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RESUMO 

 

 
 
 
BALDOTTO, Lílian Estrela Borges; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro; Agosto de 2009; CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL 
E FISIOLÓGICA DA INTERAÇÃO ENTRE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS 
EPIFÍTICAS E ENDOFÍTICAS COM ABACAXIZEIRO CULTIVAR VITÓRIA 
DURANTE A ACLIMATIZAÇÃO; Orientador: Prof. Ricardo Bressan-Smith; Co-
orientador: Prof. Fábio Lopes Olivares; Conselheiro: Prof. Alexandre Pio Viana. 
 

Apesar das vantagens de produção de mudas sadias e uniformes de abacaxizeiro 

por propagação in vitro, a necessidade de um longo período de aclimatização 

onera essa prática agrícola. A inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas e 

epifíticas em conjunto com ácidos húmicos poderia ser uma estratégia viável na 

aclimatização de abacaxizeiros, tendo em vista o potencial de promoção de 

crescimento e de melhoria na eficiência de uso de nutrientes, diminuindo o tempo 

necessário para a transferência das mudas para as condições de campo. Os 

objetivos neste trabalho foram: (i) avaliar o potencial de 20 estirpes de bactérias 

diazotróficas endofíticas ou epifíticas em solubilizar fosfato de cálcio e óxido de 

zinco, sintetizar compostos indólicos e possuírem atividade antagônica ao fungo 

Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento 

da planta e o conteúdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta 

à inoculação bacteriana durante a aclimatização e, posteriormente, selecionar as 

estipes promissoras para programas de desenvolvimento de inoculantes e 

biofertilizantes; (iii) caracterizar estruturalmente a interação entre a bactéria 

marcada com gfp Herbaspirillum seropedicae RAM10 e plântulas do abacaxizeiro 

‘Vitória’; (iv) avaliar as características anatômicas da lâmina foliar, o teor de 

pigmentos fotossintéticos, o crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes 

foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de diferentes doses de 
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ácidos húmicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro durante a 

aclimatização; (v) avaliar o crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes 

foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação conjunta de ácido 

húmico de vermicomposto e bactérias promotoras de crescimento selecionadas 

(Burkholderia spp.) durante a aclimatização. As bactérias diazotróficas diferiram 

na capacidade de sintetizar indol, solubilizar óxido de zinco e fosfato de cálcio e 

atuar antagonicamente ao Fusarium. Com auxílio da análise multivariada, foi 

possível diferenciar os tratamentos e gerar critérios para selecionar as estirpes 

promissoras (UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 117221 e UENF 114111) 

com base nas características de crescimento e nutricionais do abacaxizeiro 

‘Vitória’. Os passos da interação entre a bactéria diazotrófica endofítica 

Herbaspirillum seropedicae RAM10 e o abacaxizeiro ‘Vitória’ foram caracterizados 

por meio de microscopia ótica de campo claro, microscopia de fluorescência e 

microscopia eletrônica de varredura: 1) colonização epifítica nas raízes sob os 

pêlos e nas junções das células epidérmicas, na parte aérea nas flanges 

cuticulares, tricomas, complexos estomáticos; 2) penetração radicular através das 

cavidades formadas pelo rompimento das células epidérmicas durante a 

emergência de raízes laterais, na parte aérea através dos ostíolos; 3) colonização 

endofítica nas raízes nos espaços intercelulares do parênquima cortical, na parte 

aérea nas câmaras sub-estomáticas e espaços intercelulares do parênquima 

clorofiliano; 4) formação de biofilmes no rizoplano e filoplano. O ácido húmico 

isolado de vermicomposto se mostrou mais bioativo do que o de torta de filtro, 

uma vez que promoveu incrementos no crescimento, no acúmulo de nutrientes e 

na relação clorofila a / clorofila b do abacaxizeiro ‘Vitória’ com menor dose 

aplicada (15 mmol L-1 de C). O uso conjunto de ácido húmico de vermicomposto e 

bactérias selecionadas (Burkholderia spp.) promoveram os maiores incrementos 

no crescimento da planta e nos conteúdos foliares de N, P, K, Ca e Mg do 

abacaxizeiro ‘Vitória’. A promoção do crescimento das mudas de abacaxizeiro 

propagadas in vitro pela aplicação conjunta de bactérias selecionadas e ácidos 

húmicos pode melhorar a adaptação das plântulas ao ambiente ex vitro, 

reduzindo o período de aclimatização. 

 

Palavras-chave:  fruticultura, cultura de tecidos, nutrição mineral, bactérias 

promotoras de crescimento de plantas, proteína verde fluorescente, substâncias 

húmicas, inoculante. 
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ABSTRACT 

 

 
 
 
BALDOTTO, Lílian Estrela Borges; D.Sc., Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro, August 2009; STRUCTURAL AND PHYSIOLOGICAL 
CHARACTERIZATION OF THE INTERACTION OF EPIPHYTIC AND 
ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA WITH PINEAPPLE CULTIVAR 
VITÓRIA DURING ACCLIMATIZATION; Adviser: Prof. Ricardo Bressan-Smith; 
Co-adviser: Prof. Fábio Lopes Olivares; Committee member: Prof. Alexandre Pio 
Viana. 
 

Despite the advantages of the healthy, uniform pineapple plantlets produced in 

vitro, this agricultural practice is rather costly due to the long acclimatization 

period. The inoculation of diazotrophic endophytic and epiphytic bacteria 

combined with humic acids could be a viable strategy for a better pineapple 

acclimatization, in view of the potential to promote growth and enhance nutrient 

uptake efficiency, reducing the time until the plantlets can be transferred to the 

field. The objectives of this study were to (i) evaluate the potential of 20 

diazotrophic endophytic and epiphytic bacteria strains in terms of solubilizing 

calcium phosphate and zinc oxide, synthesize indoles and be antagonistic to 

Fusarium subglutinans f. sp. ananas, in in vitro tests, (ii) evaluate plant growth and 

leaf nutrient contents of 'Vitória’ pineapple in response to bacterial inoculation 

during acclimatization and then select promising strains for inoculant and 

biofertilizer programs, (iii) structurally characterize the interaction of bacteria with 

GFP-marked Herbaspirillum seropedicae RAM10 and ‘Vitória’ pineapple plantlets, 

(iv) evaluate the anatomical leaf characteristics, photosynthetic pigment content, 

plant growth and foliar nutrient accumulation in ‘Vitória’ pineapple in response to 

the application of different doses of humic acids isolated from vermicompost and 

filter cake during acclimatization, (v) evaluate plant growth and leaf nutrient 



 

 x 

accumulation of ‘Vitória’ pineapple in response to the combined application of 

humic acid from vermicompost and selected growth-promoting bacteria 

(Burkholderia spp.) during acclimatization. The diazotrophic bacteria differed in 

their ability to synthesize indole, solubilize zinc oxide and calcium phosphate and 

to be antagonistic to Fusarium. The treatments could be differentiated by 

multivariate analysis and criteria were established to select promising strains 

(UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 117221, and UENF 114111), based on 

the growth and nutrient characteristics of the pineapple ‘Vitória'. The steps of the 

interaction between the diazotrophic endophytic bacterium Herbaspirillum 

seropedicae RAM10 and pineapple ‘Vitória’ were characterized by bright-field 

microscopy, fluorescence microscopy and scanning electron microscopy: 1) 

epiphytic root colonization under the hairs and junctions of epidermal cells; in the 

junctions of epidermal cells, trichomes and stomatal complexes of shoots, 2) root 

penetration through the cavities formed by the disruption of the epidermal cells 

during the emergence of lateral roots; in the shoot through the ostia, 3) endophytic 

root colonization in the intercellular spaces of the cortical parenchyma; foliar  

colonization in the sub-stomatal chambers and intercellular spaces of the 

chlorophyll parenchyma, 4) formation of biofilms on the rhizoplane and 

phylloplane. Humic acid isolated from vermicompost was more bioactive than filter 

cake, since it promoted increases in growth, nutrient uptake and the ratio 

chlorophyll a / chlorophyll b in pineapple ‘Vitória’ even at the lowest rate (15 mmol 

L-1 C). The combined use of vermicompost humic acid and selected bacteria 

(Burkholderia spp.) resulted in the greatest increases in plant growth and highest 

foliar contents of N, P, K, Ca and Mg in pineapple ‘vitória’. The growth of in vitro 

pineapple plants can be promoted by application of selected bacteria and humic 

acids to improve the adaptation of plantlets to ex vitro conditions, reducing the 

acclimatization period.  

 

Keywords:  fruit culture, tissue culture, mineral nutrition, plant growth-promoting 

bacteria, green fluorescent protein, humic substances, inoculant. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A fruticultura representa um setor estratégico do agronegócio brasileiro, 

com um superávit de US$ 267 milhões em 2003 (MAPA, 2009), gerando 

empregos por todo país. Dentre as frutas tropicais, o abacaxi se destaca, não 

apenas pelo aroma e sabor acentuado, apreciado em todo o mundo, mas também 

pela rentabilidade da cultura. Em 2007, o rendimento da abacaxicultura brasileira 

foi de 24.820 frutos por hectare, com uma área colhida de 71.886 hectares (IBGE, 

2009). 

Dentre os principais entraves para a contínua expansão da 

abacaxicultura, está a escassez de mudas isentas de pragas e doenças e de 

tamanho homogêneo. Como alternativa, a propagação in vitro do abacaxizeiro já 

está bem estabelecida (Teixeira et al., 2001), resultando na produção de uma 

maior quantidade de propágulos sadios e uniformes em um espaço reduzido. No 

entanto, a produção de mudas de abacaxizeiro in vitro ainda não é realizada 

comercialmente em grande escala, devido, entre outros fatores, ao longo período 

necessário de aclimatização. 

O período de aclimatização do abacaxizeiro é considerado crítico devido 

à lentidão do crescimento do sistema radicular e da parte aérea, ao menor 

espessamento da cutícula e das paredes periclinais externas das células 

epidérmicas e menor densidade estomática (Barboza et al., 2006). A redução da 

umidade do ar e da disponibilidade de nutrientes durante a aclimatização são 
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também componentes limitantes para o abacaxizeiro, aumentando sua 

susceptibilidade a variações ambientais drásticas e ao ataque de pragas. 

Nesse contexto, a elucidação dos mecanismos estruturais e fisiológicos 

da interação entre bactérias endofíticas e epifíticas com o abacaxizeiro é 

almejada, pois esses microrganismos podem promover o crescimento e proteção 

vegetal por meio de diferentes ações como, por exemplo, pela fixação biológica 

de nitrogênio, produção de fitohormônios, solubilização de fosfatos e ação 

antagônica a patógenos (Sturz et al., 2000). Logo, a inoculação de bactérias 

promotoras de crescimento e proteção vegetal em mudas propagadas in vitro de 

abacaxizeiro poderia acelerar o crescimento da planta e proporcionar a 

diminuição do período de aclimatização. 

Além disso, nas regiões de clima tropical, a agricultura apresenta fatores 

limitantes como a baixa disponibilidade natural de N e P nos solos. O 

conhecimento da associação entre plantas e bactérias que possam solubilizar e 

disponibilizar esses nutrientes auxiliará no desenvolvimento de sistemas de 

manejo mais sustentáveis, já que a obtenção destes insumos necessita um alto 

gasto energético ou de jazidas não renováveis.  

Nessa direção, a formulação de inoculantes e biofertilizantes contendo 

bactérias selecionadas para promoção de crescimento e proteção de plantas, em 

conjunto com frações bioativas de matéria orgânica na forma de ácidos húmicos, 

pode ser uma alternativa para redução dos custos de produção com base na 

maior eficiência de crescimento e nutricional. Notadamente, os ácidos húmicos 

favorecem o crescimento das plantas, estimulando o desenvolvimento do sistema 

radicular e o acúmulo de nutrientes (Chen et al., 2004). Portanto, a possibilidade 

de agregar valor em propágulos de abacaxizeiro ao inoculá-los com estirpes 

selecionadas e ácidos húmicos, supostamente dotará a abacaxicultura de maior 

competitividade na produção e comercialização de seus produtos agrícolas. 

Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se: (i) avaliar o potencial 

de 20 estirpes de bactérias diazotróficas em solubilizar fosfato de cálcio e óxido 

de zinco, sintetizar compostos indólicos, possuírem atividade antagônica ao fungo 

Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento 

da planta e o conteúdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta 

à inoculação bacteriana durante a aclimatização e, posteriormente, selecionar as 

estipes promissoras; (iii) caracterizar estruturalmente a interação entre a bactéria 
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marcada com gfp Herbaspirillum seropedicae RAM10 e plântulas do abacaxizeiro 

‘Vitória’; (iv) avaliar as características anatômicas da lâmina foliar, o teor de 

pigmentos fotossintéticos, o crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes 

foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de diferentes doses de 

ácidos húmicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro durante a 

aclimatização; (v) avaliar o crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes 

foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação conjunta de ácido 

húmico de vermicomposto e bactérias promotoras de crescimento selecionadas 

(Burkholderia spp.) durante a aclimatização. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

 

2.1. A Cultura do abacaxizeiro 

 

2.1.1. Origem e classificação botânica 

 

 O abacaxizeiro é uma planta herbácea pertencente ao: 

Reino Plantae; 

Divisão Magnoliophyta; 

Classe Liliopsida; 

Ordem Poales; 

Família Bromeliaceae; 

Gênero Ananas; 

Espécie Ananas comosus (L.) Merril. 

 O centro de origem do gênero Ananas corresponde às regiões Sudeste e 

Centro-Oeste do Brasil, Norte da Argentina e do Paraguai, localizada na área 

entre 15 ºN a 30 ºS de latitude e 40 ºL a 60 ºW de longitude (Collins, 1960). 

 O Brasil é considerado um dos principais centros de diversidade genética 

do abacaxizeiro, pois todas as formas cultivadas e várias formas silvestres são 

encontradas em diferentes regiões brasileiras (Ferreira & Cabral, 1993). Apesar 

da variabilidade genética existente, a cultura do abacaxi se restringe a poucas 

cultivares, tornando a cultura vulnerável à ocorrência de fatores bióticos e 

abióticos adversos (Cabral et al., 1999).  



 

 

5 

 As cultivares de abacaxizeiro mais plantadas no mundo estão reunidas nos 

grupos Cayenne, Spanish, Queen, Pernambuco e Perolera. Tais grupos se 

diferenciam principalmente em relação ao número de filhotes, comprimento das 

folhas, presença de espinhos, comprimento do pedúnculo, peso médio do fruto, 

coloração da polpa, teor de açúcar e acidez (Manica, 1999; D’Eeckenbrugge & 

Leal, 2003). 

 A cultivar Pérola, pertencente ao grupo Pernambuco, apresenta hábito de 

crescimento ereto, folhas com espinhos nos bordos, produz muitas mudas do tipo 

filhote. O seu fruto é cônico, com polpa branca, rica em açúcares e com acidez 

moderada. A cultivar Pérola é tolerante à murcha provocada por cochonilha 

(Dysmicoccus brevipes) (Cunha & Cabral, 1999). 

 A cultivar Smooth Cayenne, pertencente ao grupo Cayenne, apresenta 

porte semi-ereto, folhas sem espinho nos bordos, produz poucas mudas do tipo 

filhote. O seu fruto é cilíndrico, com polpa amarela, rica em açúcar e com acidez 

moderada. É sensível à murcha associada à cochonilha (Cunha & Cabral, 1999). 

 No Brasil, as cultivares mais plantadas são Pérola e Smooth Cayenne, 

ambas suscetíveis a fusariose, doença causada pelo fungo Fusarium subglutinans 

f. sp. ananas (Ventura et al., 1993) e que representa o principal problema 

fitossanitário da abacaxicultura no país (Cunha & Cabral, 1999; Manica, 1999). O 

fato de as cultivares mais plantadas serem suscetíveis à fusariose e constituírem 

base genética estreita dificulta os programas de melhoramento (Py et al., 1984).  

 Para minimizar o problema da fusariose várias medidas têm sido estudadas 

como controle cultural, controle químico e o melhoramento genético visando 

resistência à fusariose. O uso de cultivares de abacaxizeiro resistentes é uma das 

alternativas mais viáveis para o controle da doença (Matos & Cabral, 1988; Matos 

et al., 1991).  

 A Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical começou, em 1984, um 

programa de melhoramento genético do abacaxizeiro visando desenvolver 

cultivares resistentes à fusariose com características comerciais. Foram 

selecionadas as variedades Perolera, Primavera e Roxo-de-tefé como parentais 

resistentes e cruzadas com as cultivares comerciais suscetíveis Pérola e Smooth 

Cayenne (Cabral, 1999). Como resultado desse trabalho, foi lançada, em 2003, a 

cultivar Imperial, híbrido resultante do cruzamento de Perolera (resistente) com 

Smooth Cayenne (suscetível, comercial). Esse genótipo resistente à fusariose, 
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não possui espinhos nos bordos da folha, facilitando o manejo pelos produtores, 

além de minimizar a ocorrência de ferimentos no contato entre plantas, que 

usualmente formam aberturas passíveis de penetração por patógenos. O seu 

fruto possui polpa amarela, com elevados teores de açúcar (Cabral & Matos, 

2003). 

 Em 2006, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em parceria com o 

Instituto Capixaba de Pesquisa Assistência Técnica e Extensão Rural, lançaram a 

cultivar Vitória, também resistente à fusariose e apresentando como 

características folhas sem espinhos, frutos cilíndricos com casca amarelada, 

polpa branca com elevado teor de açúcar e bom perfilhamento (INCAPER, 2006), 

caracteres promissores para aceitação por produtores e consumidores. 

 

2.1.2. Métodos de propagação 

  

 O sistema de reprodução do abacaxizeiro pode ser definido pela 

coexistência de um sistema sexual alógamo e funcional e de um sistema de 

propagação assexual dominante (Cabral et al., 1999). Logo, a propagação é 

predominantemente vegetativa e a propagação seminífera é restrita aos 

programas de melhoramento (Teixeira et al., 2001).    

 Para implantação dos abacaxizais, a propagação vegetativa ocorre por 

meio de mudas do tipo plântula (muda obtida a partir de gemas de seções do 

caule ou por cultura de tecidos), filhote (brotação do pedúnculo), filhote-rebentão 

(brotação da região da inserção do pedúnculo no caule), rebentão (brotação do 

caule) e coroa (brotação do ápice do fruto) (Reinhardt & Cunha, 1999; 

D’Eeckenbrugge & Leal, 2003). 

 A sanidade e uniformidade do material propagativo são fundamentais para 

o sucesso da cultura do abacaxi, pois evita a ocorrência de fusariose, fator 

limitante, que drasticamente reduz a produtividade e qualidade dos frutos 

(Reinhardt & Cunha, 1999; Teixeira et al., 2001). Com exceção das mudas 

propagadas por cultivo in vitro, todos os outros tipos de mudas apresentam difícil 

controle fitossanitário. 

 Dentro desse contexto, a produção de mudas de abacaxizeiro via cultura 

de tecidos é uma alternativa promissora para elevar a qualidade e a produtividade 

da abacaxicultura. Dentre as vantagens da produção de mudas in vitro de 
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abacaxizeiro, destacam-se: alto vigor e uniformidade das mudas, controle de 

pragas e doenças, mudas enraizadas e precisão no estabelecimento de 

cronogramas de produção e comercialização (Teixeira et al., 2001). No entanto, a 

propagação in vitro do abacaxizeiro ainda tem se demonstrado onerosa, devido à 

necessidade de instrumentos e infra-estrutura adequada, demanda por pessoal 

capacitado e, principalmente, ao longo período de aclimatização em casa de 

vegetação (Teixeira et al., 2001). 

 A metodologia de produção in vitro de mudas de abacaxizeiro já é bem 

estabelecida (Guerra et al., 1999; Teixeira et al., 2001; Almeida et al., 2002; 

Barboza et al., 2004) e pode ser resumida cronologicamente nas seguintes 

etapas: estabelecimento do estoque de plântulas a partir de gemas axilares (2 a 3 

meses), multiplicação das gemas (3 a 5 meses), enraizamento (2 meses), 

aclimatização (6 a 8 meses), totalizando, em média, 13 a 18 meses (Teixeira et 

al., 2001).  

 O longo período de aclimatização é necessário, pois plantas crescidas in 

vitro de abacaxizeiro apresentam características anatômicas e fisiológicas 

desfavoráveis para enfrentar as condições edafoclimáticas no campo, como, por 

exemplo, metabolismo heterotrófico (Moreira, 2001), menor espessamento da 

cutícula e das paredes periclinais externas das células epidérmicas e menor 

densidade estomática (Barboza et al., 2006). Além disso, as condições de alta 

umidade e alto teor de nutrientes tornam as mudas suscetíveis ao ataque de 

pragas, patógenos e estresses abióticos. Portanto, o longo período de 

aclimatização representa um entrave à produção de mudas propagadas in vitro de 

abacaxizeiro. Estudos que visam traçar estratégias para reduzir tal período 

poderiam alavancar o uso comercial dessa tecnologia. 

Diversos estudos têm sido realizados objetivando diminuir o período de 

aclimatização do abacaxizeiro, como o intuito de acelerar o crescimento da planta, 

como, por exemplo, aplicação foliar de macro e micronutrientes (Moreira et al., 

2007; Bregonci et al., 2008), aplicação de reguladores de crescimento (Catunda et 

al., 2008), tipos de recipientes usados no enraizamento (Souza Júnior et al., 2001; 

Bregonci et al., 2008) e de substratos (Souza Júnior et al., 2001; Weber et al., 

2003; Moreira et al., 2006; Catunda et al., 2008) e a inoculação de bactérias 

promotoras de crescimento e proteção vegetal (Mello et al., 2002; Weber et al., 

2003). 



 

 

8 

 O cultivo in vitro minimiza a ação de patógenos, mas também minimiza a 

ação da microbiota benéfica que auxilia no crescimento e proteção das plantas 

(Nowak et al., 1998). A seleção e reintrodução de isolados bacterianos endofíticos 

e epifíticos promotores de crescimento e proteção vegetal em mudas 

micropropagadas de abacaxizeiro pode se tornar uma alternativa viável para 

reduzir o período de aclimatização (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003a; Weber 

et al., 2003b).  

 Weber et al. (2003b), por exemplo, verificaram que a inoculação de 

Burkholderia cepacia AB213 em plântulas de a cultivar Smooth Cayenne 

incrementou em 15 % a matéria seca da parte aérea. O efeito benéfico da 

associação entre bactéria e abacaxizeiro também foi verificado na interação entre 

a bactéria Asaia bogorensis e plântulas da cultivar Cayenne Champac. Após 

quatro meses de aclimatização os abacaxizeiros já estavam aptos para o 

transplante no campo (Weber et al., 2003a).  

 Mello et al. (2002) verificaram que a aplicação de uma mistura de isolados 

bacterianos endofíticos promoveu o aumento da biomassa de mudas 

micropropagadas da cultivar Pérola, também reduzindo o período de 

aclimatização.  

  

2.1.3. Aspectos nutricionais 

  

 O estado nutricional do abacaxizeiro tem grande influência no crescimento 

e desenvolvimento da planta e, consequentemente, na tolerância a fatores 

bióticos e abióticos, proporcionando incrementos na produtividade e qualidade 

dos frutos (Malézieux & Bartholomew, 2003). 

 A abacaxicultura é muito exigente em nutrientes quando comparada com 

outras culturas comerciais (Aquino et al., 1986). Em média, as quantidades de 

NPK extraídas pelo abacaxizeiro, considerando diferentes autores, são de 178 kg 

ha-1 de N, 21 kg ha-1 de P e 445 kg ha-1 de K (Souza, 1999). As extrações de 

macronutrientes pelo abacaxizeiro, em ordem decrescente, são: K, N, Ca, Mg, S e 

P; dos micronutrientes: Mn, Fe, Zn, B, Cu e Mo (Malavolta, 1982; Souza, 1999). 

 N e K, os nutrientes mais exigidos pelo abacaxizeiro (Malavolta, 1982; 

Paula et al., 1998; Souza, 1999; Malézieux & Bartholomew, 2003; Ramos, 2006), 

influenciam, respectivamente, no tamanho e qualidade dos frutos (Souza, 1999). 
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Plantas com deficiência de N crescem lentamente, atrasam a floração, 

apresentam folhas estreitas, pequenas e em quantidade reduzida (Manica, 1999). 

Os frutos são menores (Gonçalves & Carvalho, 2000; Ramos, 2006), mais ácidos 

(Paula et al., 1998; Malézieux & Bartholomew, 2003) e podem apresentar 

descoloração da polpa (Ramos, 2006). Em situações extremas as plantas podem 

apresentar clorose generalizada e necrose no ápice das folhas mais velhas 

(Ramos, 2006). 

 A adubação é a forma dominante de fornecimento de N. No entanto, a 

presença de bactérias endofíticas fixadoras de nitrogênio, também denominadas 

bactérias diazotróficas, já foi relatada no abacaxizeiro (Weber, 1999; Tapia-

Hernández et al., 2000). A otimização da interação entre bactérias diazotróficas e 

planta hospedeira pode proporcionar incrementos na produtividade, como já tem 

sido demonstrado para outras espécies vegetais (Boddey et al., 2003). A 

minimização da aplicação de adubos nitrogenados representa uma economia aos 

produtores e ao ambiente, uma vez que a produção desses insumos requer um 

alto gasto energético. Além disso, a adubação nitrogenada apresenta baixa 

eficiência, devido às perdas de N por lixiviação e volatilização. 

 Com relação ao P, nutriente mais limitante em solos tropicais (Leal & 

Velloso, 1973; Novais & Smyth, 1999), este apresenta importância, 

principalmente, na fase de diferenciação floral e no desenvolvimento do fruto 

(Souza, 1999). A deficiência de fósforo acarreta a formação de frutos pequenos, 

com coloração avermelhada (Gonçalves & Carvalho, 2000; Ramos, 2006). 

Quando a deficiência é muito severa pode não ocorrer formação de frutos, 

rebentos e filhotes e pode ocorrer clorose acentuada nas folhas mais velhas 

(Manica, 1999). 

 Os microrganismos atuam no ciclo do P de várias maneiras, como, por 

exemplo, por meio da solubilização de fosfatos (Nautiyal, 1999; Rodríguez & 

Fraga, 1999; Gyaneshwar et al., 2002). Bactérias solubilizadoras de fosfatos são 

almejadas como inoculantes visando a incrementos na produção vegetal 

(Rodríguez & Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000; Gyaneshwar et al., 2002). Já foi 

demonstrada na literatura a relação entre bactérias solubilizadoras de fosfatos 

com a promoção de crescimento de plantas em diferentes interações, como por 

exemplo, Rhizobium leguminosarum em milho (Chabot et al., 1998), Azotobacter 
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chroococcum em trigo (Kumar & Narula, 1999) e Pseudomonas fluorescens em 

feijão (Katiyar & Goel, 2003). 

   

2.2. Bactérias promotoras de crescimento e proteção  de plantas 

 

As plantas podem ser consideradas microecossistemas complexos, 

possuindo diferentes habitats, explorados por bactérias benéficas, como as 

simbióticas, e por bactérias maléficas, como as fitopatogênicas.  

Há mais de 50 anos, diversos trabalhos têm demonstrado que as 

bactérias presentes endofiticamente, no interior das plantas (Hallmann et al., 

1997; Sturz et al., 2000; Lodewyckx et al., 2002), e epifiticamente, na superfície 

externa das plantas (Andrews & Harris, 2000; Baldotto & Olivares, 2008), podem 

ser isoladas de tecidos vegetais sadios, não estabelecendo de forma clara as 

interações simbióticas ou patogênicas.  

