isolates UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52) and a
control treatment with water. Biometry, biomass and gas exchange data were examined using
the F test (P < 0.05). The fungal isolates of M. anisopliae, B. bassiana and T. asperellum
promoted increases in jambu planting, in protected and unprotected planting systems, in both
crop cycles. However, the treatment with M. anisopliae matched the results with the growth
promoter T. asperellum. In addition, the jambu plants showed better development in all the
treatments, in the protected planting system, in the two periods evaluated. It can therefore be
concluded that plants treated with the entomopathogenic fungi M. ansiopliae and B. bassiana,
as well as plants treated with T. asperellum, showed higher growth rates, biomass, and gas
exchange in A. oleracea plants. However, the fungus M. ansiopliae and T. asperellum stood out
for favoring greater performance in all the growth parameters evaluated, especially in the

protected cultivation system and in the Amazon rainy season.

KEYWORDS; PANC; Protected cultivation; Fungi; Gas exchange; Production
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INTRODUCAO

O jambu é uma planta alimenticia ndo convencional (PANC), da regido amazonica,
muito consumida nos estados do, Acre, Amazonas e Para , com expressivo potencial
econdmico, e pertencente a familia Asteraceae (GUSMAOQO; GUSMAO, 2013; HOMMA, 2017;
SILVA et al., 2020). Essa PANC e uma hortalica peculiar da regido norte, principalmente no
estado do Pard, onde € consumido em grande escala nos pratos tipicos, como o pato no tucupi,
tacaca, arroz com jambu, pizza, e nas bebidas alcoolicas, como cachaca e licor de jambu. Além
disso, 0 jambu tem na composi¢cdo, em torno de 0,7 % de 6leo essencial (LORENZI et al.,
2002).

Os consumidores buscam nas hortalicas fonte de sadde para si e familiares (GUSMAO
& GUSMAO, 2009), devido serem fontes de vitaminas, fibras e nutrientes (Adicionar
referéncia). Tal importancia se reflete também no grande desafio de manter e fazer aumentar a
produtividade de hortaligas, como o jambu, e diminuir o excesso de aplicacdo de produtos
quimicos, utilizando-se processos naturais e organismos vivos que estimulem a producgéo
vegetal. Nos ultimos anos, a agricultura mundial tem passado por uma reflexdo de seus rumos,
visto ser crescente a preocupacdo com alguns efeitos adversos da tecnologia convencional, de
base agroquimica, sobre o meio ambiente (BENNEKOU, 2019).

Um método para aumentar a eficacia dos fertilizantes quimicos e reduzir a quantidade
destes insumos usados no meio de producdo agricola é a utilizacdo de microrganismos
promotores do crescimento de plantas (SPOLAOR et al., 2016). Pesquisas em espa¢os com
ambientes controlados afirmam que quando tratadas com varias espécies de fungos simbiontes,
endofiticos ou micorrizicos, no geral as plantas sdo frequentemente mais saudaveis do que as
ndo tratadas (KHAN et al. 2008; HYDE; SOYTONG, 2008; STROBEL, 2003).

Os fungos entomopatogénicos sdo definidos como biopesticidas, devido parasitarem
insetos, no entanto, também possibilitam o desenvolvimento das plantas e aumentam a
producéo de culturas (LACEY, 2015). Existem varios fungos que possuem a capacidade de
infectar, matar e digerir nematoides, sendo chamados de fungos nematofagos, além de
infectarem insetos (NORDBRING-HERTZ; JANSSON; TUNLID, 2006). Alguns desses tém
habilidade de colonizar tecidos de raizes, ja outros estdo localizados na regido entorno das raizes
de cultura de significativa importancia (LOPEZ-LLORCA et al., 2006).

Os beneficios da utilizacdo do fungo Trichoderma como promotor de crescimento tém
sido observados desde a germinacdo até o manejo nos primeiros anos de vida no campo,
podendo ser inoculado nas sementes, substratos e até por meio da irrigagdo das culturas, pois

protege as raizes das plantas contra patégenos (Lucon, 2014). O fungo Trichoderma é citado na
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literatura como promotor de crescimento e existem diversos estudos sobre a utilizagdo desse
fungo em culturas agricolas, porém no jambd ainda ndo hé relatos.

Assim como, estudos sobre a colonizagédo de fungos entomopatogénicos na cultura do
jambu com enfase na promogdo de crescimento, ainda ndo foram relatados, esta pesquisa é
pioneira. E sdo muito incipientes os trabalhos que estudam os efeitos endofiticos desses fungos,
assim como ndo é conhecido também o seu potencial inoculados em jambu e suas relagdes com
as pragas.

Neste contexto, o presente estudo tem a hipdtese, que fungos entomopatogénicos
promovem o crescimento de plantas de jambu, e o objetivo da pesquisa foi avaliar a promocéo
de crescimento de plantas de jambu, através de respostas biométricas, agronémicas e
fisioldgicas, apds aplicacdo de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae e do promotor de crescimento Trichoderma asperellum, sob sistemas de plantio

protegido e ndo protegido, nos periodos chuvoso e seco amazoénico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo da area experimetal

Os bioensaios foram conduzidos em area comercial, pertencente a Associacdo dos
Produtores e Hortifrutigranjeiros da Gleba do Guajara — APHA, localizada na éarea urbana e
periurbana do municipio de Ananindeua, entre as coordenadas geograficas 1°19'28.55" S e
48°23'16.96". Os ensaios foram realizados simultaneamente em condi¢cdes de campo, em
canteiros suspensos protegidos e ndo protegidos, em dois periodos de cultivo, sendo o primeiro
plantio no més de marco/2021, periodo chuvoso, e 0 segundo em setembro/2021, periodo seco
(Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo geografica da area de estudo, pertencente a Associacdo dos
Produtores e Hortifrutigranjeiros da Gleba do Guajara — APHA, localizada em area
Urbana e Peri urbana do municipio de Ananindeua, Par4, Brasil.
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Elaborado com Philcarto * 01/03/2015 01:37:27 * http{/philcarto free.fr

Fonte: Elaborado em http://philcarto.free.fr/

2.2 Selecdo dos microrganismos promotores de crescimento

Os isolados fungicos de B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum utilizados, sdo
nativos da Amazonia Brasileira e pertencem a Micoteca do Laborat6rio de Prote¢do de Plantas,
da Universidade Federal Rural da Amaz6nia-UFRA, onde estdo armazenados em Castelanni
sob temperatura de 26°C.

Os isolados de entomopatogénicos foram selecionados por meio de bioensaios de
screening toxicoldgico que mostraram resultados promissores quanto a patogenicidade, na
colonizacdo endofitica, do besouro Tenebrio molitor, em laboratério (Figura 2). O fungo
Trichoderma asperellum ja foi relatado anteriormente como promotor de crescimento de arroz
(DE SOUSA, et al., 2021) e banana (MAUES, et al.,2022). Destacando, portanto, sua utilizac&o
pioneira, como promotor de crescimento de plantas de jambu, nesta pesquisa, na Amazonia

Brasileira.
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Figura 2. Colonias de fungos entomopatogénicos e promotor de
crescimento utilizados como promotores de crescimento de plantas
de Acmella oleracea. a) Trichoderma asperellum b) Metarhizium
anisopliae c) Beauveria Bassiana.

Fonte: Autor, 2022.

2.3 Obtencao e semeadura das plantas de jambu

As sementes de A. oleracea de flor amarela foram obtidas no banco de sementes ativo
na area da Associacdo dos Produtores e Hortifrutigranjeiros da Gleba do Guajara — APHA. A
semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno expandido para 128 células, utilizando-se
substrato a base de composto organico peneirado, produzido a partir de carogo de acai triturado
e cama de aviario, na proporc¢do 2:1. Foram semeadas dez sementes por célula, com finalidade
de garantir, no momento do transplante, duas plantulas por célula, necessitando a realizacédo de
desbaste ap6s a germinacao, para deixar o nimero desejado de plantulas. A bandeja contendo
as mudas foi acondicionada em ambiente protegido com 20% de reducédo na radia¢do, molhadas
manualmente, duas vezes ao dia, até a capacidade de campo do substrato. As plantas com quatro
folhas, foram transplantadas 20 dias apds semeadura, sendo colocadas duas mudas por cova no
espacamento de 5 cm x 10 cm.

Os canteiros suspensos foram adubados com 3 kg de composto organico por m?
incorporado nos 10 cm superficiais do solo. Utilizou-se o sistema de produgdo em canteiros
suspensos, com 80 cm de altura, 1,40 m de largura e 20 m de comprimento, em estufas de
madeira protegido com filme plastico difusor de 100 micras, com protecdo UV e antioxidantes
com aditivos que distribuem a luz dentro da estufa e reduz em 20% a radiagdo, e em canteiros
suspensos ndo protegidos, em parcelas de 1 metro quadrado subdivididas em 0,20 x 0,20m. As
mudas foram irrigadas com micro aspersor de vazdo 90L.h™ por 20 minutos, duas vezes ao dia.

Também foi realizado o controle de plantas daninhas, de forma manual.
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2.4 Preparo das suspensdes fungicas e inocula¢do dos microrganismos

Os trés isolados fungicos foram preparados a partir de discos armazenados em
Castelanni, colocados em placas de Petri contendo meio BDA (Batata- Dextrose-Agar), para
crescimento das col6nias puras. Os conidios foram colhidos com espatula estéril e suspensos
em agua destilada estéril, em seguida, centrifugados a 3.000 RPM por trés minutos para
remover fragmentos de hifas, conidios aglomerados e pedacos de agar, repetido duas vezes.
Cada suspenséo foi ajustada em 1x108 conidios.mL™ com auxilio da cdmara de Neubauer, e
inoculados em arroz usando suspensdes na concentracao ajustada, para armazenamento.

Foram realizadas duas aplicagOes de cada tratamento, no dia do transplantio das mudas
e 15 dias apds o transplantio. A inoculacdo dos fungos foi realizada através da aplicacdo direta
de 20 mL da suspensdo de conidios no substrato, regados 20 mL de suspensdo a 1x108

conidios.mL por planta.

