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1 CONTEXTUALIZACAO

A utilizacdo de bioestimulantes na agricultura tem sido uma estratégia de manejo
eficiente, apresentando resultados consistentes, relacionados principalmente ao adequado
aproveitamento de nutrientes do solo, promocdo de crescimento, adaptacdo a estresses
abioticos, inducdo de resisténcia, dentre outros (Rouphael; Colla, 2020). As principais
categorias de bioestimulantes vegetais incluem acidos humicos e falvicos, hidrolisados de
proteinas, extratos de algas marinhas e vegetais, quitosanas, compostos inorganicos, fungos e
bactérias (Jardin, 2015).

Diversas pesquisas comprovam os beneficios da aplicagdo dos bioestimulantes vegetais,
especialmente os de base microbiana como fungos, promovidos a partir da interagdo com as
plantas (Pereira et al., 2019; Vieira et al., 2021). Entretanto, os efeitos benéficos dependem da
correta sinalizacdo quimica e nutricional entre planta e microrganismo, além de fatores como
solo e clima (Bucio; Flores; Estrella, 2015). No cenério atual de crescimento da demanda por
alimentos, aliado a sustentabilidade, considera-se fundamental a utilizacdo de microrganismos
para melhorias na produtividade e viabilidade da cadeia alimentar global (Lanzuise et al., 2022).

Os fungos do género Trichoderma spp. sdo fortemente utilizados na agricultura, em
razdo da capacidade antagbnica a patogenos (Prashar; Vandenberg, 2017). Porém, ao longo dos
anos, cepas de Trichoderma spp. tém sido avaliadas quanto ao potencial na promocdo do
crescimento e aumento na produtividade das culturas, devido a producdo de metabodlitos
semelhantes a auxina (AlA) e melhorias na absorcdo de nutrientes do solo, ocasionando
mudancas no metabolismo da planta (Garcia et al., 2015).

Na horticultura, espécies de Trichoderma spp. séo utilizadas em culturas diversas e com
objetivos distintos, sejam eles relacionados ao biocontrole (Silva et al., 2015), promocdo de
crescimento (Garcia et al., 2015), aumento na absorcdo de nutrientes, principalmente pela
capacidade de solubilizar fosforo (Franca et al., 2017) e melhoria na qualidade dos produtos
pos-colheita (Ji et al., 2020). Em hortalicas, resultados positivos podem ser encontrados tanto
naquelas destinadas a producdo de folhas (alface e rucula), quanto nas que o produto de
interesse sdo frutos (tomate) e bulbos (cebola), ditas hortalicas convencionais (Garcia et al.,
2015; Fiorentino et al., 2018; Corsini et al., 2021).

Para hortalicas ndo-convencionais (PANCs), nomenclatura esta derivada da
regionalidade a qual estdo ligadas e auséncia de estruturacao da cadeia produtiva (Brasil, 2010),
0 uso de Trichoderma spp. como bioestimulantes é escasso. Apesar disso, algumas culturas de

hortali¢as ndo-convencionais exibem notavel potencial produtivo a nivel de indUstria, como é
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0 caso do jambu (Acmella spp.), em virtude dos compostos bioativos provenientes do seu
metabolismo secundario, sendo o espilantol um dos mais pesquisados atualmente (Dallazen et
al., 2019).

Assim, associacdes de Trichoderma spp. em cultivos de jambu podem ser eficientes
como estratégia de manejo, pois além dos beneficios diretos, algumas cepas deste género de
fungo proporcionam efeitos no metabolismo primério, e consequentemente no secundario, este
responsavel pela producdo de compostos bioativos (Singh et al., 2018; Santos, 2020). Porém,
embora com resultados promissores, efeitos negativos podem ser encontrados em genotipos ou
variedades distintas da mesma cultura, ocasionados pela diferenga na colonizacao das raizes ou
producdo de metabolitos prejudiciais pelas cepas (Bucio; Flores; Estrella, 2015).

Neste sentido, pesquisas que avaliem a influéncia de bioestimulantes de base
microbioldgica na cultura do jambu, como Trichoderma spp. sdo essenciais, pois tendem a
possibilitar melhorias no produto final, agregando valor e tornando a cultura competitiva frente

a0 mercado nacional.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do jambu

O jambu (Acmella spp.) € uma hortalica ndo convencional pertencente a familia
Asteraceae, e amplamente utilizada na regido norte do Brasil, pois integra a culinaria local,
estando presente em diversos pratos tipicos (Homma et al., 2011). Embora bastante cultivado
na agricultura familiar, o jambu ainda ndo integra os dados estatisticos de producdo e
comercializacdo no estado do Para (Borges; Goto; Lima, 2014).

O género Acmella spp. é considerado pantropical, visto que sua distribuicdo geografica
esta concentrada nas regifes tropicais, estando presente nos mais diversos continentes, como
América do Norte, Central e do Sul, Africa, Asia e Oceania (Silva; Santos, 2011). Além disso,
este género integra cerca de 30 espécies e nove variedades, dentre elas A. ciliata (Kunth) Cass.
(Figura 1) e A. oleracea (L.) R. K. Jansen (Figura 1), sendo esta a mais cultivada no estado do
Pard. Representantes desse género sdo considerados anuais ou perenes, podendo apresentar
habito de crescimento ereto ou semiereto (Jansen, 1985).

Figura 1 - Plantas de A. ciliata (a) e A. oleracea (b), cultivadas em ambiente protegido no estado do
Par4, evidenciando as diferencas morfoldgicas.

Fonte: O autor (2024).

A espécie A. oleracea é representada por plantas anuais, que podem atingir até 90 cm
de altura. As ramificacGes geralmente sdo decumbentes a ascendentes, com coloracdo situada
entre o verde e vermelho, sem a presenca de pelos. Os peciolos medem entre 2 a 6,5 cm de
comprimento, sdo alados, estreitos, sem pelos ou pouco pilosos; ldaminas foliares amplamente
ovais a deltadas, com apice curto, acuminado a agudo, margens dentadas, base truncada a curta
atenuada, sem pelos em ambos os lados (Chung et al., 2008).
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Os peddnculos medem entre 3,5 a 12,5 cm de comprimento, com pilosidade esparsa ou
muito esparsa. As inflorescéncias sdo formadas por capitulos discoides, solitarios, terminais e
cilindricos, medindo ente 10,5 a 23,5 mm de altura e 11 a 17 mm de didmetro. As flores sdo
numerosas, dispostas em formato de disco, bissexuadas e amarelas. Os aquénios séo pretos,
com dimensdes de 2-2,5x0,9-1,1 mm (Chung et al., 2008).

Nas regifes produtoras, o cultivo de jambu é realizado majoritariamente em solos,
porém resultados na literatura demonstram que a cultura responde satisfatoriamente quando
cultivada em sistema hidrop6nico, em fungdo da maximizacao no desenvolvimento vegetativo,
namero de inflorescéncias e composicdo quimica dos diferentes 6rgdos da planta, tornando
possivel expandir a producdo de jambu para diferentes mercados (Nascimento et al., 2020;
Sampaio et al., 2022).

Embora seja uma hortalica com alta afinidade por 4gua, laminas de irrigacdo acima ou
abaixo da capacidade de campo levam a diminui¢do no tamanho da planta e redugdo na massa
das folhas, caules e raizes, inviabilizando a comercializacdo do produto com qualidade (Gaia et
al., 2020). De acordo com Aviz et al. (2019), tensdo no solo de 18 kPa € ideal para o cultivo,
com aplicacdo de lamina de irrigacdo correspondente a 11,43 mm, de modo a promover
aumento no acUimulo de massa fresca da parte aérea, 0 que impacta positivamente na
produtividade.

A cultura do jambu, mesmo sendo cultivada por agricultores familiares, tem apresentado
elevada necessidade de crescimento em area plantada e produtividade, em razdo de seus
diversos potenciais de usos, que incluem mais que o consumo da planta in natura, destacando-
se também a producdo de inflorescéncias. Atualmente, o cultivo de jambu para producgéo de
inflorescéncias, visa abastecer a demanda do mercado produtor de cachacas artesanais, geleias,
e compor receitas diferenciadas, como sorvetes e pratos finos, por exemplo. Além do mais, as
inflorescéncias secas vém sendo demandadas pelas industrias de cosméticos, as quais, de acordo
com Savic et al. (2021) utilizam o extrato purificado de jambu para composicao de cremes anti-
idade.

Além disso, um novo nicho de exploracdo do jambu, refere-se também & sua
comercializacdo na forma de po, obtido por meio da técnica de liofilizagdo, permitindo
conservar as caracteristicas nutracéuticas da planta. No mesmo contexto de potencialidades, a
industria de produtos erdticos vem aumentando sua demanda por plantas de jambu, visando
diversificar seu portifélio, a partir de diversas formulas em gel com extrato de jambu na

composicao, que em contato com boca e mucosas proporcionam efeitos de analgesia.
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O interesse das industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos no jambu refere-
se a presenca de um metabdlito secundario conhecido como espilantol (Figura 2). Este
composto € uma das alcamidas mais abundantes nas plantas de jambu, responsavel pela
sensacdo de formigamento quando em contato com a boca (Sut et al., 2020). Maiores conteddos
de espilantol sdo encontrados na parte aérea da planta, especialmente nas inflorescéncias, sendo
pouco biossintetizado nos tecidos radiculares (Bellumori et al., 2022). Conforme Savic et al.
(2021), o espilantol é uma N-alquilamida altamente fotoestavel, mesmo quando extraida a partir
de diferentes solventes, o que confere potencial ao composto nas formulacdes submetidas a

radiagOes ultravioleta.

Figura 2 - Estrutura quimica do metabdlito secundario espilantol (N-isobutyl-2(E),6(2),8(E)-
decatrienamide).

e CHs

CHs

Fonte: SUT et al. (2020).

Devido aos inimeros compostos bioativos presentes na planta de jambu, como
flavonoides, compostos fenolicos e alcamidas, especialmente o espilantol, certas propriedades
farmacoldgicas sdo apresentadas com a sua utilizacdo, dentre elas destacam-se as seguintes:
analgésica, antipirética, anti-inflamatdria, antifngica, vasorelaxante, larvicida, diurética,
afrodisiaca, dentre outras (Dubey et al., 2013). Por possuir elevada capacidade analgésica, o
extrato de jambu vem sendo utilizado como matéria-prima para desenvolvimento de anestesias
topicas a serem utilizadas na mucosa oral, fomentando pesquisas na &area da industria
farmacéutica (Freitas-Blanco et al., 2016).

O jambu é considerado uma planta de utilizacdo segura, com auséncia de toxicidade
para humanos, tendo sido o espilantol avaliado por Orgdos de seguranga alimentar
internacionais, como a Flavor and Extract Manufactures Association (FEMA), com sede nos
EUA, e a European Food Safety Authority (EFSA), autoridade representante da Unido Europeia
(FEMA, 2000; EFSA, 2015). Além disso, a Italia adicionou o jambu na lista de plantas que
podem ser utilizadas na formulacao de suplementos e suprimentos alimentares do pais (Gazzetta
Ufficiale, 2018).
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No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional da Pesquisa Industrial (INPI), o
crescimento de pedidos nacionais de patentes com formulagdes contendo extrato de jambu,
destinadas principalmente para fins analgésicos e cosmetologicos, mostra o potencial desta
hortalica no setor industrial brasileiro (Brasil, 2023). Nos ultimos seis anos, cerca de nove
pedidos ou renovagéo de patentes das formulagdes com extrato de jambu foram depositados na
base de dados do instituto.

2.2 Género Trichoderma spp.

O género Trichoderma spp. abrange fungos de vida livre, habitantes de solo, que podem
ser encontrados tanto em clima tropical quanto temperado, colonizando desde matéria organica
em decomposicao até a rizosfera de plantas (Abreu; Pfenning, 2019). A interacdo com as plantas
é intermediada por sinalizacdes quimicas, sendo os exsudados radiculares, a exemplo da
sacarose, responsaveis pela atracdo dos fungos, e a0 mesmo tempo estes secretam proteinas
para estabelecer contato, se fixar nos pelos radiculares e penetrar nos tecidos (Mendoza et al.,
2018). Quando em colonizacdo com as raizes, este género de fungos desencadeiam uma serie
de respostas nas plantas que auxiliam desde o desenvolvimento de resisténcia a condicdes
adversas, como salinidade e seca, até a promocéao de crescimento (Bucio; Flores; Estrella,
2015).

Trichoderma spp. pertencem a classe Sordariomycetes (filo Ascomycota),
caracterizados por formar corpo de frutificacdo do tipo peritécio nas espécies onde a fase
sexuada é conhecida, sendo originado nesta uma massa compacta que corresponde as hifas
entrelacadas, podendo se apresentar nas tonalidades verde, amarela, creme ou marrom (Abreu;
Pfenning, 2019). Ainda segundo os autores, na fase assexuada, principal forma de propagacéao
do género, os fungos se originam a partir de micélio vegetativo, composto por conidi6foros e
ramificacOes laterais contendo fiadlides, estas produzem os conidios, que sdo estruturas
unicelulares, verdes na maioria das espécies.

As cepas de Trichoderma spp. possuem mecanismos que permitem a colonizacgao das
raizes, processo semelhante ao que ocorre com fungos micorrizicos, portanto, a interagdo entre
cepa e raizes promove alteracdo no ambiente rizosférico, garantindo maior assimilagdo de
nutrientes, controle de fungos fitopatogénicos, resisténcia a adversidades climéticas e aumento
da biomassa vegetal (Mahmoodian et al., 2022). A alta versatilidade de Trichoderma spp. esta
associada em grande parte ao seu habito alimentar, que inclui saprotrofia, micotrofia e absor¢éo

de agUcares exsudados pelas plantas na rizosfera (Bucio; Flores; Estrella, 2015).
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Ao colonizar as raizes, o Trichoderma spp. penetra na regido externa dos tecidos que
compdem o sistema radicular, de modo a estabelecer relagédo de mutualismo com a planta, sendo
que ambas as espécies se beneficiam na interagcdo fungo-raiz, pois os fungos se alimentam dos
compostos exsudados pelas raizes, e liberam substancias na rizosfera que beneficiam o
desenvolvimento radicular (Bucio; Flores; Estrella, 2015). Além disso, a capacidade de
Trichoderma spp. em solubilizar fosfato e produzir acido 3-indolacético (AlA), auxilia na
promocao de crescimento da planta (Oliveira et al., 2012; Franca et al., 2017).