Recentemente, foi constatado que essas bactérias podem proporcionar 

vários benefícios aos seus hospedeiros, tais como a promoção do crescimento e 

proteção vegetal, maior resistência a condições de estresse biótico e abiótico, 

além de apresentarem amplo potencial biotecnológico (Sturz et al., 2000; Whipps, 

2001; Andrews & Harris, 2000; Zahir et al., 2003).   

 Os mecanismos de promoção de crescimento e proteção vegetal incluem 

ações diretas como a fixação biológica de nitrogênio (Baldani et al., 1997; Reis et 

al., 2000; Kennedy et al., 2004; KuKlinsky-Sobral et al., 2004), biossíntese de 

fitohormônios (Lucangeli & Bottini, 1997; Dobbelaere et al., 1999; Koening et al., 

2002; Patten et al., 2002; Arkhipova, 2005; Karadeniz et al., 2006), solubilização 

de fosfatos (Chabot et al., 1998; Kumar & Narula, 1999; Verma et al., 2001; 

Katiyar & Goel, 2003; KuKlinsky-Sobral et al., 2004), e ações indiretas como o 

controle biológico (May et al., 1997; Benhamoul et al., 1998; Kloepper et al., 1999; 

Alström, 2001; Siddiqui & Shaukat, 2003; Singh et al., 2004; Özaktan & Bora, 

2004; Han et al., 2005; Byrne et al., 2005), produção de sideróforos (Lodewyckx et 

al., 2002) e indução de resistência sistêmica na planta hospedeira (Kloepper et 

al., 1999; Jetiyanon & Kloepper, 2002).  

 A biossíntese de fitohormônios, como auxinas, que atuam em diversos 

processos como alongamento celular, formação de raízes laterais, 

desenvolvimento de frutos (Taiz & Zeiger, 1991), já foi relatada em bactérias dos 
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gêneros Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Erwinia, 

Glucanocetobacter, Herbaspirillum, Pantoea e Pseudomonas (Patten & Glick, 

1996; Fuentes-Raminrez et al., 1998; Bastián et al., 1998; Dobbelaere et al., 1999; 

Verma et al., 2001; Patten & Glick, 2002; Karadeniz et al., 2006; Tsavkelova, 

2006), logo é um mecanismo amplamente distribuído em bactérias associadas às 

plantas. 

 Outro fator importante associado à presença de bactérias endofíticas e 

epifíticas é a solubilização de fosfatos, que já foi relatada em bactérias dos 

gêneros Pseudomonas, Burkholderia, Rhizobium, Agrobacterium, Azotobacter e 

Erwinia (Goldstein et al., 1999; Rodriguez & Fraga, 1999; Rodriguez et al., 2000; 

Verma et al., 2001; Garg et al., 2001).  

 Alguns outros exemplos do uso de bactérias endofíticas e epifíticas na 

biotecnologia incluem a produção de antibióticos e outras moléculas bioativas 

(Sturz et al., 2000; Strobel, 2002). Tais mecanismos parecem estar intimamente 

relacionados aos efeitos antagônicos da microbiota benéfica contra os 

microrganismos patogênicos (Sturz et al., 2000). Adicionalmente, as bactérias 

endofíticas e epifíticas são aplicadas nos processos de bioremediação 

(Lodewyckx et al., 2002) e nas técnicas de transgenia (Baldani et al., 2002). 

 

2.3. Inoculantes e biofertilizantes 

  

 Bactérias endofíticas e epifíticas que promovem o crescimento e proteção 

de plantas podem, potencialmente, serem usadas nas formulações de inoculantes 

e biofertilizantes (Vessey, 2003; Bucher & Reis, 2008).  

 Segundo a legislação brasileira (Lei Nº 6.984 de 1980, regulamentada pelo 

Decreto Nº 4.954 de 2004), considera-se como inoculante o produto que contenha 

microrganismos com atuação favorável ao crescimento de plantas, entendendo-se 

como: (i) suporte: material excipiente e esterilizado, livres de contaminantes 

segundo os limites estabelecidos, que acompanha os microrganismos e tem a 

função de suportar ou nutrir, ou ambas as funções, o crescimento e a 

sobrevivência destes microrganismos, facilitando a sua aplicação; (ii) pureza do 

inoculante: ausência de qualquer tipo de microrganismo que não sejam os 

especificados. De acordo com o mesmo decreto, o termo biofertilizante se refere 

ao produto que contenha princípio ativo ou agente orgânico, isento de substâncias 
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agrotóxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre toda a planta ou parte 

das plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu 

valor hormonal ou estimulante. 

 Atualmente, o termo biofertilizante está sendo empregado de forma 

generalizada para todos os microrganismos capazes de influenciar o 

desenvolvimento das plantas de forma positiva, incluindo os inoculantes de 

bactérias diazotróficas (Bucher & Reis, 2008). Segundo Bashan (1998), a 

crescente substituição do termo inoculante bacteriano por biofertilizante pode 

estar relacionada à maior facilidade de registro do produto para uso comercial. 

 Okon & Labandera-Gonzalez (1994) argumentam que o termo 

biofertilizante não pode ser utilizado para representar organismos rizosféricos que 

propiciam o acúmulo de nutrientes nas plantas, mas não repõem os nutrientes no 

solo. Vessey (2003), ao contrário, propõe o uso do termo biofertilizante para todas 

as substâncias que possuem organismos vivos, e que, quando aplicadas nas 

sementes, na superfície de plantas, ou no solo, colonizam a rizosfera ou o interior 

dos tecidos vegetais, promovendo o crescimento das plantas pelo aumento do 

suprimento ou disponibilidade de nutrientes.  

 A formulação de inoculantes e biofertilizantes deve levar em consideração 

várias características, tais como: uso de microrganismos competitivos, quantidade 

de células viáveis que permita a rápida colonização da planta, características 

físico-químicas uniformes, biodegradabilidade, facilidade de produção e manejo e 

a reprodutibilidade dos resultados e custos (Bashan, 1998; Daeker et al., 2004). 

 O principal obstáculo para a difusão do uso de inoculantes e biofertilizantes 

está na baixa reprodutibilidade dos resultados, devido, principalmente, à influência 

das condições edafo-climáticas, às interações com a biota do solo, à influência do 

suporte e forma de aplicação, e à escassez de programas de seleção de estirpes 

(Bucher & Reis, 2008). Por conta desses fatores, poucos produtos à base de 

bactérias promotoras de crescimento têm sido recomendados para plantas não 

leguminosas, restringindo-se, principalmente, aos produtos à base de estirpes do 

gênero Azospirillum (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Okon & Itzigsohn, 

1995). No Brasil, de forma inovadora, foi lançado em 2008, pela Embrapa 

Agrobiologia, o primeiro inoculante para cana-de-açúcar, contendo cinco estirpes 

de bactérias diazotroficas endofíticas (Gluconacetobacter diazotrophicus, 

Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum 



 

 

13 

amazonense e Burkholderia tropica) e tendo como suporte turfa estéril (Embrapa, 

2009). 

Dentro desse contexto, a formulação de inoculantes e/ou biofertilizantes 

contendo bactérias promotoras de crescimento e ácidos húmicos pode ser uma 

estratégia viável para aumentar a biomassa e produção das plantas cultivadas. 

Marques Júnior et al. (2008) constataram que a aplicação de inoculantes 

constituídos por bactérias promotoras de crescimento (Herbaspirillum 

seropedicae) e ácidos húmicos em microtoletes de cana-de-açúcar tratados 

termicamente resultou em incrementos na biomassa vegetal. Em abacaxizeiro, o 

uso dessa mesma tecnologia de aplicação conjunta de ácidos húmicos e 

bactérias promotoras de crescimento pode ser uma estratégia viável na 

aclimatização de plantas propagadas in vitro, buscando promover maior 

crescimento e redução do tempo necessário para a transferência das plantas para 

o campo.  

 

2.4. Bioatividade dos ácidos húmicos 

 

 As substâncias húmicas constituem a maior parte da matéria orgânica dos 

solos e, de acordo com sua solubilidade, podem ser fracionadas em: humina 

(fração insolúvel em meio alcalino e ácido), ácidos fúlvicos (solúvel em meio 

alcalino e ácido) e ácidos húmicos (solúvel em meio alcalino e insolúvel em meio 

ácido) (Kononova, 1982; Stevenson, 1994; Guerra, 2008).  

 Notadamente, as substâncias húmicas alteram o desenvolvimento das 

plantas (Chen & Avaid, 1990; Façanha et al., 2002; Nardi et al., 2002; Zandonadi 

et al., 2007). Interferem indiretamente no metabolismo vegetal pelos efeitos 

ocasionados no solo, como complexação de metais, aumento da capacidade de 

troca catiônica, fornecimento de nutrientes e retenção de umidade (Rocha & 

Rosa, 2003). E atuam, também, diretamente, por influenciarem o transporte de 

íons, a atividade respiratória, o conteúdo de clorofila, a síntese de ácidos 

nucléicos e a atividade de várias enzimas (Nannipieri et al., 1983). Esses efeitos 

das substâncias húmicas, principalmente da fração bioativa dos ácidos húmicos 

(AH), sobre o desenvolvimento vegetal, são dependentes da fonte, da dose e do 

genótipo da planta (Vaughan & Malcolm, 1985; Rodda et al., 2006). 
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  Apesar de a estrutura dos ácidos húmicos ainda não estar completamente 

elucidada, sabe-se que essas substâncias são formadas por agregados 

moleculares heterogêneos estabilizados por pontes de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas (Picollo et al., 2001). Atuam principalmente favorecendo o 

desenvolvimento do sistema radicular (Façanha et al., 2002; Rodda et al., 2006; 

Zandonadi et al., 2007) e o acúmulo de nutrientes (Vaughan & Malcolm, 1985; 

Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 2004). Grande parte dos efeitos bioestimulantes 

dos ácidos húmicos tem sido creditada à sua atividade similar a auxinas (Chen & 

Avaid, 1990; Canellas et al., 2002; Façanha et al., 2002), hormônios sintetizados 

pelas plantas que, em pequenas concentrações, estimulam a atividade da bomba 

eletrogênica H+-ATPase de membrana plasmática (Hager et al., 1991; Frias et al., 

1996). Com a acidificação do apoplasto, enzimas degradadoras de parede celular 

ficariam ativas, tornando as células mais susceptíveis à ação da pressão de 

turgescência vacuolar, acarretando expansão celular (Rayle & Cleland, 1992). Os 

AH também ativam transportadores secundários, acarretando aumento da 

absorção de macro e micronutrientes (Sondergaard et al., 2004), mecanismo que 

pode ser explicado pela ação das H+-ATPases na despolarização da membrana 

plasmática e, conseqüentemente, na ativação de transportadores. 

 Estudos sobre aplicação foliar de AH vêm demonstrando a possibilidade do 

seu uso em solução para a promoção do crescimento de diversas culturas, tais 

como, arroz (Tejada & Gonzalez, 2004), trigo (Delfine et al., 2005) e videira 

(Ferrara & Brunetti, 2008). Em abacaxizeiro, o uso de AH poderia ser uma 

estratégia viável na aclimatização de plantas propagadas in vitro. 
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RESUMO 

 

 

 A propagação in vitro do abacaxizeiro resulta na produção de uma grande quantidade 

de mudas sadias e homogêneas. Apesar dessas vantagens, a necessidade de um longo período 

de aclimatização onera essa prática agrícola. A aceleração do crescimento das plantas pela 
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inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas e epifíticas pode ser útil para diminuir esse 

período. O objetivo neste trabalho foi avaliar o potencial de 20 estirpes de bactérias 

diazotróficas em sintetizar compostos indólicos, solubilizar fosfato de cálcio e óxido de zinco e 

atuar antagonicamente ao fungo fitopatogênico Fusarium subglutinans f. sp. ananas e, 

posteriormente, avaliar o desempenho do abacaxizeiro ‘Vitória’ propagado por cultura de 

tecidos em resposta à inoculação bacteriana durante o período de aclimatização em casa de 

vegetação. Foram medidas as características de crescimento da parte aérea, do sistema 

radicular e o conteúdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro. Os resultados mostraram 

diferenças na capacidade das bactérias de sintetizar compostos indólicos, solubilizar fosfato 

de cálcio e óxido de zinco e atuar antagonicamente ao Fusarium. Foram também constatadas 

diferenças na capacidade das bactérias em promover o crescimento da parte aérea, do sistema 

radicular e o acúmulo foliar de N, P, K, Ca e Mg no abacaxizeiro. A inoculação das bactérias 

diazotróficas selecionadas promove o crescimento das mudas durante o período de 

aclimatização, melhorando a adaptação do abacaxizeiro ao ambiente ex vitro. 

 

Termos de indexação: Ananas comosus, bactérias diazotróficas, bactérias solubilizadoras de 

fosfato, fusariose, auxina, análise multivariada. 

 

 

SUMMARY:  SELECTION OF BACTERIA GROWTH PROMOTERS IN PINEAPPLE 'Vitória' 

DURING ACCLIMATIZATION 

 

 The in vitro propagation of pineapple results in the production of large numbers of healthy 

and homogeneous plantlets. Despite these advantages, the need for a long acclimatization period 

makes this agricultural practice rather expensive. Accelerating plant growth by inoculation with 

diazotrophic endophytic and epiphytic bacteria may be useful to reduce this period. The objective of 

this study was an evaluation of the potential of 20 diazotrophic strains to synthesize indole, 

solubilize calcium phosphate and zinc oxide and be antagonistic to plant disease fungus Fusarium 

subglutinans f. sp. ananas, and later evaluate the response of ‘Vitória’ pineapple plantlets to 

bacterial inoculation during acclimatization in the greenhouse. The shoot and root growth 

characteristics and leaf nutrient contents of pineapple were measured. Results indicated differences 

in the ability of bacteria to synthesize indole, solubilize calcium phosphate and zinc oxide and be 

antagonistic to Fusarium. Differences were also found in the ability of bacteria for shoot and root 

growth promotion and foliar accumulation of N, P, K, Ca, and Mg. The inoculation of selected 
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diazotrophic bacteria promotes plantlets growth during the acclimatization period, improving the 

adaptation of pineapple to the ex vitro environment.  

 

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, diazotrophic bacteria, phosphate solubilizing 

bacteria,     fusariose, auxin, multivariated analysis.   

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 O abacaxi é fruta tropical apreciada em todo o mundo devido ao sabor e aroma característico 

somados às suas propriedades nutricionais e medicinais. A produção mundial de abacaxi é de 

aproximadamente 6 milhões de toneladas e os principais países produtores são Tailândia, Filipinas, 

China e Brasil (FAO, 2007). No Brasil, os abacaxizeiros são plantados em solos de baixa fertilidade 

natural e a cultura apresenta, ainda, como fatores limitantes, a doença fusariose e a escassez de 

material propagativo de boa qualidade. Nesse contexto, a produção de mudas por propagação in 

vitro é uma alternativa utilizada para incrementar a qualidade e produtividade da abacaxicultura, 

uma vez que possibilita a obtenção de grande quantidade de propágulos sadios e homogêneos.  

 A produção in vitro de mudas de abacaxizeiro já é bem estabelecida (Teixeira et al., 2001). 

Após as plantas atingirem desenvolvimento adequado sob condições in vitro, elas são aclimatizadas 

em condições ex vitro para posterior adaptação às condições de campo. O período de aclimatização 

é necessário, pois abacaxizeiros crescidos in vitro apresentam características anatômicas e 

fisiológicas desfavoráveis para enfrentar as condições edafoclimáticas no campo, como, por 

exemplo, metabolismo heterotrófico, menor espessamento da cutícula e das paredes periclinais 

externas das células epidérmicas e menor densidade estomática (Barboza et al., 2006). A 

aclimatização do abacaxizeiro é um processo lento. É necessário um período variável entre 6 a 8 

meses em casa de vegetação para que as plantas atinjam o tamanho entre 20 a 30 cm de altura, 

adequado para a transferência para o campo (Teixeira et al., 2001). 

Diversos estudos têm sido realizados objetivando diminuir o período de aclimatização do 

abacaxizeiro, com o intuito de acelerar o crescimento da planta, como, por exemplo, aplicação de 

reguladores de crescimento (Catunda et al., 2008), tipos de substratos usados no enraizamento 

(Weber et al., 2003; Catunda et al., 2008), aplicação de ácidos húmicos (Baldotto et al., 2009) e a 

inoculação de bactérias promotoras de crescimento vegetal (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003). 

 Em relação ao uso de inoculantes, ainda são escassos os trabalhos com abacaxizeiros, no 

entanto, é consenso que bactérias epifíticas, que habitam a superfície vegetal (Baldotto & Olivares, 
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2008), e as bactérias endofíticas, que habitam o interior dos tecidos vegetais (Halmann et al., 1997), 

podem promover o crescimento da planta hospedeira, como já descrito para diversas culturas, por 

exemplo, arroz (Verma et al., 2001), soja (Cattelan et al., 1999; Kuklinsky-Sobral et al., 2004) e 

milho (Chabot et al., 1998). Os mecanismos de promoção de crescimento pelas bactérias epifíticas e 

endofíticas incluem diferentes ações como a fixação biológica de nitrogênio (KuKlinsky-Sobral et 

al., 2004), solubilização de fosfatos (Chabot et al., 1998; Verma et al., 2001), biossíntese de 

fitohormônios (Lucangeli & Bottini, 1997), influência na atividade enzimática da ACC deaminase 

(Rothballer at al., 2008), controle biológico (Byrne et al., 2005), síntese de sideróforos (Lacava et 

al., 2008) e a indução de resistência sistêmica na planta hospedeira (Kloepper et al., 1999).  

Tais efeitos podem ser verificados para abacaxicultura, pois os relatos de promoção do 

crescimento vegetal foram atribuídos, principalmente, à inoculação de bactérias fixadoras de 

nitrogênio atmosférico (Weber et al., 2003). Já foram isoladas de abacaxizeiros bactérias 

diazotróficas pertencentes aos gêneros Burkholderia (Weber et al., 1999), Acetobacter (Tapia-

Hernández et al., 2000) e Asaia (Weber et al., 2003). No entanto, dados sobre a real utilização 

desses microrganismos como inoculantes ou na formulação de biofertilizantes ainda são escassos. A 

inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas e epifíticas poderia ser uma estratégia viável na 

aclimatização de abacaxizeiros propagados in vitro, pois poderia promover o seu crescimento e 

diminuir o longo tempo necessário para a transferência para as condições de campo. Para 

desenvolver esses inoculantes são necessários estudos prévios de seleção bacteriana. Esses estudos 

podem ser auxiliados pela quantificação da distância entre os tratamentos por métodos 

multivariados, que são frequentemente usados em estudos de divergência genética nos programas 

de melhoramento de plantas (Cruz et al., 2004; Viana et al., 2006).  

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o potencial das bactérias diazotróficas 

endofíticas e epifíticas isoladas de abacaxizeiro em sintetizar compostos indólicos, solubilizar 

fosfato de cálcio e óxidos de zinco, atuar antagonicamente ao fungo Fusarium subglutinans f. sp. 

ananas e, posteriormente, avaliar o crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes foliares do 

abacaxizeiro ‘Vitória’ propagado por cultura in vitro em resposta à aplicação dos isolados 

bacterianos durante a aclimatização. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Tratamentos 
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 Os 21 tratamentos foram constituídos por 20 isolados bacterianos e um controle, sem inoculação 

(Quadro 1). As estirpes usadas foram provenientes da coleção de bactérias do Laboratório de 

Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, isoladas 

de plantas de Ananas comosus (L.) Merril, cultivar Smooth Cayenne, oriundas da área do Sistema 

Integrado de Produção Agroecológica, Embrapa Agrobiologia, Município de Seropédica, RJ. Todas 

as bactérias são fixadoras de nitrogênio atmosférico, conforme verificado por Santos (2008), usando 

a metodologia de redução de acetileno a etileno em cultura pura, para avaliar a atividade da enzima 

nitrogenase. Os isolados foram preservados em microtubos de plástico esterilizados contendo água 

destilada e autoclavada, à temperatura ambiente. As culturas para uso de rotina foram mantidas nos 

meios sólidos semi-específicos (Quadro 1) em placas de petri, a 5 ºC. 

 

Identificação de bactérias produtoras de compostos indólicos 

 

As bactérias foram crescidas previamente em meio líquido DYGS (Döbereiner et al., 

1995) por 24 h, a 30 ºC e 100 rpm. Alíquotas de 25 µL foram transferidas para tubos de ensaio 

contendo 5 mL dos meios DYGS e meios semi-específicos (Quadro 1) com e sem adição de 

triptofano (100 µg mL-1) e incubadas no escuro por 72 horas, a 30 ºC e 150 rpm. Para avaliação da 

síntese de compostos indólicos (Sarwar & Kremer, 1995), 150 µL da cultura bacteriana foram 

transferidos para microplacas de poliestireno e, posteriormente, foram adicionados 100 µL do 

reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de ferro hexahidratado (FeCl3.6H2O),  0,5 mol L-1, em 

50 mL de ácido perclórico (HClO4), 35 % em água), as placas foram  mantidas no escuro por 30 

min. Após esse período, foram realizadas leituras no comprimento de onda de 492 nm em 

espectrofotômetro. A concentração de compostos indólicos foi estimada ajustando equações de 

regressão para as curva de calibração entre absorbância e concentração de ácido indol acético (AIA) 

nos diferentes meios de cultivo. Foram realizadas três repetições para cada estirpe bacteriana. Como 

controle positivo usou-se a bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 (Radwan et al., 2005).  

 

Identificação de bactérias solubilizadoras de óxido de zinco 

 

As bactérias foram crescidas em meio líquido DYGS por 24 h, a 30 ºC e 100 rpm. 

Alíquotas de 2 µl das soluções bacterianas foram colocadas em placas de petri com meio de cultura 

sólido (Saravanan et al., 2003) contendo 10 g L-1 de glicose, 1 g L-1 de sulfato de amônio 

((NH4)2SO4), 0,2 g L-1 de cloreto de potássio (KCl), 0,1 g L-1 de fosfato de dipotássio (K2HPO4), 
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0,2 g L-1 de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O), 1,0 g L-1 de óxido de zinco (ZnO), 

15 g L-1 de agar, 1 L de água destilada, a pH 7,0 e incubadas a 28 ºC por 7 dias. A avaliação da 

solubilização de zinco foi realizada por meio da medição do diâmetro do halo translúcido que se 

forma em torno das colônias solubilizadoras de zinco. O diâmetro do halo foi medido com auxílio 

de paquímetro digital e calculado por meio da fórmula: diâmetro do halo (mm) = diâmetro total – 

diâmetro da colônia. Foram realizadas três repetições para cada estirpe bacteriana. Como controle 

positivo usou-se a bactéria Pseudomonas sp. (UENF 4158213). 

 

Identificação de bactérias solubilizadoras de fosfato de cálcio 

 

 As bactérias foram crescidas em meio líquido DYGS por 24 h, a 30 ºC e 100 rpm. Alíquotas 

de 2 µL das soluções bacterianas foram colocadas em placas de petri com meio de cultura sólido 

(Verma et al., 2001) contendo 10 g L-1 de glicose, 5 g L-1 de cloreto de amônio (NH4Cl), 1 g L-1 de 

cloreto de sódio (NaCl), 1 g L-1 de sulfato de magnésio heptahidratado (Mg SO4.7H2O), 1,0 g L-1 de 

fosfato de cálcio (Ca5(PO4)3OH), 15 g L-1 de agar, 1 L de água destilada a pH 7,0 e incubadas a 28 

ºC por 7 dias. A avaliação da solubilização de fosfato foi realizada por meio da medição do 

diâmetro do halo translúcido que se forma em torno das colônias bacterianas solubilizadoras. O 

diâmetro do halo foi medido com auxílio de um paquímetro digital e calculado por meio da 

fórmula: diâmetro do halo (mm) = diâmetro total – diâmetro da colônia. Foram realizadas três 

repetições para cada estirpe bacteriana. Como controle positivo usou-se a bactéria Pseudomonas sp. 

(P07) (Cattelan et al., 1999).  

 

Identificação de bactérias antagônicas in vitro ao Fusarium subglutinans f. sp. ananas 

 

 O fungo Fusarium subglutinans f. sp. ananas (UENF CF32), proveniente da coleção de 

fungos da Clínica Fitosanitária do Laboratório de Entomologia e Fitopatologia da UENF, foi 

isolado de frutos contaminados de abacaxizeiro, identificado por meio de microscopia ótica e 

armazenado em meio BDA (batata-dextrose-ágar) a 7 ºC (Dhingra & Sinclair, 1995). Para o ensaio 

in vitro de antagonismo, bactérias crescidas previamente em meio líquido DYGS por 24 h, a 30 ºC e 

100 rpm foram transferidas para placas de petri contendo os meios BDA e King B (King et al., 

1954), de modo a formar um cilindro bacteriano de 5 cm de diâmetro. Posteriormente, discos com 

crescimento fúngico de 3 mm de diâmetro foram colocados no centro dos cilindros bacterianos. As 

placas foram incubadas a 28 ºC por 7 dias. A avaliação do antagonismo foi realizada por meio da 

medição do diâmetro do fungo com auxílio de um paquímetro digital. Foram realizadas três 
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repetições para cada estirpe bacteriana. Placas contendo apenas o fungo foram usadas como 

controle. 

 

Material Vegetal 

 

 Plântulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril), da cultivar Vitória (INCAPER, 

2006), propagadas in vitro, em potes de vidro tipo baby food foram fornecidas pelo Laboratório de 

Biotecnologia BioMudas e mantidas em meio MS descrito por Murashige & Skoog (1962), sem 

adição de reguladores de crescimento e vitaminas. As plântulas in vitro foram mantidas em sala de 

crescimento, com fluxo de fótons fotossintéticos de 25 µmol m-2 s-1, temperatura de 25 ± 2 ºC e 

fotoperíodo de 16 horas. A cada três meses as plântulas foram transferidas para novo meio, em 

tubos de ensaio. Para realização das etapas experimentais posteriores foram selecionadas mudas 

com aproximadamente 1,5 g de matéria fresca. 

 

Crescimento bacteriano e inoculação 

 

As bactérias cresceram em meio líquido DYGS por 24 h, 30 ºC e 120 rpm e a inoculação foi 

realizada pela imersão das plântulas de abacaxizeiro em 10 mL do meio bacteriano por 30 min, com 

posterior aplicação do mesmo meio bacteriano no substrato (Mello et al., 2002). O controle foi 

imerso em meio líquido DYGS autoclavado. Posteriormente, as plântulas foram transferidas para 

vasos de 0,5 dm3 contendo substrato Plantmax Hortaliças® para serem aclimatizadas em casa de 

vegetação por um período de 150 dias. Após o plantio, a cada 15 dias todas as plantas receberam 5 

mL de solução nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950).  

 

Análises de crescimento 

 

 Aos 150 dias de aclimatização as plantas foram coletadas para a mensuração das seguintes 

variáveis: número de folhas (NF); altura das plantas (ALT), medida pela distância compreendida 

entre o colo da planta até o ápice foliar usando-se fita métrica; diâmetro do caule (DC), mensurado 

com paquímetro digital modelo Starret 727; diâmetro da roseta (DR), medida na maior distância 

linear entre o ápice de folhas opostas, mensurado com fita métrica; matéria fresca da raiz (MFR) e 

da parte aérea (MFPA); matéria seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), obtidas pela secagem 

em estufa sob ventilação forçada de ar a 60 oC por 7 dias e posterior pesagem; área foliar (AF), 

obtida no medidor de área foliar de bancada modelo LI-3100, LI-COR, USA; área radicular (AR), 
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medida após a digitalização das raízes e posterior análise das imagens no programa Delta –T SCAN 

Image Analyzer; relação raiz: parte aérea (RPA), obtida pela razão entre a matéria seca da raiz e a 

matéria seca da parte aérea. 