2.5 Avaliacao de crescimento e biomassa

A colheita do jambu foi realizada aos 25 dias ap0s o transplantio. Foram analisadas as
seguintes varidveis biométricas: a) comprimento da parte aérea (cm); determinado com auxilio
de uma trena, medindo-se a planta do colo até o apice da parte aérea, b) didmetro do coleto,
mensurado com paquimetro digital (precisao de 0,02 mm); ¢) massa fresca e seca da parte aérea
(9), verificada apds secagem em estufa de ar de ventilacdo forcada a 65 °C, até o material
atingir massa constante, utilizando balanca digital, com precisdo de 0,01 g; d) indice de
robustez, calculado pela razdo entre a altura da planta e o diametro do coleto e, e) indice de
clorofila (%), obtido pelo medidor portatil SPAD, sendo a leitura realizada na segunda folha,
fisiologicamente madura e completamente expandida, a partir do apice da haste principal
(SAMPAIO et al., 2021), onde foram realizadas cinco leituras em cada folha. Todos os dados
foram avaliados conforme recomendacédo de Castro et al. (2019).

2.6 Trocas gasosas

As analises fisiologicas foram realizadas um dia antes da colheita. As avaliagdes das
trocas gasosas foram ocorreram pela manhd, entre 9:00 e 11:00 h, sendo a leitura efetuada na
segunda folha a partir do &pice da haste principal, sob uma concentracgéo interna de CO> de 400
pmol mol™? e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) artificial de 1200 pmol de fotons m? s°
! O intervalo de medicio foi ajustado de acordo com os resultados obtidos na curva diurna de

trocas gasosas para a espécie (SAMPAIO et al., 2021). Foram avaliadas a taxa de fotossintese
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liquida (A, umol CO2 m2s1), condutancia estomatica (gs, mol m™s™), concentragdo intercelular
de CO2 (Ci, umol™) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) - obtida pela razdo entre A
e Ci, por meio de um analisador de gases infravermelho portatil (IRGA, modelo L1 6400XT, da
marca LICOR®).

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em blocos casualizados, em esquema fatorial (4 x 2), sendo
trés tratamentos fangicos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Trichoderma
asperelium (Pool dos isolados UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52) e controle com
agua com cinco repetice contendo 16 plantas em cada, sendo avaliadas 2 plantas por repeticdo
considerando o efeito de bordadura.

Inicialmente foi realizada a verificacdo de presenca de dados discrepantes (GRUBBS,
1969), normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade das variancias
(BARTLETT, 1937). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F
(p<0.05) e, as médias comparadas pelo teste Tukey (p<0.05) usando-se o software R (versao
4.1.0 para Windows)
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3. RESULTADOS
Selecdo de microrganismos entomopatogénicos como promotores de crescimento de

Jambu sistema de plantio protegido e nédo protegido no periodo chuvoso

Os valores médios de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%), no periodo
chuvoso, na area experimental de cultivo das plantas de jambu sdo observados na Figura 3 e

precipitacdo (mm) na Figura 4.

Figura 3. Valores médios de umidade relativa e temperaturas minimas, médias e
méaximas mensuradas durante a conducdo do experimento no periodo chuvoso
amazonico, em mar¢o/2021. Municipio de Ananindeua, estado do Para.
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Em relacdo aos sistemas de plantio, aos 25 dias ap6s transplatio, foi observada na
interacdo que houve diferenca significativa para todos os parametros de crescimentos avaliados.
No sistema de cultivo protegido foi observado aumento em todas as varidveis avaliadas (Figura
5a, b, ¢ e d). Os incrementos no sistema protegido foram de 90,3% para AL, 47,8% para o DC,
710% para IC e 33,5% para IR, respectivamente, em relacdo ao néo protegido.

O fungo M. anisopliae, assim como o fungo T. asperellum proporcionaram os melhores
resultados em relacdo & promogdo do crescimento, em comparagdo ao tratamento controle

(dgua) (Figuras 5a, b, c e d).
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Figura 4. Médias de precipitacdo diaria mensuradas durante a conducao do experimento
no periodo chuvoso amazonico, em marco/2021. Municipio de Ananindeua, Pard,
Brasil.
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Quanto aos resultados de crescimento em AL no sistema protegido, os tratamentos com
M. anisopliae e T. asperellum apresentaram diferenca significativa em relagcdo ao controle,
ocasionando incrementos de 22% e 21% (Figura 5a).

Para o sistema ndo protegido no parametro de crescimento AL, com excecdo das plantas
que receberam o fungo T. asperellum, os demais tratamentos diferiram significativamente do
controle (Figura 5a). Os incrementos observados nesse sistema de cultivo foram em média de
47% para 0 M. anisopliae e B. bassiana.

Em relacdo ao DC no sistema protegido, todos os tratamentos diferiram do controle
(Figura 4b) e ocasionaram incremento médio de 15%. . No sistema ndo protegido, para essa
mesma varidvel, todos os tratamentos difereriram entre si. Os maiores aumentos foram
observados por M. anisopliae (55%), seguido por T. Asperellum (36%), e B. bassiana (21%),
em relagéo ao controle (Figura 5b).

Na analise do indice de clorofila (SPAD), houve significancia para todos os tratamentos,
em relacdo ao controle no sistema protegido (Figura 5¢), com incrementos de 17% para o
tratamento com M. anisopliae, de 11% para T. asperellum e de 9% para B. bassiana, em relacéo
ao controle. Para o sistema ndo protegido, apenas os tratamentos com M. anisopliae e B.
bassiana diferiram do tratamento controle, com aumentos de 24% e 18%, respectivamente
(Figura 5c¢).

Em relacdo ao Indice de robustez, para o sistema protegido, nenhum tratatmento diferiu

do controle (Figura 5d). No sistema nédo protegido, apenas o tratamento com B. bassiana diferiu
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significativamente do controle (Figura 5d) e incrementou em 21% as plantas tratadas com esse
fungo.

Figura 5. Altura (cm), diamétro do coleto (mm), indice de clorofila (%), indice de robustez e
massa seca e fresca da parte area (g), de plantas de Acmella oleracea, apés aplicagdo fungos
entomopatogénicos e promotor de crescimento, em sistema protegido e ndo protegido, no
periodo chuvoso amaz6nico, no municipio de Ananindeua, Par, Brasil
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*Letras mindsculas comparam médias em um mesmo sistema e letras maitsculas comparam médias entre sistemas,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao incremento de biomassa, comparando os sistemas de plantio, houve
resultados significativos, onde os dados de massa fresca e seca da parte aérea tiveram maiores
incrementos no sistema protegido, com 299% e 650%, respectivamente. (Figura 5 d)

No sistema protegido, o tratamento com M. anisopliae aumentou em 71% a massa fresca
das plantas e o tratamento com B. bassiana aumentou em 61% essa variavel, em relacdo ao
tratamento controle, mas ndo diferiram entre si (Figura 6 e 8).

Para a massa fresca da parte aérea no sistema ndo protegido, houve diferenca
significativa para os tratamentos com M. anisopliae e T. asperellum em relacdo ao controle
(Figura 5e), ocasionando incrementos de 45% e 41%, respectivamente.
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Os maiores incrementos na massa seca da parte aérea também foram evidenciados no
sistema protegido, onde o tratamento com M. anisopliae aumentou em 145% essa variavel,
seguido de B. bassiana (139%) e T. asperellum (110%), em relacdo ao tratamento controle. No
sistema ndo protegido, os tratamentos com M. anisopliae, B. bassiana e T. asperellum tiveram
aumento de 24%, 23% e 17%, respectivamente, em relacéo ao controle, no entanto, ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Figura 5f).

Figura 6. Plantas de Acmella oleracea, apos aplicacdo de fungos
entomopatogénicos e promotor de crescimento, em sistemas de
plantio protegido, no periodo chuvoso. a) Controle, b) Trichoderma
asprerellum, c) Beauveria bassiana, d) Metarhizium anisopliae

Fonte: Autor, 2021

Quanto as trocas gasosas, comparando os pardmetros avaliados na interecdo dos
sistemas, houve diferenca para a maioria deles. Em A os incrementos foram evidenciados no
sistema protegido em 27%, em relagdo ao sistema ndo protegido. Para gs também houve
diferenca significativa entre os sistemas (Figura 7b), onde o sistema protegido incrementou em
33% em relagéo ao sistema ndo protegido. Em relacdo ao Ci, de acordo com a interacédo, apenas
o0 tratamento com B. bassiana incrementou em 11% no sistema protegido em relacdo ao nédo
protegido. Os outros tratamentos ndo diferiram. Para os resultados de A/Ci houve diferenca para
o0 tratamento B. bassiana nos sistemas (Figura 7d), onde o aumento foi de 7%, evidenciado no

sistema protegido, em relacdo ao sistema nao protegido.

Figura 7. (a) Trocas gasosas: fotossintese liquida (A-umol CO2 m-? s?), (b) Condutancia
estomatica (gs-mol H.0 m s1), (c) Concentragio interna de CO2 (Ci- pmol CO2 mol™) e (d)
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Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci), ap6s aplicacdo de fungos entomopatogénicos e
promotor de crescimento em plantas de Acmella oleracea, em sistema protegido e nao
protegido, no periodo chuvoso amazbnico, no municipio de Ananindeua, Pard, Brasil
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*Letras mindsculas comparam médias em um mesmo sistema e letras mailsculas comparam médias entre sistemas, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de significancia.

Resultados positivos foram demonstrados na avaliacdo de trocas gasosas entre 0S
inoculantes fangicos no sistema protegido, em relacdo ao controle. Para os tratamentos no
sistema protegido, em relacdo a A, 0 maior aumento foi para M. anisopliae com 32%, seguidos
por B bassiana e T. asperellum que aumentaram em 16% e 19% respectivamente, em relacao
ao controle (Figura 7a).

Quanto ao sistema nao protegido para A, houve diferanca para todos os tratamentos em
relagcdo ao controle negativo, como demonstrado na figura 7a. Os maiores incrementos foram
demonstrados nos tratamentos M. anisopliae e T. asperellum com 87% e 47%, que néo
diferiram entre si. Seguidamente por B. bassiana que aumentou em 45% em relagéo ao controle.