Representantes do género Trichoderma, além da capacidade em micoparasitar outros
fungos, exibem mecanismos de antibiose e liberam diversos metabdlitos secundarios no solo,
sendo eles volateis, ndo volateis e difusiveis, que possibilitam principalmente protecéo da planta
e solubilizacdo de nutrientes (Patil; Patil; Paikrao, 2016). A solubilizacao de fosforo € uma das
mais reconhecidas neste género de fungos, visto que o micélio fangico libera diferentes
compostos na zona rizosférica, dentre eles, acidos organicos e sidero6foros, promovendo
aumento na liberacdo de fdésforo para a solucéo do solo, além de influenciar na disponibilidade
e absorcdo de ferro e outros nutrientes (Chagas et al., 2016; Santos et al., 2021).

De acordo com Chagas et al. (2016), a capacidade de solubilizacdo de fdsforo
apresentada por Trichoderma spp., estaria relacionada com uma possivel acidificagdo do meio
em que os fungos se encontram, em virtude da liberacdo dos &cidos organicos. A diminuicao
do pH na rizosfera favorece a disponibilidade de nutrientes para as raizes, como acontece com
os ions de fosfato (PO43) e ferro (Fe?*), que ficam prontamente absorviveis com a reducio do
pH (Taiz et al., 2017).

Conforme Bucio, Flores e Estrella (2015), mais de 60% de todos os produtos formulados
a base de Trichoderma possuem pelo menos um isolado, ou um mix de espécies. As espécies
mais utilizadas para biocontrole incluem T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum, T. virens
e T. viride, muito embora a maioria destas espécies atuem como promotores de crescimento de
plantas.

Em trabalho de Silva et al. (2011), avaliando diferentes isolados de fungos do género
Trichoderma e o produto comercial Trichodermil®, para promogéo de crescimento e indugéo
de resisténcia a antracnose em pepineiro, foi observado que 19 isolados de Trichoderma spp. e
0 produto Trichodermil promoveram os resultados esperados. Além disso, a pesquisa
evidenciou que as espécies mais promissoras para aumentar o crescimento de pepineiro e
induzir resisténcia foram T. harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. strigosum, T.

longibrachiatum e T. koningiopsis.



23

Algumas espécies de Trichoderma spp., possibilitam além da promocéo de crescimento,
aumento na germinacao de sementes, como por exemplo a espécie T. harzianum, pois resultados
de Pereira et al. (2019), avaliando diferentes cepas na cultura da alface mostraram que a cepa
constituida por T. harzianum promoveu resultados superiores tanto em ensaio de laboratério
quanto em campo. Além disso, Corsini et al. (2021), observaram aumento no nimero e peso
dos frutos de minitomateiro, inoculados com a espécie T. asperellum.

Os fungos do género Trichoderma spp. podem ser aplicados diretamente nas sementes,
em substratos, ou no solo de cultivo, em pré ou pos transplantio das mudas (Pereira et al., 2019;
Corsini et al., 2021). Melhores resultados relacionados a absor¢do de nutrientes e
desenvolvimento das raizes sdo verificados quando os indculos de Trichoderma spp. sdo
aplicados nos estagios iniciais de desenvolvimento da cultura, de modo que a colonizacao dos
fungos potencializa os beneficios a planta (Bucio; Flores; Estrella, 2015). Entretanto, os
mesmos autores citam que a promocdo do crescimento ocasionado pds aplicacdo de
Trichoderma spp. apresentam-se maiores ou menores dependendo da cultura ou do gendtipo da

planta cultivada.

2.3 Interacdo Trichoderma-gendétipo

Embora a utilizacdo de bioestimulantes seja a nova aposta do setor agricola, em termos
de importéncia e efetividade, respostas mais precisas sobre como a inoculacdo de Trichoderma
spp. influencia genotipos distintos de plantas ainda sdo necessarias para verificar a
potencialidade de promocdo de crescimento e inducdo de resisténcia sisttmica a patdégenos
(Tucci et al., 2011; Bettiol; Silva; Castro, 2019).

Em alguns casos, cepas de Trichoderma spp. promovem efeitos prejudiciais na
promocdo de crescimento da cultura, pois além dos isolados apresentarem diferenca na
colonizacdo das raizes, certos genotipos podem exibir resultados distintos quanto a promocao
e/ou inibicdo do desenvolvimento vegetativo e produtivo, mesmo quando inoculados com a
mesma cepa, em virtude da producdo diferencial de metabdlitos secundarios, alguns destes
prejudiciais ao gendtipo (Bucio; Flores; Estrella, 2015). Conforme Souza et al. (2022), ao longo
do tempo, foram encontrados resultados diferentes e diversos com fungos do género
Trichoderma spp. na promocao de crescimento de geno6tipos de plantas.

Tucci et al. (2011), avaliando gendtipos de tomateiro cultivado e silvestre, submetidos
a inoculacdo com T. atroviride e T. harzianum verificaram que a variabilidade genética dos

materiais influenciou nos resultados de crescimento e resisténcia a Botrytis cinerea, quando
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utilizaram a mesma cepa. Para todas as varidveis avaliadas houve influéncia dos genotipos
testados, independente da cepa de Trichoderma spp., sendo que para alguns genotipos, 0s
efeitos do fungo ndo proporcionaram respostas satisfatdrias tanto na parte aérea quanto no
desenvolvimento e arquitetura do sistema radicular. Portanto, os autores sugerem que para 0
tomateiro, o estimulo ao crescimento depende diretamente do genotipo utilizado, estando a
resposta da inocula¢do com Trichoderma spp. condicionadas ao controle genético.

Em trabalho de Souza et al. (2022), onde buscou-se avaliar os efeitos de dois produtos
comerciais formulados com T. asperellum nos indices de germinacdo e parametros de mudas
de cultivares de alface, foi possivel observar que para as varidveis de germinacdo, o fator
genotipo predominou sobre a inoculagdo de T. asperellum. Em contrapartida, as variaveis de
promocdo de crescimento das plantulas foram influenciadas positiva ou negativamente tanto
pelos genotipos de alface quanto pelo produto contendo T. asperellum. Dessa forma, Souza et
al. (2022) afirmam que a inoculacdo de Trichoderma spp. em gendtipos de alface permite
evidenciar a especificidade da interacdo Trichoderma-genotipo para a cultura.

A variabilidade genética dos gen6tipos e o tipo de cepa de Trichoderma spp. caracteriza
a especificidade e o nivel de interacdo planta-fungo. Portanto, para potencializar os resultados
positivos no crescimento de plantas, induzido por Trichoderma spp., € importante avaliar as
respostas especificas para cada genotipo da cultura testada (Prashar; Vandenberg, 2017).
Assim, dentro das populagdes, a variabilidade ou divergéncia genética possibilita que um
conjunto de materiais distintos possa manter sua capacidade natural quando submetido a
adversidades climéaticas e a fatores bidticos e abioticos, de modo a apresentar respostas
diferentes entre si, e com isso pode ser conservado, com vistas a utilizacdo e selecdo dos
materiais de acordo com o objetivo (Cruz; Ferreira; Pessoni, 2020).

Prashar e Vandenberg (2017), ao avaliarem as respostas de 23 gendtipos de lentilha
cultivadas e silvestres a inoculacdo de formulagcdes comerciais de Trichoderma harzianume T.
virens, na presenca e auséncia do patégeno Aphanomyces euteiches, verificaram que as
formulacGes estimularam a promocéo de crescimento, notadamente nas variaveis de raiz, parte
aérea e parametros fisioldgicos, sendo que as respostas de cada genotipo foram especificas. Os
efeitos gerais dos tratamentos com Trichoderma spp. foram melhores em genétipos submetidos
ao estresse biotico. Por outro lado, os gendtipos que ndo estavam sobre estresse do patdgeno,
apresentaram efeitos negativos para as mesmas variaveis, permitindo afirmar que para lentilha,

0 gendtipo desempenha importante papel na interacdo com a cepa de Trichoderma spp.
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Na cultura do jambu, ha pesquisas que relatam a presenca de gendtipos distintos, com
variabilidade genética expressa nas caracteristicas morfoldgicas, desenvolvimento vegetativo e
producdo de inflorescéncias (Martins et al., 2012; Sampaio et al., 2022). Sampaio et al. (2022)
verificaram que genotipos de jambu das espécies Acmella oleracea e Acmella ciliata, cultivados
em sistema hidropdOnico apresentaram variagcbes no crescimento, produtividade e parametros
fisiologicos. Além disso, os gendtipos de A. ciliata produziram maior quantidade de
inflorescéncia (média de 81) em comparacdo aos geno6tipos de A. oleracea (média de 30), no
entanto, para estes a massa fresca média das inflorescéncias foi maior (21,95 g planta em
comparagdo a 10,43 g planta™ para A. ciliata), evidenciando diversidade de recursos genéticos
locais.

Assim, embora o jambu apresente variabilidade genética com potencial para exploracéo,
especialmente relacionado a producdo de inflorescéncias, respostas especificas da interacao
Trichoderma spp. com gendtipos de Acmella spp. sdo desconhecidas, necessitando de
abordagem cientifica para validacao dos resultados.
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3 PRODUTIVIDADE E TEOR DE ESPILANTOL EM VARIEDADES LOCAIS DE
JAMBU MODULADAS PELO USO DE Trichoderma spp. COMO BIOESTIMULANTE

RESUMO

O jambu é uma hortalica folhosa com enorme versatilidade de uso, exibindo potencial tanto
para alimentacdo in natura quanto para exploracdo industrial, em razdo da biossintese de
espilantol. No entanto, sua produtividade varia de acordo com o tipo de manejo adotado no
ambiente de cultivo. Assim, o objetivou-se avaliar o potencial bioestimulante de Trichoderma
spp. na promocdo de crescimento, produtividade e teor de espilantol em variedades locais de
jambu. Para isso, foi realizado experimento dividido em dois ensaios, onde no ensaio | foi
realizado a caracterizacdo das mudas bioestimuladas e ndo bioestimuladas. No segundo ensaio,
as mudas foram transplantadas em casa-de-vegetacao, adotando delineamento em blocos ao
acaso, em esquema fatorial 3x4+3, com quatro repeticdes, sendo o primeiro fator composto
pelas variedades de jambu e segundo pelos bioestimulantes, com trés adicionais, sem
inoculagdo. Na fase de mudas avaliamos altura de planta, didmetro do coleto e nimero de folhas.
Em campo foi avaliado os dias para o florescimento, parametros fisioldgicos, desenvolvimento
vegetativo, producéo de biomassa e teor de espilantol. O tratamento Jamb03-MIX foi agrupado
separadamente, devido as respostas para altura e diametro do coleto das mudas. Os parametros
fisiologicos foram significativos somente para o fator variedades. Houve precocidade de
florescimento em plantas de Jamb-17 bioestimuladas com MIX. As caracteristicas de
crescimento e producdo de biomassa da parte aérea foram superiores nos tratamentos Jamb16-
IBLFO06 e Jamb16-MIX, influenciando no agrupamento. A analise de componentes principais
separou Jamb-03 com base nas produtividades de inflorescéncias e concentracdo interna de
CO,. Jamb03-MIX teve producdo de inflorescéncias superior as demais variedades
bioestimuladas com MIX. O teor de espilantol nas inflorescéncias de Jamb17-MIX foi superior
ao adicional. Por outro lado, as respostas de espilantol em Jamb-03 e Jamb-16 foram reguladas
por fatores intrinsecos da variedade. Logo, constatamos que a inoculacéo de Trichoderma spp.
em jambu pode promover o desenvolvimento de mudas mais vigorosas, com precocidade de
florescimento em campo, acimulo de biomassa, e modulagdo na biossintese de espilantol.

Entretanto, os resultados s&o condicionados pela especificidade da interacéo.

Palavras-chave: Acmella oleracea; Acmella ciliata; planta da dor de dente; sistema de cultivo;

bioestimulacdo; metabolismo secundario; Amazénia.
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3 PRODUCTIVITY AND SPILANTHOL CONTENT IN LOCAL VARIETIES OF
JAMBU MODULATED BY THE USE OF Trichoderma spp. AS A BIOSTIMULANT

ABSTRACT

Jambu is a leafy vegetable with enormous versatility of use, showing potential both for fresh
food and for industrial exploitation, due to the biosynthesis of spilanthol. However, its
productivity varies according to the type of management adopted in the cultivation
environment. Thus, the objective of this study was to evaluate the biostimulant potential of
Trichoderma spp. in promoting growth, productivity and spilanthol content in local varieties of
jambu. For this purpose, an experiment was carried out divided into two trials, where in trial |
the characterization of biostimulated and non-biostimulated seedlings was performed. In the
second trial, the seedlings were transplanted in a greenhouse, adopting a randomized block
design, in a 3x4+3 factorial scheme, with four replicates, the first factor being composed of the
jambu varieties and the second by the biostimulants, with three additional ones, without
inoculation. In the seedling phase, we evaluated plant height, stem diameter and number of
leaves. In the field, the days to flowering, physiological parameters, vegetative development,
biomass production and spilanthol content were evaluated. The Jamb03-MIX treatment was
grouped separately, due to the responses for height and diameter of the seedling stem. The
physiological parameters were significant only for the variety factor. There was precocity of
flowering in Jamb-17 plants biostimulated with MIX. The growth characteristics and biomass
production of the aerial part were superior in the Jambl16-IBLF006 and Jamb16-MIX
treatments, influencing the grouping. The principal component analysis separated Jamb-03
based on inflorescence productivity and internal CO2 concentration. Jamb03-MI1X had superior
inflorescence production compared to the other varieties biostimulated with MIX. The
spilanthol content in the inflorescences of Jamb17-MIX was superior to the additional. On the
other hand, the responses of spilanthol in Jamb-03 and Jamb-16 were regulated by intrinsic
factors of the variety. Therefore, we found that the inoculation of Trichoderma spp. in jambu
can promote the development of more vigorous seedlings, with early flowering in the field,
biomass accumulation, and modulation in spilanthol biosynthesis. However, the results are

conditioned by the specificity of the interaction.

Keywords: Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen; Acmella ciliata (Kunth) Cass.; toothache plant;

cropping system; biostimulation; secondary metabolism; Amazon.
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3.1 Introducgéo

Acmella Rich. é considerado um género pantropical e pertencente a familia Asteraceae,
sendo atualmente constituido por mais de 30 espécies, distribuidas em diferentes continentes
(Jansen, 1985; Silva; Santos, 2011). No Brasil, sdo descritas 17 espécies do género Acmella, e
destas, sete podem ser encontradas na Amazonia, sendo A. oleracea (L.) R. K. Jansen, A.
brachyglossa Cass., A. ciliata (Kunth) Cass. e A. kalelli M.M. Campos, C.F. Hall & J.U.M.
Santos, conhecidas popularmente como jambu (BFG, 2015; Campos et al., 2019).