 

Análises nutricionais 

 

 Após a secagem, as folhas de abacaxizeiro foram moídas em moinho do tipo Wiley acoplado 

a peneiras de 60 malhas cm-2. Em seguida, o pó obtido foi submetido à digestão sulfúrica 

combinada com peróxido de hidrogênio e determinados os teores totais de nitrogênio (N), fósforo 

(P), potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg). Para N, foi utilizado o método de Nessler; o teor de 

P foi obtido por espectrofotometria de absorção molecular (colorimetria, no comprimento de onda 

de 725 nm), após reação com vitamina C e molibdato de amônio; a determinação de K foi realizada 

por fotometria de chama e os teores de Ca e de Mg foram obtidos por espectrofotometria de 

absorção atômica. Todas as análises foram realizadas conforme os métodos usuais para a cultura do 

abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os conteúdos de N, P, K, Ca e Mg foram estimados por meio da 

multiplicação da matéria seca da parte aérea com o teor do nutriente considerado. 

 

Contagem bacteriana 

 

 A contagem das bactérias presentes no tecido radicular e na folha D foi realizada por meio 

da técnica do Número Mais Provável (Döbereiner et al., 1995). Amostras de 1 g das raízes e 1 g da 

folha D foram maceradas separadamente em 9 mL de solução salina  (NaCl, 8,5 g L-1) e a partir 

destas diluições (10-1) foram realizadas diluições seriadas tomando-se 1 mL da diluição original em 

9 mL de solução salina até a diluição 10-8. Alíquotas de 100 µL das diluições foram transferidas 

para frascos de vidro contendo 5 mL dos meios específicos (Quadro 1). Os frascos foram incubados 

a 30 °C, por 7 dias. Decorrido este período, avaliou-se o crescimento bacteriano pela presença de 

uma película branca na superfície do meio. O número de bactérias foi obtido pela consulta à Tabela 

de McCrady para três repetições por diluição. 

 

Análises estatísticas 

 

 O experimento foi realizado no delineamento em blocos ao acaso, com 21 tratamentos (20 

isolados bacterianos, 1 controle), 3 blocos, totalizando 189 unidades experimentais. Os dados foram 

submetidos à análise de variância e à análise multivariada por meio do programa GENES (Cruz, 
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2006), realizando-se a comparação entre os tratamentos via métodos de agrupamento: da ligação 

média entre grupos (UPGMA), de Tocher e das Variáveis Canônicas, com base na distância 

generalizada de Mahalanobis. Posteriormente, as médias dos grupos obtidos pelo método de Tocher 

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. A contribuição relativa de cada 

característica para discriminação da variabilidade entre os tratamentos foi avaliada pelo método de 

Singh (1981).  

 

 

RESULTADOS 

 

 As bactérias diferiram na capacidade de sintetizar compostos indólicos, solubilizar óxido de 

zinco e fosfato de cálcio, e atuar antagonicamente ao fungo Fusarium subglutinans f. sp. ananas 

(Quadro 2). Os maiores valores para a síntese de compostos indólicos foram obtidos com o 

acréscimo de triptofano nos meios de cultivo DYGS e semi-específicos. Quanto à solubilização de 

óxido de zinco, 5 isolados formaram halo de solubilização, sendo a estirpe UENF 118501b a que 

apresentou os maiores valores, em média, 11,22 mm. Dos 20 isolados bacterianos avaliados, 10 

apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato de cálcio, sendo o maior halo formado pela estirpe 

UENF 114111, em média, 7,63 mm. Para a atividade antagônica ao Fusarium, houve diferenças 

com relação não apenas aos isolados avaliados, mas também quanto aos meios de cultivo usados, 

sendo a estirpe UENF 114131 a que apresentou os maiores valores de inibição no meio BDA, uma 

vez que o diâmetro do fungo foi de apenas 13,52 mm na presença da bactéria e de 62,53 mm na 

ausência (controle), ou seja uma inibição de 78 %. No meio B de King houve também inibição 

(51,29 %) por essa mesma bactéria. Por outro lado, na presença da estirpe UENF 114121, houve 

incrementos no diâmetro do fungo de aproximadamente 23 % em relação ao controle no meio BDA. 

 Os isolados bacterianos também diferiram na capacidade de promover o crescimento e o 

acúmulo de nutrientes foliares no abacaxizeiro ‘Vitória’ durante o período de aclimatização. Na 

análise de agrupamento pelo método de otimização de Tocher, com base na dissimilaridade 

expressa pela distância generalizada de Mahalanobis (Quadro 3), houve a formação de sete grupos, 

cujas médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade (Quadro 4). O grupo I, 

formado pelo controle (1) e outros dez tratamentos (3, 4, 2, 8, 17, 10, 18, 9, 6, 5), apresentou, em 

média, os menores valores para as características de crescimento e nutricionais avaliadas (Quadro 

4). Os outros seis grupos (II: 11, 15, 12, 13; III: 16, 19; IV: 20; V: 21; VI: 14; VII: 7) apresentam 

estirpes que diferiram do controle e promoveram em diferentes proporções incrementos nas 

características de crescimento e nutricionais do abacaxizeiro. Para a matéria seca da parte aérea, por 
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exemplo, os grupos IV, V e VI, apresentaram incrementos significativos de 48, 51 e 41 %, 

respectivamente, sobre o grupo I. O grupo V apresentou os maiores valores para as características 

nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitória’, com incrementos de 193, 47, 58, 50 e 54 %, para os 

conteúdos foliares de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente, sobre o grupo I. O grupo VII apresentou, 

também, incrementos significativos para o conteúdo de P, 41 % sobre o grupo I. Para os conteúdos 

de K, Ca e Mg, os grupos IV e VI também proporcionaram incrementos significativos sobre o grupo 

I. 

 O agrupamento realizado pelo método da ligação média entre grupos (UPGMA), com base 

nas distâncias generalizadas de Mahalanobis, pode ser observado no dendograma da similaridade 

entre os tratamentos (Figura 1), onde as distâncias foram convertidas em porcentagens, e a maior 

distância, 57,13, foi considerada como 100 %. Baseando-se em uma linha de corte a 50 % de 

distância, foram formados cinco grupos. O grupo I incluiu o controle (1) e onze tratamentos (3, 4, 2, 

8, 17, 10, 18, 9, 5, 6, 12), contendo estirpes que apresentaram os menores desempenhos na 

promoção de crescimento das plantas. Os outros quatro grupos (II: 16, 19, 20; III: 21; IV: 11, 15, 

13, 14; V: 7) foram formados por estirpes que diferiram do controle e promoveram incrementos no 

crescimento e no conteúdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ durante a aclimatização.  

 A análise de divergência entre os tratamentos com base nas variáveis canônicas permitiu 

estabelecer a dispersão gráfica dos 21 tratamentos em relação às três primeiras variáveis canônicas 

(Figura 2), que representaram acima de 70 % da variação total. Os tratamentos 7, 14, 20 e 21 foram 

os que apresentaram o maior distanciamento do tratamento controle (1). 

 A contribuição relativa de cada característica de crescimento e nutricional do abacaxizeiro 

‘Vitória’ inoculado com bactérias para a discriminação da variabilidade entre os tratamentos 

encontra-se no quadro 5. Dentre elas, a matéria seca da parte aérea (12,69 %), o conteúdo de K 

(12,21 %) e a matéria seca da raiz (10,36 %) foram as que mais contribuíram para discriminar a 

variabilidade entre os tratamentos. Já a área radicular (1,01 %) e a altura das plantas (1,74 %) foram 

as características que menos contribuíram. 

 Com relação ao nível populacional de bactérias diazotróficas introduzidas nas plântulas de 

abacaxizeiro, verificou-se efeito da inoculação que elevou entre 1 a 3 unidades logarítmicas a 

população de bactérias, principalmente, no tecido radicular (Figura 3). Observou-se, também, que 

ao final do experimento, plantas não inoculadas abrigavam uma população natural de bactérias 

diazotróficas na massa fresca vegetal entre 103 e 104 células g-1. 
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DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo foi constatado o efeito bioestimulante e biofertilizante das bactérias 

diazotróficas endofíticas e epifíticas, que resultaram em incrementos nas características de 

crescimento e nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitória’ durante a aclimatização (Quadro 4). A 

aclimatização do abacaxizeiro, período no qual as plântulas gradativamente sofrem ajustes 

estruturais e fisiológicos para se adaptarem às condições ex vitro (Barboza et al., 2006), é 

demorada, devido à lentidão do crescimento das raízes e da parte aérea. Abordagens tecnológicas 

que resultem na promoção do crescimento das plântulas de abacaxizeiro podem ter impacto 

significativo na produção e adaptação de mudas oriundas de cultura de tecidos no ambiente de 

produção. 

 A expressão da promoção de crescimento do abacaxizeiro pela inoculação das bactérias 

endofíticas e epifíticas pode ser, em parte, atribuída à fixação biológica de nitrogênio, como 

observado para a estirpe UENF 118503b, que incrementou em 193 % o conteúdo foliar de N 

quando comparado ao grupo I que continha o controle (Quadro 4). Contudo, outros mecanismos 

podem estar envolvidos, como a biossíntese de fitohormônios da classe das auxinas, como, por 

exemplo, o ácido indol acético (AIA), uma vez que as estirpes diferiram na capacidade de sintetizar 

compostos indólicos. As auxinas são substâncias que em baixas concentrações, variando de micro a 

nanomolares, promovem o crescimento das plantas, estimulando a atividade da bomba eletrogênica 

H+-ATPase de membrana plasmática (Hager et al., 1991), resultando nos eventos de expansão 

celular e de ativação de transportadores secundários em membranas celulares (Sondergaard et al., 

2004).  

 A biossíntese de auxinas por bactérias acontece por diferentes rotas metabólicas (Spaepen et 

al., 2007), sendo o triptofano o principal precursor para a síntese de AIA, fato que explica os mais 

altos valores de compostos indólicos detectados nos meios de cultivo que tiveram acréscimo de 

triptofano sobre os que não o continham (Quadro 2). A biossíntese de fitohormônios parece ser 

habilidade comum às bactérias diazotróficas, pois já foram relatadas em estirpes pertencentes aos 

gêneros Azotobacter (Martínez-Toledo et al., 1988), Rhizobium (Badenoch-Jones et al., 1982), 

Azospirillum (Martínez-Morales et al., 2003), Gluconacetobacter e Herbaspirillum (Bastián et al., 

1998). No entanto, as respostas fenotípicas da planta hospedeira aos fitohormônios sintetizados por 

bactérias ainda permanecem ambíguas (Spaepen et al., 2007). Uma das respostas da planta ao AIA 

sintetizado por bactérias é o crescimento das raízes, como constatado em estudos realizados com 

Azospirillum (Dobbelaere et al., 1999). Entretanto, segundo Bashan & Holguin (1997), somente 

esse mecanismo não explicaria os incrementos no crescimento da planta hospedeira inoculada com 
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Azospirillum, sendo, o mesmo, resultado da atuação concomitante de múltiplos mecanismos, como 

a fixação biológica de nitrogênio e a biossíntese de fitohormônios. 

 Nessa direção, o presente estudo constatou que as bactérias isoladas de abacaxizeiro 

possuem não apenas a capacidade de fixação biológica de nitrogênio, mas também diferem na 

habilidade de sintetizar compostos indólicos, solubilizar óxido de zinco e fosfato de cálcio, e atuar 

antagonicamente ao fungo fitopatogênico Fusarium (Quadro 2), podendo, potencialmente, serem 

usadas na formulação de inoculantes, biofertilizantes e biopesticidas. Observou-se que as bactérias 

diazotróficas interagiram com o Fusarium, algumas promovendo a inibição enquanto outras 

estimularam o crescimento fúngico. Esse fato aponta para a necessidade prévia de estudos de 

seleção de bactérias e o entendimento dos mecanismos da interação e não o uso empírico da 

microbiota nos sistemas de cultivo. A intensificação do uso dessas bactérias promotoras de 

crescimento e proteção de plantas dependerá, em parte, de sua ecologia, da interação solo-planta-

microbiota e de programas de isolamento e seleção microbiana (Okon & Labandera-Gonzales, 

1994). 

 Das vinte estirpes avaliadas quanto ao potencial de promover o crescimento e o acúmulo de 

nutrientes foliares nas plântulas de abacaxizeiro ‘Vitória’, quatro estirpes, UENF 118503b, UENF 

118503a, UENF 117221 e UENF 114111 se destacaram (Quadro 4) e foram selecionadas para 

estudos subsequentes envolvendo a formulação de um insumo biológico. A seleção das estirpes 

bacterianas foi realizada com auxílio da análise multivariada das características de crescimento e 

nutricionais dos abacaxizeiros. A dissimilaridade entre os tratamentos foi calculada por meio da 

distância generalizada de Mahalanobis apresentando como vantagem o fato de considerar a 

correlação entre os caracteres avaliados (Cruz et al., 2004). Posteriormente, foram usados métodos 

de agrupamento, como o hierárquico (UPGMA), para estudar as ramificações entre os tratamentos 

(Figura 1), e o de otimização de Tocher (Quadro 3), que parte da premissa que a média das medidas 

de dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distâncias médias entre grupos (Cruz 

et al., 2004). Usou-se também a análise de variáveis canônicas (Quadro 5), que leva em 

consideração a matriz de covariâncias residuais e fenotípicas dos caracteres avaliados (Cruz et al., 

2004), para avaliar a similaridade entre os tratamentos (Figura 2). Essas análises multivariadas 

foram concordantes entre si e possibilitaram concluir que as bactérias inoculadas apresentaram 

divergências na promoção do crescimento e do acúmulo de nutrientes nas plântulas de abacaxizeiro 

durante a aclimatização. 

 Para a otimização dos recursos e o aumento da eficiência de futuros trabalhos de seleção de 

bactérias promotoras de crescimento em abacaxizeiro, foram estimadas, pelo método de Singh 

(1981), as contribuições relativas das características de crescimento da parte aérea, do sistema 
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radicular e do conteúdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ inoculado com bactérias 

diazotróficas para discriminação da variabilidade entre os tratamentos (Quadro 5). As variáveis que 

mais contribuíram para discriminar a variabilidade entre os tratamentos foram a matéria seca da 

parte aérea, a matéria seca da raiz e o conteúdo foliar de K. Já as que menos contribuíram foram a 

área radicular e a altura das plantas. Descartando essas duas variáveis e fazendo uma nova análise 

pelo método de Tocher, não houve alteração dos grupos formados, sugerindo que o não uso dessas 

variáveis em futuros trabalhos com plântulas de abacaxizeiro não leva à perda de informação. 

Os dados populacionais (Figura 3) comprovaram o estabelecimento das bactérias 

diazotróficas endofíticas e epifíticas inoculadas nas plântulas de abacaxizeiro após 150 dias de 

aclimatização. Para os tratamentos não inoculados foi constatada a presença de bactérias em menor 

quantidade, o que condiz com Weber et al., (1999) e Tapia-Hernández et al., (2000), que relatam a 

presença natural de bactérias diazotróficas associadas a abacaxizeiros. 

 No presente trabalho avaliou-se o potencial dos isolados bacterianos em sintetizar 

compostos indólicos, solubilizar fosfatos de cálcio e óxidos de zinco e atuar antagonicamente ao 

Fusarium. Posteriormente, usou-se a análise multivariada para agrupar os 21 tratamentos, gerando 

critérios para selecionar as estirpes promissoras com base na média dos grupos formados para as 

características de crescimento e nutricionais do abacaxizeiro. Os resultados obtidos apontam para a 

possibilidade de uso de bactérias diazotróficas na promoção do crescimento das plântulas 

propagadas in vitro de abacaxizeiro durante a fase de aclimatização, o que pode representar uma 

alternativa importante para a redução de custos de produção com base na maior eficiência 

nutricional e de crescimento.  

 

 

CONCLUSÕES 

 

 1. As bactérias diazotróficas diferiram na capacidade de sintetizar compostos indólicos, 

solubilizar óxido de zinco e fosfato de cálcio e atuar antagonicamente ao fungo Fusarium 

subglutinans f. sp. ananas, in vitro. 

 2. As estirpes UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 117221 e UENF 114111 foram as 

que promoveram os maiores incrementos nas características de crescimento da parte aérea, do 

sistema radicular e nos conteúdos foliares de N, P, K, Ca e Mg do abacaxizeiro ‘Vitória’ durante a 

aclimatização. 
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 3. As variáveis que mais contribuíram para discriminar a variabilidade entre os tratamentos 

foram a matéria seca da parte aérea e da raiz e o conteúdo de K. As variáveis que menos 

contribuíram foram a área radicular e a altura das plantas. 

 4. A promoção do crescimento das plântulas de abacaxizeiro propagadas in vitro pela 

inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas ou epifíticas melhora a adaptação das plântulas ao 

ambiente ex vitro, reduzindo o período de aclimatização. 
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Quadro 1. Tratamentos dos isolados bacterianos diazotróficos de Ananas comosus (L.) 

Merril, cultivar Smooth Cayenne, usados para estudos de promoção do 

crescimento de plântulas do abacaxizeiro ‘Vitória’ e controle 

 

Número do 

tratamento 

Código coleção 

UENF(1) 
Tecido Vegetal Meio de Cultura Diluição 

1 Controle - - - 

2 UENF 111111 rizosfera JMV -1 

3 UENF 111221a rizosfera JNFb -2 

4 UENF 111221b rizosfera JNFb -2 

5 UENF 111222 rizosfera JNFb -2 

6 UENF 112531 raiz / epifítico NFb -3 

7 UENF 114111 raiz / endofítico JMV -1 

8 UENF 114112 raiz / endofítico JMV -1 

9 UENF 114121 raiz / endofítico JMV -2 

10 UENF 114131 raiz / endofítico JMV -3 

11 UENF 114132 raiz / endofítico JMV -3 

12 UENF 114511 raiz / endofítico NFb -1 

13 UENF 117111 folha / endofítico  JMV -1 

14 UENF 117221 folha / endofítico  JNFb -2 

15 UENF 117222a folha / endofítico JNFb -2 

16 UENF 117222b folha / endofítico JNFb -2 

17 UENF 118501a caule / epifítico NFb  0 

18 UENF 118501b caule / epifítico NFb  0 

19 UENF 118502 caule / epifítico NFb  0 

20 UENF 118503a caule / epifítico NFb  0 

21 UENF 118503b caule/ epifítico NFb  0 
(1) Código do isolado na coleção UENF: designação UENF, seguido de seis digítos que informam: a cultura (1: 
abacaxi); o cultivar (1: Smooth Cayenne); o tecido vegetal (1: rizosfera, 2: raiz / epifítico, 4: raiz / endofítico, 7: 
folha / endofítico, 8: caule); o meio de cultura (1: JMV, 2: JNFb, 5: NFb); a diluição; o número de ordem do isolado 
na coleção. 
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Quadro 2. Caracterização dos isolados bacterianos quanto à síntese de compostos indólicos, solubilização de zinco, solubilização de fosfato e antagonismo ao 

Fusarium subglutinans f. sp. ananas, in vitro (média de três repetições ± erro padrão da média) 

Síntese de compostos indólicos 
DYGS Meios semi-específicos(1) 

Solubilização 
de zinco 

Solubilização de 
fosfato 

Antagonismo ao Fusarium  
(diâmetro do fungo) 

Tratamentos 
Sem 

Triptofano 
Com 

Triptofano 
Sem 

Triptofano 
Com 

Triptofano (diâmetro do halo) BDA B de King 

 ---------------------------------µmol L-1--------------------------------- ---------------------------------------------mm----------------------------------------------- 

1 - Controle(2) 32,90 ± 3,60 153,76 ± 1,99 17,36 ± 2,81   24,63 ±   1,82 10,06 ± 1,02 6,90 ± 0,32 62,53 ± 0,67 67,78 ± 2,38 

2 - UENF111111   3,66 ± 1,03    20,65 ± 4,36 3,50 ± 1,72   42,91 ±   6,82 - 6,31 ± 0,39 42,69 ± 3,47 47,56 ± 1,71 

3 - UENF 111221a 10,22 ± 0,70    36,61 ± 1,69 19,54 ± 0,84   54,98 ±    4,91 - 5,41 ± 0,51 15,93 ± 3,04 39,61 ± 0,99 

4 - UENF 111221b 13,12 ± 2,19    30,86 ± 3,03 18,90 ± 0,48   58,53 ± 11,42 - - 39,88 ± 3,82 35,32 ± 0,42 

5 - UENF 111222 22,04 ± 1,08    28,60 ± 1,03 16,21 ± 1,04   66,76 ±   5,57 - - 33,99 ± 2,82 48,26 ± 4,25 

6 - UENF 112531 3,21 ± 1,98    15,01 ± 1,45  4,26 ± 4,57 138,59 ± 10,24 - - 48,51 ± 1,86 32,33 ± 1,17 

7 - UENF 114111 9,89 ± 1,63    12,26 ± 1,52  5,47 ±1,24   26,24 ±   2,23 - 7,63 ± 0,81 63,17 ± 5,47 50,03 ± 2,73 

8 - UENF 114112 3,76 ± 1,13    10,65 ± 0,32  9,26 ± 1,18   51,64 ±   7,24 - 7,28 ± 1,40 75,85 ± 1,60 52,07 ± 3,39 

9 - UENF 114121 14,19 ± 2,61    11,51 ± 0,43  7,29 ± 0,80   13,67 ±   4,07 - 6,94 ± 1,46 81,68 ± 1,60 63,90 ± 2,07 

10 - UENF 114131  5,38 ± 0,62    11,51 ± 0,28  7,89 ± 1,58     3,36 ±   4,55 - 5,87 ± 0,31 13,52 ± 0,90 33,01 ± 2,72 

11 - UENF 114132  3,12 ± 1,36    13,26 ± 0,16  7,44 ± 0,66     0,00 ±   0,66 - 6,48 ± 1,50 29,90 ± 2,70 56,82 ± 2,41 

12 - UENF 114511 34,46 ± 2,77    50,22 ± 1,90  1,36 ± 1,45 272,87 ± 17,41 10,08 ± 0,80 2,68 ± 0,11 35,62 ± 2,80 28,66 ± 0,31 

13 - UENF 117111  6,24 ± 1,65    12,26 ± 2,89  6,83 ± 1,79     0,03 ±   0,55 - 5,17 ± 0,45 27,35 ± 0,64 54,28 ± 1,76 

14 - UENF 117221  7,20 ± 1,75    20,75 ± 1,61 17,79 ± 1,83   25,16 ±   1,52 10,19 ± 1,21 - 61,58 ± 3,12 51,91 ± 3,78 

15 - UENF 117222a  8,60 ± 0,65    22,58 ± 1,48 14,14 ± 1,45   21,12 ±   3,10 10,68 ± 1,92 - 68,17 ± 2,87 66,58 ± 1,76 

16 -UENF 117222b 13,55 ± 4,03    36,88 ± 5,25  8,59 ± 0,88   20,25 ±   1,40 10,44 ± 1,43 - 63,25 ± 5,76 67,69 ± 2,77 

17 - UENF 118501a  2,58 ± 0,37    16,45 ± 1,34  7,74 ± 2,39 202,87 ± 17,54 - - 60,54 ± 5,18 38,27 ± 1,90 

18 - UENF 118501b  3,66 ± 0,39    22,26 ± 0,37  0,49 ± 0,72   51,29 ± 18,65 11,22 ± 0,32 - 58,17 ± 0,68 46,56 ± 6,07 

19 - UENF 118502  3,44 ± 0,57    19,78 ± 5,74  0,00 ± 0,52   12,87 ±   1,41 - - 48,74 ± 2,04 31,91 ± 1,03 

20 - UENF 118503a  3,98 ± 0,84    20,54 ± 1,63  0,00 ± 1,09 125,41 ± 41,16 - - 64,42 ± 2,38 46,48 ± 1,84 

21 - UENF 118503b  9,25 ± 3,12    19,25 ± 2,97  0,00 ± 1,24   39,19 ±   1,82 - 5,41 ± 0,51 79,84 ± 1,00 68,91 ± 2,77 
(1) Meios semi-específicos: identificados no quadro 1. (2) Controle: para síntese de compostos indólicos, Herbaspirillum seropedicae HRC54; para solubilização de zinco, Pseudomonas sp. (UENF 4158213); 
para solubilização de fosfato, Pseudomonas sp. (P07); para atividade antagônica ao Fusarium, placas com crescimento apenas do fungo. 
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Quadro 3. Grupos de tratamentos estabelecidos pelo método de otimização de Tocher, com 

base na dissimilaridade expressa pela distância generalizada de Mahalanobis 

 

Grupos Tratamentos(1) 

I 3, 4, 2, 8, 17, 10, 18, 9, 6 ,5,1  

II 11, 15, 12, 13 

III 16, 19 

IV 20 

V 21 

VI 14 

VII 7 
(1) Tratamentos: tratamentos identificados no quadro 1.