Quanto aos resultados de gs, comparando os tratamentos no sistema protegido, 0s
tratamentos com T. asperellum e M. anisopliae promoveram 0s maiores incrementos em 72%
e 66%, e ndo diferiram entre si. B. bassiana em 54%, todos diferiram do controle, como
apresentados na figura 7b. No sistema ndo protegido, todos os tratamentos também diferiram
do controle negativo, os maiores aumentos foram para M. anisopliae e T. asperellum, e os
incrementos foram de 36% e 33%., respectivamente, e 0 tratamentos com B. bassiana

incrementou em 23% (Figura 7b).
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No sistema protegido, para os resultados de Ci, os tratamentos com M. anisopliae, T.
asperellum e B. bassiana. promoveram aumento de 8% em média, em relacdo ao controle
(Figura 7c). No sistema ndo protegido apenas os tratamentos com T. asperellum e M. anisopliae
diferiram do controle e promoveram incremento em media em 9%, como demonstrados na
Figura 6c¢.

De acordo com as respostas da variavél A/Ci no sistema protegido, os aumentos foram
demonstrados principalmente nos tratamentos fangicos M. anisopliae com 19% e B. bassiana
que aumentou em 7%, diferindo do controle (Figura 7d). No sistema ndo protegido a A/Ci teve
sua maxima (0,063) nos tratamentos com M. anisopliae, seguido por B. bassiana e T.
asperellum (Figura 7d), os incrementos foram de 85%, 56% e 52%, respectivamente, em

relacdo ao controle.

Figura 8. Plantas de Acmella Oleracea, ap0s aplicacdo de
fungos entomopatogénicos e promotor de crescimento em
sistema de plantio ndo protegido, no periodo chuvoso. a)
Controle, b) Trichoderma asperellum, c) Beauveria bassiana.,
d) Metarhizium anisopliae

Fonte: Autor, 2021

Selecdo de entomopatogénicos como promotores de crescimento de Jambu em
sistemas de plantio protegido e ndo protegido no periodo seco

Para compreender as condi¢des climaticas da area experimental de cultivo de jambu,
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é possivel observar na Figura 9 os valores médios de temperatura, umidade relativa do ar e

precipitagdo na Figura 10, durante o periodo seco amaz6nico, no municipio de Ananindeua,

estado do Para.

Figura 9. Valores médios de umidade relativa e temperaturas minimas, médias e maximas
mensuradas durante a conducdo do experimento no periodo seco amazonico, em

setembro/2021. Municipio de Ananindeua, estado do Para.

Figura 10. Médias de precipitacdo diaria mensuradas durante a conducdo do experimento
no periodo seco amazonico, em setembro/2021. Municipio de Ananindeua, estado do Para.
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As figuras 11, 12, 13 e 14 apresentam os resultados obtidos em relacdo aos paramétros
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de crescimento, biomassa e trocas gasosas de plantas inoculadas com T. asperellum, B.
bassiana e M. anisopliae, em sistema de plantio suspenso protegido e ndo protegido, no
segundo ciclo de cultivo. Em relacdo a interecao entre os sistemas, houve diferenca para todas
as variaveis analisadas (p<0,05). Na figura 11, estdo demonstrados os resultados de
paramétros de crescimento do jambu, quando comparados os sistemas de plantio houve
diferenca significativa entre os sistemas. E de acordo com os resultados da interecéo, o cultivo
protegido apresentou melhores resultados nas variaveis altura, diamétro do coleto e indice de
robustez, para os resultados de teor de clorofila (SPAD) houve diferenca significativa apenas
no tratamento com B. bassiana (Figura 11).

Os resultados de comprimento da parte aerea no sistema protegido, mostraram que as
melhores respostas foram observadas para o tratamento M. anisopliae, resultando em um
incremento de 29%, seguido pelos tratamentos com T. asperellum e B. bassiana, que
proporcionaram aumentos na altura de 23% e 17%, respectivamente, em relagdo ao controle
(Figuras 11A e 12). No sistema ndo protegido todos os tratamentos M. anisopliae, T.
asperellum e B. bassiana apresentaram resultados positivos para varidvel altura, o0s
incrementos foram de 29%, 23% e 17%, respectivamente, quando comparados ao controle
(Figuras 11 e 12A).

Em relacdo ao diamétro do coleto apresentados na figura 11B, observamos que tanto
para 0 sistema protegido quanto para o sistema ndo protegido, os isolados fungicos que
apresentaram resultados positivos para essa variavel foram M. anisopliae e T. asperellum,
com a melhor resposta para os dois sistemas, do inoculante M. anisopliae (Figura 11B). No
sistema protegido os incrementos foram de 33% e 34%, respectivamente e no sistema néo
protegido de 59% e 34%, respectivamente em relacdo ao controle.

Para o indice de clorofila, todos os tratamentos no sistema protegido ocasionaram
incrementos nas plantas de jambu, em relagéo a plantas néo inoculadas. As melhores respostas
foram observadas em plantas inoculadas com M. anisopliae e T. asperellum (Figura 11C), com
aumentos de 55% e 52%, respectivamente.Para o sistema ndo protegido, semelhante ao
observado no sistema protegido, os tratamentos com M. anisopliae e T. asperellum ocasionaram
0s maiores aumentos nessa varidvel, em relacdo ao controle (Figura 11C)

No sistema protegido, para a variavel indice de robustez, apenas as plantas tratadas com
B. bassiana diferiram do controle (Figura 11D), com incremento de 31% (Figura 12). Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos no cultivo ndo protegido (Figura 11D).

Com base nos resultados de biomassa, apresentados nas figuras 11E e F, observou-se

que para as variaveis massa seca e fresca da parte aerea, 0s incrementos foram em grandes
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proporcdes no sistema protegido quando comparado ao ndo protegido, essa aumento foi de
244% para massa fresca e de 361% para massa seca da parte aerea.

As plantas de jambu que apresentaram maiores acimulos de massa fresca na parte aerea
no sistema protegido (Figura 11E), foram as plantas inoculadas com T. asperellum e M.
anisopliae, esses incrementos foram de 172% e 150%, as médias foram de 59,529 e 55¢
respectivamente, seguidos por Beauveria sp. que aumentou em 28% em relacdo ao
controle.(Figura 12). Para as respostas no sistema ndo protegido, o inoculante M. anisopliae
apresentou melhor acimulo de massa fresca da parte aerea, entretanto os tratamentos com T.
asperellum e B. bassiana, apresentaram resultados positivos em relacdo ao controle. Esses
incrementos foram de 96% para M. anisopliae, 59% para T. asperellum e 52% para B. bassiana,

como evidenciados na figura 11E (Figura 12).

Figura 11. Altura (cm), diamétro do coleto (mm), indice de clorofila (%), indice de robustez e
massa seca e fresca da parte area (g) de Acmella oleracea, apds aplicacdo fungos
entomopatogénicos e promotor de crescimento, em sistema protegido e ndo protegido, no
periodo seco amazonico, municipio de Ananindeua, Pard, Brasil.
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* Letra mindscula comparam médias em um mesmo sistema e letras maitsculas comparam médias entre sistemas, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de significancia.

Para a massa seca da parte derea no sistema protegido, os incrementos também foram
observados nos tratamentos com aplicacdo de T. asperellum e M. anisopliae, com aumentos de
184% e 156%, seguidos pelo tratamento com B. bassiana que incrementou em 73% essa
variavel, em relacdo ao controle. No sistema sem protecdo, a inoculacdo de M. anisopliae
também resultou em maior acimulo de massa seca (Figura 11F), no qual esse incremento foi

de 65%, seguido pelos tratamentos com T. asperellum com 35% e B. bassiana com 27%.

Figura 12. Plantas de Acmella Oleracea, inoculadas com microrganismos
entomopatogénicos e promotor de crescimento em sistema de plantio
protegido no periodo seco.a) Controle, b) Trichoderma asperellum, c)
Beauveria bassiana e d) Metarhizium anisopliae

Fonte: Autor, 2021

As respostas fiosiolégicas obtidas por trocas gasosas, em plantas de jambu tratadas com
isolados fangicos, nos dois sistemas de plantio, no segundo ciclo de cultivo, sdo apresentadas
na Figura 13. Houve diferenga significativa entre os dois sistemas para quase todos o0s
paramétros avaliados, no qual o sistema protegido apresentou maiores aumentos em A, gs e A/Ci
. Em relacéo a Ci ndo houve diferenca significativa quando comparados os sistemas de plantios
(Figura 13).

No sistema de plantio protegido, as plantas inoculadas com M. anisopliae, T. asperellum
responderam positivamente em relagdo ao controle, e aumentaram a taxa de fotossintese liquida
em 28% e 16%. Para B. bassiana ndo houve diferenca significativa nessa variavel, quando
comparado ao controle. Ja para as respostas do sistema ndo protegido, 0 maior aumento

observado foi em plantas inoculadas com M. Anisopliae (58%),seguido por T. asperellum
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(56%), quando comparados ao controle (Figura 13A).
Para a condutancia estomatica (gs) das plantas no sistema de plantio protegido, os
tratamentos que apresentaram maiores incrementos em relacdo ao controle foram T. asperellum

e M. Anisopliae (Figura 13B), que incremetaram 78% e 71%, respectivamente.

Figura 13. (a) Trocas gasosas: fotossintese liquida (A-pmol CO, m-2 s-1), (b) condutancia
estomatica (gs-mol H.0 m-2 s-1), (c) concentragdo interna de CO2 (Ci- umol CO? mol-?) e (d)
eficiéncia instantanea de carboxilagdo (A/Ci), ap0s aplica¢do de fungos entomopatogénicos e
promotor de crescimento, em plantas de Acmella oleracea, em sistema protegido e ndo
protegido, no periodo seco amazonico, no municipio de Ananindeua, Par, Brasil.
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*Letras mindsculas comparam médias em um mesmo sistema e letras maitsculas comparam médias entre sistemas, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de significancia.

Em relacdo a concentracdo interna de CO2 (Ci), as plantas cultivadas no sistema de
plantio protegido, todos os tratamentos diferiram do controle e incrementaram em média 8%,
em relagdo ao controle. Enquanto que, no sistema de plantio ndo protegido, os tratamentos
com M. anisopliae e T. asperellum diferiram do controle (Figura 13C).