O jambu é uma hortalica folhosa bastante estudada em virtude de seus diversos
metabdlitos secundarios, dentre eles, o espilantol (Chung et al., 2008; Neves et al., 2019; Sut
et al., 2020). A biossintese de espilantol ocorre em todos os 6rgdos da planta de jambu, no
entanto a particdo desse composto difere de acordo com o 6rgdo, sendo as inflorescéncias
responsaveis pelas maiores concentrac6es (Bellumori et al., 2022; Sharma et al., 2022).

No modelo atual de producédo agricola, diferentes tipos de cultivo s&o utilizados para
aumentar o desempenho produtivo das culturas, a partir da modulacéo de respostas das plantas
pela modificacdo do ambiente, gerando efeitos, inclusive, nas rotas que integram o metabolismo
secundario, tendo em vista que as plantas respondem a efeitos bidticos e abioticos (Rezende e
Furlan, 2020; Dedino et al., 2022; Sampaio et al., 2022).

Para o jambu, pesquisas com a utilizacdo de bioestimulantes vegetais e microbiol6gicos,
como extratos de algas, triacontanol e fungos micorrizicos arbusculares mostraram incremento
no rendimento de massa, compostos fendlicos e alquilamidas (Sut et al., 2020; Vieira et al.,
2021). No entanto, associacOes de Trichoderma spp. como bioestimulante na cultura do jambu
ainda sdo desconhecidas na literatura.

Quando inoculado no solo, certos isolados de Trichoderma spp. possuem capacidade de
promover o crescimento das plantas devido a relacdo simbidtica com as raizes, podendo
melhorar a absorcao e translocacdo de nutrientes (Medeiros et al., 2019). Portanto, a utilizacao
de Trichoderma spp. no cultivo de jambu se apresenta como uma nova estratégia de manejo,
visto que resultados promissores relacionados ao desenvolvimento vegetativo, produtividade e
metabolismo secundario podem ser observados em hortalicas como alface, tomate, cebola e
repolho chinés (Ortega-Garcia et al., 2015; Franca et al., 2017; Pereira et al., 2019; Ji et al.,
2020). Vale ressaltar que estes resultados dependem do tipo de bioestimulante, da forma e local
de aplicacdo, bem como do genotipo ou variedade utilizada, pois a variabilidade genética pode

promover efeitos diversos (Bucio et al., 2015).
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Assim, com base nos efeitos da utilizacdo de Trichoderma spp. na agricultura, é
importante investigar se 0 manejo do ambiente de cultivo com cepas deste género de fungos,
induz o crescimento, melhora o rendimento de massa e gera incrementos na concentracao de
espilantol, levando em consideracdo a variabilidade genética em Acmella spp. Logo, 0s
objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a promocdo de crescimento e a produtividade de
variedades locais de jambu bioestimuladas e (ii) verificar modulagdes na concentragéo de

espilantol em 6rgaos de jambu, a partir da bioestimulacdo com Trichoderma spp.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Localizacéo experimental e condigdes ambientais

O experimento foi realizado na Fazenda Escola de lIgarapé-Acu, pertencente a
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), em Igarapé-Acu, Pard (01° 07 48,47 S,
47°36” 45,31°” W, e 54 m de altitude). O clima na regido, segundo a classificagdo de Koppen-
Geiger’s, ¢ do tipo Am, caracterizado como megatérmico imido, com médias anuais de
temperatura, umidade relativa e precipitacdo de 26 °C, 85% e 2500 mm, respectivamente
(Alvares et al., 2013).

A pesquisa foi desenvolvida sob ambiente protegido, utilizando casa-de-vegetacao tipo
arco, modelo de duas aguas, com 32 m de comprimento, 16 m de altura e pé-direito de 4,0 m,
coberta com filme plastico transparente de 200 micras. O solo da area €é classificado como
Latossolo Amarelo (Embrapa, 2018), correspondendo ao Ferralsols na classificacdo
internacional (FAO, 2015). Durante o periodo de conducdo do experimento, foram mensuradas
temperatura e umidade no interior da casa-de-vegetacdo, com auxilio de termo-higrémetro

digital portatil (modelo HTC-2, com sonda), instalado a 1,2 m do solo.

3.2.2 Screening de bioestimulantes

Para verificar o potencial de promocéo de crescimento pelas cepas de Trichoderma spp.
e selecionar os produtos com efeito positivo, as espécies do género Acmella spp. (A. oleracea
e A. ciliata) foram submetidas a ensaio preliminar de inoculacdo. Os tratamentos para triagem
compreenderam quatro cepas isoladas de T. asperellum (UFRA-T06, UFRA-TQ09, UFRA-T12
e UFRA-T52), bem como a mistura delas (MIX), na concentragio de 1x108 conidios mL™,
provenientes do Laboratorio de Protecéo de Plantas, da UFRA, Campus Belém. A identificacdo
molecular e atividade bioguimica do pool de T. asperellum foram descritas por Sousa et al.

(2021). Além disso, também foram avaliados dois produtos comerciais, compostos pelas
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espécies T. asperellum (cepa CBMAI 1622/1,4x10° conidios g1) e T. harzianum (cepa IBLF
006/1x10%° UFC gb).

Nesta etapa, o delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x7+2, com duas repeticdes, compostas por cinco plantas, sendo todas
consideradas como &rea util. O primeiro fator correspondeu as espécies do género Acmella spp.
e 0 segundo fator foi representado pelos produtos a base de Trichoderma spp. Os tratamentos
adicionais corresponderam ao cultivo de jambu sem inoculacéo do fungo. A semeadura ocorreu
em copos pléasticos com capacidade de 300 mL preenchidos com solo, este proveniente da casa-
de-vegetacdo onde o experimento em canteiro foi realizado.

O preparo das suspensdes com os produtos comerciais seguiu conforme a dosagem
prescrita pelos fabricantes (CBMAI 1622 - 1.250 g ha™/ IBLF 006 - 250 g hal). A inoculagdo
ocorreu aos trés e oito dias apos a semeadura (DAS), onde cada planta recebeu uma aliquota de
SmL.

As avaliacOes foram realizadas aos 30 dias ap6s a semeadura (DAS) e consistiram nas
seguintes caracteristicas: altura da planta, nimero de folhas, diametro do coleto, comprimento
do peciolo, nimero de ramificacBes secundarias, indice SPAD e massa seca da parte aérea. Para
o indice SPAD, foram realizadas duas leituras na folha, correspondendo as regifes da base e do

apice.

3.2.3 Delineamento experimental

Para a fase de campo, foi adotado o delineamento em blocos ao acaso (DBC), em
esquema fatorial 3x4+3, com quatro repeticdes. O primeiro fator foi composto por trés
variedades locais de Acmella spp., e o segundo fator correspondeu a inoculagdo de quatro
produtos a base de Trichoderma spp., que possuem como ingrediente ativo as espécies
Trichoderma harzianum (cepa IBLF 006 - 1,0 x 10'° UFC g') e T. asperellum (cepas CBMAI
1622 - 1,4 x 10° conidios g%; IBLF 1236 - 2,0 x 108 UFC g*; MIX (pool de T. asperellum) -
1,0 x 108 conidios mL™).

Além disso, foram acrescentados trés tratamentos adicionais, que corresponderam ao
cultivo de jambu sem aplicacdo de Trichoderma spp. (controle). Nesta etapa, foram totalizadas
60 parcelas experimentais, compostas por 20 plantas cada, sendo consideradas seis plantas
centrais como area Util para avaliagéo.

As variedades locais de jambu utilizadas, foram obtidas da cole¢do de Acmella spp. do

Grupo de Estudos em Olericultura da Amazénia (GEOA), do Campus Capanema, e
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identificadas no Museu Paraense Emilio Goeldi como pertencentes as espécies A. oleracea e A.
ciliata (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécie, municipio de coleta, clima, coordenadas geograficas e cddigo de registro de
variedades locais de Acmella spp. selecionadas para a inoculagdo com Trichoderma spp.

Variedade . Municipiode  Clima . Cadigo de
Espécie ; Coordenadas geograficas ;
local coleta (Kdppen) registro

. 01°23'12.72" S
Jamb-03  A. oleracea Marituba Af 048°21'6.42" W MG249017

- 01°05'44.34" S
Jamb-16 A. ciliata Braganca Am 046°42'16.68" W MG249043

0 1 mn
Jamb-17  A. oleracea Braganca Am 01°0342.00"S MG249042

046°42'25.74" W
Fonte: O autor (2024).

A producao de mudas das variedades de jambu foi realizada em bandejas de poliestireno
expandido, com 200 células, preenchidas com substrato comercial Carolina Soil®, sendo
semeadas trés sementes por célula. Apds a semeadura, as bandejas foram mantidas em casa-de-
vegetacdo, sendo irrigadas duas vezes ao dia, nos periodos da manha (9h) e tarde (16h). Para
minimizar o excesso de temperatura, as bandejas foram acondicionadas em espa¢o coberto com
tela a 30% de sombreamento. A partir da completa emergéncia das plantulas, foi realizado o
desbaste, deixando apenas uma plantula por célula.

Quando as mudas atingiram adequado desenvolvimento vegetativo, aos 17 DAS, foi
realizado a primeira inoculacdo com Trichoderma spp. Nesta etapa, as suspensdes fangicas de
cada cepa foram preparadas conforme recomendacdo pré-estabelecida. Para as cepas comerciais
(IBLF 006, CBMAI 1622 e IBLF 1236), as dosagens foram diluidas diretamente em &gua.
Quanto as cepas nativas em mistura (MIX: UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52), estas
estavam inoculadas em arroz, portanto, para obtencdo da suspensdo foi necessario a lavagem
das coldnias.

Foram administradas 400 mL de suspensé@o por bandeja, correspondendo a 2 mL por
muda. Nesta etapa, apenas as bandejas contendo as mudas dos tratamentos controle néo
receberam suspenséo fungica. Aos 25 DAS quando as mudas apresentavam dois pares de folhas

definitivas bem desenvolvidas, foram transplantadas para os canteiros.

3.2.4 Descricdo do sistema de cultivo
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Antes do transplantio, o solo utilizado para levantamento dos canteiros foi coletado e
submetido a anlise quimica e granulométrica. Os resultados da anélise para a camada de 0-20

cm sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atributos quimicos, composicao granulométrica e classe textural do solo na camada de 0-20
cm da area experimental (Setor I: lado esquerdo; Setor Il lado direito).

Setor |
Prof pH Atributos quimicos
(Cm). (H0) P K* Mg* Ca* H+Al Cu Fe Mn Zn SB CTC M.O. V
(mgdm?®) - (cmole dm3)-----  ---e- (mg dm3)------- (cmolc dm3) (%)
0-20 6,1 440 160 30 13 24 05 134 49 58 370 570 1,7 649
Composicdo granulométrica

Argila Silte Areia total Tedin
(@kg™)
132 36 832 Arenosa
Setor 11
Prof. pH Atributos quimicos

P K* Mg®* Ca?* H+Al Cu Fe Mn Zn SB CTC MO. V

Cem  HO) g dmy - T (Mg dm3)---— cmoledm?) (%)
0-20 6,1 270 130 09 2,2 20 08 158 38 47 320 520 17 615
Composicdo granulométrica
Argila Silte Avreia total Textura
(g kg™ -
152 26 822 Media

Fonte: O autor (2024).

O transplantio foi realizado em canteiros com dimensdes de 1 m? e 0,20 m de altura,
espacados entre si por 1 m, cobertos com palhada. Para o arranjo nas parcelas, adotou-se
espacamento de 0,20 m entre plantas e 0,20 m entre linhas. A realizacdo das adubacg6es (plantio
e cobertura), foram realizadas conforme a recomendacéo de Brasil et al. (2020), para hortaligas
folhosas no estado do Para, a partir da analise quimica do solo.

Durante a conduc¢do do experimento, monitorou-se a temperatura € a umidade do solo
nas parcelas, nos turnos da manha (9 h) e tarde (16 h), por meio de sensor digital (PHD 3000)
inserido no solo de cultivo, a 15 cm de profundidade. As leituras foram realizadas ap6s 1 minuto
de insercéo do sensor no solo, com estabilizagdo dos resultados.

Para o fornecimento de agua as plantas, instalou-se um sistema de irrigagdo por
aspersdo, do tipo microaspersdo, na qual as mangueiras apresentavam microaspersores
espacados a cada 2,5 m, com vazdo de 82 L h'! e didmetro de alcance correspondendo a trés
metros. O sistema de irrigacédo foi acionado duas vezes ao dia.

Aos quatro dias antes do transplantio (DAT), efetuou-se a inocula¢do dos produtos a
base de Trichoderma spp. (IBLF 006, CBMAI 1622, IBLF 1236 e MIX) diretamente no solo
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de cultivo, de modo a promover maior estabelecimento da populacéo dos fungos (Bucio et al.,
2015; Corsini et al., 2021). As dosagens inoculadas, seguiram recomendacédo do fabricante.
As formulacdes contendo as cepas de Trichoderma spp. comerciais foram diluidas em
agua para o preparo das suspensdes. Ja para as cepas nativas, a suspensao fangica foi obtida a
partir da lavagem do arroz colonizado, na concentracio de 108 conidios mL™. Posteriormente,

com auxilio de pulverizador costal calibrado, foi inoculado 500 mL por m?,

3.2.5 Analises microbiologicas

Antes da inoculacdo das cepas de Trichoderma spp. no solo e apds a colheita, foram
realizadas coletas de solo nas parcelas de todos os tratamentos, de modo a formar uma amostra
composta representativa. Ao todo foram coletadas 15 amostras compostas. Apos a coleta, as
amostras foram identificadas e armazenadas em refrigerador a 5 °C, para posterior analise
laboratorial por meio de diluicdo seriada com plaqueamento em meio de cultura, a fim de

identificar a microbiologia fangica.

3.2.6 Parametros fisioldgicos

Para avaliar o comportamento fisiol6gico das plantas de jambu, foram realizadas
andlises de trocas gasosas aos 20 DAT, antes da emissdo de inflorescéncias, utilizando o
Infrared Gas Analyser (IRGA - modelo LCpro T, da ADC BioScientific), obtendo as leituras
no periodo da manhd (8 h as 12 h), sob luz saturante com densidade do fluxo de fétons
fotossintéticos de 1000 umol m™ s e condicdes de CO, ambiente. Realizou-se as leituras no
segundo par de folhas totalmente expandidas a contar do apice, em duas plantas por parcela,
sendo efetuada duas leituras por folha, conforme metodologia adaptada de Silva et al., (2015).