 

 

36

Quadro 4. Média das características de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e do conteúdo de nutrientes do abacaxizeiro ‘Vitória’ em 

resposta à inoculação de bactérias diazotróficas epifíticas e endofíticas dos grupos formados pelo método de Tocher 

 

                                             Características de crescimento  Características nutricionais 

Parte aérea(2)  Sistema radicular(3)  Conteúdo de nutrientes(4) Grupos(1) 

NF ALT DR DC MFPA MSPA AF  MFR MSR RPA AR  N P K Ca Mg 

 -unid- ---------cm-------- -mm- ---------g--------- -cm2-  ---------g---------  -%-  ----------------------mg planta-1----------------------- 

I 17,31a 11,76a 17,42b 14,39a 14,56b 1,30c 157b  3,17a 0,42a 0,33a 110a  13,67b 4,08ab 88,04c 7,36b 5,55b 

II 17,72a 11,89a 17,82b 14,49a 16,14b 1,51bc 168b  2,96a 0,44a 0,30a 108a  14,98b 4,02b 99,13c 7,71b 6,30b 

III 18,83a 12,56a 17,89b 14,97a 17,48b 1,60bc 192ab  3,58a 0,48a 0,31a 105a  15,21b 4,73ab 102,76c 9,55ab 7,34ab 

IV 19,11a 12,67a 19,00ab 15,70a 20,78ab 1,93ab 226a  4,01a 0,54a 0,29a 111a  18,85b 5,73ab 136,14ab 10,28ab 8,42a 

V 19,44a 12,56a 20,11ab 15,57a 21,60a 1,96a 223a  4,21a 0,57a 0,30a 97a  40,05a 5,99a 139,22a 11,04a 8,53a 

VI 18,67a 12,22a 18,67b 14,91a 17,89b 1,83abc 189ab  3,62a 0,53a 0,29a 107a  17,24b 5,21ab 119,37abc 10,20ab 8,11a 

VII 18,55a 12,72a 20,67a 15,37a 18,26ab 1,61bc 202ab  4,04a 0,53a 0,34a 120a  16,08b 5,75a 113,75bc 8,39b 6,56b 

QMR 0,56 0,70 1,09 0,62 3,43 0,31 352,84  0,36 0,006 0,002 306,37  53,47 0,46 160,92 1,04 0,65 

CV (%) 4,20 6,98 5,82 5,37 11,50 11,90 10,88  18,02 16,37 12,81 16,09  46,11 15,30 12,96 12,53 12,74 
(1) Grupos: grupos formados pelo método de Tocher (Quadro 3). (2) Parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MFPA = matéria fresca 
da parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razão entre raiz e parte aérea; AR 
= área radicular. (4) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre 
si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. 
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Figura 1. Dendograma da similaridade entre os 21 tratamentos (Quadro 1), obtidos pelo método da ligação média entre grupos 

(UPGMA), baseado na distância generalizada de Mahalanobis. 
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Figura 2. Gráfico de dispersão dos 21 tratamentos (Quadro 1) em relação as três 

primeiras variáveis canônicas (VC1, VC2, VC3). 
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Quadro 5. Contribuição relativa das características de crescimento da parte aérea, do 

sistema radicular e do conteúdo de nutrientes do abacaxizeiro ‘Vitória’ inoculado 

com bactérias diazotróficas epifíticas e endofíticas para discriminação da 

variabilidade entre os tratamentos, valor estimado pelo método de Singh (S.j.) e 

valor em porcentagem (%) 

 

Contribuição relativa 
Características 

S.j. % 

NF   825,81   8,34 

ALT   172,39   1,74 

DR   561,19   5,67 

DC   429,69   4,33 

MFPA   324,89   3,28 

MSPA 1256,52 12,69 

Crescimento da 

parte aérea (1) 

AF   736,19   7,44 

MFR   598,07   6,04 

MSR 1025,58 10,36 

RPA   627,01   6,33 

Crescimento do 

sistema 

radicular (2) 
AR     99,55   1,01 

N   251,71   2,54 

P   644,11   6,50 

K 1208,88 12,21 

Ca   800,42   8,08 

Conteúdo de 

nutrientes(3) 

Mg   339,45   3,43 
(1) Parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MFPA = 
matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (2) Sistema radicular: MFR = 
matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razão entre raiz e parte aérea; AR = área radicular. (3) 
Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, 
respectivamente.  
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Figura 3. Log do Número Mais Provável (NMP) de bactérias por grama de raiz e de folha D do abacaxizeiro ‘Vitória’ em 

resposta à inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas e epifíticas. 
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CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DA INTERAÇÃO ENTRE A BACT ÉRIA 

DIAZOTRÓFICA ENDOFÍTICA Herbaspirillum seropedicae RAM10 E PLÂNTULAS DE 

ABACAXIZEIRO DA CULTIVAR VITÓRIA (1) 

 

 

Lílian Estrela Borges Baldotto(2), Fábio Lopes Olivares(3), Ricardo Bressan-Smith(4) 

 

 

RESUMO 

 

 Os eventos da interação estrutural entre a bactéria diazotrófica endofítica 

Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10 marcada com gfp e plântulas do abacaxizeiro 

‘Vitória’ foram avaliados por meio da microscopia ótica de campo claro e de fluorescência, 

combinada com microscopia eletrônica de varredura durante 28 dias após inoculação. Após 6 

horas de inoculação, H. seropedicae RAM10 já estava aderida às raízes, colonizando 

principalmente a superfície e a base dos pêlos radiculares, seguida das junções das células 

epidérmicas. A adesão radicular nos períodos iniciais ocorreu principalmente na forma de 

células isoladas e agregados com células pleomórficas oriundas do meio de crescimento. A 

infecção da bactéria no tecido radicular ocorreu através das cavidades originadas pelo 

rompimento das células epidérmicas durante a emergência das raízes laterais e o 
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estabelecimento endofítico pela colonização dos espaços intercelulares do parênquima 

cortical. Com o passar do tempo de interação, as células pleomórficas deram lugar a células 

com morfologia típica de Herbaspirillum. Ademais, com 1 dia após a inoculação a bactéria foi 

vista colonizando a parte aérea. Nesta região, os locais preferenciais de colonização epifítica 

foram as flanges cuticulares, os tricomas escamiformes e os tricomas tectores. Posteriormente, 

as bactérias ocuparam as paredes periclinais externas das células epidérmicas e os complexos 

estomáticos. A penetração na parte aérea ocorreu passivamente através dos ostíolos, seguida 

do estabelecimento endofítico das câmaras sub-estomáticas e se estendeu aos espaços 

intercelulares do mesofilo foliar via parênquima clorofiliano lacunoso. Após 21 dias de 

inoculação, biofilmes bacterianos foram visualizados na base dos pêlos radiculares e sobre a 

parede periclinal externa das células epidérmicas radiculares e foliares, comprovando 

também a natureza rizo e filoepifítica de Herbaspirillum seropedicae em asociação com 

abacaxizeiros. 

 

Termos de indexação: Ananas comosus, bactérias promotoras de crescimento, bactérias 

epifíticas, biofilme, microscopia, proteína verde fluorescente. 

 

 

SUMMARY: STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF INTERACTION BETWEEN 

ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA Herbaspirillum seropedicae RAM10 

AND PLANTLETS OF PINEAPPLE CULTIVAR VITÓRIA 

 

 The events involved in the structural interaction between the diazotrophic endophytic 

bacterium Herbaspirillum seropedicae, strain RAM10, labeled with green fluorescent protein, and 

pineapple plantlets of the cultivar Vitória were evaluated by means of bright-field and fluorescence 

microscopy, combined with scanning electron microscopy for 28 days after inoculation. After 6 

hours of inoculation, H. seropedicae RAM10 was already adhered to the roots, colonizing mainly 

root hair surface and bases, followed by epidermal cell wall junctions. Bacteria adherence in the 

initial periods occurred mainly in the form of solitary cells and small aggregates with pleomorphic 

cells. Bacteria infection of root tissue occurred through the cavities caused by the disruption of 

epidermal cells during the emergence of lateral roots and the endophytic establishment by the 

colonization of intercellular spaces of the cortical parenchyma. Over the course of time of the 

interaction, the pleomorphic cells were substituted by cells with typical morphology of 

Herbaspirillum. Moreover, within 1 day after inoculation the bacteria were colonizing the shoots. 
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In this region, the preferred sites of epiphytic colonization were epidermal cell wall junctions, 

peltate scutiform trichomes and non-glandular trichomes. Subsequently, the bacteria occupied the 

outer periclinal walls of epidermal cells and stomata. The penetration into the shoot occurred 

passively through stoma aperture followed by the endophytic establishment on the substomatal 

chambers and spread to the intercellular spaces of spongy chlorenchyma. After 21 days of 

inoculation, bacterial biofilm were seen at the root hair base and on epidermal cell wall surface of 

root and leaf, also confirming the epiphytic nature of Herbaspirillum seropedicae in association 

with pineapple plants.  

 

Index terms: Ananas comosus, growth-promoting bacteria, epiphytic bacteria, biofilms, 

microscopy, green fluorescent protein. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 Bactérias diazotróficas têm sido isoladas de diferentes espécies vegetais e notadamente 

contribuem para a promoção do crescimento da planta hospedeira (Baldani & Baldani, 2005). A 

primeira bactéria diazotrófica com características endofíticas a ser isolada foi descrita inicialmente 

como Azospirillum seropedicae (Baldani et al., 1984), sendo isolada de raízes de sorgo, milho e 

arroz, e, posteriormente, re-classificada com base em estudos de homologia de DNA em um novo 

gênero, Herbaspirillum, e renomeada como Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986). Essa 

bactéria gram–negativa possui formato de bastonete curvo, flagelos polares e baixa sobrevivência 

no solo (Baldani et al., 1986; Baldani et al., 1992a; Olivares et al., 1996). Atualmente, o gênero 

Herbaspirillum inclui as espécies H. seropedicae (Baldani et al., 1986), H. rubrisubalbicans 

(Baldani et al., 1996), H. frisingense (Kirchhof et al., 2001), H. lusitanum (Valverde et al., 2003), 

H. autotrophicum (Ding & Yokota 2004), H. huttiense (Ding & Yokota 2004), H. putei (Ding & 

Yokota 2004), H. chlorophenolicum (Im et al., 2004), H. hiltneri (Rothballer et al., 2006) e H. 

rhizosphaerae (Jung et al., 2007). Bactérias desse gênero são encontradas em raízes, caules e folhas 

de várias gramíneas (Baldani et al., 1986; Olivares et al., 1996; Elbeltagy et al., 2001) e também em 

fruteiras tropicais como bananeira e abacaxizeiro (Weber et al., 1999; Cruz et al., 2001).  

 O potencial de Herbaspirillum seropedicae promover o crescimento vegetal tem sido 

avaliado preferencialmente em espécies da família Poaceae, apresentando, inicialmente, resultados 

não satisfatórios (Pereira et al., 1988; Pereira & Baldani, 1995), e, posteriormente, por meio da 

seleção de estirpes em plantas cultivadas in vitro (Baldani et al., 2000; Oliveira et al., 2002), 
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resultados positivos para arroz (Baldani et al., 2000), milho (Riggs et al., 2001) e cana-de-açúcar 

(Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 2009). Os mecanismos responsáveis pela promoção do 

crescimento das plantas por Herbaspirillum ainda não estão completamente elucidados e incluem 

não apenas a fixação biológica de nitrogênio (Urquiaga et al., 1992) como também a biossíntese de 

fitohormônios (Bastián et al., 1998; Radwan et al., 2004) e influência na atividade da ACC 

deaminase (Rothballer at al., 2008). 

 Os passos da interação estrutural entre Herbaspirillum seropedicae e a planta hospedeira 

têm sido avaliados por meio da inoculação artificial e posterior análise microscópica, em plantas de 

arroz (Baldani et al., 1992b; Elbeltage et al., 2001; James et al., 2002; Roncato-Maccari et al., 2003; 

Perin et al., 2003), sorgo (James et al., 1997), milho (Perin et al., 2003; Monteiro et al., 2008) e 

cana-de-açúcar (Olivares, 1997; Olivares et al., 1997; James & Olivares, 1998; Silva et al., 2003; 

Njoloma et al., 2005). Em cana-de-açúcar, Olivares (1997) mostrou de maneira elegante, por meio 

das técnicas convencionais de microscopia ótica e microscopia eletrônica aliadas a imunomarcação, 

que Herbaspirillum seropedicae possui penetração passiva através das cavidades formadas pela 

emergência de raízes laterais e pela ruptura das células epidérmicas, e o estabelecimento endofítico 

ocorre a partir da colonização dos espaços intercelulares do parênquima cortical e do lúmen do 

xilema. Atualmente, com os adventos das tecnologias de DNA recombinante, estirpes de 

Herbaspirillum seropedicae mutantes estão sendo obtidas com inserção de genes que expressam 

proteínas fluorescentes, como, por exemplo, a proteína verde fluorescente (green fluorescent 

protein, gfp), possibilitando estudos da interação bactéria-planta em tempo real (Elbeltage et al., 

2001; Njoloma et al., 2005). 

 A gfp é um polipeptídeo originalmente sintetizado pelo cnidário Aequorea victoria, que 

converte a bioluminescência azul de uma proteína cálcio-dependente, aequorin, em luz verde, logo, 

ao ser ligada a uma proteína de interesse atua como um marcador (Prasher et al., 1992). Por ser 

estável e emitir fluorescência ao ser excitada diretamente pela luz ultravioleta, a gfp pode ser 

considerada uma ferramenta de fácil detecção por meio de microscopia de fluorescência e confocal 

e, ao contrário das técnicas convencionais de microscopia e imunomarcação, não necessita do uso 

de reagentes químicos, minimizando efeitos de artefatos e possibilitando estudos espaço-temporal in 

situ das interações entre microrganismos e plantas (Elbeltage et al., 2001; Lagopodi et al., 2002; 

Bolwerk et al., 2003; Njoloma et al., 2005). 

 A intensificação do uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, como H. 

seropedicae, nos sistemas de cultivo, depende da elucidação dos mecanismos estruturais e 

fisiológicos da interação. Em abacaxizeiro, por exemplo, já foram isoladas e identificadas (Weber et 

al., 1999; Cruz et al., 2001) diferentes estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas, com potencial 
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para promover o crescimento de plantas (Weber et al., 2003a, b); no entanto, dados sobre os eventos 

estruturais da interação são inexistentes. 

 Portanto, objetivou-se, neste trabalho, investigar ao longo do tempo os eventos estruturais da 

interação entre a bactéria marcada com gfp, Herbaspirillum seropedicae RAM10, e plântulas de 

abacaxizeiro ‘Vitória’ cultivadas in vitro. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

 

 Plântulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril), da cultivar Vitória (INCAPER, 

2006), propagadas por cultura in vitro, em potes de vidro tipo baby food, foram fornecidas pelo 

Laboratório de Biotecnologia BioMudas e mantidas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), sem 

adição de reguladores de crescimento e vitaminas. As plântulas in vitro foram mantidas em sala de 

crescimento com fluxo de fótons fotossintéticos de 25 µmol m-2 s-1, temperatura de 25 ± 2 ºC e 

fotoperíodo de 16 horas. A cada três meses as plântulas foram transferidas para novo meio. Para 

realização das etapas experimentais posteriores, foram selecionadas mudas com aproximadamente 

1,5 g de matéria fresca e transferidas separadamente para tubos de ensaio contendo 20 mL da 

solução de 1/10 do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), sem adição de reguladores de 

crescimento, vitaminas, agar e pH ajustado em 5,8. 

 

Crescimento bacteriano e inoculação 

 

 A bactéria utilizada foi a Herbaspirillum seropedicae, estirpe RAM10, com inserção através 

de transposon Tn5 do gene GFP. Esta construção foi cedida gentilmente pela Dra. Rose Adele 

Monteiro (Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Paraná), 

sendo derivada originalmente da estirpe H. seropedicae ZA95 isolada de arroz (Baldani et al., 

1986). O inóculo foi preparado por meio do crescimento bacteriano em meio líquido DYGS 

(Döbereiner et al., 1995) por 24 h, 30 ºC, 120 rpm e a inoculação foi realizada pela transferência de 

30 µL da solução bacteriana (108 células mL-1) para os tubos de ensaios contendo as plântulas. Para 

o controle foram inoculados 30 µL do meio DYGS autoclavado. 
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Microscopia ótica de fluorescência 

  

 As visualizações microscópicas iniciaram-se 6 horas após inoculação e continuaram aos 1, 2, 

3, 7, 14, 21 e 28 dias, usando três plântulas diferentes em cada tempo. Folhas e raízes inteiras, e 

também secções transversais e longitudinais das folhas e raízes, foram colocadas em lâminas de 

vidro com água destilada, cobertas com lamínulas e visualizadas no microscópio ótico de 

fluorescência Axioplan (Zeiss) com os filtros BP (band-pass) com comprimento de onda de 

excitação entre 460 e 490nm e comprimento de onda de emissão LP (long-pass) de 510 a 550 para 

visualização da emissão de fluorescência verde. As imagens foram obtidas por meio de uma câmara 

fotográfica digital Canon Power Shot A640 acoplada ao microscópio e com auxílio do programa 

Zoom Browser EX. 

 

Microscopia ótica de campo claro 

 

 Fragmentos da lâmina foliar (1,0 x 0,5 cm) e da raiz (1,0 cm de comprimento) foram fixados 

em uma solução contendo 2,5 % glutaraldeído, 4,0 % formaldeído e 0,1 mol L-1 de tampão fosfato 

de potássio, a pH 7,0, por 2 horas. Posteriormente, as amostras foram lavadas três vezes no mesmo 

tampão e pós-fixadas em 1 % tetróxido de ósmio em água por 2 horas. O material foi lavado três 

vezes com o mesmo tampão e desidratado em álcool etílico (30, 50, 70, 90, 3 x 100 % (v / v) em 

água), 1 hora cada troca. Após a desidratação, as amostras foram embebidas gradualmente em 

resina acrílica Epon. Amostras individuais foram transferidas para microtubos contendo a resina e, 

posteriormente, polimerizadas em estufa a 60º C por 48 horas. Foram obtidas seções semifinas (0,8 

a 1,0 µm) usando-se facas de vidro obtidas com auxílio do equipamento Reichert Ultracuts 

Ultramicrotome. Os cortes semifinos foram colocados sobre lâminas de vidro contendo uma gota de 

água, fixados em placa metálica aquecida e contrastadas com solução contendo 1 % de azul de 

toluidina e 1 % tetraborato de sódio em água destilada. As amostras foram visualizadas e as 

imagens capturadas no mesmo microscópio citado anteriormente. 

 

Microscopia eletrônica de varredura 

 

 Amostras da lâmina foliar e da raiz foram fixadas, pós-fixadas e desidratadas como descrito 

para microscopia ótica. Em seguida, as amostras foram secas pelo método do ponto crítico com CO2 

no equipamento Critical Point Dryer (BAL-TEC CPD 030) e metalizadas com Ag no equipamento 
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Sputter Coater (BAL-TEC SCD 050) de acordo com Baldotto & Olivares (2008). As observações 

foram realizadas entre 15 e 25 kV no microscópio eletrônico de varredura DSEM 962 (Zeiss). 

 

Contagem bacteriana 

 

 A contagem das bactérias presentes no abacaxizeiro foi realizada por meio da técnica do 

Número Mais Provável (Döbereiner et al., 1995). Amostras de 1 g das plântulas foram maceradas 

em 9 mL de solução salina  (NaCl, 8,5 g L-1) e, a partir desta diluição (10-1) foi realizada a diluição 

seriada tomando-se 1 mL da diluição original em 9 mL de solução salina até a diluição 10-10. 

Alíquotas de 100 µL das diluições foram transferidas para frascos de vidro contendo 5 mL do meio 

JNFb semi-sólido (Baldani et al., 1992a). Os frascos foram incubados a 30 °C, por 7 dias. Decorrido 

este período, avaliou-se o crescimento bacteriano pela presença de uma película branca na 

superfície do meio. O número de bactérias foi obtido pela consulta à Tabela de McCrady para três 

repetições por diluição. A confirmação da identidade dos re-isolados foi baseada em observações do 

formato celular e emissão de fluorescência com auxílio do microscópio ótico de fluorescência 

Axioplan (Zeiss) e feita a partir do crescimento bacteriano presente nas últimas diluições do meio 

semi-sólido. 

 

 

RESULTADOS 

 

Colonização radicular 

 

 Por meio da microscopia ótica de fluorescência foi possível distinguir a fluorescência verde 

emitida pela bactéria Herbaspirillum seropedicae, estirpe RAM10, marcada com gfp da 

autofluorescência amarela emitida pelas raízes do abacaxizeiro (Figura 1). Essa diferença de cores 

facilitou as observações das etapas iniciais da interação entre a bactéria e a planta hospedeira. 

 Após 6 horas de inoculação, as bactérias foram visualizadas em toda extensão do eixo 

radicular, principalmente na zona pilífera, sobre os pêlos radiculares, com adesão apolar, dispostas 

de forma solitária ou em pequenos agregados (Figura 1A). As bactérias apresentavam intenso 

movimento e formato filamentoso característico da cultura em fase estacionária crescida em meio 

complexo DYGS (Figura 1A).  

 Após 1 dia de inoculação, foi verificado aumento populacional e H. seropedicae estava 

presente sobre os pêlos radiculares e em sua base (Figura 1B) e nas junções das paredes periclinais 
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externas das células epidérmicas. Já neste período, bactérias no formato de bastonete curvo típicas 

de Herbaspirillum também foram visualizadas, indicando a multiplicação da bactéria na nova 

condição de crescimento em meio MS diluído associado a exsudatos da planta de abacaxizeiro. A 

partir do segundo dia de interação bactéria-planta, foi possível observar incremento da distribuição 

das bactérias na forma de agregados de diferentes tamanhos, variando de 20 a 100 µm de 

comprimento (Figura 1C, 1D) sobre os pêlos radiculares. Predominavam bactérias no formato de 

bastonete (Figura 1D), com aproximadamente 2 µm de comprimento e pouca movimentação. 

 Entre 3 e 7 dias de inoculação foi verificada uma diminuição da colonização sobre os pêlos 

radiculares e o predomínio de bactérias em sua base e nas junções das células epidérmicas (Figura 

1E, 1F). Este deslocamento de sítio predominante de colonização foi mantido após 14 dias de 

inoculação, onde as bactérias exibiram dominante colonização epifítica de toda parede periclinal 

externa das células epidérmicas (Figura 2A) presentes especificamente nas regiões próximas à 

emergência de raízes laterais (Figura 2B), não sendo mais observada sua colonização por toda 

extensão do eixo radicular. Essas observações sugerem que as cavidades (Figura 2C) formadas pelo 

rompimento das células epidérmicas durante a emergência das raízes laterais constituem uma 

abertura natural por onde ocorre a penetração passiva e a colonização endofítica de Herbaspirillum 

seropedicae RAM10 em raízes de plântulas de abacaxizeiro. Após a infecção, ocorreu o 

estabelecimento bacteriano endofítico nos espaços intercelulares do parênquima cortical (Figura 

2D). 

 Nos períodos mais avançados da interação (entre 21 e 28 de inoculação após a inoculação), 

H. seropedicae RAM 10 foi predominantemente visualizada estruturada como biofilmes 

bacterianos, ou seja, populações numerosas com bactérias aderidas umas às outras e à superfície 

vegetal, envolvidas por uma matriz extracelular, principalmente na base dos pêlos radiculares 

(Figura 3A) e na parede periclinal externa das células epidérmicas (Figura 3B). Colonização 

endofítica foi restrita ao compartimento apoplástico, com bactérias presentes nos espaços 

intercelulares do parênquima cortical, não sendo visualizadas bactérias no cilindro vascular. 

Ressalta-se que a partir de 21 dias após inoculação não foi detectada fluorescência emitida pela 

bactéria e as observações foram realizadas por meio da microscopia eletrônica de varredura e 

microscopia ótica de campo claro. As bactérias, apesar de não emitirem fluorescência in situ, ao 

serem re-isoladas em meio JNFb semi-sólido, tornavam a emitir fluorescência.  

 Durante os 28 dias do experimento não foi detectada nenhuma alteração estrutural das 

plântulas de abacaxizeiro inoculadas com Herbaspirillum seropedicae RAM 10 quando comparadas 

às plântulas não inoculadas. Em relação ao meio de cultivo, não foi identificada a olho nu nenhuma 
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alteração da cor e turbidez, no entanto, foi verificada a diminuição do pH para valores entre 2,8 a 

3,5 no meio MS das plântulas inoculadas. 

 

Colonização foliar 

  

 A fluorescência verde emitida pela bactéria Herbaspirillum seropedicae RAM10 marcada 

com gfp foi também facilmente distinguida, por meio da microscopia ótica de fluorescência, da 

autofluorescência vermelha emitida pelos cloroplastos presentes na parte aérea do abacaxizeiro 

(Figura 4).  

 Após 6 horas de inoculação, foram visualizadas poucas bactérias no formato filamentoso, 

aderidas de modo apolar à parede periclinal externa das células epidérmicas. Em períodos de 

interação maiores (1 e 3 dia após inoculação), as bactérias foram visualizadas habitando 

preferencialmente  tricomas tectores (Figura 4A, 4B), tricomas escamiformes (Figura 4C, 4D, 4E, 

4F) e as flanges cuticulares (Figura 5A, 5B, 5C), dispostas em pequenos agregados ou solitárias.

 Aos 7 e 14 dias após inoculação, foram observados agregados bacterianos maiores 

localizados epifiticamente não apenas nos tricomas e flanges cuticulares, como também na parede 

periclinal externa das células epidérmicas (Figura 5D) e nas proximidades dos complexos 

estomáticos (Figura 6A, 6B). Foi verificado que a penetração de Herbaspirillum seropedicae 

RAM10 na parte aérea de plântulas de abacaxizeiro ocorre passivamente através do ostíolo (Figura 

6B, 6C). Já a colonização endofítica inicia-se na câmara sub-estomática (Figura 6C) e avança pelos 

espaços intercelulares de células de parênquima clorofiliano lacunoso do mesofilo foliar (Figura 

6D). Não foi observada a colonização bacteriana nos feixes vasculares presentes no limbo foliar. 

 Aos 21 e 28 dias após inoculação, foram visualizados por microscopia eletrônica de 

varredura, biofilmes bacterianos sobre a parede periclinal externa das células epidérmicas (Figura 

3C, 3D). Todas as imagens dos primeiros três dias após inoculação foram obtidas na região basal da 

lâmina foliar, localizada próximo ao meio de cultivo, posteriormente  (7 a 28 dias após inoculação), 

também foi observada colonização bacteriana na região mediana da lâmina foliar, indicando um 

sentido de colonização da base para o ápice ao longo do eixo foliar longitudinal. 

 

Dinâmica populacional  

 

 Conforme pode ser verificado na Figura 7, Herbaspirillum seropedicae RAM10 apresentou 

incrementos populacionais nos primeiros 7 dias após inoculação, atingindo a população máxima de 

aproximadamente 1010 células por grama de matéria fresca de abacaxizeiro no terceiro dia após 
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inoculação. Posteriormente, ocorreu declínio populacional até o vigésimo primeiro dia após 

inoculação e a bactéria se estabeleceu na plântula hospedeira em uma população de 

aproximadamente 106 células por grama de matéria fresca do abacaxizeiro ‘Vitória’. Nas plântulas 

controle não foi detectado crescimento bacteriano. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 Este estudo identificou, por meio de diferentes técnicas microscópicas, as etapas da 

interação estrutural entre Herbaspirillum seropedicae RAM10 e plântulas de abacaxizeiro 

cultivadas in vitro. A colonização inicial (6 horas após inoculação) de Herbaspirillum seropedicae 

nas raízes do abacaxizeiro ocorre preferencialmente na zona pilífera, com adesão bacteriana 

predominantemente apolar sobre os pêlos radiculares e posterior formação de agregados. Essa etapa 

foi transitória, pois após o terceiro dia de inoculação as bactérias não foram mais facilmente 

detectadas associadas à superfície dos pêlos e sim em sua base e, principalmente, nas junções das 

paredes periclinais externas das células epidérmicas. As junções das paredes celulares (lamela 

média), por serem locais ricos em pectina e cálcio, propiciam a adesão bacteriana, uma vez que o 

cálcio faz a mediação entre as superfícies negativamente carregadas da bactéria e da planta, 

mecanismo de adesão já descrito para a bactéria fixadora de nitrogênio Rhizobium leguminosarum 

(Smit et al., 1989). 

 Posteriormente (sétimo ao décimo quarto dias após inoculação), H. seropedicae colonizou 

epifiticamente predominantemente a parede periclinal externa das células epidérmicas nas regiões 

próximas a sítios de emergência de raízes laterais. Estas regiões são sítios de infecção amplamente 

reportados na literatura para H. seropedicae em associação com plantas da família das Poaceae, 

como relatado em milho após 30 minutos de inoculação (Monteiro et al., 2008), em arroz após 2 

dias de inoculação (James et al., 2002), em cana-de-açúcar após 4 dias de inoculação (James & 

Olivares, 1998) e em arroz, sorgo, milho e trigo após 5 dias de inoculação (Roncato-Maccari et al., 

2003). No entanto, a colonização radicular por Herbaspirillum seropedicae não ocorre em todas as 

plantas hospedeiras, Ebeltagy et al. (2001), por exemplo, observaram em arroz que Herbaspirillum 

seropedicae estirpe B501 coloniza apenas as sementes de Oriza sativa cv. Sasanishiki e 

preferencialmente a parte aérea de Oriza officinalis e não as raízes, indicando que a interação 

estrutural é dependente da estirpe bacteriana e do genótipo da planta hospedeira. 