A eficiéncia instantanea de carboxilagédo (A/Ci), no sistema de plantio protegido, apenas
as plantas inoculadas com M. anisopliae, diferiram do controle, com maxima A/Ci de 0,0068
(Figura 13D). Para o sistema de plantio ndo protegido 0s maiores aumentos nessa variavel
foram observadas nas plantas inoculadas com M. Anisopliae e T. asperellum (Figura 13D),

sendo essses de 64% e 60%, respectivamente.



715
716
717
718
719

720
721
722

723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740

34

Figura 14. Plantas de Acmella oleracea, apos aplicacdo de fungos
entomopatogénicos e promotor de crescimento em sistema de plantio
ndo protegido no periodo seco amazénico. a) Controle, b)
Trichoderma asperellum, c) Beauveria bassiana, d) Metarhizium
anisopliae

Fonte: Autor, 2021

4.DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo sustentam a hipotese de que os fungos
entomopatogénicos e o fungo Trichoderma asperellum promovem o crescimento de plantas de
jambu submetidas ao sistema de cultivo suspenso e favorecem o melhor desempenho
fotossintético, submetidas nos sistemas protegido e ndo protegido. A presente pesquisa
evidenciou que o sistema que apresentou melhor crescimento, desenvolvimento e respostas
fisioldgicas, assim como as melhores respostas dos microrganismos avaliados foi protegido.

Os resultados apresentados neste estudo revelam que plantas de jambu inoculadas com
os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana, em sistema protegido apresentam
incremento nos paramétros de crescimento e biomassa, assim como, melhor desempenho na
atividade fotossintética, semelhante ao comportamento do fungo T. asperellum registrado em
outros trabalhos, tradicionalmente, como promotor de crescimento (MAYO PIETRO et al.,
2020; KUMAR, et al,.2021). Esses resultados sd@o importantes, pois mostram que os fungos
entomopatogénicos também podem ser registrados como fungos promotores do crescimento de
plantas de jambu (bioestimulantes), além da vantagem de serem reconhecidos e utilizados
mundialmente como biocontroladores de insetos. Nesse caso, possuem duas agdes de extrema
importancia, no desenvolvimento e na protecdo preventiva das plantas, pois durante 0s ensaios,

ndo foi observado pragas, apesar da area comercial utilizada, ter histérico de presenga de pragas
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nas diferentes culturas cultivadas.

O jambu é uma cultura que exige clima quente e umido, com temperaturas acima de 25
°C, solos bem drenados e com bom teor de matéria organica (MAPA, 2010). Acredita-se na
influéncia das condic@es climaticas sobre a cultura do jambu, o que possivelmente pode explicar
maior desenvolvimento das plantas em associa¢do aos fungos no periodo chuvoso (SANTOS
et al., 2015). Nas condi¢des do ensaio, observou-se, no periodo chuvoso, reducdo de
luminosidade, com maiores periodos de nebulosidade em virtude das constantes chuvas e
temperaturas em média 23 a 28°C, onde foi o0 periodo de maior precipitacdo, com média de 480
mm, além disso, a temperatura média de 25,5 °C, foi a mais baixa ao longo do ano, condi¢es
altamente favoraveis a acdo dos fungos. Ja no periodo seco (setembro), houve ocorréncia de
altas temperaturas 27-32°C e menor umidade, sendo 0 més mais seco, com precipitacdo de 34
mm e temperatura média de 27,5°C, condicGes estas menos favoraveis ao desenvolvimento dos
fungos (INMET, 2021).

O trabalho demonstrou que plantas de jambu submetidas a pleno sol, no segundo ciclo
de cultivo, tiveram menor crescimento de acordo com os parametros de altura da parte aérea,
diametro do coleto e teor de clorofila, no entanto, mesmo com limitacdes de crescimento,
provavelmente devido as condicBes que a planta foi submetida, houve incremento de alguns
parametros avaliados, em plantas tratadas com os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e
B. bassiana e com o promotor de crescimento T. asperellum. Desta forma, as melhores respostas
dos parametros avaliados em ambiente de cultivo protegido no primeiro ciclo de cultivo, sejam
provavelmente pelas condi¢cdes climaticas do local, juntamente com a acdo dos
microrganismos, porém foi possivel observar também, respostas significativas em ambiente ndo
protegido, onde € possivel que tenha sido evidenciado devido a maior acdo dos microrganismos
sob a planta.

A promogcéo de crescimento de plantas também pode estar relacionada a produgéo de
substancia de baixo peso molecular pertencentes a diferentes classes quimicas como
policetideos, alcaloides, terpenos e peptideos ndo ribossomais (EMBRAPA, 2012). Os
compostos bioativos podem atuar como horménios reguladores de crescimento,
antibacterianos, antibidticos, antifingicos, antivirais, inseticidas, entre outros (ALY et al.,
2010). A utilizacdo desses compostos bioativos na agricultura podem, também, influenciar no
crescimento vegetal (DAVITT et al., 2011) e atuar diretamente no hospedeiro, induzindo a
producdo de compostos antagonistas aos patégenos, como as fitoalexinas que inibem a presenca
de fitopatdgenos ou promovendo alteracdo morfofisioldgica na planta, como aumento da

espessura da parede celular e da cuticula (Polli et al., 2012)
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Os resultados encontrados para jambu, demonstram a necessidade de se conhecer 0s
diferentes sistemas de cultivo da cultura, com o intuito de fortalecer a sua produtividade,
considerando-se que, cada espécie apresenta comportamento diferente sob condicdes a qual séo
submetidas, tal fato pode ser constatado em trabalhos realizados com as culturas como
pimenteira (COSTA, 2017), alface (DIAMANTE, 2013; FERREIRA, 2009), tomateiro
(MAKISHIMA, 2018), rucula (PINTO, 2014), chicoria (SOUZA, 2018).

O microclima formado em ambiente protegido pela protecdo do plastico favorece o
desenvolvimento das plantas de A. oleraceae, por ser uma espécie tipica de clima tropical, o
cultivo bem-sucedido requer preferencialmente clima quente e imido com temperaturas acima
de 25 °C (NASCIMENTO, 2019), nédo tolerando seca e baixas temperaturas, apresentando
crescimento prejudicado quando submetidas a condi¢6es de temperatura de 20 °C. Silva et al.,
(2020), observaram esse comportamento, principalmente no periodo chuvoso, pois aumenta o
influxo de CO- e reduz a transpiragdo das plantas (ARAUJO et al., 2009; CARVALHO, 2015;
SOUZA, 2018).

Foram evidenciados que nos dois periodos e sistemas de plantio avaliados, os melhores
resultados apresentados foram pelos tratamentos inoculados com M. anisopliae e T. asperellum
como maior crescimento, biomassa e parametros fisiol6gicos, do que em plantas tratadas com
o fungo entomopatogénico B. bassiana. Resultados semelhantes foram obtidos por Siqueira, et.
al., (2020), que demonstraram que a colonizacdo endofitica do tomateiro por Metarhizium.
robertsii e Metarhizium humberi incrementaram o crescimento da planta, evidenciado pelo
aumento na altura da planta, comprimento da raiz e peso seco da parte aérea e raizes em
comparagdo com as nédo inoculadas.

Foi evidenciado na pesquisa que o fungo entomopatdgenico B. bassiana também
conseguiu promover o crescimento das plantas quando comparada ao tratamento controle, no
entanto essa promocdo de crescimento foi inferior, as respostas observadas pelo tratamento com
0 microrganismo T. asperellum. Destaca-se que alguns microrganismos, possuem mecanismo
de acdo direta e indireta de promogdo de crescimento, dentre esses mecanismos 0S mais
importantes sdo a aquisi¢cdo de nutrientes e a producédo de fitohormonios, enquanto a tolerancia
a estresses bidticos e abioticos, incluindo o combate a patdgenos, € considerado aspecto indireto
na promocao do crescimento (HARDOIM et al., 2015; SOUZA; DOS SANTOS 2017).

Os beneficios diretos da interacdo com fungos endofiticos incluem o aumento na
aquisicdo de nutrientes e na quantidade de fitohormonios na planta, esses beneficios estdo
diretamente relacionados ao aumento da producdo de biomassa, desenvolvimento do sistema

radicular, altura da planta, reproducéo de peso e produtividade. Devido a esses beneficios, eles



809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842

37

podem ser chamados de biofertilizantes (BAMISILE et al. 2018), ou bioinsumos promotores
de crescimento.

Pesquisas relataram que, os fungos M. humberi, M. robertsii e M. anisopliae
estimularam o crescimento das plantas pela producéo de fitases, sideréforos e acidos organicos
que aumentam a disponibilidade de nutrientes do solo (SHUKLA; VYAS2014; SIQUEIRA et
al., 2020).

Semelhante aos resultados encontrados no presente trabalho, Farias et al. (2018)
testaram a inoculacao de Purpeorocillium lilacinum em consércio com mais quatro fungos, B.
bassiana, M. anisopliae, Pochonia chlamydosporia e T. asperellum e obtiveram resultados
positivos na avaliacdo de parametros de promocao de crescimento em plantas de soja e milho,
entretanto, o teste em consorcio dificultou a determinacdo de qual microrganismo de fato
contribuiu para o crescimento das plantas. Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e
Metarhizium spp. ja foram relatados como inoculantes de plantas que atuam no crescimento das
plantas, em culturas como tomate, feijdo, mandioca e milho (GARCIA et al., 2011; SASAN;
BIDOCHKA, 2012; LIAO et al., 2014; JABER; ENKERLI, 2016, 2017; TALL; MEYLING,
2018) levando a maiores rendimentos (LOPEZ; SWORD, 2015; GATHAGE et al., 2016;
JABER; ARAJ, 2018).