A partir da analise de trocas gasosas, obteve-se as seguintes caracteristicas: assimilacdo
liquida de COz (A), transpiracédo (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO>

(Ci) e uso eficiente da agua (A/E).

3.2.7 Avaliag0es de crescimento e produtividade

Um dia antes do transplantio (24 DAS) foi realizada a caracterizagéo dos tratamentos
inoculados e controle, a fim de verificar o desenvolvimento vegetativo dos materiais em fase
de muda. Foram avaliadas 20 plantas por tratamento, sendo mensurado altura de planta (cm),
por meio de régua graduada, diametro do coleto (mm), obtido com auxilio de paquimetro digital

e nimero de folhas, contadas as folhas totalmente desenvolvidas.
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Aos 7 DAT foi iniciado a verificacdo e contagem diéria das plantas que apresentavam
emissdo de botoes florais, para avaliacdo dos dias para o florescimento, sendo avaliado 50% da
parcela mais um, correspondendo a 11 plantas.

Ao final do cultivo (35 DAT), para as caracteristicas relacionadas com o
desenvolvimento vegetativo e produtividade, foram colhidas trés plantas da area atil para
avaliacdo. Como parametro de colheita, adotou-se o padréo de florescimento, estando aptas
para colheita as parcelas experimentais onde 50% das plantas apresentassem capitulos florais
totalmente abertos. Apos a colheita, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

a) comprimento da ramificacéo principal (cm): realizado por meio da mensuracao do colo ao
apice do ramo principal, com auxilio de fita métrica;

b) diametro da ramificacdo principal (mm): mensurado na regido da base do ramo principal,
com auxilio de paquimetro digital;

¢) nimero de ramificacbes secundarias: obtida pela contagem total de ramos secundarios por
planta;

d) nimero de folhas: determinado pela contagem de todas as folhas da planta, considerando
aquelas totalmente desenvolvidas;

e) massa fresca da parte aérea (g): obtida a partir da pesagem da parte aérea (hastes e folhas)
em balanca digital semi-analitica;

f) massa seca da parte aérea (g): realizada pela secagem da parte aérea em estufa de circulacéo
forcada a 65 °C, por 48 horas, e posterior pesagem em balanca digital semi-analitica;

g) produtividade de massa fresca da parte aérea (kg m): obtida a partir do quantitativo de
massa fresca produzida por planta, em funcéo do nimero de plantas por metro quadrado;

h) produtividade de massa seca da parte aérea (kg m): obtida a partir do quantitativo de massa
seca produzida por planta, em funcdo do nimero de plantas por metro quadrado;

i) produtividade de massa fresca de inflorescéncias (g m?): determinada com base na massa
fresca total de inflorescéncias produzidas por planta, em funcdo do nimero de plantas por metro
quadrado;

j) produtividade de massa seca de inflorescéncias (g m): determinada com base na massa seca

de inflorescéncias produzidas por planta, em fun¢do do nimero de plantas por metro quadrado.

3.2.8 Extracéo e quantificacédo de espilantol
Para avaliacdo do conteudo de espilantol, a parte aérea (folhas + caule) e as

inflorescéncias foram submetidas a dupla lavagem, sendo a primeira em agua corrente e a
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segunda em 4&gua destilada. Posteriormente foram acondicionadas em freezer até o
congelamento. Em seguida, as amostras foram liofilizadas e processadas em moinho de facas
tipo Willey, equipado com abertura de peneira de 10 mesh, até formarem um po fino. Em
seguida, uma aliquota dessa amostra na forma de po6 (0,1 g), foi submetida ao processo de
extragdo. Cada amostra foi extraida em frasco de vidro tampado, contendo 1,9 mL de etanol
99,5% (1:9 m/v) como solvente, sendo homogeneizadas em vortex por 30 segundos a 2800 rpm,
e levadas a banho maria por 1 hora a 50 °C, conforme metodologia adaptada de Bae et al. (2010)
(Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma de etapas do preparo e extracdo etandlica das amostras de variedades locais de
jambu associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp.

e Congelamento

o Moagem (10 mesh)

Fonte: O autor (2024).

Ap0s a extracdo, foi realizado a remocao da clorofila, por meio de extragdo exaustiva,
adotando a razédo de 1:9 v/v, com solugdo NaCl 0,16 M (100 pL de extrato e 900 uL de NaCl),
sob homogeneizacdo constante por 30 segundos a 2800 rpm e posterior centrifugacao (14.000
rpm, 20 min a 25° C). Os sobrenadantes obtidos foram saturados com N> e armazenados a -22°
C até a quantificacdo de espilantol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(Sampaio et al., 2024).

O espilantol foi quantificado em HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Para isso, os extratos foram diluidos em metanol e agua ultrapura (1:9 v/v), filtrados em filtro
de seringa de 0,22 um (PVDF) e em seguida 5 puLL foram injetados em coluna Kinetex EVO C18
100 A, 1,7 um 100 x 2,1 mm (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A fase mével foi composta
por &gua ultrapura (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), ambas filtradas em membrana de
0,22 um (nylon). A eluigdo foi realizada em modo isocratico, com 30% do solvente B constante

por 30 min.
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Os cromatogramas foram obtidos com base no tempo de retencdo do espilantol e na
faixa de absorbancia (229 nm).

3.2.9 Anélise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a identificagdo de outliers (boxplot e identify
outliers), com posterior verificacdo de pressupostos, tais como normalidade dos residuos
(Shapiro-Wilk e grafico ggplot) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett). Para os
dados do screening de bioestimulantes foi realizado analise de variancia (ANOVA) e aplicado
teste de Tukey para comparacdo das médias a 5% de significancia, utilizando o pacote
‘Tratamentos.ad’ (Azevedo, 2022).

O modelo estatistico utilizado para o delineamento foi: Y = Ak + Bi + (AB)« + €k, em
que: Yk é o valor observado da variavel para a k-ésima variedade e I-ésimo bioestimulante;
Ax: € o efeito da k-ésima variedade; Bi: é o efeito do I-ésimo bioestimulante; (AB)«i: efeito
diferencial da interagdo do k-ésimo nivel do fator variedade com o I-ésimo nivel do fator
bioestimulante; €xi: € 0 erro experimental.

Os dados referentes a fase de muda, trocas gasosas, crescimento e producdo de biomassa
foram testados a partir da adaptacdo da analise de variancia multivariada (MANOVA), com
base nos modelos lineares e ndo-lineares existentes, sendo desenvolvida a fungdo para
tratamentos adicionais. Os vetores de média foram comparados pelo teste de Wilks a 5% de
significancia. Além disso, foram testados contrastes multivariados, utilizando o pacote
‘biotools’ e a funcdo ‘mvpaircomp’ (Silva, 2021).

O modelo estatistico multivariado seguido foi: Y = Xp + &, onde Y é o vetor de médias
da variavel resposta; X é a matriz de delineamento que contém as informacGes do experimento;
B é o vetor de parametros estimados; € é a matriz do erro experimental.

Na analise de agrupamento, submetemos a matriz de dissimilaridade ao método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average), por meio do pacote
Multivariate Analysis (Azevedo, 2024). Para definir o numero ideal de clusters foi utilizado o
método de largura da silhueta média. Além disso, a consisténcia do agrupamento foi verificada
pelo coeficiente de correlacdo cofenético (Sokal; Rohlf, 1962), que avalia o grau de ajuste entre
a matriz de distancia original e a matriz resultante do agrupamento UPGMA.

Realizou-se analise de componentes principais (PCA) para a validacéo e quantificacdo

da contribuicdo das variaveis. Para isso, os dados foram padronizados, deixando todas as
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variaveis na mesma escala, utilizando a fungdo scale. A anélise de PCA foi realizada por meio
do pacote factoextra (Kassambara et al., 2020), e representada em grafico do tipo biplot.
Todos os dados obtidos foram processados e analisados estatisticamente por linguagem

de programacao R, versao 4.3.3 (R Core Team, 2024).

3.3 Resultados
3.3.1 Monitoramento climatico

Durante o desenvolvimento do cultivo, no periodo diurno, foi realizado o
monitoramento de varidveis climaticas no ambiente protegido, sendo os dados apresentados na
Figura 4. A temperatura matutina atingiu valores entre 22,5 e 34 °C, com umidade relativa do
ar variando de 35 a 92% (Figura 4A). Pela tarde, a temperatura alcancou valores na faixa de 24

a 34 °C, enquanto a umidade situou-se entre 31 e 68% (Figura 4B).

Figura 4 - Médias de temperatura (linhas) e umidade relativa (colunas) do ar diurnas (A e B), no
ambiente protegido, em funcdo dos dias apds o transplantio de variedades locais de jambu associadas
com bioestimulantes a base de Trichoderma spp., cultivadas na Fazenda Escola de Igarapé-Acu, PA, no
periodo de dezembro de 2023 a janeiro de 2024.
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Fonte: O autor (2024).

Para verificar as condi¢des adequadas de crescimento das coldnias de Trichoderma spp.
no sistema, foi realizado o monitoramento da umidade relativa e temperatura do solo no periodo
diurno (Tabela 3). Constatou-se que a umidade variou entre 40 a 80% ao longo dos dias,
atingindo valores superiores a 80% durante a tarde. Ja a temperatura situou-se entre 28 e 29 °C
no inicio do dia, chegando a faixas de 29 a 31 °C pela tarde.

Tabela 3 - Niveis de umidade relativa (%) e temperatura (°C) do solo das parcelas experimentais, na
profundidade de 0-15 cm, para o periodo diurno, em funcédo dos dias apés o transplantio de variedades
locais de jambu associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp., cultivadas na Fazenda
Escola de Igarapé-Acu, PA, no periodo de dezembro de 2023 a janeiro de 2024.

Dias ap6s o transplantio (DAT)
3 6 9 12 15 12 18 21 24 27 30 33 36
Manha NOR NOR WET NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR WET
29 28 28 29 28 28 28 29 29 29 28 28 28
Tarde NOR NOR WET+ WET+ WET WET NOR NOR NOR NOR NOR NOR WET

31 30 31 31 31 30 29 3@ 30 30 29 29 29
NOR: 40% ~ 65% UR; WET: 60% ~ 80% UR; WET+: > 80% UR.
Fonte: O autor (2024).

Turno

3.3.2 Microbiologia flngica da area experimental
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As andlises de microbiologia flngica das parcelas, antes da inoculagdo de Trichoderma
spp., mostraram grande diversidade de géneros degradadores de matéria organica, dentre eles
estdo Paecilomyces spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Colletotrichum spp., Zigomicetos spp., Humicula spp. e Trichoderma spp.

Ap0s a inoculagdo com as cepas de Trichoderma spp. e diferenciagdo dos tratamentos,
houve a deteccdo dos géneros Cladosporium spp., e Clonostachys spp., e a possivel reducdo

populacional de Colletotrichum spp., visto que este género ndo foi mais detectado nas amostras.

3.3.3 Screening de bioestimulantes

A interacdo entre variedades e bioestimulantes foi significativa apenas para o
comprimento do peciolo e o nimero de ramificacdes secundarias (Figura 5). Ndo houve
diferenca significativa para variedades e bioestimulantes em relacdo ao nimero de folhas e
massa seca da parte aérea. Para altura de planta, didmetro do coleto e indice SPAD, apenas 0
fator variedades foi significativo.

NOs observamos que houve diferenca significativa no comprimento do peciolo entre as
variedades, sendo que Jamb-03 apresentou aumento de aproximadamente 53% quando
comparado a Jamb-16, para as mudas bioestimuladas com MIX e CBMAI 1622 (Figura 5A e
6). Nao houve efeito significativo entre bioestimulantes para o comprimento do peciolo.

Houve diferenca significativa entre as mudas de Jamb-16 bioestimuladas e néo
bioestimuladas, onde aquelas inoculadas com CBMAI 1622 apresentaram menor comprimento
do peciolo, em comparacdo ao Jamb16-AD (Figura 5A).

Quando analisamos o nimero de ramificacdes secundarias (Figura 5B), verificamos que
Jamb-03 apresentou resultados superiores a Jamb-16, para as inoculagdes com MIX e CBMAI
1622, similar ao comportamento de comprimento do peciolo. Para o fator bioestimulante, a
diferenca foi significativa apenas para MIX e CBMAI associados a Jamb-16, com menor

lancamento de ramificacGes, em comparagéo as outras cepas.
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Figura 5 - Comprimento do peciolo (A) e numero de ramificacBes secundarias (B) de variedades locais
de jambu associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp.
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Médias seguidas da mesma letra mindscula (variedades) e maitscula (bioestimulantes) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05). Médias seguidas de ® diferem do tratamento Jamb16-AD, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste Dunnett.
Fonte: O autor (2024).
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Figura 6 - Desenvolvimento de variedades locais de jambu associadas com bioestimulantes & base de
Trichoderma spp. (A) MIX e (B) CBMAI 1622.
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Fonte: O autor (2024).

3.3.4 Ensaio | - Desenvolvimento vegetativo em fase de muda

Apos o screening, os bioestimulantes selecionados foram inoculados em fase de muda
para verificarmos a performance inicial no desenvolvimento vegetativo. Observou-se, a partir
da MANOVA (Tabela 4), diferenca significativa (p<0,05) para todos os efeitos principais
avaliados (variedades e bioestimulantes) e para os efeitos da interacdo fatorial versus adicional
e variedade versus bioestimulante. Estes resultados significativos para os vetores de médias

mostram que pelo menos um dos vetores diferiu dos demais.

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia multivariada (MANOVA), indicando o valor estatistico de
Wilks e o valor de F para trés variaveis respostas da fase de muda analisadas simultaneamente: i) altura
de planta (ALT); ii) nimero de folhas (NF) e iii) didmetro do coleto (DC) de variedades locais jambu
associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp.

Efeito Wilks Valor F Pr>F
Bloco 0,4365 4,40 7,719e-05
Fat x Ad 0,6043 8,73 0,0001
Adicional 0,1278 23,97 4,901e-16
Variedade (V) 0,0539 44,10 <2,2e-16
Bioestimulante (B) 0,1912 10,55 2,991e-11
VxB 0,1897 5,05 2,842e-08

Fonte: O autor (2024).
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De modo complementar a MANOVA, os contrastes multivariados evidenciaram
diferenga para um numero significativo de pares (Tabela 5), quando avaliado variedades dentro

de cada bioestimulante, para todas as variaveis analisadas, simultaneamente.