 Após a penetração radicular de Herbaspirillum seropedicae nas plântulas de abacaxizeiro 

ocorre o estabelecimento endofítico apenas nos espaços intercelulares do parênquima cortical. A 
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colonização bacteriana no estelo não foi observada, indicando, neste caso, que a endoderme 

constituiu uma barreira efetiva ao espalhamento radial da bactéria. James et al. (2002) também 

relatam que a colonização endofítica de Herbaspirillum seropedicae em raízes de arroz ocorre 

preferencialmente nos espaços intercelulares do parênquima cortical e do aerênquima, e raramente 

ocorre a colonização no estelo. Já em milho, Monteiro et al. (2008) também relatam que 

Herbaspirillum seropedicae coloniza o apoplasto cortical, mas ao contrário dos outros trabalhos, os 

autores observaram que após três dias de inoculação as bactérias colonizavam a endoderme e os 

vasos do xilema. 

 Com relação à parte aérea do abacaxizeiro, Herbaspirillum seropedicae inicialmente 

coloniza as flanges cuticulares, os tricomas tectores e escamiformes. Estes locais conferem as 

bactérias proteção contra as condições hostis da superfície foliar e uma maior disponibilidade de 

nutrientes. De fato, os resultados obtidos por Baldotto & Olivares (2008), que investigando a 

colonização microbiana no filoplano de 47 espécies vegetais em ambiente tropical constataram que 

a presença de tricomas é a característica anatômica mais importante para favorecer o 

estabelecimento bacteriano epifítico. Esse padrão de colonização não é exclusivo de Herbaspirillum 

seropedicae. Biosensores que detectam sacarose e frutose mostram que as junções das células 

epidérmicas, os tricomas, as nervuras e os complexos estomáticos são os locais preferenciais para o 

metabolismo de carbono de Erwinia herbicola no filoplano de Phaseolus vulgaris (Leveau & 

Lindow, 2001). 

 Posteriormente, Herbaspirillum seropedicae colonizou as paredes periclinais externas das 

células epidérmicas, as proximidades dos complexos estomáticos e penetrou nas folhas 

passivamente através do ostíolo. A colonização endofítica iniciou-se na câmara sub-estomática e se 

estendeu às regiões intercelulares do parênquima clorofiliano lacunoso das folhas de abacaxizeiro. 

Já em arroz, Elbeltagy et al. (2001) observaram que a penetração de Herbaspirillum sp. inoculado 

artificialmente nas sementes ocorre nas folhas jovens, ainda não completamente expandidas e que a 

colonização endofítica também é via apoplástica. Olivares et al. (1997), no entanto, relataram 

resposta de hipersensibilidade ao inocular Herbaspirillum seropedicae na parte aérea de cana-de-

açúcar. 

 Após 21 e 28 dias de inoculação foram observados biofilmes bacterianos na superfície das 

raízes e folhas das plântulas de abacaxizeiro, comprovando também a natureza rizo e filoepifítica de 

Herbaspirillum seropedicae. A formação de biofilmes contribuiu para a persistência bacteriana na 

superfície vegetal (Beattie & Lindow, 1999), uma vez que as bactérias se beneficiam dos processos 

de cooperação via sistema quorum sensing (Whitehead et al., 2001; Bodman et al., 2003). De 

acordo com Monier & Lindow (2003), a colonização de Pseudomonas syringae no filoplano de 
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Phaseolus vulgaris submetidos a diferentes condições de umidade possibilita que as bactérias 

presentes em agregados apresentem maior sobrevivência comparada com as bactérias solitárias.  

 Sobre a dinâmica populacional de Herbaspirillum seropedicae RAM10 nas plântulas de 

abacaxizeiro, foram observados incrementos iniciais da população e posterior decréscimo, 

estabilizando, após 21 dias de inoculação, em valores de aproximadamente 106 células por grama de 

matéria fresca. Tal evidência tem como base o trabalho de James et al. (2002), no qual a 

colonização de Herbaspirillum seropedicae Z67 em plântulas de arroz tiveram o mesmo 

comportamento, 5 a 7 dias após inoculação houve incrementos de 106 log UFC por grama de 

matéria fresca e posteriormente decréscimo para  valores entre 103 e 104. É possível que essa 

dinâmica populacional reflita a natureza não patogênica de Herbaspirillum seropedicae e a 

capacidade de cada genótipo vegetal em abrigá-las. 

 Neste trabalho, observou-se que 21 dias após inoculação as bactérias não mais emitiam 

fluorescência in situ, mas ao serem re-isoladas em meio JNFb semi-sólido voltavam a emitir 

fluorescência. Concomitantemente à perda da fluorescência, foi verificada a diminuição do pH do 

meio de cultivo atingindo valores inferiores a 3,5. A acidificação do meio de cultivo se deve 

provavelmente a exsudação de ácidos orgânicos pelas raízes do abacaxizeiro (Le Van & Masuda, 

2004) e também pelo metabolismo da própria bactéria crescendo no meio (Bastián et al., 1998; 

Radwan et al., 2004). Com a diminuição do pH ocorre a protonação do cromóforo da gfp e essa 

permanece na forma não fluorescente (Heim et al., 1994). No entanto, quando a bactéria foi re-

isolada no meio JNFb semi-sólido, cujo pH inicial de 5,8 aumentou progressivamente com o 

crescimento bacteriano, permitiu a desprotonação do cromóforo e consequentemente a detecção da 

fluorescência. 

 

 

CONCLUSÕES 

 

1. Herbaspirillum seropedicae RAM10 se adere inicialmente à superfície dos pêlos 

radiculares das plântulas de abacaxizeiro, posteriormente à base dos pêlos e às junções das células 

epidérmicas. 

2. A penetração de Herbaspirillum seropedicae RAM10 nas raízes de plântulas de 

abacaxizeiro ocorre de forma passiva através das cavidades formadas pelo rompimento das células 

epidérmicas durante a emergência de raízes laterais. 

3. A colonização endofítica de Herbaspirillum seropedicae RAM10 nas raízes de 

plântulas de abacaxizeiro ocorre nos espaços intercelulares do parênquima cortical. 
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4. A colonização epifítica de Herbaspirillum seropedicae RAM10 na parte aérea de 

plântulas de abacaxizeiro ocorre inicialmente nas flanges cuticulares, tricomas escamiformes e 

tricomas tectores. Posteriormente, ocorre a colonização sobre a parede periclinal externa das células 

epidérmicas e nos complexos estomáticos.  

5. A penetração de Herbaspirillum seropedicae RAM10 na parte aérea de plântulas de 

abacaxizeiro ocorre passivamente através do ostíolo. 

6. A colonização endofítica de Herbaspirillum seropedicae RAM10 na parte aérea de 

plântulas de abacaxizeiro inicia-se na câmara sub-estomática e se estende aos espaços intercelulares 

do parênquima clorofiliano lacunoso. 

7. Após 21 dias de inoculação ocorre a formação de biofilmes de Herbaspirillum 

seropedicae RAM10 no rizoplano e filoplano de plântulas de abacaxizeiro. 
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Figura 1. Microscopia ótica de fluorescência (A, B, C, D, E) e microscopia ótica de campo 
claro (F) dos estágios iniciais da interação radicular entre Herbaspirillum seropedicae 
RAM10 e plântulas de abacaxizeiro. (A) 6 horas após inoculação, predomínio de bactérias no 
formato filamentoso (seta) colonizando preferencialmente a superfície dos pêlos radiculares 
de forma isolada ou em pequenos agregados. (B) 1 dia após inoculação, as bactérias 
colonizavam também a base dos pêlos radiculares. (C, D) 2 dias após inoculação, as bactérias 
estavam dispostas na superfície dos pêlos radiculares na forma de agregados de tamanhos 
variados e predominavam bactérias no formato de bastonete (seta). (E) 7 dias após 
inoculação, as bactérias colonizavam as junções das células epidérmicas. (F) Imagem E em 
microscpia ótica. 
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Figura 2. Microscopia ótica de fluorescência (A, B), microscopia eletrônica de varredura (C) e 
microscopia ótica de campo claro (D) mostrando a colonização epifítica, infecção e colonização 
endofítidca de Herbaspirillum seropedicae RAM10 em raízes de plântulas de abacaxizeiro 14 
dias após inoculação. (A) Intensa colonização bacteriana epifítica na parede periclinal das 
células epidérmicas radiculares. (B) Colonização principalmente nas regiões de emergência de 
raízes laterais (asterisco). (C) Infecção bacteriana através das cavidades (seta) formadas pela 
ruptura das células epidérmicas durante a emergência das raízes laterais (asterisco). (D) 
Colonização endofítica (seta) nos espaços intercelulares do parênquima cortical. 
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Figura 3. Microscopia eletrônica de varredura dos biofilmes de Herbaspirillum seropedicae 
RAM10 localizados epifiticamente na superfície das raízes e parte aérea de plântulas de 
abacaxizeiro após 21 dias de inoculação. (A) Biofilmes sobre os pêlos radiculares e (B) sobre a 
parede periclinal externa das células epidérmicas radiculares. (C) Biofilmes sobre a parede 
periclinal externa das células epidérmicas foliares e (D) detalhe das células bacterianas 
constituintes do biofilme. 
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Figura 4. Microscopia ótica de fluorescência (A, C), microscopia eletrônica de varredura (B, 
E, F) e microscopia ótica de campo claro (D) da colonização epifítica foliar de Herbaspirillum 
seropedicae RAM 10 preferencialmente nos tricomas do abacaxizeiro. (A, B) Colonização 
bacteriana sobre e na base dos tricomas tectores. (C) Colonização bacteriana sobre e na base 
dos tricomas escamiformes. (D) Imagem C em microscopia ótica. (E) Tricoma escamiforme. 
(F) Detalhe das bactérias sobre o tricoma escamiforme. 
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Figura 5. Microscopia ótica de fluorescência (A), microscopia ótica de campo claro (B) e 
microscopia eletrônica de varredura (C, D) da colonização epifítica foliar de Herbaspirillum 
seropedicae RAM 10. (A) Colonização bacteriana nas flanges cuticulares. (B) Imagem A em 
microsopia ótica. (C) Detalhe dos agregados bacterianos nas flanges cuticulares. (D) 
Colonização bacteriana na parede periclinal externa das células epidérmicas. 
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Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura (A, B) e microscopia ótica de campo claro (C, 
D) da colonização epifítica, infecção e colonização endofítica de Herbaspirillum seropedicae 
RAM 10 na parte aérea de plântulas de abacaxizeiro. (A) Bactérias colonizando epifiticamente 
a superfície das paredes periclinais externas das células epidérmicas. (B) Detalhe da 
colonização bacteriana no complexo estomático e infecção através do ostíolo (asterisco). (C) 
Infecção bacteriana através do ostíolo (asterisco) e colonização endofítica na câmara sub-
estomática (seta). (D) Colonização bacteriana endofítica nos espaços intercelulares do 
parênquima clorofiliano (seta). 
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Figura 7. Log do número mais provável (NMP) de Herbaspirillum seropedicae RAM10 

nas plântulas do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta ao tempo.  
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DESEMPENHO DO ABACAXIZEIRO ‘VITÓRIA’ EM RESPOSTA À APLICAÇÃO DE 

ÁCIDOS HÚMICOS DURANTE A ACLIMATIZAÇÃO (1) 

 

 

Lílian Estrela Borges Baldotto(2), Marihus Altoé Baldotto(3), Validoro Bazoni Giro(4),  Luciano 

Pasqualoto Canellas(3), Fábio Lopes Olivares(5), Ricardo Bressan-Smith(6) 

 

 

RESUMO 

 

 A aclimatização de mudas de abacaxizeiro propagadas por cultura in vitro é um 

processo lento. A promoção do crescimento radicular pelo uso de ácidos húmicos pode ser útil  

durante esse processo. O objetivo neste trabalho foi avaliar o desempenho do abacaxizeiro  

‘Vitória’ propagado por cultura de tecidos em resposta à aplicação de diferentes doses de  

ácidos húmicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro durante o período de  

aclimatização em casa de vegetação. Foram avaliadas as características anatômicas da lâmina  

foliar, teor de pigmentos fotossintéticos, crescimento da parte aérea e do sistema  

radicular e o conteúdo de nutrientes foliares. Os resultados mostraram incrementos no  
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crescimento e desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular com a aplicação de  

ácidos húmicos, bem como acúmulo significativo de N, P, K, Ca e Mg e aumento na relação  

clorofila a / clorofila b. A promoção do crescimento das mudas durante o período de  

aclimatização, em resposta à aplicação de ácidos húmicos, pode melhorar a adaptação do 

abacaxizeiro ao ambiente ex vitro. 

 

Termos de indexação: Ananas comosus, cultura de tecidos, substâncias húmicas, nutrição 

mineral, bioatividade. 

 

 

SUMMARY:  PERFORMANCE OF PINEAPPLE 'VITÓRIA' IN RESPONSE TO HUMIC ACIDS 

APPLICATION DURING ACCLIMATIZATION  

 

 The acclimation of pineapple plantlets propagated by plant tissue culture takes a long  

time. The promotion of root growth by the use of humic acids may be useful during this  

process. The aim of this work was to evaluate the performance of the pineapple 'Vitória'  

propagated by plant tissue culture in response to the application of different doses of  

humic acids isolated from vermicompost and filter cake during greenhouse  

acclimation. Leaf anatomy, photosynthetic pigments content, shoot and root growth and  

leaf nutrients were evaluated. An increase in growth and development of shoot and root  

system with the application of humic acids as well as significant accumulation of N, P,  

K, Ca and Mg and increase in the chlorophyll a / chlorophyll b were observed with the  

application of HA. Growth promotion of plantlets during their period of acclimation in  

response to the application of humic acids can improve their adaptation to the ex vitro  

environmental conditions. 

 

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, humic substances, mineral nutrition, bioactivity. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 A propagação do abacaxizeiro por cultura in vitro é uma estratégia utilizada para elevar a 

qualidade e produtividade da abacaxicultura, devido, entre outros fatores, à uniformidade e sanidade 

das mudas. A produção in vitro de mudas de abacaxizeiro já está bem estabelecida (Guerra et al., 
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1999; Teixeira et al., 2001; Almeida et al., 2002; Barboza et al., 2004). Após as plantas atingirem 

desenvolvimento adequado sob condições in vitro (Teixeira et al., 2001), estas são aclimatadas em 

condições ex vitro para posterior adaptação às condições de campo.   

 O período de aclimatização é necessário, pois plantas cultivadas in vitro apresentam 

características anatômicas e fisiológicas desfavoráveis para enfrentar as condições edafoclimáticas 

no campo, como, por exemplo, metabolismo heterotrófico (Campostrini & Otoni, 1996; Moreira, 

2001), menor espessamento da cutícula e das paredes periclinais externas das células epidérmicas e 

menor densidade estomática (Barboza et al., 2006). A redução da umidade do ar e da 

disponibilidade de nutrientes durante a aclimatização tendem a tornarem-se componentes limitantes 

para o abacaxizeiro, aumentando sua susceptibilidade a variações ambientais drásticas, mesmo 

favorecido pelo mecanismo fotossintético ácido inerente às crassuláceas.  

Os longos períodos exigidos de aclimatização para o abacaxizeiro oneram a sua produção in 

vitro. Para exemplificar, é necessário um período variável entre 6 a 8 meses em casa de vegetação 

para que as plantas alcancem entre 20 a 30 cm de altura, tamanho adequado para a transferência 

para o campo (Teixeira et al., 2001). 

Diversos estudos têm sido realizados objetivando diminuir o período de aclimatização do 

abacaxizeiro, com a finalidade de acelerar o crescimento da planta, como, por exemplo, aplicação 

foliar de macro e micronutrientes (Moreira et al., 2007; Bregonci et al., 2008), aplicação de 

reguladores de crescimento (Catunda et al., 2008), inoculação de bactérias promotoras de 

crescimento e proteção vegetal (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003), tipos de recipientes usados 

no enraizamento (Souza Júnior et al., 2001; Bregonci et al., 2008) e de substratos (Souza Júnior et 

al., 2001; Weber et al., 2003; Moreira et al., 2006; Catunda et al., 2008).  

 Em relação ao substrato, a adição de matéria orgânica favorece o crescimento da parte aérea 

e do sistema radicular do abacaxizeiro durante a aclimatização (Moreira et al., 2006). Por sua vez, a 

matéria orgânica é constituída por produtos da decomposição de resíduos orgânicos e do 

metabolismo microbiano e também por substâncias húmicas (Guerra et al., 2008). Notadamente, as 

substâncias húmicas constituem a maior parte da matéria orgânica dos solos e são compostas por 

huminas, ácidos fúlvicos e ácidos húmicos (Guerra et al., 2008). Os ácidos húmicos (AH), formados 

por agregados moleculares heterogêneos e estabilizados por pontes de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas (Piccolo, 2001), atuam favorecendo o desenvolvimento do sistema radicular (Façanha 

et al., 2002; Rodda et al., 2006; Zandonadi et al., 2007), o acúmulo de nutrientes (Vaughan & 

Malcolm, 1985; Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 2004) e a biossíntese de clorofilas (Ferrara & 

Brunetti, 2008). Para culturas como arroz (Tejada & Gonzalez, 2004), trigo (Delfine et al., 2005) e 

videira (Ferrara & Brunetti, 2008), tem sido relatada a promoção de crescimento pela aplicação 
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foliar de AH. Em abacaxizeiro, o uso de AH poderia ser uma estratégia viável na aclimatização de 

plantas propagadas in vitro, pois poderia promover maior crescimento, resultando em redução no 

longo tempo necessário para a transferência das plantas para o cultivo em condições de campo.  

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar, durante o processo de aclimatização, o 

crescimento da planta, as características anatômicas da lâmina foliar e o teor de pigmentos 

fotossintéticos, bem como o acúmulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ propagado in 

vitro, em resposta à aplicação de diferentes doses de ácidos húmicos, isolados de vermicomposto e 

de torta de filtro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

 

 Plântulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril), da cultivar Vitória (INCAPER, 

2006), propagadas in vitro, em potes de vidro tipo baby food, foram fornecidas pelo Laboratório de 

Biotecnologia BioMudas e mantidas em meio MS descrito por Murashige & Skoog (1962), sem 

adição de reguladores de crescimento e vitaminas. As plântulas in vitro foram mantidas em sala de 

crescimento, com fluxo de fótons fotossintéticos de 25 µmol m-2 s-1, temperatura de 25 ± 2 ºC e 

fotoperíodo de 16 horas. A cada três meses as plântulas foram transferidas para novo meio, em 

tubos de ensaio. Para realização das etapas experimentais posteriores, foram selecionadas mudas 

com aproximadamente 1,5 g de matéria fresca.  

 

Tratamentos 

 

A matriz experimental [(3 x 2) + 1] consistiu dos seguintes fatores em estudo: três doses (10, 

20 e 40 mmol L-1 de C) de ácidos húmicos isolados de vermicomposto (AHv), três  doses (10, 20 e 

40 mmol L-1 de C) de ácidos húmicos isolados de torta de filtro (AHtf) e controle, sem aplicação de 

ácidos húmicos. Os ácidos húmicos isolados de vermicomposto e torta de filtro foram previamente 

caracterizados por Baldotto et al. (2007) e Busato (2008). As plântulas foram retiradas dos tubos de 

ensaio, lavadas em água corrente para a limpeza do meio de cultivo, e o sistema radicular e a base 

da parte aérea dos abacaxizeiros foram imersos nas soluções dos tratamentos por 24 horas. Para esse 

procedimento, as plântulas foram colocadas em potes de vidro tipo baby food contendo 50 mL de 

solução correspondentes aos diferentes tratamentos. Posteriormente, os abacaxizeiros foram 

transferidos para vasos de 0,5 dm3 contendo substrato comercial Plantmax® Hortaliças para serem 
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aclimatados, em casa de vegetação, por um período de 150 dias. A cada 15 dias durante a 

aclimatização, as plantas receberam 5 mL de solução dos tratamentos e 5 mL de solução nutritiva 

(Hoagland & Arnon, 1950), aplicadas nas axilas das folhas basais dos abacaxizeiros, usando-se 

pipeta automática. 

A unidade experimental consistiu em uma planta de abacaxi por vaso. O experimento foi 

realizado no delineamento em blocos ao acaso, com seis repetições, totalizando 42 unidades 

experimentais. 

 

Análises de crescimento 

 

 Aos 150 dias de aclimatização, as plantas foram coletadas para a mensuração das seguintes 

variáveis: número de folhas (NF); altura das plantas (ALT), medida pela distância compreendida 

entre o colo da planta até o ápice foliar usando-se fita métrica; diâmetro do caule (DC), mensurado 

com paquímetro digital modelo Starret 727; diâmetro da roseta (DR), medido na maior distância 

linear entre o ápice de folhas opostas, mensurado com fita métrica; matéria fresca da raiz (MFR) e 

da parte aérea (MFPA); matéria seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), obtidas pela secagem 

em estufa sob ventilação forçada de ar a 60 oC por 7 dias e posterior pesagem; área foliar (AF), 

obtida no medidor de área foliar de bancada modelo LI-3100, LI-COR, USA; área radicular (AR), 

medida após a digitalização das raízes e posterior análise das imagens no programa Delta –T SCAN 

Image Analyzer; relação raiz: parte aérea (RPA), obtida pela razão entre a matéria seca da raiz e a 

matéria seca da parte aérea. 

 

Análises nutricionais 

 

 Após a secagem, as folhas de abacaxizeiro foram moídas em moinho do tipo Wiley acoplado 

a peneiras de 60 malhas cm-2. Em seguida, o pó obtido foi submetido à digestão sulfúrica 

combinada com peróxido de hidrogênio e determinados os teores totais de nitrogênio (N), fósforo 

(P), potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg). Para N, foi utilizado o método de Nessler; o teor de 

P foi obtido por espectrofotometria de absorção molecular (colorimetria), após reação com vitamina 

C e molibdato de amônio, no comprimento de onda de 725 nm; a determinação de K foi realizada 

por fotometria de chama e os teores de Ca e de Mg foram obtidos por espectrofotometria de 

absorção atômica. Todas as análises foram realizadas conforme os métodos usuais para a cultura do 

abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os conteúdos de N, P, K, Ca e Mg foram estimados por meio da 

multiplicação da matéria seca da parte aérea pelo teor do nutriente considerado. 
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Análises anatômicas 

 

 Cortes transversais do terço médio da lâmina foliar da sétima folha completamente 

expandida (observada como sendo a de maior comprimento) foram feitos à mão livre usando 

navalha de aço e as lâminas histológicas foram montadas em glicerina na proporção 50 % água 

(Purvis et al., 1964). As observações foram realizadas por meio do microscópio ótico Axioplan - 

Zeiss acoplado a uma câmara fotográfica digital Canon Power Shot A640, a aquisição das imagens 

foi feita por meio do programa Zoom Browser EX e as medições no programa Image J (Abramoff 

et al., 2004). Foram mensurados os comprimentos do parênquima aqüífero e do parênquima 

clorofiliano. As lâminas foliares foram prensadas em fita vegetal, com uma gota de acetona 100 %, 

para dissociação da epiderme abaxial, com posterior quantificação do número de estômatos, em 

uma área de 0,12 mm2 (objetiva de aumento 20 e zoom digital de aumento 1,4) entre os feixes de 

fibras.  

 

Análises dos pigmentos fotossintéticos 

 

 O teor de clorofila foi estimado por meio da determinação da intensidade de cor verde da 

sétima folha completamente expandida do abacaxizeiro, usando-se um medidor portátil de clorofila 

modelo SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development, Minolta, Japão), com três medições por 

folha. 

 Posteriormente, três discos foliares de 1,5 cm de diâmetro foram retirados da mesma folha 

para determinação do teor de pigmentos fotossintéticos (Hiscox & Israelstam, 1979). Os discos 

foliares foram imersos em 3,0 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e mantidos no escuro até ficarem 

translúcidos. As leituras em espectrofotômetro foram feitas nas absorbâncias de 480, 649 e 665 nm 

(A480, A649 e A665, respectivamente) e os conteúdos dos pigmentos fotossintéticos foram 

determinados conforme Wellburn (1994): 

 [Clorofila a] (µg mL-1) = 12,19*A665 – 3,45*A649 

 [Clorofila b] (µg mL-1) = 21,99*A649 – 5,32*A665 

 [Carotenóides] (µg mL-1) = (1000*A480 – 2,14*Clorofila a – 70,16*Clorofila b) /220 

 

Análises estatísticas 
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 Os resultados foram submetidos à análise de variância e os efeitos dos tratamentos, para as 

variáveis qualitativas, foram desdobrados em contrastes médios (Quadro 1), conforme Alvarez V. & 

Alvarez (2006). Para os fatores quantitativos, foram ajustadas equações de regressão entre as 

médias das variáveis estudadas e as doses de AH. A aplicação do teste F, aos desdobramentos dos 

fatores, foi realizada aos níveis de 5 e 1 % de probabilidade. Na análise de regressão, os modelos 

foram testados quando apresentaram coeficiente de determinação superior a 0,60. As equações de 

regressão foram utilizadas para determinação da dose de máxima eficiência física de matéria seca 

do abacaxizeiro, em função das doses de AH. 

 

 

RESULTADOS 

 

 De posse das médias apresentadas no quadro 2, foram obtidos os contrastes médios (Quadro 

3) conforme Alvarez V. & Alvarez (2006). Os contrastes médios representam a diferença, em 

magnitude real, entre a média dos tratamentos comparados para as características morfológicas e 

nutricionais do abacaxizeiro. Foi possível observar diferenças significativas no crescimento e 

desenvolvimento do abacaxizeiro propagado in vitro, durante a aclimatização, com a aplicação de 

AH. O contraste que compara a área foliar das plantas de abacaxi entre o controle e os demais 

tratamentos (controle versus AH) mostrou incremento, em média, de 64,71 cm2. Tal valor 

corresponde a um incremento de 51,53 % dos tratamentos que receberam AH sobre o controle. 

Observa-se que esse efeito é significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F (Quadro 3). Nesse 

sentido, ao comparar o tratamento controle, nota-se que a aplicação de AH proporcionou 

incrementos em todas as características morfológicas da parte aérea do abacaxizeiro ‘Vitória’. Para 

exemplificar, observa-se o aumento de 10,12 % no número de folhas e de 59, 13 % de matéria seca 

foliar (Quadro 3).  

 O sistema radicular do abacaxizeiro também foi significativamente alterado com a aplicação 

de AH (Quadro 2). Foram observados incrementos na matéria fresca da raiz, matéria seca da raiz e 

área radicular, nos tratamentos com AH, correspondendo a, aproximados, 70, 57 e 39 %, 

respectivamente, quando comparado ao controle (Quadro 3).  

 A promoção do crescimento das mudas resultou, também, em aumentos significativos no 

conteúdo de N, P, K, Ca e Mg nos tratamentos com AH (Quadro 2), com respectivos valores de, 

aproximadamente, 52, 71, 50, 58, 60 %, quando comparado ao controle (Quadro 3). 

  Não houve diferenças significativas, em média, nas variáveis de crescimento e acúmulo de 

nutrientes para as fontes distintas de AH (Quadro 3). 