As respostas de trocas gasosas obtidas com a pesquisa demonstraram que 0S
microrganismos B. bassina, M. anisopliae e T. asperellum foram capazes de aumentar a
fotossintese liquida, condutancia estomatica, concentracdo intercelular de CO: e eficiéncia
instantanea de carboxilacdo, principalmente no primeiro ciclo de cultivo. No entanto, no
segundo ciclo de cultivo, também ocorreu aumento desses paramétros. Os incrementos mais
relevantes foram evidenciados no sistema de cultivo protegido, nos dois ciclos. Esse aumento
pode beneficiar a planta, pois o acréscimo desses parametros favorece a absorcdo de nutrientes
minerais e microelementos (CHO et al., 2008). Assim como, ocorre a elevacdo na producao de
fotoassimilados que sdo destinados a formacdo de tecidos na planta, correlacionando
positivamente a fotossintese com producéo de biomassa. (LEMOS NETO, 2015).

Uma maior taxa fotossintética liquida pode ser considerada como uma forma de suportar
a alta demanda energética, o que pode alterar substancialmente o rendimento fotossintético,
bem como outras variaveis como a condutancia estomatica (CENTRITTO et al., 2009).

Resultados semelhantes também foram encontrados por Hwang et al. (2011), onde as
plantas tratadas com filtrados de culturas fangicas (FCF) de fungos endofiticos na promocao de
crescimento, teve maior taxa fotossintética liquida (A), taxa de transpiragédo (E), eficiéncia de

carboxilagéo (A/C;) e eficiéncia de uso da agua (WUE, A/E) do que as dos controles, que foram
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mais proeminentes em plantas injetadas com FCF do que em plantas pulverizadas com FCF.
Esses autores observaram que, em plantas injetadas com FCF, os valores médios de A, E, A/Ci
e WUE aumentaram em 89%, 27%, 90% e 84%, respectivamente. Hormonios vegetais
produzidos por endofitos podem afetar as vias metabolicas na planta e serem responsaveis por
mudancas na fotossintese liquida e na condutancia estomatica (SPIERING; GREER; SCHMID,
2006).

Comumente, o incremento nos valores de C; € acompanhado de acréscimos na gs; deste
modo, a limitacdo da abertura estomatica seria o fator principal do menor desempenho
fotossintético, uma vez que, quanto maior a abertura estomatica maior a difusdo de CO? para a
camara subestomatica (AUGE et al., 2015). E provavel que os microrganismos atuem em uma
maior abertura estomatica (GONZALEZ-PEREZ et al., 2022). A eficiéncia de carboxilacéo,
nos dois sistemas de plantio avaliados, foi reduzida para a maioria dos tratamentos, indicando
baixa eficiéncia de carboxilagdo, ou seja, o quanto de CO: foi utilizado no processo de
fotossintese (KONRAD, et al., 2005)

O uso de fungos benéficos como os avaliados na presente pesquisa, pode ser importante
para melhorar os parametros de trocas gasosas da planta, além de ser muito vantajoso para o
desenvolvimento das plantas de jambu. Mesmo em condi¢des climaticas e sistema de plantio
ndo favordveis ao desenvolvimento satisfatorio das planta, os microrganismos testados
conseguiram, em alguns paramétros avaliados, aumentar a taxa de transpira¢ao do jambu, assim
como outros paramétros fotosinteticos. Assim, esse estudo é o pioneiro em demonstrar que 0s
fungos M. anisopliae, T. asperellum e B. bassiana sdo capazes de promover significativamente
a promocdo do crescimento em plantas de jambu, principalmente em periodos de condicdes
climéticas em que a planta possa responder melhor, bem como o tipo de sistema de plantio mais

adequado a cultura.

5. CONCLUSOES

- Aplicagdes dos fungos entomopatogénicos M. ansiopliae e B. bassiana favorecem a
promoc&o de crescimento por incrementar os parametros biométricos e fisioldgicos de plantas
de A. oleracea, assim como o promotor de crescimento T. asperellum. Entretanto o fungo M.
ansiopliae, apresentou melhor desempenho, semelhante ao T.asperellum, principalmente no

sistema de cultivo protegido e no periodo chuvoso;
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- O melhor desenvolvimento das plantas de A. oleracea ocorre no periodo chuvoso, no
sistema protegido e suspenso, e as aplicacdes de fungos entomopatogénicos e do T. asperellum

favoreceram a diminuicdo do ciclo da planta e podem antecipa a colheita em cinco dias;

- Os microrganismos entomopatogénicos e o T. asperellum s&o promissores na
promo¢do do crescimento, com acdo nos pardmetros biométricos e fisioldgicos, o que
demonstra alternativa viavel e ecologicamente correta para uso na cultura de A. oleracea, em

areas comerciais da agricultura periurbana.
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POTENCIAL DE MICRORGANISMOS COMO SOLUBILIZADORES DE FOSFATO,
PRODUCAO DE AIA, CLOROFILA E CARBOIDRATOS EM PLANTAS DE Acmella

oleraceae

RESUMO

Plantas de A. oleracea, sdo muito requeridas na alimentacdo humana, tipicamente na culinaria
Amazbnica, em cosméticos, bebidas, chas, farmacéuticos, controle de pragas, entre outros usos. A
aplicacdo de métodos de producdo agricola mais sustentaveis, de menor impacto ao meio ambiente, e
que preserve da saude do consumidor, com alimentos mais saudaveis sem residuos toxicos, vem sendo
muito debatido entre pesquisadores e tem sido muito exigido pela sociedade. Desse modo a busca e
aplicacdo de produtos a base de microrganismos, tem sido, cada vez mais utilizado atualmente. Assim,
objetivou-se quantificar a clorofila a e b, carboidratos, solubilizacdo de fosfato e sintese de AlA, ap6s
inoculagéo dos fungos entomopatogenicos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, e do promotor
de crescimento Trichoderma asperellum. O experimento “in vivo ” foi conduzidos em &rea comercial de
agricultura periurbana no municipio de Ananindeua, Para, em canteiros suspenso, em campo, protegido
com filme pléastico difusor de 100 micras. Os testes in vitro foram realizados no Laboratério de Protecéo
de Plantas, pertencente a Universidade Federal Rural da Amaz6nia. Foram utilizados trés inoculantes:
B. bassiana, M. anisopliae, Pool T. asperelium (Isolados UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA
T52) e tratamento controle, com o uso de agua potavel. Os dados de clorofila a e b, carboidrato,
solubilizagdo de fosfato e produgdo de AIA, foram examinadas pelo teste F (P < 0.05). Os resultados
obtidos, demonstraram que a aplicagdo dos fungos entomopatogénicos e do promotor de crescimento,
em plantas de jambu, induziram incrementos nos teores de clorofilas, sendo o maior promovido por T.
asperellum. As plantas bioestimuladas apresentaram diferentes respostas nas concentragdes de sacarose,
frutose e glicose, em relacdo as plantas controle. Na solubilizagdo de fostato, todos os isolados
demonstraram crescimento micelial em meio NBRIP modificado e produziram AIA no meio de cultura
FAN suplementado com L-triptofano, em resposta a sintese de &cido indol acético (AlA), quando
comparados ao controle. Conclui-se que os fungos B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum, sdo
capazes de incrementar a clorofila, sacarose, solubilizar fosfato e produzir AIA em plantas de jambu A.

oleracea.

PALAVRAS-CHAVE: Sustentavéis; Plantas bioestimuladas; Sacarose; Sintese de AIA;

Solubilizagao de fosfato.
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ABTRACT

A. oleracea plants are in great demand in human nutrition, typically in Amazonian cuisine,
cosmetics, beverages, teas, pharmaceuticals, pest control, among other uses. The application of
more sustainable agricultural production methods, with less impact on the environment, and
which preserve consumer health, with healthier food without toxic residues, has been much
debated among researchers and has been much demanded by society. In this way, the search for
and application of products based on microorganisms has been increasingly used today. The
aim was to quantify chlorophyll a and b, carbohydrates, phosphate solubilization and AIA
synthesis after inoculation with the entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana, and the growth promoter Trichoderma asperellum. The "in vivo"
experiment was conducted in a commercial area of peri-urban agriculture in the municipality
of Ananindeua, Para, in suspended beds, in the field, protected with 100-micron diffuser plastic
film. The in vitro tests were carried out at the Plant Protection Laboratory at the Federal Rural
University of Amazonia. Three inoculants were used: B. bassiana, M. anisopliae, Pool T.
asperelium (Isolates UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52) and control treatment,
using drinking water. The data on chlorophyll a and b, carbohydrate, phosphate solubilization
and AlA production were examined using the F test (P < 0.05). The results obtained showed
that the application of entomopathogenic fungi and the growth promoter to jambu plants
induced increases in chlorophyll levels, the greatest of which was promoted by T. asperellum.
The biostimulated plants showed different responses in terms of sucrose, fructose and glucose
concentrations compared to the control plants. In phytate solubilization, all the isolates showed
mycelial growth in a modified NBRIP medium and produced AIA in FAN culture medium
supplemented with L-tryptophan, in response to the synthesis of indole acetic acid (AlA), when
compared to the control. It is concluded that the fungi B. bassiana, M. anisopliae, and T.
asperellum are able to increase chlorophyll, and sucrose, solubilize phosphate, and produce

AlA in A. oleracea jambu plants.

KEYWORDS: Sustainable; Biostimulated plants; Sucrose; AIA synthesis; Phosphate

solubilization.
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INTRODUCAO

Acmella oleracea (L.) R. K Jansen, atualmente € uma espécie utilizada com frequéncia
em todo 0 mundo para alimentacdo, cosméticos, bebidas, chas, farmacéuticos e fins de controle
de pragas. Esta planta contém ampla gama de metabdlitos secundarios, com caracteristicas
semelhantes a produtos da industria quimica, como a atividade larvicida (SIMAS et al., 2013),
atividade inseticida (MORENO et al., 2012) e acdo controladora sobre carrapatos (OLIVEIRA
et al., 2016). Devido a essas caracteristicas da espécie, maior interesse por produtores e
pesquisadores vem sendo despertado nos ultimos anos, com foco em pesquisas que promovam
aumento da eficiéncia produtiva da cultura com énfase em manejo mais sustentavel.