Tabela 5 - Teste multivariado dos efeitos simples: variedade dentro de bioestimulante e valor-p, para a
comparacgdo dos contrastes testados pela estatistica de Wilks.

Fase de muda

Contraste Pr>F
Jamb03-IBLF006 vs Jamb03-MIX 0,0132
Jamb03-CBMAI1622 vs Jamb03-MIX 0,0240
Jamb17-IBLF006 vs Jamb17-CBMAI1622 0,0465
Jamb17-IBLF006 vs Jamb17-MIX 0,0209
Jamb17-CBMAI1622 vs Jamb17-IBLF1236 0,0190
Jamb16-IBLF006 vs Jamb16-IBLF1236 0,0155
Jamb16-IBLF1236 vs Jamb16-MIX 0,0269
Jamb17-CBMAI1622 vs Jamb17-AD 0,0028
Jamb03-MIX vs Jamb03-AD 0,0281
Jamb17-MIX vs Jamb17-AD 0,0013
Jamb16-MIX vs Jamb16-AD 0,4816

Jamb03: Acmella oleracea; Jamb17: A. oleracea; Jamb16: A. ciliata; IBLF 006: Trichoderma harzianum; CBMAI
1622: T. asperellum; IBLF 1622: T. asperellum; MIX: pool de T. asperellum (UFRA-T06, T09, T12 e T52); AD:
adicional.

Fonte: O autor (2024).

Os contrastes ‘Jamb03-MIX versus Jamb03-IBLF006’, ‘Jamb-03 MIX versus Jamb03-
CBMAI1622’ e ‘Jamb-03-MIX versus Jamb03-AD’, apresentaram resultados significativos
(p<0,05), tendo sempre como um dos pares o tratamento Jamb03-MIX (Tabela 5). Nota-se,
portanto, que a significancia dos contrastes se deve a variedade Jamb-03 bioestimulada com o
pool de T. asperellum (MIX), com desenvolvimento vegetativo superior, sendo possivel
verificar a partir das médias de ALT, NF e DC (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios de altura de planta (ALT), nimero de folhas (NF) e didmetro do coleto (DC),
de variedades locais de jambu associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp., e seus
respectivos tratamentos adicionais sem inoculacao.

Tratamentos ALT NF DC
(cm) (mm)
Jamb03-AD 2,45 5 1,72
Jamb17-AD 1,79 4 1,37
Jamb16-AD 2,14 6 1,23
Jamb03-IBLF 006 2,33 5 1,67
Jamb03-CBMAI 1622 2,44 6 1,72
Jamb03-IBLF 1236 2,53 6 1,73
Jamb03-MIX 3,35 6 1,87
Jambl17-IBLF 006 2,33 5 1,52
Jambl17-CBMAI 1622 2,52 6 1,61
Jambl7-IBLF 1236 1,65 5 1,35
Jambl17-MIX 2,52 6 1,73
Jamb16-IBLF 006 2,65 6 1,33
Jamb16-CBMAI 1622 2,18 6 1,26
Jamb16-IBLF 1236 1,76 6 1,26
Jamb16-MIX 2,52 6 1,23
Média Geral 2,34 6 1,51
CV (%) 8,20 8,85 5,13

Jamb03: Acmella oleracea; Jamb17: A. oleracea; Jamb16: A. ciliata; IBLF 006: Trichoderma harzianum; CBMAI
1622: T. asperellum; IBLF 1622: T. asperellum; MIX: pool de T. asperellum (UFRA-T06, T09, T12 e T52); AD:
adicional; CV (%): Coeficiente de variagéo.

Fonte: O autor (2024).

Nossos resultados mostraram que as mudas de Jamb-17 bioestimuladas com CBMAI
1622 ou MIX apresentaram contrastes significativos com Jamb17-IBLF 006 (Tabela 5), em
funcdo deste tratamento apresentar mudas com menor crescimento vegetativo (Tabela 6). Além
disso, 0 contraste testado entre Jamb17-MIX e Jamb17-AD (mudas ndo bioestimuladas) foi
significativo, verificado pela diferenca dos parametros de crescimento, superiores em Jamb17-
MIX.

Para os contrastes ‘Jamb16-IBLF 1236 versus Jamb16-IBLF 006’ e ‘Jamb16-IBLF
1236 versus Jamb16-MI1X’ os resultados foram significativos (Tabela 5), proporcionados pelos
menores valores de altura de planta em Jamb16-IBLF 1236 (Tabela 6). JA& em relacdo a
‘Jamb16-MIX versus Jamb16-AD’, o contraste testado nao foi significativo (Tabela 5),
possivelmente em virtude de médias similares para NF e DC.

Quando os tratamentos foram testados em uma abordagem de anélise de agrupamento
(Figura 7), foi possivel separar os tratamentos em grupos, pelo método de UPGMA. Formou-
se trés grupos, sendo eles: Grupo | (Jamb16-AD, Jamb16-1BLF1236, Jamb16-CBMAI1622,
Jamb16-MIX, Jamb16-IBLF006, Jambl7-AD e Jambl7-IBLF1236); Grupo Il (Jambl7-
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CBMAI1622, Jambl7-IBLF006, Jambl7-MIX, Jamb03-CBMAI1622, Jamb03-IBLF1236,
Jamb03-IBLF006 e Jamb03-AD) e Grupo Ill (Jamb03-MIX) (Figura 7). O método UPGMA
proporcionou um adequado coeficiente de correlacdo cofenética (CCC = 0,71), confirmando a

concordancia do dendrograma com a matriz de dissimilaridade entre os tratamentos analisados.

Figura 7 - Dendrograma obtido via UPGMA, representando a similaridade entre os grupos,
representados pelos tratamentos combpostos pelas variedades locais de jambu associadas com
bioestimulantes a base de Trichoderma spp., considerando a frequéncia de discrepancia para ALT: altura
de planta; NF: nimero de folhas; DC: diametro do coleto.
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Fonte: O autor (2024).

A analise de agrupamento confirma os resultados obtidos para os contrastes
multivariados (Tabela 5), com o tratamento Jamb03-MIX formando um grupo isolado dos
demais, relacionado ao melhor desempenho vegetativo das mudas de Jamb-03 bioestimuladas
com MIX (Tabela 6).

Para verificar a influéncia das variaveis no agrupamento, foi utilizada a PCA de forma

complementar. Assim, foi constatado que a contribuicdo das variaveis em explicar a variagdo
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dos dados foi eficiente, pois reduziu o conjunto de dados, concentrando mais de 90% da

variagao nas duas primeiras dimensdes (Figura 8).

Figura 8 - Biplot da analise de componentes principais (PCA) para altura de planta (ALT), nimero de
folhas (NF) e didmetro do coleto (DC) de variedades locais de jambu associadas com bioestimulantes a
base de Trichoderma spp.
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Fonte: O autor (2024).

ALT foi a variavel de maior contribuicdo para explicar a variacdo da primeira dimensao
(Dim1), por estar alinhada com o eixo correspondente (Figura 8). ALT e DC apresentaram
maior peso para discriminar Jamb03-MIX, em virtude do comprimento do vetor e a posi¢do no
guadrante. Além disso, ALT e DC estdo correlacionadas, em razdo dos seus vetores formarem
angulo menor que 90°.

Por outro lado, a correlagdo entre DC e NF foi baixa, por apresentarem &ngulo maior
que 90° O NF teve forte influéncia na distincdo dos tratamentos compostos pela variedade
Jamb-16, mostrado a partir do comprimento e proximidade do vetor, resultado oposto ao vetor
de DC, que teve maior sensibilidade para discriminar os tratamentos de Jamb-03 e Jamb-17,

reforcando os resultados de agrupamento e contrastes multivariados.

3.3.5 Ensaio Il — Desenvolvimento vegetativo e produtivo
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Para as trocas gasosas, a MANOVA apresentou significancia apenas para os efeitos de
bloco e variedade, ndo havendo diferenca entre os vetores de média para o efeito de adicional,
fatorial versus adicional, bioestimulante e a interacdo entre os fatores (variedade versus

bioestimulante) (Tabela 7).

Tabela 7 - Resumo da anélise de variancia multivariada (MANOVA), por meio do teste Lambda de
Wilks, indicando a aproximacdo de F e a probabilidade para o teste F de cinco varidveis respostas
analisadas simultaneamente: i) assimilacdo liquida de CO2 (A); ii) condutancia estomatica (gs); iii)
transpiracgdo (E); iv) concentragdo interna de CO; e v) uso eficiente da agua (UEA).

Efeito Wilks Valor F Pr>F
Bloco 0,0260 19,31 <2,2e-16
Fat x Ad 0,9476 0,42 0,8319
Adicional 0,6567 1,78 0,0791
Variedade (V) 0,3301 5,63 3,023e-06
Bioestimulante (B) 0,6667 1,11 0,3564

V xB 0,4467 1,15 0,2908

Fonte: O autor (2024).

Entre os contrastes testados apenas ‘Jamb16-IBLF006 versus Jamb16-AD’ e ‘Jamb16-
IBLF1236 versus Jamb16-AD’ foram significativos. Com base nas médias (Tabela 8), é
possivel observar que as plantas ndo bioestimuladas de Jamb-16 apresentaram taxa de A
superior (51,86 umol m2 s) em relacio ao tratamento de Jamb-16 bioestimulados com IBLF
006 (47,14 pmol m?2 s) e IBLF 1236 (50,44 pmol m?2 s1), além de variagdes nas demais

variaveis fisioldgicas, influenciando nos vetores de média para estes contrastes.

Tabela 8 - Valores médios de assimilagéo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (gs), transpiracéo
(E), concentracédo interna de CO. (Ci) e uso eficiente da agua (UEA) de variedades locais de jambu
associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp.
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A gas E Ci UEA

Tratamentos 2 2 1 2 (mol CO; mol

(pmol m=s™) (mmol m=s') (mmolm=s™) (ppm) H,07)
Jamb03-AD 41,38 0,42 3,86 162,06 11,21
Jamb17-AD 44,73 0,42 3,90 140,50 12,03
Jamb16-AD 51,86 0,45 3,96 113,81 13,23
Jamb03-IBLF 006 40,79 0,39 3,67 156,25 11,66
Jamb03-CBMAI 1622 41,04 0,39 3,54 152,94 11,78
JambO03-IBLF 1236 38,95 0,38 3,69 165,19 10,85
Jamb03-MIX 37,56 0,37 3,53 167,13 10,75
Jamb17-IBLF 006 49,42 0,44 4,12 124,69 12,58
Jamb17-CBMAI 1622 46,24 0,45 4,15 145,63 11,45
Jamb17-IBLF 1236 45,17 0,42 3,80 141,00 12,00
Jamb17-MIX 40,91 0,40 3,66 157,25 11,30
Jamb16-IBLF 006 47,14 0,48 4,34 150,94 11,15
Jamb16-CBMAI 1622 51,84 0,46 3,91 120,44 13,39
Jamb16-IBLF 1236 50,44 0,46 3,95 117,69 13,17
Jamb16-MIX 50,26 0,44 3,84 115,44 13,52
Média Geral 45,18 0,42 3,86 142,06 12,00
CV (%) 9,91 6,81 8,33 15,68 10,38

Jamb03: Acmella oleracea; Jamb17: A. oleracea; Jamb16: A. ciliata; IBLF 006: Trichoderma harzianum; CBMAI
1622: T. asperellum; IBLF 1622: T. asperellum; MIX: pool de T. asperellum (UFRA-T06, T09, T12 e T52); AD:
adicional. CV: coeficiente de variacéo (%).

Fonte: O autor (2024).

Para as variaveis de crescimento e producdo de biomassa, todos os efeitos foram
altamente significativos pela MANOVA (Tabela 9), confirmando que houve diferenca entre os

vetores de média.

Tabela 9 - Resumo da anélise de variancia multivariada (MANOVA), indicando a aproximacéo de F e
a probabilidade para o teste F de 11 varidveis-resposta analisadas simultaneamente: i) dias para o
florescimento (DPF); ii) comprimento da ramificacdo principal (CRP); iii) diametro da ramificacdo
principal (DRP); iv) nimero de ramificagdes secundarias (NRS); v) nimero de folhas (NF); vi) massa
fresca da parte aérea (MFPA); vii) massa seca da parte aérea (MSPA); viii) produtividade de massa
fresca (PROD); ix) produtividade de massa seca (PROD MS); x) produtividade de massa fresca de
inflorescéncias (PRODINF) e xi) produtividade de massa seca de inflorescéncias (PRODINFMS).

Efeito Wilks Valor F Pr>F
Bloco 0,2464 1,75 0,0187
Fat x Ad 0,1906 12,36 1,259e-08
Adicional 0,0219 16,77 <2,2e-16
Variedade (V) 0,0017 66,72 <2,2e-16
Bioestimulante (B) 0,1064 3,28 3,481e-06
V xB 0,0359 2,31 7,008e-06

Fonte: O autor (2024).
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Embora os vetores de média tenham diferido em todos os efeitos estudados, somente o
contraste ‘Jamb17-MIX versus Jamb17-AD’ foi significativo ao nivel de p<0,05. Este contraste
estd alinhado com as diferencas nas médias de dias para o florescimento (DPF) e nas

produtividades de inflorescéncias, tanto fresca quanto seca (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Valores médios de dias para o florescimento (DPF), comprimento da ramificacéo principal
(CRP), nimero de ramificacBes secundarias (NRS), nimero de folhas (NF), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA) de variedades locais de jambu associadas com
bioestimulantes a base de Trichoderma spp.