 

 

73 

 Os ácidos húmicos não promoveram mudanças qualitativas e quantitativas na organização 

anatômica da lâmina foliar (Figura 1, Quadro 4 e 5). A anatomia comparada das lâminas foliares do 

abacaxizeiro ‘Vitória’, após 150 dias de aclimatização, tratadas ou não com AH, é delimitada por 

epiderme uniestratificada, com contorno sinuoso das paredes celulares anticlinais (Figura 1 A), 

paredes periclinais externas, com cutícula espessa e presença de corpos silicosos. Abaixo da 

epiderme situa-se a hipoderme (Figura 1 B). As folhas são hipoestomáticas e os estômatos 

encontram-se dispostos em faixas paralelas entre os cordões de fibras, com densidade aproximada 

de 100 estômatos mm-2. Tricomas tectores e escamiformes (Figura 1 C) estão presentes em ambas 

as faces da epiderme. O mesofilo é dorsiventral, apresentando parênquima aquífero, com células 

grandes e paredes delgadas e, parênquima clorofiliano, com células pequenas e arredondadas 

(Figura 1 C). Cristais do tipo ráfide (Figura 1 D) estão presentes no mesofilo, tanto no parênquima 

aquífero quanto no parênquima clorofiliano. O parênquima clorofiliano circunda os feixes 

vasculares colaterais e apresenta cordões de fibras (Figura 1 E).  

 Com relação aos teores dos pigmentos fotossintéticos, incluindo clorofila a, clorofila b e 

carotenóides, em média, pouco variaram entre os tratamentos (Quadro 4), não apresentando 

contrastes significativos (Quadro 5). Entretanto, foi detectado aumento significativo na relação 

entre clorofila a e clorofila b, com aplicação de AH, com incrementos de 11,54 %, quando 

comparado ao controle (Quadro 5).  

 Não houve diferença significativa, em média, entre os AH usados para as variáveis 

anatômicas e para os teores de pigmentos fotossintéticos (Quadro 5).  

 As respostas das características de crescimento, da parte aérea do abacaxizeiro, mostraram 

incrementos curvilineares com taxas quadráticas ou raízes quadráticas, em função do aumento das 

doses de ácidos húmicos (Quadro 6). Por meio das equações de regressão, foram calculados o 

acúmulo máximo de matéria seca da parte aérea do abacaxizeiro, para os tratamentos com AHv e 

AHtf que foram de 1,85 g planta-1 e de 1,61 g planta-1, respectivamente. Além disso, com base nas 

equações de regressão, observou-se que o AHv proporcionou acúmulo de matéria seca com dose 

inferior (15,68 mmol L-1 de C) a do AHtf (21,19 mmol L-1 de C), conferindo maior bioatividade ao 

AHv (Quadro 6). As taxas de incremento (coeficiente angular das equações de regressão) para o 

AHv foram, de forma geral, superiores àquelas apresentadas pelo AHtf (Quadro 6).  

De forma análoga ao observado para parte aérea, as curvas de resposta das características de 

crescimento do sistema radicular, de acúmulo de nutrientes e dos pigmentos fotossintéticos, à 

aplicação de doses crescentes de AH, apresentaram taxas quadráticas ou raízes quadráticas (Quadro 

6).  
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DISCUSSÃO 

 

 O abacaxizeiro ‘Vitória’, lançado pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical e pelo 

Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural, em 2006, apresenta como 

características principais, a resistência à fusariose, folhas sem espinhos, frutos cilíndricos com casca 

amarelada, polpa branca com elevado teor de açúcar e bom perfilhamento (INCAPER, 2006). Com 

relação à anatomia foliar, foi observado (Figura 1) que o abacaxizeiro ‘Vitória’ apresenta 

características semelhantes às descritas para outras cultivares de Ananas comosus, como por 

exemplo, presença de tricomas escamiformes, epiderme uniestratificada revestida por cutícula, 

contorno sinuoso das paredes anticlinais das células epidérmicas, presença de corpos silicosos, 

presença de ráfides, presença de hipoderme, mesofilo constituído de parênquima aquífero e 

clorofiliano, presença de cordões de fibras, estômatos na face epidérmica abaxial dispostos no 

sentido longitudinal de forma paralela (Py, 1969; d’Eeckenbrugge & Leal, 2003; Barboza et al., 

2006; Proença & Sajo, 2007). Essas características anatômicas, invariavelmente, levam à retenção 

de água na planta, que pode ser explicada pela presença de hipoderme, parênquima aquífero, 

tricomas escamiformes e folhas hipoestomáticas (Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerreiro, 

2003; Larcher, 2000; d’Eeckenbrugge & Leal, 2003). Outras levam à dissipação de energia 

luminosa, como a presença de tricomas escamiformes, que refletem a luz (Py, 1969; Larcher, 2000; 

d’Eeckenbrugge & Leal, 2003). A presença constante de cristais de oxalato de cálcio, do tipo ráfide, 

nas células do mesofilo e corpos silicosos nas células epidérmicas do abacaxizeiro ‘Vitória’ também 

podem ser consideradas características anatômicas que auxiliam na reflexão da luz (Franceschi & 

Horner, 1980; Proença & Sajo, 2007). Tais características anatômicas, favoráveis a uma melhor 

tolerância às condições ambientais, não foram afetadas pela aplicação de AH durante a 

aclimatização.  

O período de aclimatização do abacaxizeiro é considerado crítico, por causa da lentidão do 

crescimento do sistema radicular e da parte aérea (Moreira, 2001; Barboza et al., 2006). A aplicação 

de AH durante aclimatização resultou em incrementos significativos no crescimento e 

desenvolvimento das plantas em relação ao controle. Também foram observados aumentos nos 

conteúdos dos nutrientes foliares de N, P, K, Ca e Mg (Quadro 2 e 3). 

 O uso do AHv na promoção do crescimento vegetal está bem documentado (Cacco & 

Dell’Agnola, 1984; Nardi et al., 1996; Masciandaro et al., 1999; Dell’Agnola e Nardi, 1987; 

Muscolo e Nardi, 1997; Muscolo et al., 1999; Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2002; Quaggiotti 

et al., 2004; Canellas et al., 2006; Rodda et al., 2006; Zandonadi et al., 2007). Neste trabalho, não 

foram observadas diferenças no crescimento e acúmulo de nutrientes, entre as diferentes fontes de 



 

 

75 

AH. Há pouca informação sobre a ação de AHtf, mas é possível que AHtf represente uma 

alternativa às limitações de disponibilidade de esterco para a vermicompostagem, nas áreas de 

produção de cana-de-açúcar (Marques Jr et al., 2008).  

 Grande parte dos efeitos bioestimulantes dos ácidos húmicos tem sido creditada à sua 

atividade similar a hormônios vegetais da classe das auxinas, ou seja, podendo promover o 

crescimento vegetal, em concentrações relativamente pequenas. Alguns mecanismos de ação têm 

sido propostos para explicar a indução do crescimento radicular pelos AH, tais como a formação de 

complexos solúveis, com cátions na rizosfera (Chen & Avaid, 1990) e um suposto aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática, pela ação surfactante dos AH (Visser, 1983). Se, por um 

lado, a alteração da propriedade de permeabilidade seletiva da plasmalema, em tese, possa aumentar 

a entrada de íons, por outro, pode favorecer também a saída, uma vez que a ação surfactante não 

preserva a seletividade das membranas (Nardi et al., 2002).  

Canellas et al. (2008) verificaram que plântulas de milho, tratadas com AHv, modificam o 

seu perfil de exsudação radicular de ácidos orgânicos aumentando, significativamente, a extrusão de 

ácido cítrico e oxálico. Em contato com o ambiente acidificado da rizosfera, as partículas supra-

estruturais dos ácidos húmicos podem se fragmentar e gerar subunidades potencialmente capazes de 

alterar o metabolismo celular, por meio da ativação de H+-ATPases da membrana plasmática de 

células de raiz (Piccolo, 2001; Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2006). Estes mecanismos levam 

à acidificação do apoplasto e a ativação de exo-enzimas degradadoras de parede celular, tornando-a 

mais susceptível a ação da pressão de turgescência vacuolar. Com isso, ocorre a expansão celular e, 

por consequência, a do tecido radicular (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). Tal mecanismo pode 

explicar os resultados obtidos, de promoção do desenvolvimento radicular e acúmulo de nutrientes 

das plantas de abacaxizeiro submetidas à aplicação de AH (Quadro 2 e 3). É possível que a ativação 

das H+-ATPases pelos AH promova a despolarização da membrana plasmática e, com isso, a 

ativação de transportadores secundários responsáveis pelo incremento da absorção de macro e 

micronutrientes (Sondergaard et al., 2004).  

Somados aos aspectos de crescimento e nutricionais, possíveis efeitos fisiológicos, 

manifestados pela quantificação de pigmentos fotossintéticos na presença de AH, aplicado na parte 

aérea foram avaliados. Os tratamentos com ácidos húmicos proporcionaram maiores teores de 

pigmentos fotossintéticos e um acréscimo significativo na razão entre clorofila a e clorofila b, 

quando comparados ao controle (Quadros 4 e 5). Esse fato indica que a aplicação de AH no 

abacaxizeiro ‘Vitória’, durante o processo de aclimatização, favorece o estabelecimento das plantas 

ex vitro e, possivelmente, o posterior estabelecimento no campo. Incrementos nos teores de clorofila 

decorrentes da aplicação foliar de AH (5 e 20 mg L-1) em videiras ‘Itália’  foram observados 
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previamente por Ferrara & Brunetti (2008) que, no entanto, verificaram diminuição da razão entre 

clorofila a e clorofila b. Por outro lado, Liu et al. (1998) verificaram que a aplicação de ácidos 

húmicos (0, 100, 200, 400 mg L-1) na gramínea Agrostis stolonifera não alterou o teor de clorofila, 

apesar de ter afetado o processo fotossintético. As diferenças encontradas na literatura (Liu et al., 

1998; Ferrara & Brunetti, 2008) indicam a presença de interações entre os fatores: fonte e dose de 

AH, genótipo e ambiente de cultivo.  

 No presente trabalho, as curvas de respostas à aplicação de doses crescentes de ácidos 

húmicos apresentaram variação quadrática e raiz quadrática, evidenciando o efeito “dose 

dependente” dos AH no desenvolvimento das plantas. Os resultados indicam a possibilidade do uso 

de AH na aceleração do crescimento vegetal, durante a fase de aclimatização das plantas 

propagadas in vitro de abacaxizeiro, o que pode representar alternativa importante para a agricultura 

orgânica ou para a redução de custos de produção, com base na maior eficiência de absorção dos 

nutrientes e crescimento. 

 

CONCLUSÕES 

 

 1. Ácidos húmicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro promoveram o 

crescimento vegetal de plantas originadas de cultura in vitro do abacaxizeiro ‘Vitória’ na fase de 

aclimatização, uma vez que foram observados incrementos no crescimento da parte aérea, do 

sistema radicular e nos conteúdos de N, P, K, Ca e Mg, além de resultar em aumento da relação 

clorofila a / clorofila b. 

 2. Os ácidos húmicos isolados de vermicomposto se mostraram mais bioativos que os de 

torta de filtro, já que promovem o crescimento vegetal, de plantas de abacaxizeiro, com menor dose 

aplicada (15 mmol L-1 de C). 

 3. A promoção do crescimento das mudas de abacaxizeiro propagadas in vitro pela aplicação 

de ácidos húmicos melhora a adaptação das plântulas ao ambiente ex vitro, reduzindo o período de 

aclimatização. 
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Quadro 1. Coeficientes dos contrastes estudados para os tratamentos doses de ácidos húmicos 

e para o controle 

 

Coeficiente dos contrastes (2) 
Tratamentos (1) 

C1 C2 

(-) -6  0 

AHv (10) +1 -1 

AHv (20) +1 -1 

AHv (40) +1 -1 

AHtf (10) +1 +1 

AHtf (20) +1 +1 

AHtf (40) +1 +1 
(1) Tratamentos: (-) = controle; AHv  = ácido húmico de vermicomposto  AHtf = ácido húmico de torta de filtro; (10), 
(20) e (40) representam as concentrações de 10, 20 e 40 mmol L-1 de C, respectivamente. Contrastes: C1 = controle (-) 
versus ácido húmico (AH); C2 = ácido húmico isolado de vermicomposto (AHv) versus ácido húmico isolado de torta 
de filtro (AHtf). 
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Quadro 2 . Características de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e acúmulo de nutrientes no abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta 

à aplicação de diferentes doses de ácidos húmicos de vermicomposto e de torta de filtro 

 
 

Características de crescimento e acúmulo de nutrientes 

Parte aérea (2)  Sistema radicular (3)  Conteúdo de nutrientes (4) Tratamentos(1) 

NF ALT DR DC MFPA  MSPA AF  MFR MSR RPA AR  N P K Ca Mg 

  ------cm------ -mm- -------g------- -cm2- 
 

-------g------  -%-  
-----------------mg planta-1--------------

--- 
(-) 17,83 11,58 17,92 14,45 11,13 1,04 125,58  2,39 0,32 0,32 100,04  11,28 3,44 61,89 6,68 5,28 

AHv(10) 21,50 14,25 25,33 18,00 20,62 1,99 215,90  4,32 0,61 0,31 165,08  21,22 7,44 113,20 12,09 11,83 

AHv(20) 18,83 11,75 21,83 17,39 16,64 1,63 186,80  4,53 0,55 0,33 148,23  15,58 5,38 91,45 10,03 7,66 

AHv(40) 20,00 12,42 21,58 16,53 17,14 1,63 193,27  4,20 0,48 0,30 130,44  17,67 5,74 91,32 10,23 6,81 

AHtf(10) 19,00 12,17 21,25 16,43 16,28 1,52 176,91  4,20 0,47 0,31 135,95  15,36 4,71 85,15 10,23 7,96 

AHtf(20) 19,50 12,83 21,75 16,47 17,63 1,65 190,63  3,81 0,51 0,31 139,33  16,65 6,52 92,93 10,74 8,55 

AHtf(40) 19,00 12,50 21,42 16,29 16,31 1,52 178,21  3,24 0,42 0,28 112,66  16,27 5,45 81,76 10,01 7,68 
(1) Tratamentos: (-) = controle; AHv = ácido húmico de vermicomposto; AHtf = ácido húmico de torta de filtro; (10), (20) e (40) são as concentrações de 10, 20 e 40 mmol L-1 de C, 
respectivamente. (2) Parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria 
seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razão entre raiz e parte aérea; AR = área radicular, 
porcentagem sobre o controle. (4) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. 
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Quadro 3 . Contrastes médios, incrementos relativos, quadrado médio do resíduo (QMR) e coeficiente de variação (CV) para as características de 

crescimento da parte aérea, sistema radicular e acúmulo de nutrientes no abacaxizeiro‘Vitória’ em resposta à aplicação de diferentes doses de ácidos 

húmicos de vermicomposto e de torta de filtro 

 

Contrastes médios 
 (incrementos relativos(5)) 

Parte aérea (2)  Sistema radicular (3)  Conteúdo de nutrientes (4) F.V. (1) G.L. 

NF ALT  DR DC MFPA  MSPA AF  MFR  MSR RPA AR  N P K  Ca Mg 

   ------cm------ -mm- -------g--------- -cm2-  -------g------  -%-  -------------------mg planta-1------------------- 

 (-) vs AH 1 1,81* 1,07 4,28**  2,40**  6,31* 0,62* 64,71**   1,66* 0,18* -0,01 38,58*  5,84* 2,43* 30,75* 3,88* 3,14* 

  (10,12) (9,23) (23,88) (16,58) (56,67) (59,13) (51,53)  (69,57) (56,99) (4,16) (38,57)  (51,77) (70,78) (49,68) (58,06) (59,50) 

AHv vs AHtf 1 -0,94 -0,31 -1,44 -0,91 -1,40 -0,18 -16,74  -0,60 -0,08 -0,01 -18,60  -2,06 -0,62 -12,05 -0,46 -0,70 

  (4,93) (2,44) (6,73) (5,54) (8,33) (11,73) (9,20)  (16,03) (16,69) (4,60) (14,38)  (12,83) (11,20) (13,91) (4,41) (8,69) 

QMR 35 3,45 3,07 9,76 3,36 33,20 0,33 2783  2,31 0,03 0,0028 1130,87  34,79 9,73 904,78 12,67 9,71 

CV (%)  9,58 14,01 14,47 11,01 34,85 36,46 29,14  39,90 36,98 17,13 25,27  36,21 48,40 34,09 35,59 39,13 
(1) F.V.: (-) = controle; AH = ácido húmico; AHv = ácido húmico de vermicomposto; AHtf = ácido húmico de torta de filtro. (2) Parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro 
do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razão entre raiz e parte aérea; 
AR = área radicular. (4) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. (5) Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a média do tratamento de maior 
valor e y a média do tratamento de menor valor.*, ** , significativo a 5 e 1 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. 
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Figura 1. Anatomia da lâmina foliar do abacaxizeiro ‘Vitória’ tratado com ácidos húmicos. A: 
vista frontal da epiderme abaxial mostrando o contorno sinuoso das paredes anticlinais das 
células epidérmicas (seta) e a presença de estômatos (*). B, C, D, E, F: cortes transversais do 
terço médio da lâmina foliar no eixo central. B: epiderme adaxial (Ed), hipoderme (H) e 
parênquima aquífero (Pa). C: epiderme abaxial (Eb), parênquima clorofiliano (Pc) e presença 
de tricomas (T) escamiformes. D: mesofilo diferenciado em parênquima aquífero (Pa) e 
parênquima clorofiliano (Pc) contendo os feixes vasculares (Fv). E: detalhe dos cristais do tipo 
ráfide (R). F, detalhe dos cordões de fibra (Fi) presentes no mesofilo. Imagens obtidas por 
microscopia ótica. 
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Quadro 4 . Características anatômicas da lâmina foliar e teor de pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de 

diferentes doses de ácidos húmicos de vermicomposto e de torta de filtro 

 

Características anatômicas(2)  Pigmentos fotossintéticos(3) 
Tratamentos(1) 

 N. estoma. P. aquífero P. clorofil.  Cla Clb Clt Car Cla / Clb Clt / Car SPAD 

 -unidade- -----------µm-----------  ----------------------µg mL-1--------------------    

(-) 12,17 625,67 717,00  3,47 1,17 4,65 1,15 3,00 4,03 37,03 

AHv(10) 12,83 703,67 752,67  3,65 1,19 4,83 1,20 3,15 4,02 39,25 

AHv(20) 12,83 640,83 715,33  3,68 1,13 4,82 1,13 3,31 4,21 37,25 

AHv(40) 12,50 664,83 751,17  4,42 1,34 5,76 1,31 3,29 4,36 40,00 

AHtf(10) 12,17 623,00 731,17  3,97 1,14 5,10 1,18 3,57 4,28 39,18 

AHtf(20) 12,00 692,83 720,17  3,46 1,05 4,51 1,11 3,35 4,06 38,22 

AHtf(40) 12,50 682,00 733,50  3,60 1,08 4,68 1,19 3,39 3,93 42,17 
(1) Tratamentos: (-), controle; AHv, ácido húmico de vermicomposto; AHtf, ácido húmico de torta de filtro; (10), (20) e (40) são as concentrações de 10, 20 e 40 mmol L-1 de C, 
respectivamente. (2) Características anatômicas: N. de estoma. = número de estômatos; P. aqüífero = comprimento do parênquima aquífero; P. clorofil. = comprimento do parênquima 
clorofiliano. (3) Pigmentos fotossintéticos: Cla = clorofila a; Clb = clorofila b; Clt = clorofila total; Car = carotenóides; Cla/Clb = razão entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car = razão 
entre clorofila total e carotenóide; SPAD = teor de clorofila pelo índice SPAD (medição da intensidade da cor vede). 
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Quadro 5 . Contrastes médios, incrementos relativos, quadrado médio do resíduo (QMR) e coeficiente de variação (CV) para as características 

anatômicas da lâmina foliar e o teor de pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro‘Vitória’ em resposta à aplicação de diferentes doses de 

ácidos húmicos de vermicomposto e de torta de filtro 

 

Contrastes médios  
(incrementos relativos (5)) 

Características anatômicas (2)  Pigmentos fotossintéticos (3) F.V.(1) G.L. 

 N. estoma. P. aquífero P. clorofil.  Cla Clb Clt Car Cla / Clb Clt / Car SPAD 

  -unidade- -----------µm-----------  ---------------------µg mL-1--------------------    

(-) vs AH 1   0,31         42,19      17,00   0,32  -0,02 0,30   0,04      0,35**   0,11  2,31 

    (2,51)          (6,74)        (2,37)   (9,25)   (1,53) (6,54)   (3,55) (11,54)  (2,76) (6,24) 

AHv vs AHtf 1 -0,50         -3,83     -11,44  -0,24 -0,13 -0,37  -0,06  0,19  -0,10  1,02 

    (4,09)          (0,58)        (1,57)   (6,54) (12,06)  (7,80)    (4,90)  (5,42)  (2,50) (2,63) 

QMR 35   1,55  10342,11 4670,65    0,821    0,111   1,50     0,049   0,106    0,233 32,47 

CV (%)   10,03        15,37        9,34  24,17 28,80 24,99 18,70  9,87 11,70 14,60 
(1) F.V.: (-), controle; AH, ácido húmico; AHv, ácido húmico de vermicomposto; AHtf, ácido húmico de torta de filtro. (2) Características anatômicas: N. de estoma. = número de 
estômatos; P. aquífero = parênquima aquífero; P. clorofil. = parênquima clorofiliano. (3) Pigmentos fotossintéticos: Cla = clorofila a; Clb = clorofila b; Clt = clorofila total; Car = 
carotenóides; Cla/Clb = razão entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car = razão entre clorofila total e carotenóide; SPAD = teor de clorofila pelo índice SPAD (medição da intensidade da 
cor verde). (5) Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a média do tratamento de maior valor e y a média do tratamento de menor valor. ** , significativo a 1 % de probabilidade pelo 
teste F. 
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Quadro 6. Equações de regressão para as características de crescimento, acúmulo de 

nutrientes e de pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à 

aplicação de diferentes doses de ácidos húmicos de vermicomposto e de torta de filtro 

 

Variáveis(1) Desdobramentos(2) Equações de regressão R2 
Crescimento da parte aérea 

NF AHv ŷ = y   =  19,54  
 AHtf ŷ = 17,8470 + 0,1393 x – 0,0028 x2 0,998 
ALT AHv ŷ = y   = 12,21  
 AHtf ŷ = 11,5311 – 0,0951 x – 0,0018 x2 0,961 
DR AHv ŷ = 18,1408 + 3,1221 x0,5 – 0,4211 x  0,778 
 AHtf ŷ = 17,9135 + 1,5688 x0,5 – 0,1603 x 0,999 
DC AHv ŷ = 14,1493 + 1,7303 x0,5 – 0,4211 x 0,971 
 AHtf ŷ = 14,4624 + 0,9126 x0,5 – 0,0993 x 0,995 
MFPA AHv ŷ = 11,4073 + 3,8215 x0,5 – 0,4778 x 0,795 
 AHtf ŷ = 11,0794 + 2,6534 x0,5 – 0,2859 x 0,995 
MSPA AHv ŷ = 1,0649 + 0,3952 x0,5 – 0,0499 x 0,837 
 AHtf ŷ = 1,0355 + 0,2495 x0,5 – 0,0271 x 0,989 
AF AHv ŷ = 127,8480 + 36,4116 x0,5 – 4,2588 x 0,860 
 AHtf ŷ = 125,0960 + 26,2723 x0,5 – 2,7970 x 0,989 

Crescimento da raiz 
MFR AHv ŷ = 2,3877 + 0,9391 x0,5 – 0,1031 x 0,999 
 AHtf ŷ = 2,4106 + 0,9101 x0,5 – 0,1244 x 0,967 
MSR AHv ŷ = 0,3255 + 0,1374 x0,5 – 0,0181 x 0,961 
 AHtf ŷ = 0,3265 + 0,0171 x – 0,0004 x2 0,986 
R / PA AHv ŷ = y   = 0,32  
 AHtf ŷ = 0,3187 - 0,0003 x – 0,00002 x2 0,948 
AR AHv ŷ = 101,026 + 31,9591 x0,5– 4,3777 x 0,949 
 AHtf ŷ = 99,6385 + 22,4674 x0,5 – 0,0320 x 0,982 

Acúmulo de nutrientes 
N AHv ŷ = 11,6765 + 3,5332 x0,5 – 0,4325x 0,635 
 AHtf ŷ = 11,2464 + 1,9464 x0,5 – 0,1800 x 0,991 
P AHv ŷ = 3,57784 + 1,55220 x0,5 – 0,00199 x 0,709 
 AHtf ŷ = 3,26565 + 0,23491 x0,5 – 0,00447 x 0,927 
K AHv ŷ = 63,3534 + 21,3370 x0,5 – 0,0276 x 0,804 
 AHtf ŷ = 62,4274 + 2,6786 x0,5 – 0,0549 x 0,993 
Ca AHv ŷ = 6,8244 + 2,2117 x0,5 – 0,2735 x 0,827 
 AHtf ŷ = 6,6674 + 1,7632 x0,5 – 0,1947 x 0,999 
Mg AHv ŷ = 5,5128 + 2,8573 x0,5 – 0,4338 x 0,710 
 AHtf ŷ = 5,2522 + 1,4223 x0,5 – 0,1628 x 0,990 

Pigmentos fotossintéticos 
Cla AHv ŷ = 3,5038 + 0,0013 x – 0,0005 x2 0,980 
 AHtf ŷ = y   = 3,63  
Clb AHv ŷ = 1,1859 - 0,0063 x + 0,0003 x2 0,909 
 AHtf ŷ = 1,1826 - 0,0086 x – 0,0001 x2 0,860 
Clt AHv ŷ = 4,6897 – 0,0049 x + 0,0008 x2 0,970 
 AHtf ŷ = y   = 4,74  
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Continuação do Quadro 6. 
 
Car AHv ŷ = 1,1645 - 0,0031 x – 0,0002 x2 0,806 
 AHtf ŷ = y   = 1,16  
Cla/Clb AHv ŷ = 2,9886 + 0,0225 x – 0,0004 x2 0,982 
 AHtf ŷ = 3,0143 + 0,2294 x0,5 – 0,0278 x 0,821 
Clt/Car AHv ŷ = 4,0272 – 0,0318 x0,5 – 0,0136 x 0,944 
 AHtf ŷ = 4,0432 + 0,1291 x0,5 – 0,0237 x 0,809 
SPAD AHv ŷ = y   = 38,38  
 AHtf ŷ = 37,4488 + 0,0454 x – 0,0017 x2 0,854 
(1) Variáveis: NF = número de folhas; ALT = altura (cm); DR = diâmetro da roseta (cm); DC = diâmetro do caule 
(mm); MFPA = matéria fresca da parte aérea (g); MSPA = matéria seca da parte aérea (g); AF = área foliar (cm2); 
MFR = matéria fresca da raiz (g); MSR = matéria seca da raiz (g); RPA = razão entre raiz e parte aérea; AR = área 
radicular (%); N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente (g 
planta-1); Cla = clorofila a (µg mL-1); Clb = clorofila b (µg mL-1); Clt = clorofila total (µg mL-1); Car = carotenóides 
(µg mL-1); Cla/Clb = razão entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car = razão entre clorofila total e carotenóide; SPAD = 
teor de clorofila pelo índice SPAD (medição da intensidade da cor verde). (2) Desdobramentos: AHv = ácido húmico de 
vermicomposto; AHtf = ácido húmico de torta de filtro.  
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PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO DO ABACAXIZEIRO ‘VITÓRIA’ P ELO USO 

CONJUNTO DE ÁCIDO HÚMICO E Burkholderia spp. DURANTE 

A ACLIMATIZAÇÃO (1) 

 

 

Lílian Estrela Borges Baldotto(2), Marihus Altoé Baldotto(3),  Luciano Pasqualoto Canellas(3), 

Ricardo Bressan-Smith(4), Fábio Lopes Olivares(5) 

 

RESUMO 

 

 Apesar das vantagens de produção de mudas sadias e uniformes de abacaxizeiro por 

propagação in vitro, a necessidade de um longo período de aclimatização onera essa prática 

agrícola. A aceleração do crescimento das plântulas de abacaxizeiro pelo uso conjunto de 

ácidos húmicos e bactérias diazotróficas endofíticas pode ser útil para diminuir esse período. 