Produtos quimicos, sintéticos e fertilizantes minerais sdo criticados por efeitos
potencialmente negativos na salde humana (BENNEKOU, 2019) e/ou no meio ambiente
(NORSE, 2005; HUANG et al., 2017), incluindo o esgotamento de recursos nao renovaveis
(CHOJNACKA et al.,, 2020) e o impacto negativo na biodiversidade (MOZUMDER &
BERRENS, 2007; SANCHEZ- BAYO & WYCKHUYS, 2019). Devido a essas preocupagoes,
a aplicacdo de métodos de producéo agricola sustentavel vem sendo exigido por consumidores,
bem como por disposicoes legais (MARRONE, 2019). Nesse contexto, embora ndo se espere
que pesticidas ou fertilizantes a base de microrganismos substituam totalmente o uso de
pesticidas quimicos e fertilizantes minerais, eles podem desempenhar um papel cada vez maior
e sua aplicacéo em préticas agricolas em todo o mundo (ALABOUVETTE et al., 2012; KUREK
& OZIMEK, 2013).

Fungos entomopatogénicos (FE) tém sido estudados tradicionalmente no controle de
insetos, no entanto, recentemente despertou interesse nas pesquisas, seu papel como enddéfitos
de plantas na natureza. Esses fungos foram isolados de vérias espécies de plantas como
enddéfitos naturais e foram inoculados experimentalmente em muitas plantas hospedeiras para
avaliar seus papeis potenciais na protecdo de plantas (VEGA, 2008). H& evidéncias crescentes
de que esses FE tém efeitos como promotores de crescimento vegetal, e contra patogenos de
plantas e pragas de artropodes (VEGA et al. 2009; JABER & ENKERLI, 2017; JABER &
OWNLEY, 2018; BARRA-BUCAREI et al. 2020).

Os mecanismos de promogéo de crescimento vegetal por microrganismos do solo, como
o Trichoderma sp., podem ser diretos e indiretos. Os diretos podem ser devidos a producéo de
horménios, ou outra substancia analoga a estes, que influenciam no crescimento ou
desenvolvimento da planta (MACHADO et al., 2011), ou ainda suprindo necessidades
nutricionais pela solubilizacdo de fosfatos (GRAVEL et al., 2007). Ja os beneficios indiretos

podem ser pela agdo de microrganismos por meio da supressdo de patogenos (HARMAN et al.,
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2004; SILVA et al., 2011; GAVA & MENEZES, 2012).

Quanto a producdo do hormonio, a sintese de auxinas, particularmente o acido indol-
acetico (AlA) promove o crescimento das raizes e a proliferacdo de pelos radiculares, o que
pode melhorar a absorcdo de nutrientes e agua do solo e, consequentemente, melhorar o
crescimento da planta (CABALLERO-MELLADO et al., 2006). Vérios estudos tém reportado
que 0s microrganismos estdo ativamente envolvidos na sintese de auxinas, tanto em meio de
cultura quanto no solo (SOUCHIE et al., 2007; CARVALHO FILHO, 2008).

Diversos microrganismos do solo, como os fungos, solubilizam diferentes formas de
fosfatos inorganicos. Os fungos foram relatados como solubilizadores de fosfatos em diversos
trabalhos (SOUCHIE et al.; 2005; VASSILEV et al., 2006; BARROSO & NAHAS, 2008;
KAPRI & TEWARI, 2010). A utilizacdo de microrganismos que possuem a capacidade de
realizar este tipo de solubilizacdo tem sido empregada como forma de substituir ou reduzir o
uso de fertilizantes fosfaticos sollveis, pois dessa forma haverd melhor aproveitamento dos
fosfatos naturais (SILVA FILHO et al., 2002)

Além disso, carboidratos e enzimas sdo amplamente estudados por seu papel no
crescimento da planta hospedeira e como moléculas sinalizadoras de plantas contra numerosos
estresses abioticos e bidticos para mediar respostas de defesa em plantas hospedeiras (GILL E
TUTEJA 2010; JAMMER et al. 2015). No recente aumento da pesquisa endofitica sobre FE, é
importante focar na planta processos fisiol6gicos, como identificar as atividades dessas enzimas
de carboidratos em relacdo a colonizacdo por fungos, crescimento de plantas e desempenho de
insetos herbivoros.

Portanto uma maior compreensdo da eficiéncia e capacidade dos entomopatogéncios M.
anisopliae e B. bassiana e do promotor de crescimento Trichoderma asperellum em aumentar
os niveis de clorofila e carboidratos de plantas de jambu, e a capacidade desses fungos em
solubilizar fosfato e sintetizar AIA, sdo necessarias para caracterizar esses microrganismos com
promotores do crescimento de plantas.

A hipdtese do trabalho, é que fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana e
0 promotor de crescimento Trichoderma asperellum sdo capazes de atuar no incremento de
clorofila a e b, niveis de carboidratos de plantas de A. olereceae. Assim como sao capazes de
solubilizar fosfato e sintetizar AIA. Desse modo, o objetivo do trabalho é quantificar clorofila
a e b e carboidratos de plantas de jambu inoculadas com fungos entomopatogenicos e com um
promotor de crescimento, e quantificar a solubilizacdo de fosfato e sintese de AlIA dos isolados

de M. anisopliae, B. bassiana e do padréo T. asperellum.
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MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo in vivo foi realizado em area comercial, pertencente a Associa¢do dos Produtores
e Hortifrutigranjeiros da Gleba do Guajard — APHA, localizada na &rea urbana e periurbana do
municipio de Ananindeua, entre as coordenadas geograficas 1°19'28.55" S e 48°23'16.96", sob
condicdes de campo, em canteiro suspenso em estufa protegida com filme pléastico, tipo ultra
violeta, transparente, espessura 100 micras, no periodo chuvoso, marco de 2021. Os testes in
vitro foram realizados no Laboratorio de Protecdo de Plantas- LPP, pertencente a Universidade
Federal Rural da Amazonia- UFRA.

2.2 Microrganismos

Os isolados fungicos entomopatogénicos de B. bassiana e M. anisopliae, e do promotor
de crescimento T. asperelium utilizados, sdo nativos da Amazonia Brasileira e pertencem a
Micoteca do Laboratério de Protecdo de Plantas, da Universidade Federal Rural da Amaz6nia-
UFRA, onde estdo armazenados em Castelanni sob temperatura de 26°C. Bioensaios de
screening toxicologico, preliminares, mostraram resultados positivos quanto a patogenicidade
destes na colonizacdo endofitica, do besouro Tenebrio molitor, em laboratério. Assim como na
promocdo de crescimento de plantas por T. asperellum (SOUSA et al.,2021; MAUES, et
al.,2022)

Figura 15. Coldnias de fungos entomopatogénicos utilizados como
promotores de crescimento de plantas de jambu, Acmella oleracea.
a) T. asperelium b) M. anisopliae c) Beauveria Bassiana.

Fonte; Autor, 2022.

2.3 Crescimento de plantas
Sementes do A. oleracea, de flor amarela, foram obtidas do banco de sementes ativo na
area da Associacdo dos produtores e Hortifrutigranjeiros da Gleba do Guajarda — APHA. A

semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno expandido de 128 células, utilizando-se
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substrato a base de composto organico peneirado, produzido a partir de carogo de acai triturado
e cama de aviario, na proporcdo 2:1. Foram semeadas dez sementes por célula, com finalidade
de garantir, no momento do transplante, duas plantulas por célula, necessitando a realizacédo de
desbaste ap0s a germinacao, para deixar o nimero desejado de plantulas. A bandeja contendo
as mudas foi acondicionada em ambiente protegido com 20% de reducéo na radiagéo, molhadas
manualmente, duas vezes ao dia, até a capacidade de campo do substrato. As mudas, contendo
quatro folhas cada, foram transplantadas 20 dias apds semeadura, onde foram colocadas duas
plantas por cova, no espacamento de 5 x 10 cm.

O canteiro foi adubado com 3 kg de composto organico por m? incorporado nos 10 cm
superficiais do solo. Utilizou-se o sistema de producdo em canteiros suspensos que apresentam
80 cm de altura, 1,40 m de largura e 20 m de comprimento, protegido com filme plastico difusor
de 100 micras, com protecdo UV e antioxidantes com aditivos que distribuem a luz dentro da
estufa e reduz em 20% a radiacdo, em parcelas de um metro quadrado, subdivididas em 0,20 x
0,20m. As mudas foram irrigadas com micro aspersor de vazio 90L.h por 20 minutos, duas

vezes ao dia. Também foi realizado o controle de plantas daninhas, de forma manual.

2.4 Preparo das suspensdes fungicas

Os trés isolados fuangicos foram preparados a partir de discos armazenados em
Castelanni, onde foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA (Batata- Dextrose-
Agar) para crescimento das coldnias axénicas. Os conidios foram colhidos com espatula estéril
e suspensos em agua destilada estéril, em seguida, centrifugados a 3.000 RPM por trés minutos
para remover fragmentos de hifas, conidios aglomerados e pedacos de agar, repetido duas vezes.
Cada suspenséo foi ajustada em 1x108 conidios.mL™ com auxilio da cAmara de Neubauer, e

inoculados em arroz usando suspensdes na concentracao ajustada, para armazenamento.

2.5 Inoculagdo dos microrganismos

Foram realizadas duas aplicacfes de cada tratamento, sendo uma no dia do transplantio
e outra 15 dias apds o transplantio. A inoculagéo dos fungos foi realizada por meio da aplicacédo
direta da suspensdo de conidios, sendo aplicados 20 mL de suspensdo a 1x108 conidios.mL™

por planta.

2.6 Coleta do material e determinacéo dos pigmentos fotosinteticos

Para avaliar se os fungos promoveram alteragdes no metabolismo primario, as folhas de
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jambu foram embaladas em papel aluminio, imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido
e armazenadas em freezer, -80 °C, até analise. O material foi liofilizado a - 20 °C por 48 horas.