DPF CRP MFPA MSPA
Tratamentos (dias) (cm) NRS NF () ()
Jamb03-AD 12,09 23,73 10,00 126,00 134,57 8,83
Jamb17-AD 17,71 26,48 12,00 126,00 122,12 8,27
Jamb16-AD 24,27 69,43 16,00 404,00 227,42 22,36
Jamb03-IBLF 006 12,86 23,19 11,00 108,00 125,28 9,41
Jamb03-CBMAI 1622 12,16 20,21 11,00 110,00 123,28 8,04
Jamb03-IBLF 1236 12,89 21,39 9,00 112,00 107,38 7,69
Jamb03-MIX 11,93 25,36 10,00 131,00 137,06 9,85
Jamb17-IBLF 006 15,73 26,06 11,00 152,00 133,47 10,02
Jamb17-CBMAI 1622 15,36 24,72 12,00 137,00 121,20 8,38
Jamb17-IBLF 1236 17,46 28,11 13,00 131,00 106,60 7,99
Jamb17-MIX 13,00 26,16 11,00 113,00 107,24 7,97
Jamb16-IBLF 006 21,98 73,01 16,00 434,00 267,00 26,53
Jamb16-CBMALI 1622 23,68 71,30 16,00 398,00 241,50 23,42
Jamb16-IBLF 1236 24,00 69,47 15,00 356,00 202,42 18,97
Jamb16-MIX 22,30 76,25 17,00 496,00 308,58 29,01
Média Geral 17,16 40,32 13,00 222,00 164,34 13,78
CV (%) 9,00 8,84 6,42 27,43 26,35 26,11

Jamb03: Acmella oleracea; Jamb17: A. oleracea; Jamb16: A. ciliata; IBLF 006: Trichoderma harzianum; CBMAI
1622: T. asperellum; IBLF 1622: T. asperellum; MIX: pool de T. asperellum (UFRA-T06, T09, T12 e T52); AD:
adicional. CV (%): Coeficiente de variacéo.

Fonte: O autor (2024).

As plantas da variedade Jamb-17 bioestimuladas com MIX apresentaram reducdo no
tempo de emissdo dos botbes florais em relacdo aquelas ndo bioestimuladas (13 e 18 dias,
respectivamente). Além disso, Jamb17-MIX produziu maior quantidade de massa fresca (45,06
g m?) e seca (5,05 g m?) de inflorescéncias em comparago ao tratamento n&o bioestimulado,
um acréscimo de 95,49% de massa fresca e 108,68% de massa seca de inflorescéncia por metro
quadrado (Tabela 11).
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Tabela 11 - Valores médios de produtividade de massa fresca (PROD), produtividade de massa seca
(PRODMS), produtividade de massa fresca de inflorescéncias (PRODINF) e produtividade de massa
seca de inflorescéncias (PRODINFMS) de variedades locais de jambu associadas com bioestimulantes
a base de Trichoderma spp.

Tratamentos PROD PRODMS PRODINF  PRODINFMS
(kg m?) (kg m?) (gm?) (gm?)
Jamb03-AD 3,37 0,22 102,56 10,85
Jamb17-AD 3,05 0,21 23,05 2,42
Jamb16-AD 5,69 0,56 21,02 321
Jamb03-IBLF 006 3,13 0,24 77,43 7,85
Jamb03-CBMAI 1622 2,58 0,20 89,27 10,36
Jamb03-IBLF 1236 2,68 0,19 68,37 7,56
Jamb03-MIX 3,43 0,25 124,00 14,17
Jamb17-IBLF 006 3,34 0,25 37,46 3,86
Jamb17-CBMAI 1622 3,03 0,21 34,17 3,48
Jamb17-IBLF 1236 2,67 0,20 23,11 2,40
Jamb17-MIX 2,68 0,20 45,06 5,05
Jamb16-IBLF 006 6,68 0,66 29,88 5,46
Jamb16-CBMAI 1622 6,04 0,59 22,89 3,87
Jamb16-IBLF 1236 5,06 0,47 15,34 3,00
Jamb16-MIX 7,72 0,73 43,96 7,18
Média Geral 4,08 0,35 50,50 6,05
CV (%) 26,34 26,10 45,83 43,34

Jamb03: Acmella oleracea; Jamb17: A. oleracea; Jamb16: A. ciliata; IBLF 006: Trichoderma harzianum; CBMAI
1622: T. asperellum; IBLF 1622: T. asperellum; MIX: pool de T. asperellum (UFRA-T06, T09, T12 e T52); AD:
adicional. CV (%): Coeficiente de variacéo.
Fonte: O autor (2024).

Para verificar similaridades e diferencas da bioestimulacéo, submetemos os tratamentos
a analise de agrupamento, com base nas variaveis de trocas gasosas, crescimento e producédo de
biomassa (Figura 9). Com isso, obtivemos a formacao de trés grupos: Grupo | (Jamb16-AD,
Jamb16-CBMAI1622 e Jamb16-IBLF1236), Grupo Il (Jamb16-IBLF006 e Jamb16-MIX) e
Grupo Il (Jambl17-AD, Jambl17-IBLF006, Jamb03-AD, Jamb03-IBLF1236, JambO03-
CBMAI1622, Jamb03-MIX, Jamb03-IBLF006, Jambl7-CBMAI1622, Jambl7-MIX e
Jamb17-IBLF1236). Os tratamentos foram agrupados a partir das distancias obtidas, sendo
classificados de acordo com o nivel de similaridade entre si. Jamb-16 (A. ciliata) formou os
Grupos | e 11, ficando o Grupo 11l composto pelas variedades Jamb-03 e Jamb-17, ambas da

espécie A. oleracea (Figura 9).
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Figura 9 - Dendrograma obtido via UPGMA, representando a similaridade entre os grupos,
representados pelos tratamentos compostos pelas variedades locais de jambu associadas com

bioestimulantes a base de Trichoderma spp., considerando a frequéncia de discrepancia para variaveis
de trocas gasosas, crescimento e produgédo de biomassa.

8-

M Grupo |
B Grupo Il
M Grupo Il1I

Distancias

P 1

IBLFOOB

Jamb1g

Jamb1e

Grupos formados
Fonte: O autor (2024).

Para os tratamentos da variedade Jamb-16, embora pertencentes a mesma espécie,
formaram grupos distintos (I e Il), confirmando a dissimilaridade em relacdo as variaveis
analisadas (Figura 9). Em Jamb16-1BLF006 e Jamb16-MIX observamos desempenho elevado
de crescimento e producdo de biomassa (Tabela 10), fator que contribuiu na diferenciacdo do
Grupo 1.

Além disso, é possivel verificar que, embora os tratamentos compostos por Jamb-17
estejam no mesmo grupo (I11), a disposicdo no dendrograma os distribuiu em subgrupos
distintos, com base nas maiores similaridades (Figura 9).

A fim de entender quais variaveis mais influenciaram na distin¢cdo dos tratamentos e
confirmar a analise de agrupamento, foi utilizado a PCA, na qual observamos que as duas
primeiras dimensdes (Dim1 e Dim2) foram capazes de explicar 70% da varia¢do do conjunto

de dados (Figura 10). Isso mostra que houve reducdo na dimensionalidade das variaveis
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originais, com 30% de perda na explicacdo dos dados, conferindo robustez aos resultados

encontrados.

Figura 10 - Biplot da andlise de componentes principais (PCA) para as variaveis de trocas gasosas (A,
gs, E, Ci e UEA), crescimento (DPF, CRP, NRS e NF) e producéo de biomassa (MFPA, MSPA, PROD,
PRODMS, PRODINF e PRODINFMS) de variedades locais de jambu associadas com bioestimulantes
a base de Trichoderma spp.
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Fonte: O autor (2024).

Verificamos que as variaveis de crescimento (CRP, NF, NRS, MFPA e MSPA),
producdo de biomassa da parte aérea (PROD e PRODMS) e trocas gasosas (A, gs e UEA) foram
altamente relevantes para explicar a varia¢do da Dim1, em virtude do comprimento dos vetores
e 0 angulo em relagcdo ao eixo da primeira dimensdo (Figura 10). Esse grupo de variaveis
apresentou forte correlacdo positiva, o que é indicado pela proximidade dos vetores, com
formacdo de angulo menor que 90° Dentre as varidveis, DPF e E possibilitaram baixa
contribuicdo para explicar a variacdo dos dados, em virtude do vetor mais curto, proximo da
origem.

Os tratamentos da variedade Jamb-16 bioestimulados com MIX e IBLF 006 foram
fortemente influenciados pelas variaveis de crescimento e produgéo de biomassa da parte aerea,
caracterizando alto desenvolvimento vegetativo, constatado pela proximidade com os vetores

correspondentes a essas variaveis (Figura 10).
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A segunda dimensdo (Dim 2) foi explicada, majoritariamente, pelas produtividades de
inflorescéncias (PRODINF e PRODINFMS) e Ci, com forte correlacdo positiva entre si (Figura
10). Além disso, a elevada produtividade fresca e seca de inflorescéncias por metro quadrado
em plantas de Jamb-03 confirma os resultados obtidos na PCA, onde é possivel verificar que
PRODINF e PRODINFMS tiveram alta influéncia na diferenciacdo desta variedade, com maior
incremento sendo apresentado por Jamb03-MIX (Tabela 11).

3.3.6 Conteudo de espilantol
Com base nas respostas da inoculacdo na fase de muda, trocas gasosas, crescimento e
producdo de biomassa para cada variedade, selecionamos os resultados dos extratos
metanolicos das inflorescéncias de jambu para as trés variedades bioestimuladas com MIX e 0s
tratamentos adicionais (sem inoculacdo), para comparacao dos efeitos no teor de espilantol.
Verificamos, a partir dos cromatogramas (Figura 11) e dos resultados quantificados
(Tabela 12), que tanto nos tratamentos adicionais quanto naqueles bioestimulados com MIX,

houve a deteccdo de espilantol, confirmado pela curva de calibracdo da solucao padréo.

Figura 11 - Cromatograma de pico do extrato metandlico de inflorescéncias de variedades locais de
jambu associadas com bioestimulantes a base de Trichoderma spp., apresentando a faixa de absorbancia
e o tempo de retencdo. Jamb03-AD (A) versus Jamb03-MIX (B); Jamb17-AD (C) versus Jamb17-MIX
(D); Jamb16-AD (E) versus Jamb16-MIX (F).
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Tabela 12 - Comparativo do teor de espilantol em extratos metandlicos de inflorescéncias de variedades
locais de jambu associadas com bioestimulantes & base de Trichoderma spp, e seus respectivos
tratamentos adicionais (sem inoculacéo).

Teor de espilantol

Tratamentos Desvio padrdo CV (%)

(mg/g MS)
Jamb03-AD 31,57 2,34 7,42
Jamb03-MIX 27,62 1,61 5,82
Jambl17-AD 31,64 1,45 4,57
Jamb17-MIX 39,24 6,42 16,35
Jamb16-AD 7,44 0,94 12,56
Jamb16-MIX 5,05 2,16 42,68

Fonte: O autor (2024).

Para as variedades Jamb-03 e Jamb-16, ndo houve diferenca entre os picos dos
tratamentos adicionais (Figura 11A, E) e os bioestimulados com MIX (Figura 11B, F), resultado
este corroborado nos valores quantificados (Tabela 12), onde foi observado que a
bioestimulacdo ndo promoveu incremento de espilantol. Por outro lado, as plantas de Jamb-17
em associacdo com o MIX apresentaram diferenca no teor de espilantol, sendo relativamente
superior a Jamb17-AD (Figura 11C, D e Tabela 12), representando incremento de 24,02%.
Além disso, em todos os tratamentos observamos a presenca de outros compostos no inicio dos

cromatogramas, reflexo da diversa producdo de metabdlitos secundéarios no jambu (Figura 11).

3.4 Discusséo
3.4.1 Monitoramento climético

Os fatores climaticos podem ser limitantes ao desenvolvimento das cepas de
Trichoderma spp., em razdo da influéncia no crescimento micelial. A maioria das espécies tem
0 crescimento estimulado com temperaturas do substrato entre 25 a 30 °C e umidade relativa
elevada (Abreu; Pfenning, 2019). Observamos que as condi¢fes climaticas do ar, monitoradas
no ambiente protegido (Figura 4), podem estar relacionadas com a baixa amplitude térmica e
alta umidade no solo. Além disso, a utilizacdo de cobertura morta influenciou na criagdo de
microclima propicio, favorecendo o desenvolvimento de Trichoderma spp.

A temperatura do solo nesta pesquisa, ao longo dos dias variou entre 28 a 30 °C,
chegando até 31 °C em periodos especificos da tarde, com umidade acima de 40% (Tabela 3).
Estes resultados evidenciam que o sistema de cultivo se encontrava adequado para a germinacéo
dos conidios e desenvolvimento do fungo inoculado. Para algumas cepas de T. asperellum, o

crescimento micelial ainda é expressivo em temperaturas de até 32 °C (Domingues et al., 2016).
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Em trabalho de Oliveira et al. (2019), com cepas das espécies T. harzianum e T.
asperellum observou-se maior crescimento dos micélios, capacidade de esporulacdo e
germinacdo dos conidios em temperaturas de 30 °C. Além disso, os autores verificaram que a
cepa ESALQ 1306 (T. harzianum), apresentou maior germinacdo de conidios a 35 °C,
mostrando a capacidade de adaptacao intrinseca de algumas cepas.

Essa adaptacdo é importante, principalmente, a nivel de campo na regido amazénica,
onde as médias de temperatura do ar sdo superiores a 26 °C ao longo do ano, podendo atingir
mais de 30 °C durante o verdo, em razdo da elevada umidade (Alvares et al., 2013). Tais
parametros alteram o microclima do solo em cultivos a céu aberto e protegidos, logo, cepas

adaptadas a amplitudes térmicas podem ter maior sucesso na colonizacao das raizes.

3.4.2 Microbiologia fungica

A diversidade de fungos na area experimental representa uma pequena parte da
microbiota presente no solo, com forte capacidade de interacéo, e como os fungos do género
Trichoderma sdo altamente competitivos na colonizagdo dos ambientes, a comunidade
microbiana pode ser alterada (Senkovs et al., 2021). Os resultados revelaram que apos a
inoculacdo das cepas no solo de cultivo, houve a deteccéo e supressdo de novos géneros de
fungos, possivelmente derivado das interagfes naturais que ocorrem no solo, incluindo a
liberacdo de metabolitos secundarios por Trichoderma spp. (Ramada et al., 2019).

Além disso, as variacdes nas densidades populacionais antes e depois das inoculacdes
em nossa pesquisa, sugerem que organismos externos adicionados ao solo podem modificar a
microbiota nativa. Estas modificacdes sdo resultantes de a¢fes mutualisticas ou antagonistas
coordenadas, que podem favorecer o aumento populacional de fungos benéficos, contribuindo
para a maior dindmica metabolica no ambiente rizosférico, de modo a incrementar o
crescimento vegetal (Wang et al., 2023).

Vale ressaltar que os efeitos expressos nas plantas de jambu, além da colonizacéao

eficiente dos isolados de Trichoderma spp., também séo resultado da interacéo deste fungo com

0 conjunto da comunidade microbiana nativa.