O objetivo neste trabalho foi avaliar o desempenho inicial do abacaxizeiro ‘Vitória’ 

propagado por cultura de tecidos em resposta à aplicação de ácido húmico de 

vermicomposto e bactérias promotoras de crescimento do gênero Burkholderia durante o 

período de aclimatização em casa de vegetação. Foram avaliadas as características de 

crescimento da parte aérea, do sistema radicular e o conteúdo de nutrientes foliares. Os 
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resultados mostraram incrementos no crescimento e desenvolvimento da parte aérea e do 

sistema radicular com a aplicação isolada e, principalmente, conjunta, de ácido húmico e 

bactérias, bem como acúmulo de N, P, K, Ca e Mg. O uso conjunto de ácidos húmicos e 

bactérias diazotróficas endofíticas para promoção do crescimento das mudas durante o 

período de aclimatização pode ser uma prática importante na adaptação do abacaxizeiro ao 

ambiente ex vitro. 

 

Termos de indexação: Ananas comosus, cultura de tecidos, bactérias promotoras de 

crescimento vegetal, bactérias diazotróficas, substâncias húmicas, inoculante. 

 

 

SUMMARY:  GROWTH PROMOTION OF PINEAPPLE ‘VITÓRIA’ USING HUMIC ACIDS 

AND Burkholderia spp. DURING ACCLIMATIZATION 

 

 Despite the advantages of the healthy, uniform pineapple plantlets grown in vitro, the need 

for a long acclimatization period boosts the costs of this agricultural practice. Accelerating 

pineapple plantlets growth by the combined use of humic acid and diazotrophic bacteria might 

reduce this period. The objective of this study was to evaluate the initial response of pineapple 

‘Vitória’ plantlets to applications of humic acids from vermicompost and growth-promoting 

bacteria of the genus Burkholderia during greenhouse acclimatization. The growth characteristics 

of shoot and roots as well as leaf nutrient contents were evaluated. Results showed increases in 

plant growth and shoot and root development by the separate and particularly the combined 

application of humic acid and bacteria, as well as accumulation of N, P, K, Ca, and Mg. The 

combined use of humic acid and bacteria for increased plant growth promotion during the 

acclimatization period may become an important practice in the adaptation of pineapple to ex 

vitro conditions. 

 

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, plant growth-promoting bacteria, diazotrophic 

bacteria, humic substances, inoculant. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A propagação do abacaxizeiro é realizada predominantemente de maneira vegetativa, por 

meio de mudas do tipo filhote, rebentão e filhote-rebentão, retiradas das plantas adultas após a 

colheita dos frutos (d’Eeckenbrugge & Leal, 2003). Apesar da vantagem do baixo custo de 

produção desses propágulos, há limitações que comprometem a qualidade e expansão da 

abacaxicultura, como, por exemplo, a quantidade insuficiente de mudas isentas de pragas e 

doenças e de porte homogêneo. Como alternativa, alguns métodos usados para a propagação in 

vitro do abacaxizeiro (Teixeira et al., 2001; Almeida et al., 2002), têm resultado na produção de 

maior quantidade de mudas sadias e uniformes em um espaço reduzido e com a possibilidade de 

estabelecimento de cronogramas de produção.  

 Após a propagação in vitro, as plântulas de abacaxizeiro são aclimatadas em condições ex 

vitro, para posterior adaptação ao campo (Teixeira et al., 2001). A aclimatização é necessária, pois 

abacaxizeiros cultivados in vitro apresentam características morfológicas desfavoráveis para 

suportar as condições edafoclimáticas no campo. Como exemplo, podem-se citar menor 

espessamento da cutícula e das paredes periclinais externas das células epidérmicas e menor 

densidade estomática (Barboza et al., 2006). O período de aclimatização do abacaxizeiro varia 

entre 6 a 8 meses em casa de vegetação, para que as plantas alcancem entre 200 a 300 mm de 

altura, tamanho adequado para a transferência para o campo (Teixeira et al., 2001). O longo 

período de aclimatização onera a produção das mudas de abacaxizeiro in vitro, portanto, 

estratégias que objetivam acelerar o crescimento da planta com o intuito de diminuir esse tempo 

são almejadas. Dentro deste contexto, a aplicação foliar de ácidos húmicos (Baldotto et al., 2009) 

e a inoculação de bactérias promotoras de crescimento (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003a, b) 

têm apresentado resultados promissores. 

Os ácidos húmicos, componentes da matéria orgânica do solo, são formados por agregados 

moleculares heterogêneos e estabilizados por pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas 

(Piccolo, 2001). Atuam favorecendo o desenvolvimento do sistema radicular (Façanha et al., 2002; 

Zandonadi et al., 2007) e o acúmulo de nutrientes nas plantas (Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 

2004). Em abacaxizeiro, a aplicação foliar de ácido húmico isolado de vermicomposto na 

concentração de 15 mmol L-1 de C favorece o crescimento da parte aérea e do sistema radicular, 

bem como o acúmulo de nutrientes foliares na cultivar ‘Vitória’ durante a aclimatização (Baldotto 

et al., 2009). 

O abacaxizeiro ‘Vitória’, lançado em 2006, apresenta caracteres promissores para aceitação 

por produtores e consumidores, como resistência à fusariose, folhas sem espinhos, frutos 
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cilíndricos com casca amarelada, polpa branca com elevado teor de açúcar e bom perfilhamento 

(INCAPER, 2006). Assim como as demais variedades de abacaxizeiro, essa cultivar apresenta 

crescimento lento durante a aclimatização. A aplicação de biofertilizantes constituídos por 

bactérias diazotróficas endofíticas pode resultar na aceleração do crescimento das plântulas de 

abacaxizeiro durante esse período (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003a, b). Relatos sobre 

incrementos da matéria seca de abacaxizeiros em resposta à inoculação incluem Burkholderia 

cepacia AB213 em plântulas de ‘Smooth Cayenne’ e Asaia bogorensis em plântulas de ‘Cayenne 

Champac’ (Weber et al., 2003a).  

O uso de bactérias na formulação de biofertilizantes está bem documentada (Vessey, 

2003). Recentemente, Marques Júnior et al. (2008) constataram que a aplicação de biofertilizante 

constituído por bactérias promotoras de crescimento e ácidos húmicos em microtoletes de cana-de-

açúcar tratados termicamente resultou em incrementos na biomassa vegetal. Em abacaxizeiro, o 

uso dessa mesma tecnologia inovadora de aplicação conjunta de ácidos húmicos e bactérias 

promotoras de crescimento pode ser uma estratégia viável na aclimatização de plantas propagadas 

in vitro, buscando promover maior crescimento e redução do tempo necessário para a transferência 

das plantas para o campo.  

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar, durante o processo de aclimatização, o 

crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ propagado in 

vitro, em resposta à aplicação isolada e conjunta de ácido húmico de vermicomposto e bactérias 

promotoras de crescimento do gênero Burkholderia. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Tratamentos 

 

A matriz experimental [(2+2+1)+1] consistiu nos seguintes fatores em estudo: dois 

tratamentos com a inoculação de bactérias, Burkholderia sp. UENF 114111 (B1) e Burkholderia 

silvatlantica UENF 117111 (B2); outros dois tratamentos com a aplicação conjunta de ácido 

húmico de vermicomposto e bactérias, Burkholderia sp. UENF 114111 (B1+AH) e Burkholderia 

silvatlantica UENF 117111 (B2+AH); um tratamento com aplicação de ácido húmico de 

vermicomposto (AH); e um tratamento controle (-), sem aplicação de ácido húmico e bactérias. A 

unidade experimental consistiu em uma planta de abacaxi por vaso. O experimento foi realizado 

no delineamento em blocos ao acaso, com 5 repetições, totalizando 30 unidades experimentais. 



 

 

94 

 

Material Vegetal 

 

 Plântulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril), da cultivar Vitória (INCAPER, 

2006), foram fornecidas pelo Laboratório de Biotecnologia BioMudas. As plântulas foram 

propagadas in vitro, em potes de vidro tipo baby food, e mantidas em meio MS descrito por 

Murashige & Skoog (1962), sem adição de reguladores de crescimento e vitaminas. As plântulas 

in vitro foram mantidas em sala de crescimento, com fluxo de fótons fotossintéticos de 25 µmol m-

2 s-1, temperatura de 25 ± 2 ºC e fotoperíodo de 16 horas. Após três meses de cultivo, as plântulas 

foram transferidas para novo meio MS, em tubos de ensaio. Para realização das etapas 

experimentais posteriores, foram selecionadas plântulas com aproximadamente 1,5 g de matéria 

fresca.  

 

Crescimento Bacteriano e Inoculação 

 

 Os isolados bacterianos utilizados foram provenientes da coleção de bactérias diazotróficas do 

Laboratório de Biologia Celular e Tecidual, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro. Ambas as estirpes Burkholderia sp. UENF 114111 e Burkholderia silvatlantica UENF 

117111 foram isoladas de plantas de Ananas comosus (L.) Merril, cultivar Smooth Cayenne, 

oriundas da área do Sistema Integrado de Produção Agroecológica, Embrapa Agrobiologia, 

Município de Seropédica, RJ (Santos, 2008) e apresentaram também a capacidade de solubilizar 

fosfatos in vitro (Baldotto et al., 2008).  

 As bactérias cresceram em meio líquido DYGS (Döbereiner et al., 1995) por 24 h, em agitador 

a 120 rpm, a 30 ºC. Para inoculação bacteriana, as plântulas foram retiradas dos tubos de ensaio, 

lavadas em água corrente para a limpeza do meio de cultivo e as raízes foram imersas em 10 mL 

do meio bacteriano (108 células mL-1 ) por 30 min e posterior aplicação do mesmo meio no 

substrato (Mello et al., 2002). Nos tratamentos contendo ácido húmico as plântulas foram 

previamente colocadas em potes de vidro tipo baby food contendo 50 mL de ácido húmico isolado 

de vermicomposto na concentração de 15 mmol L-1 de C por 24 h (Baldotto et al., 2009). O ácido 

húmico de vermicomposto foi previamente caracterizado (Baldotto et al., 2007; Busato, 2008), e 

apresenta como características principais 485 g kg-1 de C, 25 g kg-1 de N, relação C / N de 19,4, 

3040 e 2850 mmolc kg-1 de acidez carboxílica e fenólica, respectivamente. O tratamento controle 

foi imerso por 30 min em meio DYGS autoclavado. Posteriormente, os abacaxizeiros foram 

transferidos para vasos de 1,0 dm3 contendo substrato Plantmax Hortaliças®, para serem 
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aclimatados, em casa de vegetação, por um período de 90 dias. A cada 15 dias durante a 

aclimatização, todas as plantas receberam 5 mL de solução nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950) e 

para os tratamentos contendo ácidos húmicos também foram adicionados 5 mL (15 mmol L-1 de 

C), aplicados nas axilas das folhas basais dos abacaxizeiros, usando-se pipeta automática (Baldotto 

et al., 2009). 

 

Análises de crescimento 

 

 Aos 90 dias da aclimatização, as plantas foram coletadas para a mensuração das seguintes 

variáveis: matéria fresca da raiz (MFR) e da parte aérea (MFPA), matéria seca da raiz (MSR) e da 

parte aérea (MSPA) obtidas pela secagem em estufa sob ventilação forçada de ar a 60 oC por 7 

dias e a área foliar (AF) obtida no medidor de área foliar de bancada modelo LI-3100, LI-COR, 

USA. 

 

Análises nutricionais 

 

 Após a secagem, as folhas dos abacaxizeiros foram moídas em moinho do tipo Wiley 

acoplado a peneiras de 60 malhas cm-2. Em seguida, o pó obtido foi submetido à digestão sulfúrica 

combinada com peróxido de hidrogênio e determinados os teores totais de nitrogênio (N), fósforo 

(P), potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg). Para N, foi utilizado o método de Nessler e a 

dosagem de P foi obtida por espectrofotometria de absorção molecular (colorimetria), após reação 

com vitamina C e molibdato de amônio, no comprimento de onda de 725 nm; a determinação de K 

foi realizada por fotometria de chama e os teores de Ca e de Mg foram dosados por 

espectrofotometria de absorção atômica. Todas as análises foram realizadas conforme os métodos 

usuais para a cultura do abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os conteúdos de N, P, K, Ca e Mg 

foram estimados por meio da multiplicação da matéria seca da parte aérea e o teor do nutriente 

considerado. 

 

Contagem bacteriana 

 

 A contagem das bactérias presentes nas raízes e na parte aérea foi realizada por meio da 

técnica do Número Mais Provável (Döbereiner et al., 1995). Amostras de 1 g das raízes e 1 g da 

parte aérea foram maceradas em 9 mL de solução salina  (NaCl, 8,5 g L-1) e, a partir destas 

diluições (10-1), foram realizadas as diluições seriadas tomando-se 1 mL da diluição original em 9 
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mL de solução salina até a diluição 10-7. Alíquotas de 100 µL das diluições foram transferidas para 

frascos de vidro contendo 5 mL do meio JMV (Baldani, 1996). Os frascos foram incubados a 30 

°C, por 7 dias. Decorrido este período, avaliou-se o crescimento bacteriano pela presença de uma 

película branca na superfície do meio. O número de bactérias foi obtido pela consulta à Tabela de 

McCrady para três repetições por diluição. 

 

Análises estatísticas 

 

 Os resultados foram submetidos à análise de variância e os efeitos dos tratamentos foram 

desdobrados em contrastes médios (Quadro 1) conforme Alvarez V. & Alvarez (2006). A 

aplicação do teste F aos desdobramentos dos fatores foi realizada aos níveis de 10, 5 e 1 % de 

probabilidade.  

 

 

RESULTADOS 

 

 De posse das médias apresentadas no quadro 2, foram obtidos os contrastes médios 

(Quadro 3) que representam a diferença em real magnitude entre a média dos tratamentos 

comparados (Alvarez V. & Alvarez, 2006). Foi possível observar diferenças no crescimento dos 

abacaxizeiros propagados in vitro durante a aclimatização com a aplicação isolada e conjunta de 

ácido húmico e bactérias promotoras de crescimento. O contraste que compara a matéria seca da 

parte aérea e do sistema radicular dos abacaxizeiros, entre o controle e aplicação isolada de ácido 

húmico (controle versus AH), mostrou incrementos de 13 e 8 %, respectivamente (Quadro 3). Para 

as características nutricionais dos abacaxizeiros que receberam apenas AH foram também 

verificados incrementos de 20, 14, 3, 25, 52 % de N, P, K, Ca, Mg, respectivamente, sobre o 

controle. Entretanto, essas diferenças não foram significativas pelo teste F (Quadro 3). 

 Para a aplicação isolada de bactérias, todas as características de crescimento da parte aérea 

e do sistema radicular, bem como os conteúdos de nutrientes foliares dos abacaxizeiros, 

apresentaram incrementos significativos sobre o controle (controle versus B), como, por exemplo, 

aumento, em média de 52,03 cm2 de área foliar, correspondente a um incremento relativo de 97 % 

(Quadro 3). Para N, P, K a inoculação das bactérias do gênero Burkholderia incrementaram em 

115, 112 e 69 %, respectivamente, os conteúdos desses nutrientes nas folhas dos abacaxizeiros 

quando comparados com o do controle (Quadro 3). 
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 A superioridade da aplicação conjunta de AH e Burkholderia sobre o controle (controle 

versus B+AH) foi verificada para todas as características de crescimento avaliadas, apresentando 

incrementos de 147 % de matéria fresca da parte aérea, 104 % de matéria seca, 122 % de área 

foliar, 105 % de matéria fresca da raiz e 61 % de matéria seca da raiz (Quadro 3). A promoção de 

crescimento das mudas com o uso conjunto de AH e bactérias resultaram também em aumentos 

nos conteúdos dos nutrientes foliares, como, por exemplo, 132, 131 e 80 %, de N, P e K, 

respectivamente, sobre o controle (Quadro 3). 

 As aplicações conjuntas de AH e bactérias foram significativamente superiores à aplicação 

isolada de AH para todas as características avaliadas (AH versus B+AH), com incrementos, por 

exemplo, de 111 % de matéria seca da parte aérea, 49 % de matéria seca da raiz, 93 e 102 % nos 

conteúdos foliares de N e P, respectivamente (Quadro 3). De outra forma, na comparação entre a 

aplicação conjunta de AH e bactéria com a inoculação isolada da bactéria (B versus B+AH) foram 

observados incrementos percentuais para todas as características de crescimento e nutricionais dos 

abacaxizeiros avaliadas, como, por exemplo, 13 % de área foliar, 3 % de matéria seca de raiz, 8 e 

9 % no conteúdo foliar de N e P, respectivamente. No entanto esses incrementos não foram 

significativos (Quadro 3). 

 Com relação ao nível populacional de bactérias diazotróficas endofíticas introduzidas nas 

plântulas de abacaxizeiro, ficou evidenciado um efeito marcante da inoculação que elevou 

respectivamente em 3 e 2 unidades logarítmicas a população de bactérias no tecido radicular e na 

parte aérea. Não foram observadas alterações no número mais provável (NMP) de bactérias 

presentes no sistema radicular com a aplicação de AH (Quadro 4). No entanto, para a parte aérea 

dos abacaxizeiros houve uma diminuição entre 1 e 1,5 unidades log quando se aplicou AH 

(Quadro 4). Ademais, observou-se que ao final do experimento, plantas não inoculadas abrigavam 

uma população natural de bactérias diazotróficas entre 103 e 104 células g-1 de massa fresca 

vegetal.  

 

 

DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo foi constatado o efeito biofertilizante e bioestimulante da aplicação 

isolada e, principalmente, conjunta, de ácido húmico (AH) de vermicomposto e bactérias do 

gênero Burkholderia, que resultaram em incrementos nas características de crescimento e 

nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitória’ durante a aclimatização (Quadros 2 e 3). O período de 

aclimatização do abacaxizeiro é considerado crítico por causa das baixas taxas de crescimento do 
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sistema radicular e da parte aérea. Nesta fase, ajustes estruturais e fisiológicos das plântulas às 

condições ex vitro são necessários para acomodar a fase subsequente de estabelecimento da 

cultura no campo (Barboza et al., 2006). Abordagens tecnológicas que resultem na promoção do 

crescimento das plântulas de abacaxizeiro podem ter impacto significativo na produção e 

adaptação de mudas oriundas de cultura de tecidos no ambiente de produção.  

 A aplicação isolada de AH de vermicomposto resultou, em média, em incrementos nas 

características de crescimento e acúmulo de nutrientes do abacaxizeiro ‘Vitória’ aos 90 dias de 

aclimatização em relação ao controle. No entanto, esses resultados não foram significativos. Esse 

fato sugere uma resposta tempo dependente da aplicação foliar do AH na promoção de 

crescimento das plântulas de abacaxizeiro, uma vez que Baldotto et al. (2009), relataram aumentos 

significativos nas mesmas características em resposta a aplicação de AH de vermicomposto no 

abacaxizeiro ‘Vitória’ aos 150 dias de aclimatização.  

 A expressão da promoção de crescimento do abacaxizeiro pelo uso de AH pode ser, em 

parte, atribuída à sua atividade similar a auxinas, hormônios sintetizados pelas plantas que em 

concentrações variando de micro a nanomolares, estimulam a atividade da bomba eletrogênica H+-

ATPase de membrana plasmática (Chen & Avaid, 1990; Canellas et al., 2002). Com a acidificação 

do apoplasto, enzimas degradadoras de parede celular ficariam ativas, tornando as células mais 

susceptíveis à ação da pressão de turgescência vacuolar. Com isso, ocorreria a expansão celular 

(Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). Sondergaard et al. (2004) propuseram que os AH são 

responsáveis pela ativação de transportadores secundários, acarretando aumento da absorção de 

macro e micronutrientes, mecanismo que pode ser explicado pela ação das H+-ATPases na 

polarização da membrana plasmática e, conseqüentemente, na ativação de transportadores. 

Recentemente, Canellas et al. (2008) verificaram que a exsudação radicular de ácidos orgânicos, 

como, por exemplo, cítrico e oxálico, foi aumentada em raízes de milho em resposta à aplicação 

de ácidos húmicos. Esses ácidos orgânicos podem causar a fragmentação da estrutura 

supramolecular dos AH (Piccolo, 2001), liberando moléculas bioativas previamente estabilizadas 

por ligações fracas, candidatas a ativar a bomba de prótons da membrana plasmática de células de 

raiz (Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2006). Bactérias do gênero Burkholderia também 

sintetizam e secretam ácidos orgânicos (Rodríguez & Fraga, 1999), fato que poderia, em parte, 

explicar os efeitos sinérgicos do uso conjunto de AH e bactéria no desenvolvimento do 

abacaxizeiro. 

 Com relação aos tratamentos que foram inoculados com Burkholderia, foram observados, 

sistematicamente, efeitos superiores, para todas as características avaliadas de crescimento e 

nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitória’, em relação ao controle e ao uso isolado de AH (Quadros 2 e 
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3). A promoção do crescimento das plantas em resposta à inoculação de Burkholderia foi também 

relatada em abacaxizeiros ‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’ (Weber et al., 2003a). Outras espécies, 

tais como tomateiro (Caballero-Mellado et al., 2007; Jiang et al., 2008), guandu (Pandey & 

Maheshwari, 2007), milho (Bevinino et al., 2000; Jiang et al., 2008) e videira (Ait Barka et al., 

2000) também se beneficiam com a interação planta-Burkholderia. Esse gênero abriga uma ampla 

gama de bactérias, incluindo desde bactérias fitopatogênicas (Burkholder, 1950), bactérias 

diazotróficas endofíticas (Weber et al., 1999; Cruz et al., 2001), a estirpes simbiontes do grupo 

beta-rizóbio que induzem a formação de nódulos fixadores de nitrogênio nas raízes das plantas 

hospedeiras (Rasolamampianina et al., 2005; Elliot et al., 2007). As estirpes usadas no presente 

trabalho são diazotróficas endofíticas, sendo Burkholderia silvatlantica identificada pela primeira 

vez associada a plantas de milho e cana-de-açúcar (Perin et al., 2006). Os mecanismos envolvidos 

na promoção do crescimento vegetal pela ação das Burkholderia envolvem não apenas a fixação 

biológica de nitrogênio, como também podem ser atribuídos à solubilização de fosfatos 

(Anandham et al., 2007; Jiang et al., 2008), produção de fitohormônios (Jiang et al., 2008), 

atuação na atividade da ACC desaminase (Pandey et al., 2005; Jiang et al., 2008), síntese de 

sideróforos (Bevivnino et al., 1994; Jiang et al., 2008) e biocontrole (Cain et al., 2000; Vandamme 

et al., 2007). Em estudos prévios de seleção de bactérias diazotróficas isoladas de abacaxizeiro, as 

estirpes usadas no presente trabalho destacaram-se quanto à capacidade, in vitro, de solubilizar 

fosfato de cálcio (Ca5(PO4)3OH) e óxido de zinco (ZnO), secretar compostos indólicos e atuar 

antagonicamente ao fungo fitopatogênico Fusarium subglutinans f. sp. ananas (nesta tese). 

 Devido aos diferentes mecanismos envolvidos na promoção do crescimento das plantas, as 

Burkholderia são potencialmente usadas na formulação de biofertilizantes (Vessey et al., 2003; 

Anandham et al., 2007), visando a incrementos na produção de biomassa com menor ônus 

econômico e ambiental. Compant et al. (2008), no entanto, alertam para a necessidade de mais 

estudos sobre os riscos da dispersão dessas bactérias no ambiente agrícola, uma vez que as 

Burkholderia apresentam elevada plasticidade genômica e capacidade de adaptação a novas 

condições ambientais, e algumas estirpes são patogênicas às plantas (Burkholder, 1950; Takahashi 

et al., 2004), aos animais e seres humanos (Valvano et al., 2005, 2006).  

Os dados populacionais revelaram que, independentemente da aplicação do ácido húmico, 

a bacterização das plântulas de abacaxizeiro por imersão do sistema radicular foi eficiente no 

estabelecimento da associação endofítica. Estudos prévios (Marques Júnior et al., 2008; Conceição 

et al., 2008) envolvendo respectivamente plantas de cana-de-açúcar e milho evidenciaram 

aumento de 10 a 1000 unidades log na população bacteriana associada à planta hospedeira, fato 

não observado no presente trabalho. Estudos estruturais mais detalhados devem ser realizados para 
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avaliar as peculiaridades da aplicação conjunta bactéria-AH em plantas de abacaxizeiro. Para os 

tratamentos não inoculados foi constatada a presença de bactérias em menor quantidade, o que 

condiz com Weber et al. (1999), que relatam a presença natural de bactérias diazotróficas 

associadas a abacaxizeiros. 

Embora respostas positivas a aplicação de AH isolado de vermicomposto nas 

concentrações na faixa de 10 a 80 mg L-1 de C estejam fartamente documentadas na literatura 

(Cacco & Dell’Agnola, 1984; Nardi et al., 1996; Muscolo et al., 1999; Façanha et al., 2002; 

Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 2007), sua variabilidade de magnitude de resposta aponta 

para necessidade de intensificar os estudos envolvendo a estrutura química das substâncias 

húmicas e sua relação com bioatividade e mecanismos de ação sobre as plantas (Canellas et al., 

2006). Também são necessários estudos adicionais para explicar os efeitos sinérgicos da aplicação 

conjunta de AH e bactérias diazotróficas endofíticas no desenvolvimento das plantas. 

 Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para a possibilidade de uso de um novo 

insumo biológico baseado na combinação de bactérias promotoras de crescimento do gênero 

Burkholderia e frações bioativas da matéria orgânica na forma de ácidos húmicos em formulações 

biofertilizantes, visando acelerar o crescimento das plantas propagadas in vitro de abacaxizeiro 

durante a fase de aclimatização, o que pode representar alternativa importante para a redução de 

custos de produção com base na maior eficiência nutricional e de crescimento. 

 

 

CONCLUSÕES 

 

 1. Ácido húmico de vermicomposto e bactérias diazotróficas do gênero Burkholderia 

promoveram de maneira isolada e, principalmente, conjunta, o crescimento das plantas originadas 

de cultura in vitro do abacaxizeiro ‘Vitória’ na fase de aclimatização, uma vez que foram 

observados incrementos no crescimento da parte aérea, do sistema radicular e nos conteúdos de N, 

P, K, Ca e Mg. 

 2. O uso em conjunto de ácido húmico de vermicomposto e Burkholderia alterou o nível 

populacional de bactérias diazotróficas endofíticas na parte aérea e não alterou na raiz das 

plântulas de abacaxizeiro. 