Para a determinacéo dos pigmentos utilizou-se protocolo descrito por Porra et al. (1989)
por meio de um leitor de microplacas (OptiMax Tunable Microplate Reader). Em uma
microplaca de 96 pogos, foram adicionados em cada pogo 20 pL do extrato etandlico fresco, 40
puL do mix etandlico (contendo etanol 98%, 80% e 50% na proporg¢do 2:1:2, respectivamente)
e 120 pL de etanol 98%. Posteriormente foram feitas leituras em dois comprimentos de onda,
665 e 645, correspondendo a clorofilas Chl a e Chl b, respectivamente. Os teores de clorofilas

foram determinados por meio das equag@es abaixo e expressos em mg.g! de massa fresca (MF).
Chl a = (5,48 x Abs665) — (2,16 x Abs645) pg/pogo

Chl b = (9,67 x Abs645) — (3,04 x Abs665) ug/poco

2.6 Analise bioquimica

Para analise bioquimica, uma aliquota de aproximadamente 20 mg de material
liofilizado de folhas de A. oleracea, foram extraidos em 250 pL etandlico 98% e agitados em
vortex por 20 segundos. Posteriormente, foram agitados em 750 rpm, por 20 minutos a 80 °C e
centrifugados logo em seguida em 13.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e transferido para um microtubo de 2 mL. Em seguida foram adicionados 250 pL
etanolico 80%, e realizados os mesmos procedimentos até a coleta do sobrenadante. A fase
superior (polar e transparente) foi recolhida para um novo microtubo e armazenada a - 20 °C
para posterior quantificacdo de acucares sollveis (glicose, frutose e sacarose). O precipitado
(pellet), foi lavado com 1000 pL de etanol 98%, centrifugado por 12 minutos em 13.000 rpm a
4°C, para posterior quantificacdo de amido como descrito por Lisec (2006) e algumas

modificagdes descritas.

2.6.1 Quantificacdo de glicose, frutose e sacarose

Para estimar a glicose, frutose e sacarose utilizou-se 0 ensaio de substrato enzimatico
continuo, como descrito por Fernie (2001), a partir de aliquota de 5 puL do extrato etandlico
obtido anteriormente, onde foram adicionados em meio de reacdo de 205 pL [150 pL de tampé&o
HEPES (KOH 0,1 M + 3 mM MgCl; em pH 7,0); 4,65 pL de ATP 109 mM (60 mg mL™); 4,65
uL de NADP* 48,4 mM (36 mg mL™); 0,77 uL de Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH —

700 U mL™) e 45 pL de H,0 ultra pura] em microplaca por pogo. A leitura das amostras foram



1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391

1392

1393
1394

1395

1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412

1413

1414

52

realizadas em um leitor de microplaca (Molecular Devices, Sunny Valle, EUA) em
comprimento de onda de 340 nm. A cinética foi avaliada por meio da formagdo NADPH, devido
a adicdo de 1,5 U de Hexocinase (1,5 U em 5 pL), sendo possivel estimar a quantidade de
glicose presente no extrato. ApoOs a estabilizacdo da reacdo, foi adicionado 0,7 U de
Phosphoglucose isomerase (PGI — 0,7 U em 5 pL), formando novamente NADPH, permitindo
estimar o teor de frutose nas amostras. Apos a estabilizacdo da reacdo foram adicionados na
reacdo 5 U de Invertase (5 U em 5 pL) para que a quantidade de sacarose fosse estimada, a
partir da sua isomerizacdo e posteriormente oxidacdo da glicose e frutose com a formacao de
NADPH. Todos os célculos foram baseados na equacéo:

A OD
(2,85 % 6,22)

Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os resultados

pmol de NADPH =

expressos em pumol de glicose, frutose e sacarose g massa seca (MS).

2.6.2. Quantificacédo de amido

Para determinar o amido, o precipitado (pellet) da extracdo etandlica foi solubilizado
por aquecimento a 95 °C, em 400 uL NaOH (0,1 M). Posteriormente, 61,25 pL de solucéo de
acido acético (1 M) foram adicionados as amostras para neutralizacdo e consequente
degradacéo do amido. A degradacdo do amido, ocorreu a partir da adicdo de 10 uL do extrato
neutralizado adicionado a 60 uL do mix de degradacao [59 pL de tampéo acetato de sodio (50
mm, pH 4,9) + 1 uL de amilo glucosidase (170 U mL™) + 0,012 pL de a-amilase (325 U mL"
H]. A reacdo de degradagdo ocorreu em overnight a 37 °C.

Apo0s a etapa de degradacdo e a formacdo de residuos de glicose a partir de amido
presente nas amostras, 10 puL do extrato obtido da degradagdo foram adicionados em meio de
reacdo de 200 pL [150 pL de tampé&o HEPES (KOH 1 M + 30 mM MgCl, em pH 7,0); 4,65 pL
de ATP 109 mM (60 mg mL™?); 4,65 uL de NADP* 48,4 mM (36 mg mL™); 0,77 pL de Glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PDH — 700 U mL™) e 40uL de H,O ultra pura] em microplaca de
96 pocos. Foi realizada a leitura das amostras em comprimento de onda de 340 nm. A cinética
foi avaliada por meio da formagdo NADPH, devido a adi¢do de 2 U de Hexocinase (2 U em 5
uL), sendo possivel estimar o conteldo de amido determinado como equivalentes de glicose
(HENDRIKS et al., 2003), conforme a formula abaixo:

A OD
(2,85 x 6,22)

Os valores foram corrigidos de acordo com a massa inicial das amostras e os resultados

pmol de NADPH =
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expressos em mmol de equivalente glicose g massa seca (MS).

2.7 Solubilizacéo de fosfato

Para o ensaio de solubilizacdo de fosfato in vitro os isolados fungicos foram cultivados
inicialmente em meio BDA (batata, dextrose e agar) a 28°C, por sete dias. A partir dessas
coldnias foram retirados discos de aproximadamente 8,0 mm de didmetro, contendo micélio e
esporos, depositadosem Erlenmeyer (250 mL), para os testes quanto ao potencial de
solubilizacdo de fosfato, in vitro, em meio NBRIP modificado (NAUTYAL, 1999), contendo
0s seguintes ingredientes (g L-1): glicose, 10,0; MgCl2.6 H20, 5,0; MgS0..7H20, 0,25; KClI,
0,2; (NH4)2S04, 0,1. Foram adicionados ao meio, 50 mL de KoHPO4 (10%) e 100 mL de CaCl;
(10%), para formacao de precipitado insolvel de fosfato de calcio (CaHPO,).

A estimativa quantitativa de solubilizacdo de fosfato foi realizada em triplicata em
delineamento inteiramente casualizado. A incubacao foi realizada a 28+1 °C em um agitador a
150 rpm, durante oito dias. Foram feitas avaliagdes aos dois, quatro, seis e oito dias apos a
repicagem. Para a determinacdo da concentracdo de fosforo (P) soltvel utilizou-se o método
colorimétrico de Murphy & Riley (1962), subtraindo-se o P sollvel contido nos tratamentos
pelo contido na amostra controle (meio de cultura com fosfato e sem inéculo). Para as
avaliacdes foram utilizadas uma parte do reagente, 0,5 ml da amostra filtrada mais 5mL de agua
destilada para cada amostra. Apds 20 minutos de reacdo o P sollvel foi quantificado em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 725 nm de absorbancia. A curva padrdo para
quantificacdo de P foi feita a partir do fosfato de potéssio monobasico (KH2POs) e as

concentragdes calculadas em pg.mL™.

2.8 Producéo de Acido Indolacético (AIA)

Para a producdo de AlA in vitro pelos isolados fungicos, inicialmente os isolados foram
previamente cultivados em placa de Petri em meio BDA (batata, dextrose e Agar), por sete dias
a 28 °C. Para a avaliacdo da producéo de AlA foi utilizado meio de cultura FAN (glicose, 20 g;
extrato de levedura, 3 g; K2HPOg4, 0,6 g; MgSQg, 0,3 g; pH 5,9 — 6,1) (FAN, 2002). Discos de
meio (8 mm) contendo as estruturas dos isolados fangicos foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio FAN, na auséncia (testemunha) e presenca de
L-triptofano. A concentragéo de L-triptofano utilizada foi de 100 mg L, com trés repeticdes
por isolado para cada tratamento, em delineamento inteiramente ao acaso. Apos dois, quatro,
seis e oito dias de crescimento sob um agitador rotatorio (150 rpm) a 26 + 2 °C, a massa fungica

foi separada por centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos. Para a analise colorimétrica de
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AlA (GORDON & WEBER, 1951) foram utilizados uma parte do reagente de Salkowski [FeCls3
0,5 mol Lt + HCIO4 (35%)] e duas partes do sobrenadante obtido de cada isolado. Apds a
comprovacao qualitativa da presenca de AIA (coloracdo rosa apos 25 minutos de reacdo a
temperatura de 28 °C no escuro), o fitohormonio foi quantificado em espectofotémetro em 530
nm. As concentracdes, em pug mL?, foram calculadas a partir de uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas da forma sintética do horménio (0 a 100 pg mL™), cujas leituras

foram a base para calcular a concentracdo de AIA nas amostras.

2.9 Tratamentos e delineamento experimental

. Foram utilizados trés tratamentos fungicos: B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum
(Pool UFRA T06, UFRA T09, UFRA T12, UFRA T52). O controle consistiu apenas da
aplicacdo de agua. O ensaio foi montado em canteiro suspenso protegido, em um delineamento
em blocos casualizados, em esquema fatorial (4 x 2), com cinco repeti¢Ges. Para avaliacdo

foram coletadas quatro plantas por repeti¢do, considerando o efeito de bordadura. ,

3.0 Anélise estatistica

Inicialmente foi realizada a verificacdo de presenca de dados discrepantes (GRUBBS,
1969), normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade das variancias
(BARTLETT, 1937). Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste
F, onde se verificou a significancia dos efeitos isolados. As médias comparadas pelo teste Tukey

(P<0.05) usando o software R (versdo 4.1.0 para Windows).

RESULTADOS

As Figuras 16 e 17, apresenta a flutuacdo de temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo ao longo dos 25 dias de experimento em campo, até a coleta das plantas de jambu
submetidas aos tratamentos com os isolados fungicos.

A aplicacdo dos fungos entomopatogénicos e promotor de crescimento em jambu
induziu incrementos nos teores de clorofilas. Os maiores incrementos foram obtidos no
tratamento com o promotor de crescimento T. asperellum. Esses incrementos positivos foram
de 50% para Chla, em 45% para Chlb, em 50% para Chla+b, em 5% para a razdo Chla/Chlb,
no entanto a razdo Chla/Chlb ndo diferiu do controle (Figura 18). Em relacédo aos tratamentos
com M. anisopliae e B. bassiana, também houve incremento de 40% e 45% para Chla, 20% e
32% para Chlb.