3.4.3 Screening de bioestimulantes
Nossos resultados indicam que a promocdo do crescimento no screening apresentou
interacdo significativa entre as variedades de Acmella spp. e os bioestimulantes. Verificamos

que as mudas de Jamb-03 bioestimuladas apresentaram diferengas no comprimento do peciolo
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e nimero de ramifica¢fes secundarias (Figura 5A e B), assim como houve o desenvolvimento
de peciolos mais curtos e menor numero de ramifica¢fes secundarias em mudas de Jamb-16
bioestimuladas com MIX e CBMAI 1622, em comparacdo a Jamb-03, resultados estes
associados, sobretudo, ao desempenho vegetativo, como é possivel observar na Figura 6. Estes
tipos de respostas indicam que a magnitude da bioestimulacdo nas plantas depende do genétipo
utilizado (Garcia et al., 2015).

Em mudas de Jamb-16 bioestimuladas com a cepa CBMAI 1622 (T. asperellum) o
comprimento do peciolo foi menor, em comparagdo ao tratamento nao bioestimulado (Figura
5A), sugerindo que a interacdo desta cepa com a variedade resultou em efeito pouco expressivo,
como pode ser constatado no desenvolvimento da muda aos 30 DAS (Figura 6). Inicialmente,
para haver a correta colonizacdo, a cepa de Trichoderma spp. necessita penetrar nos tecidos da
raiz e suprimir as defesas da planta, sendo reconhecido neste periodo como patogeno, até
completar o estabelecimento, portanto, a inducéo do crescimento, dependente da colonizagéo,
varia entre as cepas (Mendoza et al., 2018).

3.4.4 Ensaio | - Desenvolvimento vegetativo em fase de muda

Na fase de muda pré-transplantio, os contrastes multivariados testados apresentaram
efeitos significativos para boa parte dos tratamentos, em razéo das diferencas na promocao de
crescimento. E evidente que o desenvolvimento vegetativo inicial das plantas é a fase em que
se faz necessario adequada disponibilidade de nutrientes e agua para a obtencdo de mudas
vigorosas, portanto, € essencial a manutencdo destes fatores. Para tal, a utilizacdo de
Trichoderma spp. permite o aumento na disponibilidade de nutrientes, além de produzir
compostos que auxiliam no metabolismo vegetal (Lanzuise et al., 2022). I1sso pode explicar o
maior crescimento da variedade de Jamb-03 inoculada com o bioestimulante MIX (Tabela 6),
composto por um pool de T. asperellum.

As mudas de Jamb-03 bioestimuladas com MIX tiveram acréscimo em altura e didmetro
do coleto, diferindo das mudas bioestimuladas com as demais cepas e das nao bioestimuladas
(Tabela 6), possivelmente em razéo do pool de T. asperellum que compde este bioestimulante,
com variagdes na intensidades de colonizacdo. Além disso, estas cepas sdo oriundas de solos
da Amazonia (areas de floresta), adaptadas as condi¢des edafoclimaticas da regido, e com
resultados positivos na promocdao de crescimento (Silva et al., 2012).

Isso fica mais evidente na analise de agrupamento (Figura 7), onde Jamb03-MIX foi

alocado individualmente no Grupo I, em virtude das suas dissimilaridades. De modo
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complementar, a PCA revelou que as principais varidveis que contribuiram para a separagdo de
Jamb03-MIX foram ALT e DC. Tais resultados sustentam que efeitos no desenvolvimento
vegetativo proporcionados pelas cepas de Trichoderma spp., se devem além da maior
biodisponibilidade de nutrientes, também pela capacidade de produzir acido indolacético (AlA)
e compostos volateis, promovendo o aumento da biomassa vegetal e modificacbes na
morfogénese da raiz (Ortufio et al., 2016; Vergara et al., 2016).

Verificamos que nos materiais bioestimulados, algumas cepas promoveram diferencas
entre as variedades de jambu para o0 NF. As mudas de Jamb-17 inoculadas com CBMAI 1622
e MIX produziram maior NF, diferindo da mudas bioestimuladas com IBLF 006 (Tabela 5).
Além disso, Jamb17-MIX obteve incremento em ALT, NF e DC, quando comparado a Jamb17-
AD, resultados evidenciados pela analise de agrupamento (Figura 7). O incremento de folhas
nesta fase facilita o desenvolvimento das mudas de jambu em campo, devido a maior area
fotossinteticamente ativa para producdo de fotoassimilados. Portanto, nossos resultados
sugerem gque mudas de jambu bioestimuladas com Trichoderma spp. podem atingir o tempo de
bandeja com maior contetudo de biomassa de folhas, e possivelmente mais vigorosas.

Nesta pesquisa, cepas de T. asperellum beneficiaram o desenvolvimento vegetativo das
variedades de A. oleracea em fase de muda para ALT, DC e NF (Tabela 6), podendo estar
relacionado com o estimulo hormonal nos primeiros dias pds-colonizacdo das raizes.
Resultados consistentes mostram que T. asperellum inicia a producdo de AlA e sideréforos, aos
sete dias ap0s a inoculacdo (Li et al., 2018).

A significancia dos contrastes ‘Jambl16-IBLF006 versus Jambl16-1BLF1236° e
‘Jamb16-1BLF1236 versus Jamb16-MI1X’, se relacionam com o desenvolvimento de mudas
mais baixas e com caule mais delgados em Jambl16-IBLF1236 (Tabela 6). O menor
desenvolvimento de mudas para esta cepa pode estar associado ao nivel de especificidade
Trichoderma-planta, que varia entre cepas da mesma espécie (Souza et al., 2022). A nivel de
campo, as mudas de jambu com coleto de menor diametro podem absorver menos agua e
nutrientes, em virtude da limitagdo dos vasos condutores.

Com base nestes achados, a analise de agrupamento mostrou que os tratamentos da
variedade Jamb-16, embora compondo o mesmo grupo (I), estdo separados em subgrupos,
conforme o grau de similaridade, sendo possivel verificar que Jamb16-IBLF006 e Jamb16-MIX
situaram-se mais distantes de Jamb16-1236, devido a diferencas em ALT. Para esta variedade
de jambu, constatamos que a bioestimulacdo ndo promoveu incremento em NF, quando

comparamos com as mudas nao bioestimuladas (Tabela 6). No entanto, a PCA mostrou que NF
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foi a variavel que teve maior influéncia na separacdo dos tratamentos compostos por Jamb-16
(Figura 7), sendo esta caracteristica de maior producédo de folhas inerente a espécie A. ciliata.
Em trabalho anterior de Souza et al. (2022), avaliando a inoculacéo de T. asperellum
em alface, foi possivel verificar que as respostas diferiam entre as cultivares, ligadas
especificamente ao genotipo, para as caracteristicas de desenvolvimento das mudas. Ainda
segundo os autores, a interacdo de materiais distintos com Trichoderma spp. pode gerar efeitos
positivos, negativos ou a auséncia deles. Estes resultados corroboram com os achados de nossa
pesquisa, quando para certas caracteristicas (NF) houve auséncia de efeitos nas mudas

bioestimuladas, ou diferenca na magnitude do efeito entre as variedades.

3.4.5 Ensaio Il — Desenvolvimento vegetativo e produtivo

Mudancas nos fatores ambientais, sejam bidticos ou abidticos podem alterar o
metabolismo vegetal, com efeitos nas respostas fisiologicas (Rezende; Furlan, 2020). No
entanto, ndo observamos diferenca significativa entre os vetores de média para as variaveis de
trocas gasosas, com a inoculagdo de Trichoderma spp. em variedades de jambu (Tabela 7).

Jamb-16 apresentou alta taxa de A e E, reflexo direto da maior abertura dos estdmatos
nas plantas, relacionando-se com os resultado significativo da MANOVA para o fator variedade
(Tabela 4). A maior assimilacdo de CO2 nos permite constatar que esta variedade possui forte
potencial na realizacdo de fotossintese e producdo de biomassa fresca e seca, devido a relacdo
com a sintese de fotoassimilados na planta. Além disso, os resultados de gs para Jamb-16 podem
ter sido influenciados pelo baixo Ci observado (exceto para Jamb16-IBLF 006), inferindo
aumentos na fotossintese do mesofilo foliar, visto que baixas concentracdes de CO; intercelular
abrem os estdmatos (Taiz et al., 2017). Esses resultados se justificam em virtude da maior
arquitetura de Jamb-16, associada com o elevado NF corroborar o potencial de utilizacdo do
Ci, com consequente aumento no processo de fotossintese.

Sampaio et al. (2022) estudando as espécies de A. oleracea e A. ciliata verificaram
maior assimilag&o liquida de CO2 nos materiais UFR-5, UFR-6 e UFR-8, todos pertencentes a
espécie A. ciliata, entretanto com baixos valores de abertura estomatica (0,14 e 0,23 mmol m
s1), estes diferindo dos resultados obtidos nesta pesquisa. Embora com resultados de abertura
estoméatica menores, a assimilacdo de CO2 em A. ciliata foi alta nas duas pesquisas,
caracterizando a capacidade genética da espécie para a fotossintese. Vale ressaltar que o
processo de abertura dos estdbmatos influencia no total de CO2 absorvido, e que pode ser fixado
pela rubisco, enzima que atua na etapa de carboxilagédo, para producdo de sacarose e amido
(Taiz et al., 2017).
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O tratamento Jamb16-1BLF 006 estimulou maior abertura dos estdmatos nas plantas,
em comparacdo ao tratamento ndo bioestimulado (Tabela 8), observado pelo contraste
multivariado. A modulacdo em gs pela utilizacdo de bioestimulantes pode estar relacionada
com a absorcdo de potassio pela planta, devido a maior solubiliza¢éo no solo por Trichoderma
spp., a partir da liberacdo de &cidos orgéanicos (Bucio et al., 2015). Assim, a disponibilidade de
potéssio influencia na osmorregulacgdo, pois o transporte deste nutriente para as células-guarda
altera o potencial osmdtico, contribuindo diretamente na abertura dos estdmatos (Taiz et al.,
2017). Estas constatacOes refletem a importancia da interacdo fungo-planta para cultivos de
jambu em ambiente protegido no trépico Umido, em razdo da amplitude térmica do ar.

Além disso, a variedade Jamb-16 também apresentou melhores resultados para o UEA,
em relacdo a Jamb-03 e Jamb-17 (Tabela 8), confirmados pela proximidade do vetor de UEA
aos tratamentos compostos por Jamb-16, na PCA (Figura 10). Tais resultados tem relacdo com
os altos valores de E e A em Jamb-16. Valores elevados de UEA mostram o total de agua
evapotranspirada pela planta para producdo de matéria seca, a partir do aumento de CO>
assimilado (Rasouli et al., 2023). O aumento de massa por unidade de agua transpirada € uma
caracteristica valiosa para hortalicas folhosas, como o jambu, sendo possivel o incremento de
produtividade nos sistemas de cultivo, e consequentemente rapido retorno dos investimentos
financeiros.

As diferencas observadas e detectadas pelos contrastes multivariados para trocas
gasosas na variedade Jamb-16, podem ser visualizadas na analise de agrupamento, havendo
separacdo dos tratamentos em grupos distintos (Figura 9). De forma complementar, na analise
de PCA observamos que as varidveis de trocas gasosas (exceto Ci), tiveram alta contribuicao
para diferenciar os tratamentos Jamb16-AD, Jambl16-CBMAI 1622 e Jambl16-I1BLF1236
(Figura 10). Por outro lado, verificou-se que a diferenciagdo de Jamb-03 foi altamente
influenciada pela Ci. Ao cruzar estes resultados com os valores médios de A e Ci, constatamos
que o aumento de Ci teve efeitos na reducdo de A nesta variedade (Tabela 8), confirmado pela
oposicao dos vetores, predizendo forte correlagdo negativa.

Nos parametros de crescimento e produgdo de biomassa, os efeitos da bioestimulacéo
de Trichoderma spp. apresentaram-se distintos entre as variedades. Para DPF, Jamb-03 e Jamb-
16 bioestimuladas com o fungo ndo apresentaram diferenca significativa, visto que pelos
contrastes multivariados testados apenas ‘Jamb17-MIX versus Jamb17-AD’ foi significativo.
No entanto, a partir dos valores médios, podemos observar que todos os tratamentos compostos

por Jamb-16 foram tardios quanto ao DPF, quando comparados as variedades de A. oleracea,
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sendo essa uma caracteristica propria de A. ciliata (Tabela 10). Resultados similares foram
encontrados por Sampaio et al. (2022) para o inicio do florescimento, com médias de 24 a 26
dias apds o transplantio para A. ciliata (UFR-5 e UFR-6) e nove dias para A. oleracea.

Houve precocidade de florescimento para a variedade Jamb-17 inoculada com MIX, que
diferiu do controle ndo bioestimulado. E constatado que espécies de Trichoderma spp. possuem
a capacidade de reduzir o tempo para o inicio do florescimento, bem como estimular o
desenvolvimento de botGes florais (Andrzejak et al., 2021). Nesta pesquisa, para Jamb17-MIX,
verificamos reducdo de cinco dias para emissdo de botdes florais e aumento na produtividade
de inflorescéncias, em comparagdo com Jamb17-AD (Tabela 10), que néo foi inoculado com
Trichoderma spp., confirmando a capacidade do fungo em promover precocidade no
florescimento e producao de novas inflorescéncias.

Em jambu, resultados promissores quanto ao uso de Trichoderma spp. na reducdo de
DPF é um fator crucial no setor ligado diretamente a comercializacdo de inflorescéncias, visto
que é possivel antecipar o periodo de colheita, aprimorando este nicho de producdo que tem
crescido, em razdo da possibilidade de inimeras colheitas por ciclo da planta e maior valor
agregado das inflorescéncias frente a parte aérea. Além disso, as inflorescéncias de Acmella
spp. possuem maior teor de espilantol quando comparadas a parte aérea, bioativo altamente
demandado nas pesquisas e no setor industrial (Sharma et al., 2022).

Verificamos que, apesar de ter havido diferenca entre Jamb17-MIX e Jamb17-AD para
DPF, a andlise de agrupamento alocou estes tratamentos no mesmo grupo, em virtude das
similaridades apresentadas para as demais variaveis (Figura 9). De forma complementar,
observou-se que DPF néo foi eficiente em explicar a variacdo dos dados pela PCA, tendo baixa
contribuicdo na diferenciacdo dos tratamentos, pois ndo houve efeito significativo nas
variedades Jamb-03 e Jamb-16 bioestimuladas e nédo bioestimuladas.