1482

1483
1484

1485
1486

1487
1488

1489
1490
1491

1492
1493

1494
1495
1496

1497
1498

55

Figura 16. Valores de umidade relativa e temperaturas minimas, médias e maximas, mensuradas
durante 25 dias de conducdo do experimento em campo com plantas de jambu, Acmella
oleracea, no municipio de Ananindeua, Para.
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Figura 17. Médias de precipitacdo diaria mensuradas durante a conducgdo do experimento
durante 25 dias de conducgéo do experimento em campo com plantas de jambu, Acmella
oleracea, no municipio de Ananindeua, Para.
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Quanto aos carboidratos, as plantas bioestimuladas com fungos entomopatogénicos e

promotor de crescimento apresentaram diferentes respostas nas concentracGes de sacarose,

frutose e glicose, em relacdo as plantas controle (Figura 19). Por outro lado, ndo houve variacéo

na concentracao de amido nas folhas entre plantas inoculadas.
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Figura 18. (A) Teores totais de clorofila a +clorofila b, (B) clorofila a, (C) clorofila b e (D)
razdo entre Chla e Chlb de plantas inoculadas com fungos entomopatogénicos e promotor de
crescimento, em resposta a promogéo do crescimento de plantas de jambu Acmella oleracea
(L.) R.K. Jansen, em sistema de cultivo protegido.
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De acordo com as respostas de concentracdo de frutose houve incremento em plantas
inoculadas com T. asperellum em 56%. Para os tratamentos com os fungos entomopatogénicos
ndo houve diferenca significativa entre o controle e o tratamento com B.bassiana. As plantas
tratadas com M. anisopliae apresentaram concentracdes de frutose menores que no tratamento
controle. Com os dados obtidos para aconcentracdo de sacarose foi possivel obter incremento
em todas as plantas bioestimuladas em relagao ao controle (Figura 19 C). Os incrementos foram
de 60% para plantas inoculadas com M. anisopliae, 53% com B.bassiana e 34% com plantas

inoculadas com T. asperellum.
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Figura 19. Concentragdes foliares de sacarose[A]; frutose [B]; glicose [C]; amido [D], em
plantas inoculadas com fungos entomopatogénicos e promotor de crescimento, em resposta a
promogéo do crescimento de plantas de jambu Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, em sistema
de cultivo protegido.
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*Letras minasculas comparam médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de significancia. Os valores sdo apresentados
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No que se refere a resposta de solubilizacdo de fostato, todos os isolados fungicos
mostraram crescimento micelial em meio NBRIP modificado. A concentracdo de fosfato
solubilizado gradualmente aumentou, para todos os isolados, de dois a seis dias, e diminuiu em

seguida, no oitavo dias de crescimento (Figura 20 ).
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1550  Figura 20. Solubilizacdo de fosfato de célcio (10 g L-1) em meio NBRIP (modificado) por
1551 isolados de Metarhizium anisopliae, Trichoderma asperellum e Beauveria bassiana, em
1552  diferente intervalo de tempo (dias).
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1555  com médias de quatro repeticdes.

1556
1557 Quanto a capacidade de sintetizar acido indol acético (AlA), todos os isolados

1558  produziram AIA no meio de cultura FAN suplementado com L-triptofano, em relacdo ao
1559  controle (Figura 21). O isolado T. asperellum foi o fungo que apresentou as maiores médias
1560  durante do periodo de avaliacao (Figura 21).

1561

1562  Figura 21. Producdo de AIA (ug.mL™?) por isolados de Metarhizium anisopliae, Trichoderma
1563  asperellum e Beauveria bassiana em meio FAN na presenca de L-triptofano®.
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1565 *Letras minGsculas comparam médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de significancia. Os valores séo apresentados
1566  com médias de quatro repeticdes.
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DISCUSSAO

Os fungos desenvolveram diversas formas de interagir com uma variedade de
organismos Vivos, incluindo plantas, ao longo da evolucdo. Géneros distintos de fungos
entomopatogenos também foram identificados como enddfitos de plantas (VEGA, 2008).
Portanto, o estilo de vida multifacetado de fungos entomopatogénicos, como saprofitos,
endofitos e agentes de biocontrole, podem oferecer varios beneficios a planta hospedeira, como
promover o0 crescimento e protecdo contra patdégenos e pragas de insetos (HAO et al., 2021;
AW e HUE, 2017). A promocéo do crescimento de plantas e habilidades endofiticas dos fungos
entomopatogénico Metarhizium spp. e Beauveria spp., atualmente vem sendo explorado.

O presente trabalho demonstrou que plantas de jambu inoculadas com M. anisopliae,
B. bassiana e com o promotor de crescimento T. asperellum obtiveram maiores niveis de
clorofila a, b e clorofila total (a+b), em comparacdo com as plantas ndo inoculadas, tratamento
controle. O aumento observado no teor de clorofila total quando as plantas inoculadas com M.
anisopliae, B. bassiana e T. asperellum correlacionaram-se com o aumento de sua biomassa
observadas no capitulo 1, gerando plantas mais vigorosas. O aumento no teor de clorofila
durante a interacdo da planta com microrganismos sonoros, como espécies de Trichoderma,
fungos micorrizicos arbusculares, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e M.
anisopliae ja foi relatado em diversos artigos (CHIRINO-VALLE et al., 2016; KHAN et al . ,
2012; NIETO-JACOBO et al., 2017; RAI et al., 2008; STEFAN et al., 2013; SUZUKI et al.,
2014). Khan e outros. (2012) informaram que plantas de soja inoculadas com M. anisopliae
(linhagem LHLO7) sob estresse salino aumentaram os niveis de clorofila, transpiracao e taxa
fotossintética.

O aumento do contetdo de clorofilas (Chla e Chlb) em plantas inoculadas pode ter
contribuido para a maior eficiéncia na absorcédo de luz, transferéncia de energia, transferéncia
de elétrons e maior controle na dissipacdo do excedente de energia térmica (SAMANIEGO-
GAMEZ et al. 2016)

Este estudo é o pioneiro em demonstrar que as inoculacbes de fungos
entomopatogénicos e promotor de crescimento Trichoderma em plantas, mudou a atividade de
alguns carboidratos em jambu, apoiando a hipétese de mudancas fisioldgicas nas plantas apos
tratamentos com os fungos entomopagénicos M. anisopliae e B. bassiana, assim como, com a
inoculagéo do promotor de crescimento T. asperellum. Plantas inoculadas com M. anisopliae,
B. bassiana e T. asperellum apresentaram alteracdes nos niveis de sacarose e no nivel de frutose.

Os carboidratos, sacarose, glicose e frutose, ndo apenas regulam muitos processos no

ciclo de vida da planta, mas também atuam como moléculas de sinalizacdo em plantas
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(GIBSON 2005; HALFORD et al., 2011). A sacarose é uma molécula central para o
metabolismo vegetal, que sofre clivagem hidrolitica irreversivel por vactolo, parede celular e
invertases citoplasmaticas em hexoses (glicose e frutose) (ROITSCH e GONZALEZ 2004).

Tambeém foi possivel observar com esse estudo que, isolados fungicos de M. anisopliae,
B. bassiana e T. asperellum produziram AIA no meio FAN suplementado com L-triptofano. A
producdo do 4&cido indol-3-acético (IAA) também foi relatada em algumas espécies de
Metarhizium. Siqueira et al. (2020) verificaram que as cepas de M. robertsii, M. humberi e M.
anisopliae podem produzir IAA quando cultivadas em meio Potato Dextrose Broth com ou sem
L-triptofano. Assim como, a producdo da auxina &cido indol-3-acético foi similarmente
associada a varias cepas de Metarhizium e Beauveria (LIAO et al., 2017). A producéo de AIA
pelos isolados de Trichoderma e entomopatogenicos avaliados sugere o uso potencial desses
fungos como promotores do crescimento radicular de espécies vegetais de importancia agricola,
conforme documentado por Bjorkman (2004), Resende et al. (2004), Gravel et al. (2007) e
Carvalho Filho (2008).

A pesquisa também encontrou que, todos os isolados fungicos apresentaram o potencial
de solubilizacdo de fostato do segundo ao sexto dia de avaliacdo, havendo reducdo na
solubilizacdo de fostato, a partir do oitavo dia. A reducdo da concentracdo de fosfato
solubilizado, aos oito dias apds a repicagem, pode ter sido em funcdo da sua utilizacdo pelos
fungos para os processos celulares. A diminuicdo gradual no concentracéo de fosfatos ao longo
do tempotambém foi reportada em outros trabalhos (NAUTIYAL, 1999; KAPRI & TEWARI,
2010) e, pode estarcorrelacionada com a sua fixacdo no micélio dos isolados fungicos. Segundo
Kapri & Tewari (2010), este fosfato podera ser libertado de uma forma facilmente disponivel
em estreita proximidade com as raizes apds a lise de micélio com a idade.

Os resultados obtidos demonstram o potencial dos fungos entomopatogénicos M.
anisopliae e B. bassiana como possiveis promotores do crescimento vegetal, tendo em vista a
capacidade de aumentar os niveis de clorofila e os niveis de sacarose da planta, assim como,
tem a capacidade de solubilizar fosfato e sintese de AIA, porém é necessario testes de

inoculacdo de desses fungos em outras espécies vegetais.

CONCLUSAO
- Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana, assim como o fungo T.

asperellum aumentaram os niveis de Chl a Chl b e Chl total em plantas de A. oleracea.
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- Os fungos M. anisopliae, B. bassiana e T. asperellum inoculados em plantas de jambu,
aumentaram o nivel de sacarose, no entanto, apenas T. asperellum foi capaz de aumentar o nivel

de frutose nas plantas.

- Os trés fungos avaliados no trabalho s&o capazes de solubilizar fosfato de célcio em
meio de cultura e produzir AlA na presenca do percussor L-triptofano em meio de cultura FAN,

destacando-se com os melhores resultados, o isolado T. asperellum.
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