Para as caracteristicas de crescimento e producdo de biomassa, embora a MANOVA
tenha mostrado efeito significativo no efeito da interagdo (variedade versus bioestimulante)
(Tabela 9), o que prediz influéncia dos tratamentos, observamos variagdes pouco expressivas
entre as plantas bioestimuladas e ndo bioestimuladas, sugerindo que houve equiparagcdo no
desenvolvimento vegetativo ao longo do ciclo de cultivo nas variedades de jambu utilizadas
(Tabelas 10 e 11). Prashar et al. (2017) observam que em ambientes onde a planta ndo esta
submetida a estresses bidticos ou abioticos, a promocdo de crescimento e 0 aumento da
biomassa vegetal ndo ¢ visualizado, dependendo especificamente das caracteristicas intrinsecas

da variedade.
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No entanto, a variedade Jamb-16 bioestimulada com IBLF 006 e M1X formou um grupo
isolado dos demais tratamentos, devido ao elevado desenvolvimento vegetativo e produgéo de
biomassa da parte aérea, resultados estes enfatizados na analise de PCA, onde os vetores
referentes a estas variaveis situaram-se proximos a Jambl6-IBLF006 e Jambl6-MIX,
representados pelo elipse do Grupo Il (Figura 10). Possivelmente estas bioestimulagdes
auxiliaram na rapida adaptacdo ao campo e absorc¢do superior de agua e nutrientes, refletindo
nos parametros e acimulo de massa da parte aérea na colheita. Além disso, diferencas de
solubilizacdo de nutrientes (fosforo, potassio, ferro etc.) pelas cepas podem ter proporcionado
oscilacBes na intensidade do acimulo de massa (Eslahi et al., 2020).

Ressalta-se, ainda, que Jamb-16 apresentou resultados superiores para todas as
caracteristicas vegetativas e de producdo de biomassa, em comparacdo a Jamb-03 e Jamb-17
(Tabelas 10 e 11). Estes resultados sugerem que Jamb-16 possui elevada capacidade de
crescimento, associada a maior assimilacdo de CO, das plantas, com alta producdo de
fotoassimilados, resultando em acimulo de biomassa.

Com base nesses achados, verificamos que as variedades locais de jambu manifestaram
respostas distintas, pois A. oleracea apresentou menor CRP e aproximadamente 112% menos
MFPA e 182% menos MSPA, em comparagdo a A. ciliata (Tabela 5). Diferencas assim
subsidiam a escolha a nivel de campo, alinhando as caracteristicas das variedades de jambu ao
objetivo de producao.

Além do mais, observamos que Jamb-16 sempre produziu maior NRS, diferindo de
Jamb-03 e Jamb-17, sendo esta variavel importante na separacdo dos tratamentos pela PCA
(Figura 10). Além da diferenca entre espécies, nos parece que Jamb-16 possui forte distincéo
morfolégica, ligado a genética do material, ja que o padrdo entre plantas bioestimuladas e ndo
bioestimuladas foi 0 mesmo. Isso nos mostra que caracteristicas coordenadas por fatores
fenotipicos ou genéticos proporcionam resultados com diferengas pequenas ou inexistentes para
alguns genotipos, quando tratados com Trichoderma spp. (Silva et al., 2022).

Em relagdo a PROD e PRODMS, obteve-se 0 mesmo padrdo de aumento em Jamb-16,
com maior produtividade de massa por metro quadrado. Devido essa capacidade mais intensa
de desenvolvimento vegetativo, as diferencas de A. ciliata em relacdo as variedades de A.
oleracea foi de aproximadamente 3,4 kg de massa fresca e 0,4 kg de massa seca produzida por
metro quadrado, resultados estes refletidos nas produtividades de parte aérea (Tabela 11). O
incremento em produtividade em Jamb-16 pode ser um atrativo interessante a nivel industrial

para extracdo de metabdlitos secundarios, visto que se otimiza o rendimento por area.
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Na PCA, os tratamentos Jamb16-MIX e Jamb16-IBLF006 foram os mais influenciados
pelos vetores de PROD e PRODMS, destacando-se dos demais tratamentos (Figura 10).
Quando comparamos o0s pares Jambl6-MIX e Jambl6-IBLF 1236, observamos que a
bioestimulacdo com MIX promoveu incremento de aproximadamente 53% na PROD e 55% na
PRODMS, comparado a bioestimulagdo com IBLF 1236 (Tabela 11). A diferenga nos valores
constata que areas cultivadas com a variedade Jamb-16 bioestimuladas com MIX, podem gerar
ganhos de até 2,66 kg na PROD e 260 g em PRODMS por metro quadrado, em comparacgéo a
inoculagbes com IBLF 1236, sendo ambos os bioestimulantes compostos pela espécie T.
asperellum.

Resultados distintos foram observados para a PRODINF e PRODINFMS, onde Jamb-
03 bioestimulada com MIX apresentou maiores produtividades (Tabela 11). Além disso, 0s
demais tratamentos compostos por Jamb-03 também proporcionaram produtividades de massa
de inflorescéncias elevadas, tornando evidente o potencial genético desta variedade na producgéo
de inflorescéncias. Ao avaliarmos o incremento de Jamb03-MIX em relacdo as outras
variedades, observamos que houve incremento de 175% em PRODINF e 181% em
PRODINFMS, quando comparado a Jamb17-MIX, ja para Jamb16-MIX, a diferenca foi de
182% e 97% para PRODINF e PRODINFMS, respectivamente.

Ressaltamos que, embora Jamb-17 e Jamb-03 sejam a mesma espécie, suas
inflorescéncias possuem menor comprimento e largura, refletindo na diferenca em
produtividade. Quanto a Jamb-16, morfologicamente, suas inflorescéncias possuem capitulos
menores e com menor massa, padrdo observado em A. ciliata. Portanto, para campos de
producdo onde o produto de interesse sejam as inflorescéncias, Jamb-03 pode ser indicado.

Os resultados elevados em PRODINF e PRODINFMS obtidos para Jamb03-MIX
podem ter estreita relacdo com os valores observados em A e Ci nesta variedade. Verificamos
gue aumentos no Ci representaram reducdo na taxa de A, revelando uma possivel remobilizacédo
de reservas armazenadas no decorrer da fase reprodutiva, levando a reorganizacdo de todo
aparato fotossintético, com direcionamento energético a producdo de inflorescéncias, e
estabilizacdo no uso de CO- interno (Taiz et al., 2017; Sampaio et al., 2022).

A bioestimulacdo com MIX, por acelerar o desenvolvimento vegetativo de Jamb-03 em
fase de muda (ensaio I), pode ter possibilitado a antecipagdo no acumulo de reservas, de modo
que Jamb03-MIX apresentou menores valores de DPF, com maior Ci e menor A, reflexos da
intensa remobilizacdo para as inflorescéncias, consideradas 6rgdos dreno. Sampaio et al. (2022)

também verificaram que em plantas de A. oleracea com precocidade de florescimento, houve
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baixa taxa de A e elevado Ci, comportamento inverso ao de A. ciliata, que apresentou emissao
tardia de botdes florais. Estes resultados sustentam a hipdtese levantada em nossa pesquisa para
0 jambu, com rapido acumulo e remobilizacdo de reservas em plantas que iniciam a fase

reprodutiva mais cedo.

3.4.6 Contetdo de espilantol

A producdo de bioativos derivados do metabolismo secundario, como o espilantol, é
amplamente coordenada por caracteristicas genéticas, fisioldgicas e ambientais (Santos, 2020).
Portanto, a interagdo com fatores bioGticos e/ou abidticos pode modificar ou ndo as
concentragcfes deste metabolito, ja que a predisposicdo genética influencia no metabolismo
secundario.

Nossos resultados mostraram que os extratos metandélicos das inflorescéncias, para 0s
tratamentos bioestimulados com MIX, nas variedades Jamb-03 e Jamb-16, ndo apresentaram
respostas superiores ao tratamento ndo bioestimulado (Tabela 12). Por outro lado, a anélise dos
cromatogramas permitiu obsercar influéncia da bioestimulacdo em Jamb-17, verificado pela
diferenca de tamanho nos picos, sugerindo que as alteracbes no ambiente de cultivo promovem
modificacbes na biossintese de espilantol. Ao associar este resultado com a precocidade no
florescimento e aumento nas produtividades de inflorescéncias (PRODINF e PRODINFMS)
em Jamb-17 bioestimulada com MIX, podemos predizer maior rendimento no contetido de
espilantol, em comparacédo a Jamb17-AD.

O comportamento observado em Jamb-17 pode estar relacionado com a producdo de
aminoacidos precursores de espilantol na rota do &cido chiquimico, pois inoculagcGes com
Trichoderma spp. influenciam no conteudo e diversidade de aminoécidos, promovendo a
formacéo de compostos nitrogenados (Wu et al., 2018; Formisano et al., 2021;). Possivelmente,
a producdo de aminoacidos em Jamb17-MIX ndo foi utilizada majoritariamente na sintese de
proteinas para remobilizacdo na fase reprodutiva, em razdo do menor tamanho e massa dos
orgdos dreno (inflorescéncias), em relagdo a Jamb-03, conforme ¢é preconizado por Taiz et al.
(2017). onde drenos de menor biomassa demandam por menos fotoassimilados para o
desenvolvimento, com isso, a biodisponibilidade de aminoécidos pode ter favorecido a rota
metabdlica para sintese de espilantol.

Assim, modificacbes no ambiente de cultivo que alterem as quantidades de compostos
bioativos, vem sendo uma estratégia adotada em cultivos de jambu, com grande foco no

espilantol, em razdo das inimeras potencialidades do composto (Barbosa et al., 2016). Vieira
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et al. (2021), verificaram incremento na producéo de espilantol ao cultivarem jambu em vaso,
associando fungos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus clarus e Claroideoglomus
etunicatum) com doses de fosforo (30 e 60 mg/kg de solo). No mesmo contexto de incremento,
Sampaio et al. (2024), obtiveram melhores respostas em cultivo de jambu hidropdnico,
utilizando concentragdes de 17 mmol L de nitrogénio, com 25,4% a mais de espilantol nas
inflorescéncias, em relagio a menor concentracéo de nitrogénio (11 mmol L™).

A baixa diferenca para as concentracdes de espilantol nas variedades Jamb-03 e Jamb-
16 entre as plantas bioestimuladas e ndo bioestimuladas com MIX, podem estar relacionadas a
ligacdo do metabolismo priméario com o desenvolvimento vegetativo e acimulo de biomassa,
visto que as rotas metabdlicas sdo associadas (Taiz et al., 2017; Santos, 2020), possivelmente
havendo maior alocacdo de metabolitos primarios para a producdo de massa da parte aérea em
Jamb-16 e massa de inflorescéncias em Jamb-03. No entanto, estes resultados s&o satisfatorios,
quando se avalia o rendimento final de espilantol extraivel.

Em trabalho de Sut et al. (2020), avaliando a influéncia de bioestimulantes vegetais
(extrato de algas, triacontanol e extrato de tecidos vegetais) no crescimento, biomassa de
inflorescéncias e producao de alquilamidas em plantas de jambu cultivadas sob campo aberto,
observaram acréscimo no desenvolvimento vegetativo e producdo de biomassa, porém a
concentracdo de bioativos, dentre eles, o espilantol, ndo variou significativamente entre 0s
tratamentos bioestimulados e os controles. Esses resultados revelam que a modificacdo do
ambiente de cultivo com bioestimulantes pode manifestar efeitos mais bem definidos nas

caracteristicas agronémicas da planta, semelhante ao encontrado nesta pesquisa.

3.5 Concluséo

A inoculacdo de Trichoderma spp. no cultivo de variedades locais de jambu estimula o
desenvolvimento vegetativo em fase de muda, com acréscimos em altura e diametro do coleto,
com efeitos mais evidentes na variedade Jamb-03 bioestimulada com MIX.

Nossa pesquisa também mostrou que o pool de T. asperellum auxiliou na precocidade
de florescimento da variedade Jamb-17, assim como teve efeitos diretos na maior produtividade
de inflorescéncias em Jamb-03. A bioestimulacéo de Jamb-16 com IBLF 006 e MIX influenciou
na osmorregulagéo e no aumento da produtividade de biomassa fresca e seca na colheita, tanto
da parte aérea quanto das inflorescéncias.

Os teores de espilantol nas inflorescéncias apresentaram incremento direto somente na

variedade Jamb-17 bioestimulada com MIX, porém em Jamb-03 a maximizagdo na
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produtividade de inflorescéncias pelo bioestimulante possibilita alto rendimento de espilantol
total.

Portanto, verificamos que as respostas foram condicionadas fortemente pela interacao
Trichoderma-planta, dependentes da variedade de jambu ou do bioestimulante utilizado, com
diferencas na magnitude da bioestimulag¢do. Logo, o uso de Trichoderma spp. como indutor de
crescimento e produtividade pode ser indicado como estratégia de manejo agricola em cultivos
de jambu na Amazonia.

No entanto, € necessario pesquisas para o estabelecimento de doses e formas de
inoculagdo em jambu, tendo em vista que ndo ha bioestimulante registrado para a cultura. Além
disso, o conhecimento do nivel de colonizacdo entre a cepa de Trichoderma spp. e a variedade

de jambu é essencial para a selecdo de cepas potencialmente efetivas.
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4 CONSIDERAC}@ES FINAIS

As diferentes estratégias de modificacdo no ambiente de cultivo apresentam relevante
papel na agricultura moderna, principalmente pela dindmica de interacfes das culturas com
fatores bioticos e abidticos do meio. Por isso, esta pesquisa tem impacto na contribuicdo de
novos conhecimentos, ao iniciar a validagéo de resultados da bioestimulagdo de Trichoderma
spp. em variedades locais de jambu, sendo avaliado tanto a indugdo no crescimento como 0s
desdobramentos dos efeitos na produtividade e concentracdo de espilantol.

Os achados mostraram que Trichoderma spp. estabeleceu relacdo mutualistica com as
variedades de jambu, porém apresentando variagdes nos efeitos observados, sendo verificados
maiores incrementos no desenvolvimento vegetativo e acimulo de biomassa. Além disso, as
concentracdes de espilantol foram potencializadas pds-inoculacdo, revelando modulacgdes nas
rotas de biossintese de metabdlitos secundarios, mas gque, no entanto, carecem de pesquisas
direcionadas as avaliagdes metabolicas em jambu.

Assim, os dados validados permitem somar no desenvolvimento da cadeia produtiva de
jambu, ndo somente a nivel de mercado regional, mas com potencial para industria, tendo em
vista que maior rendimento de biomassa e espilantol geram incentivo a producdo em larga
escala da cultura. Logo, esta pesquisa promove 0 desenvolvimento produtivo e social na

Amazonia.
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