 3. A promoção do crescimento das mudas de abacaxizeiro propagadas in vitro pela 

aplicação conjunta de ácido húmico de vermicomposto e Burkholderia melhorar a adaptação das 

plântulas ao ambiente ex vitro, reduzindo o período de aclimatização. 
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Quadro 1. Coeficientes dos contrastes estudados para os tratamentos controle, ácido húmico, 

bactérias, bactérias e ácidos húmicos  

 

Contrastes (2) 
Tratametos (1) 

C1 C2 C3 C4 C5 

(-) -1 -2 -2   0   0 

AH +1   0   0 -2   0 

B1   0 +1   0   0 -1 

B2   0 +1   0   0 -1 

B1+AH   0   0 +1 +1 +1 

B2+AH   0   0 +1 +1 +1 
(1) Tratamentos: (-) = controle; AH = ácido húmico; B1 = Burkholderia sp. UENF 114111; B2 = Burkholderia 
silvatlantica UENF 117111. (2) Contrastes: C1 = controle versus ácido húmico; C2 = controle (-) versus bactéria (B1, 
B2); C3 = controle (-) versus bactéria e ácido húmico (B1+AH, B2+AH); C4 = ácido húmico (AH) versus bactéria e 
ácido húmico (B1+AH, B2+AH); C5 = bactéria (B1,B2) versus bactéria e ácido húmico (B1+AH, B2+AH). 
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Quadro 2. Características de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e o acúmulo de nutrientes do abacaxizeiro’Vitória’ em 

resposta a aplicação de ácido húmico e bactérias promotoras de crescimento durante a aclimatização 

 

Características de crescimento  Características nutricionais 

Parte aérea(2)  Sistema radicular(3)  Conteúdo de nutrientes(4) Tratamentos(1) 

MFPA MSPA AF  MFR MSR  N P K Ca Mg 

 ---------g--------- - cm2 -  ---------g---------  --------------------------mg planta-1-------------------------- 

(-) 3,48 0,34 53,90  0,45 0,07  3,16 1,27 22,93 3,20 1,14 

AH 3,96 0,38 56,75  0,67 0,07  3,80 1,45 23,55 4,01 1,74 

B1 6,76 0,62 103,68  0,80 0,10  6,07 2,26 40,61 6,98 4,42 

B2 7,31 0,66 108,18  0,81 0,10  7,50 3,11 37,02 7,12 5,09 

B1+AH 8,40 0,76 120,52  0,91 0,11  7,96 3,18 46,64 7,96 7,04 

B2+AH 8,74 0,61 119,32  0,92 0,11  6,68 2,66 35,86 6,83 5,20 
(1) Tratamentos: (-) = controle; AH = ácido húmico; B1 = Burkholderia sp. UENF 114111; B2 = Burkholderia silvatlantica UENF 117111. (2) Parte aérea: MFPA = matéria 
fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz. (4) Conteúdo de 
nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. 
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Quadro 3.  Contrastes médios, incrementos relativos, quadrado médio do resíduo (QMR) e coeficiente de variação (CV) para as 

características de crescimento da parte aérea, sistema radicular e acúmulo de nutrientes no abacaxizeiro‘Vitória’ em resposta à 

aplicação de ácido húmico e bactérias promotoras de crescimento durante a aclimatização 

 

Contrastes médios 
(incrementos relativos(5)) 

Características de crescimento  Características nutricionais 

Parte aérea(2)  Sistema radicular(3)  Conteúdo de nutrientes(4) 
F.V.(1) G.L. 

MFPA MSPA AF  MFR MSR  N P K Ca Mg 

  ---------g--------- - cm2 -  ---------g---------  -------------------------mg planta-1------------------------- 

(-) vs AH   1      0,49     0,04    2,85       0,22    0,005       0,64     0,18   0,62      0,82      0,60 

   (14)  (13)   (5)    (50)   (8)    (20)  (14)  (3)   (25)   (52) 

(-) vs B   1      3,56*     0,31*   52,03**       0,36**    0,037*       3,63*      1,42*  15,88º      3,85*      3,61º 

  (102)  (92)  (97)    (81) (56)  (115) (112) (69) (120) (315) 

(-) vs B+AH   1       5,10**     0,35**    66,02**       0,47**    0,040*       4,16*      1,66*  18,32*      4,20**      4,98* 

  (147) (104) (122)  (105) (61)  (132) (131) (80) (131) (435) 

AH vs B+AH   1      4,61**      0,30*     63,16**       0,24º    0,035*       3,52*      1,48*  17,69*      3,38*      4,38* 

  (116)   (80)  (111)    (36) (49)    (93) (102) (75)   (84) (251) 

B vs B+AH   1      1,53      0,04     13,99        0,11    0,003       0,54      0,24    2,43      0,35      1,37 

   (22)     (6)    (13)    (13)   (3)      (8)     (9)   (6)     (5)   (29) 

QMR 24     5,57      0,05 1057,17        0,05    0,0008       8,59      1,47 202,96      6,40     11,53 

CV (%)    36,62    41,19     34,69      30,30   31,29     49,98    52,25   41,37    42,07     82,67 
(1) F.V.: (-) = controle; AH = ácido húmico; B = bactéria (B1, B2); B+AH = bactéria e ácido húmico (B1+AH, B2+AH). (2) Parte aérea: MFPA = matéria fresca da parte aérea; 
MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz. (4) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, 
Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. (5) Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a média do tratamento de maior valor e y a 
média do tratamento de menor valor.º, *, ** , significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. 



 

 

110

Quadro 4. Contagem do Número Mais Provável (NMP) de bactérias 

diazotróficas endofíticas presentes na parte aérea e no sistema radicular do 

abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de ácido húmico e bactérias 

promotoras de crescimento durante a aclimatização 

 

Número mais provável de bactérias diazotróficas endofíticas 
Tratamentos (1) 

Parte aérea  Sistema radicular 

(-)* 4,5 x 103 2,5 x 104 

AH * 1,5 x 103 4,5 x 104 

B1 9,5 x 105 1,1 x 107 

B2 9,5 x 105 1,4 x 107 

B1+AH 4,5 x 104 1,4 x 107 

B2+AH 7,5 x 104 1,4 x 107 
(1) Tratamentos: (-) = controle; AH = ácido húmico; B1 = Burkholderia sp. UENF 114111; B2 = 
Burkholderia silvatlantica UENF 117111. * Representa a população de bactérias diazotróficas 
endofíticas naturalmente associada a planta hospedeira. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

A inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas e epifíticas em conjunto com 

ácidos húmicos pode ser uma estratégia viável na aclimatização de mudas de 

abacaxizeiro propagadas in vitro, pois poderia promover o seu crescimento, 

diminuindo o longo tempo necessário para a transferência para as condições de 

campo. Nessa direção, no presente trabalho teve-se por objetivos: (i) avaliar o 

potencial de 20 estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas e epifíticas em 

solubilizar fosfato de cálcio e óxido de zinco, sintetizar compostos indólicos e 

possuírem atividade antagônica ao fungo Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em 

ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento da planta e o conteúdo de nutrientes 

foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à inoculação bacteriana durante a 

aclimatização e posteriormente selecionar as estipes promissoras; (iii) caracterizar 

estruturalmente a interação entre a bactéria marcada com gfp Herbaspirillum 

seropedicae RAM10 e plântulas do abacaxizeiro ‘Vitória’; (iv) avaliar as 

características anatômicas da lâmina foliar, o teor de pigmentos fotossintéticos, o 

crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ 

em resposta à aplicação de diferentes doses de ácidos húmicos isolados de 

vermicomposto e de torta de filtro durante a aclimatização; (v) avaliar o 

crescimento da planta e o acúmulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitória’ 

em resposta à aplicação conjunta de ácido húmico de vermicomposto e bactérias 

promotoras de crescimento selecionadas (Burkholderia spp.) durante a 

aclimatização. Os resultados mostraram que as bactérias diazotróficas diferiram 

na capacidade de sintetizar compostos indólicos, solubilizar óxido de zinco e 
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fosfato de cálcio e atuar antagonicamente ao Fusarium. Com auxílio da análise 

multivariada, foi possível diferenciar os tratamentos e gerar critérios para 

selecionar as estirpes promissoras (UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 

117221 e UENF 114111) com base nas características de crescimento e 

nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitória’. Dentre essas características, a matéria seca 

da parte aérea, a matéria seca da raiz e o conteúdo foliar de K foram as que mais 

contribuíram para discriminar a variabilidade entre os tratamentos. Já as que 

menos contribuíram foram a área radicular e a altura das plantas. Os passos da 

interação entre a bactéria diazotrófica endofítica Herbaspirillum seropedicae 

RAM10 e o abacaxizeiro ‘Vitória’ foram caracterizados por meio da microscopia 

ótica de campo claro, microscopia ótica de fluorescência e microscopia eletrônica 

de varredura: 1) colonização epifítica nas raízes sob os pêlos e nas junções das 

células epidérmicas, na parte aérea nas flanges cuticulares, tricomas, complexos 

estomáticos; 2) penetração radicular através das cavidades formadas pelo 

rompimento das células epidérmicas durante a emergência de raízes laterais, na 

parte aérea através dos ostíolos; 3) colonização endofítica nas raízes nos 

espaços intercelulares do parênquima cortical, na parte aérea nas câmaras sub-

estomáticas e espaços intercelulares do parênquima clorofiliano; 4) formação de 

biofilmes no rizoplano e filoplano. O ácido húmico isolado de vermicomposto se 

mostrou mais bioativo do que o de torta de filtro, uma vez que promoveu 

incrementos no crescimento, no acúmulo de nutrientes e na relação clorofila a / 

clorofila b do abacaxizeiro ‘Vitória’ com menor dose aplicada (15 mmol-1 de C). O 

uso conjunto de ácido húmico de vermicomposto e bactérias selecionadas 

(Burkholderia spp.) promoveu os maiores incrementos no crescimento da planta e 

nos conteúdos foliares de N, P, K, Ca e Mg do abacaxizeiro ‘Vitória’. A inoculação 

conjunta alterou o nível populacional de bactérias diazotróficas na parte aérea e 

não o alterou na raiz das plântulas de abacaxizeiro. Portanto, a promoção do 

crescimento das mudas de abacaxizeiro propagadas in vitro pela aplicação 

conjunta das bactérias selecionadas e ácidos húmicos pode melhorar a 

adaptação das plântulas ao ambiente ex vitro, reduzindo o período de 

aclimatização. 
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APÊNDICE A – CAPÍTULO 1 

 

Quadro 1. Média das características de crescimento da parte aérea do 

abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à inoculação com  bactérias endofíticas e 

epifíticas 

 

Características de crescimento da parte aérea (1) 
Tratamentos 

NF ALT DR DC MFPA MSPA AF 
  ----------cm---------- -mm- ----------g---------- -cm2- 
Controle 17,11 b 10,50 b 15,78 c 13,34 b 12,75 c 1,05 d 125,13 d 
UENF 111111 16,33 b 11,22 b 16,28 c 14,40 b 12,71 c 1,16 d 138,15 d 
UENF 111221a 18,00 a 11,89 b 17,56 c 14,69 a 14,85 c 1,35 c 159,28 c 

UENF 111221b 17,33 b 11,94 b 18,11 b 14,82 a 15,02 c 1,32 c 160,65 c 
UENF 111222 17,89 a 12,78 a 18,50 b 14,39 b 16,28 c 1,44 c 187,62 b 
UENF 112531 17,78 a 12,06 b 17,56 c 13,84 b 14,43 c 1,30 c 156,07 c 
UENF 114111 18,56 a 12,72 a 20,67 a 15,37 a 18,26 b 1,61 b 201,64 b 
UENF 114112 17,11 b 11,56 b 17,56 c 14,34 b 14,53 c 1,32 c 158,11 c 
UENF 114121 16,78 b 11,67 b 16,89 c 14,80 a 14,39 c 1,30 c 155,00 c 
UENF 114131 17,78 a 12,00 b 17,78 c 14,72 a 15,00 c 1,34 c 157,81 c 
UENF 114132 18,67 a 13,00 a 18,33 b 14,89 a 17,49 b 1,62 b 183,60 b 
UENF 114511 17,11 b 11,22 b 17,06 c 14,31 b 15,40 c 1,40 c 157,33 c 

UENF 117111 16,78 b 11,56 b 18,56 b 14,32 b 15,53 c 1,49 c 161,86 c 
UENF 117221 18,67 a 12,22 a 18,67 b 14,91 a 17,89 b 1,83 a 188,67 b 
UENF 117222a 18,33 a 11,78 b 17,33 c 14,45 b 16,12 c 1,53 b 168,84 c 
UENF 117222b 18,33 a 12,11 b 17,11 c 14,65 a 16,19 c 1,50 c 182,91 b 
UENF 118501a 16,33 b 11,11 b 16,44 c 14,16 b 13,02 c 1,18 d 143,90 d 
UENF 118501b 18,00 a 12,67 a 19,22 b 14,75 a 17,19 b 1,56 b 187,87 b 
UENF 118502 19,33 a 13,00 a 18,67 b 15,31 a 18,78 b 1,70 b 201,11 b 
UENF 118503a 19,11 a 12,67 a 19,00 b 15,70 a 20,78 a 1,93 a 226,10 a 
UENF 118503b 19,44 a 12,56 a 20,11 a 15,57 a 21,60 a 1,96 a 223,44 a 

QMR 2,31 1,41 2,91 1,25 8,47 0,075 782,53 
CV (%) 8,51 9,88 9,50 7,64 18,07 18,60 16,21 

(1) Características de crescimento da parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = 
diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria 
seca da parte aérea; AF = área foliar. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 
entre si pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade. 
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Quadro 2. Média das características de crescimento do sistema radicular do 

abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à inoculação com  bactérias endofíticas e 

epifíticas 

 

Características de crescimento do sistema radicular  (1) 
Tratamentos 

MFR MSR R/PA AR 
 ---------------g---------------  -%- 

Controle 2,28 b 0,33 c 0,32 b 100,00 b 
UENF 111111 3,12 b 0,38 c 0,33 a 102,40 b 

UENF 111221a 3,58 a 0,45 b 0,34 a 113,61 a 
UENF 111221b 3,56 a 0,43 b 0,32 a 113,16 a 
UENF 111222 4,25 a 0,51 a 0,36 a 131,84 a 
UENF 112531 3,68 a 0,50 a 0,39 a 133,40 a 
UENF 114111 4,04 a 0,53 a 0,34 a 119,91 a 
UENF 114112 2,99 b 0,37 c 0,29 b   98,78 b 
UENF 114121 3,07 b 0,46 b 0,35 a 117,17 a 
UENF 114131 2,77 b 0,44 b 0,34 a 102,63 b 
UENF 114132 2,58 b 0,48 a 0,30 b 112,40 a 
UENF 114511 3,03 b 0,41 b 0,31 b 113,12 a 
UENF 117111 2,95 b 0,42 b 0,29 b 103,15 b 
UENF 117221 3,62 a 0,53 a 0,29 b 107,49 b 
UENF 117222a 3,27 b 0,45 b 0,30 b 104,03 b 
UENF 117222b 3,25 b 0,45 b 0,31 b 106,32 b 
UENF 118501a 2,53 b 0,34 c 0,30 b   95,57 b 
UENF 118501b 3,08 b 0,43 b 0,28 b 100,78 b 
UENF 118502 3,90 a 0,52 a 0,30 b 103,40 b 

UENF 118503a 4,01 a 0,54 a 0,29 b 110,67 a 
UENF 118503b 4,22 a 0,57 a 0,29 b   96,68 b 
QMR 0,53 0,01 0,003 443,52 
CV (%) 21,89 22,57 18,59 19,34 

(1) Características de crescimento do sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria 
seca da raiz; R/PA = razão entre raiz e parte aérea; AR = área radicular. Médias seguidas pela 
mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade. 
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Quadro 3. Média dos conteúdos de nutrientes da part e aérea do abacaxizeiro 

‘Vitória’ em resposta à inoculação com bactérias en dofíticas e epifíticas 

 

Conteúdo de nutrientes (1) 
Tratamentos 

N P K Ca Mg 
 --------------------------------------mg planta-1-------------------------------------- 
Controle 11,66 b 3,46 b 67,28 6,37 b 4,51 c 
UENF 111111 13,35 b 3,60 b 72,08 d 6,71 b 4,73 c 
UENF 111221a 14,46 b 4,16 b 89,76 d 7,29 b 5,49 c 

UENF 111221b 14,09 b 3,99 b 86,11 c 7,12 b 5,25 c 
UENF 111222 12,63 b 4,64 b 100,77 c 8,34 b 6,07 b 
UENF 112531 13,95 b 4,09 b 94,39 c 7,48 b 5,62 c 
UENF 114111 16,08 b 5,75 a 113,75 b 8,39 b 6,56 b 
UENF 114112 13,47 b 3,98 b 92,00 c 7,33 b 5,55 c 
UENF 114121 13,65 b 4,22 b 95,17 c 7,41 b 5,85 c 
UENF 114131 13,92 b 4,29 b 92,14 c 7,34 b 5,76 c 
UENF 114132 15,54 b 4,00 b 95,28 c 8,52 b 6,59 b 
UENF 114511 14,75 b 4,28 b 85,44 c 6,99 b 5,95 b 

UENF 117111 14,17 b 3,88 b 94,32 c 7,55 b 6,26 b 
UENF 117221 17,24 b 5,21 a 119,37 b 10,20 a 8,11 a 
UENF 117222a 15,47 b 3,93 b 97,49 c 7,79 b 6,40 b 
UENF 117222b 13,77 b 4,04 b 89,73 c 9,15 a 6,83 b 
UENF 118501a 12,22 b 3,64 b 78,38 d 6,53 b 5,34 c 
UENF 118501b 17,02 b 4,88 a 100,35 c 9,07 a 6,87 b 
UENF 118502 16,68 b 5,42 a 115,80 b 9,95 a 7,85 a 
UENF 118503a 18,85 b 5,73 a 136,14 a 10,28 a 8,42 a 
UENF 118503b 40,05 a 5,99 a 139,22 a 11,04 a 8,53 a 

QMR 50,58 1,30 351,83 2,78 1,46 
CV (%) 44,86 25,67 19,17 20,51 19,13 

(1) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, 
magnésio, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo 
teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade. 
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Quadro 4. Análise de variância para as característi cas de crescimento da parte aérea e do sistema radi cular do 

abacaxizeiro‘Vitória’ em resposta à inoculação de b actérias endofíticas e epifíticas 

 

Quadrados Médios 

Parte aérea  (1)  Sistema radicular  (2) F.V. G.L. 

NF ALT DR DC MFPA MSPA AF  MFR MSR R/PA AR 

   ------cm------ -mm- -------g--------- -cm2-  -------g------  -%- 

Tratamento   20   7,87**  4,14 **   13,47**   2,80**   51,93** 0,536**  6302,77**    2,88** 0,038** 0,007** 963,71** 

Bloco    2 69,23** 44,22** 185,36** 32,30** 559,41** 5,01** 66478,04**  69,61** 0,39** 0,02** 6984,7** 

Resíduo 166   2,31   1,41     2,91   1,25     8,47 0,075     782,53    0,53 0,01 0,003 443,52 

CV (%)    8,51   9,88     9,50   7,64   18,07 18,60       16,21  21,89 22,57 18,59   19,34 
(1) Parte aérea: NF = número de folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = 
matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (2) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razão entre raiz e parte 
aérea; AR = área radicular. *, significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F. 
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Quadro 5. Análise de variância para as característi cas de conteúdo de nutrientes foliares do abacaxize iro‘Vitória’ em 

resposta à inoculação de bactérias endofíticas e ep ifíticas 

 

Quadrados Médios 

Conteúdo de nutrientes  (1) F.V. G.L. 

     N      P      K      Ca    Mg 

  ---------------------mg planta-1--------------------- 

Tratamento   20   304,85**   5,19** 3031,29**   16,31** 11,68** 

Bloco     2 8550,01** 70,41** 2611,28** 118,37** 72,68** 

Resíduo 166    50,58   1,30   351,83     2,78   1,46 

CV (%)     44,86 25,67     19,17   20,51 19,13 
(1) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. **, significativo a 1 % de 
probabilidade pelo teste F. 
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Quadro 6. Estimativas dos autovalores ( λj) associados às variáveis 

canônicas (VC) de 16 características do abacaxizeir o ‘Vitória’ inoculado com 

bactérias diazotróficas epifíticas e endofiticas du rante a aclimatização 

 

Variáveis 

Canônicas 
λj  λj (%) Acumulado (%) 

VC1 6,58 38,38   38,38 

VC2 4,03 23,48   61,87 

VC3 1,79 10,45   72,32 

VC4 1,34   7,84   80,15 

VC5 0,92   5,36   85,51 

VC6 0,62   3,64   89,16 

VC7 0,49   2,89   92,05 

VC8 0,40   2,36   94,42 

VC9 0,27   1,57   95,99 

VC10 0,24   1,40   97,39 

VC11 0,19   1,08   98,48 

VC12 0,11   0,63   99,10 

VC13 0,81   0,47   99,58 

VC14 0,34   0,20   99,78 

VC15 0,23   0,13   99,91 

VC16 0,15   0,87 100,00 
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APÊNDICE B – CAPÍTULO 3 

 

Quadro 7. Análise de variância para as característi cas de crescimento da parte aérea e do sistema radi cular no 

abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de d iferentes doses de ácidos húmicos isolados de vermi composto e de 

torta de filtro 

 

Quadrados Médios 

Parte aérea  (2)  Sistema radicular  (3) F.V. (1) G.L. 

NF ALT DR DC MFPA MSPA AF  MFR MSR R/PA AR 

   ------cm------ -mm- -------g--------- -cm2-  -------g------  -%- 

(-) vs AH   1 16,77*   5,88 94,1** 29,5** 204,5*   1,95* 21533**  14,20*   0,17*  0,0008 7654,4* 

AHv vs AHtf   1   8,03   0,84 18,78   7,42   17,51   0,30   2522    3,25   0,05  0,0023 3113,6 

QMR 35   3,45   3,07   9,76   3,36   33,20   0,33   2783    2,31   0,03  0,0028 1130,87 

CV (%)    9,58 14,01 14,47 11,01   34,85 36,46       29,14  39,90 36,98 17,13     25,27 
(1) F.V.: (-) = controle; AH = ácido húmico; AHv = ácido húmico de vermicomposto; AHtf = ácido húmico de torta de filtro. (2) Parte aérea: NF = número de 
folhas; ALT = altura; DR = diâmetro da roseta; DC = diâmetro do caule; MF = matéria fresca da parte aérea; MS = matéria seca da parte aérea; AF = área 
foliar. (3) Sistema radicular: MF = matéria fresca da parte aérea; MS = matéria seca da parte aérea; RPA = razão entre raiz e parte aérea; AR = área 
radicular. *, **, significativo a 5 e 1 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. 
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Quadro 8. Análise de variância para as característi cas de acúmulo de nutrientes foliares no abacaxizei ro‘Vitória’ em 

resposta à aplicação de diferentes doses de ácidos húmicos isolados de vermicomposto e de torta de fil tro 

 

Quadrados Médios 

Conteúdo de nutrientes  (2) F.V.(1) G.L. 

    N     P     K   Ca   Mg 

  ---------------------mg planta-1--------------------- 

(-) vs AH   1 175,4*    30,46* 4861,3* 77,3* 50,68* 

AHv vs AHtf   1   38,34      3,49 1305,7   1,89   4,42 

QMR 35   34,79      9,73  904,78 12,67   9,71 

CV (%)    36,21    48,40    34,09 35,59 39,13 
(1) F.V.: (-) = controle; AH = ácido húmico; AHv = ácido húmico de vermicomposto; AHtf = ácido húmico de torta de filtro. (2) Conteúdo de nutrientes: N, P, K, Ca, 
Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. *, significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. 
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Quadro 9. Análise de variância para as característi cas anatômicas da lâmina foliar e o teor de pigment os fotossintéticos do 

abacaxizeiro‘Vitória’ em resposta à aplicação de di ferentes doses de ácidos húmicos isolados de vermic omposto e de torta 

de filtro 

 

Quadrados Médios  

Características anatômicas  (2)  Pigmentos fotossintéticos  (3) F.V.(1) G.L. 

 N. estoma. P. aquífero  P. clorofil.   Cla Clb Clt Car Cla / Clb Clt / Car SPAD 

   -----------µm-----------  ---------------------µg mL-1--------------------    

(-) vs AH   1   0,48   9156,19 1486,28    0,5316   0,0016   0,4747   0,0085 0,6156**   0,0636 27,469 

AHv vs AHtf   1   2,25     132,25 1178,77    0,5195   0,1551   1,242   0,029 0,3119   0,0943   9,404 

QMR 35   1,55 10342,11 4670,65    0,821   0,111   1,50   0,049 0,106   0,233 32,47 

CV  10,03       15,37       9,34  24,17 28,80 24,99 18,70 9,87 11,70 14,60 
(1) F.V.: (-), controle; AH, ácido húmico; AHv, ácido húmico de vermicomposto; AHtf, ácido húmico de torta de filtro. (2) Características anatômicas: N. de estoma. = 
número de estômatos; P. aquífero = parênquima aquífero; P. clorofil. = parênquima clorofiliano. (3) Pigmentos fotossintéticos: Cla = clorofila a; Clb = clorofila b; Clt 
= clorofila total; Car = carotenóides; Cla/Clb = razão entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car = razão entre clorofila total e carotenóide; SPAD = índice SPAD. **, 
significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F. 
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APÊNDICE C – CAPÍTULO 4 

 

1. Sequenciamento parcial do gene 16S rDNA 
 

 O DNA bacteriano foi extraido usando o QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN) de acordo com 

as normas do fabricante. O gene 16S rDNA foi amplificado por PCR (reação em cadeia da 

polimerase) usando iniciadores universais, 16S direto (FD1 5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 

3’) e 16S reverso (RD1 5’AAG GAG GTG ATC CAG CC 3’) (Weisburg et al., 1991). A 

amplificação foi realizada em um volume de 50 µL, contendo 0.2 µM de cada iniciador, 200 µM de 

deoxinucleotídeos trifosfato, tampão da enzima Taq fornecido pelo fabricante, 1.5 mM MgCl2, 2.0 

U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), e 20 ng de DNA molde. A PCR foi iniciada com 3 

minutos de desnaturação a 94 °C, seguido por 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 min, 

anelamento do iniciador a 55 °C por 30 s, extensão a 72°C por 2 min, extensão final por 7 min, em 

termociclador (TC-412 - TECHNE). Os produtos da PCR foram visualizados em geis de agarose a 

1.0 %. As reações para o sequenciamento foram realizadas em um volume total de 10 µL, contendo 

30-50 ng DNA, 5 µM de cada iniciador; 1 µL de ABI Prism Big Dye (Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kits, Applied Biosystems), e 2 µL de 2.5X tampão (Tris-HCL 200 

mM pH 9,0; MgCl2 5mM). As reações foram realizadas nas mesmas condições de amplificação da 

PCR. Os produtos foram precipitados com isopropanol 75 % e lavados com etanol 70 %. As 

seqüências de nucleotídeos foram obtidas com o aparelho ABI Prism 3130 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). As sequências foram analisadas no software Phred/Phrap/Consed (Ewing & 

Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998). As sequências foram submetidas à consulta 

de similaridade de nucleotídeos por meio do programa BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) para comparação com sequências homólogas depositadas no banco de dados público mundial 

GenBank [National Center for Biotechnology Information website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)]. 
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1.1. Isolado bacteriano UENF 14111 
 
>Contig1 UENF114111.fasta.screen.ace.1 from 20 to 1527 
GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGGACGGC 
AGCGCGGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACATC 
GGAACGTGTCCAGGAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACC 
GCATACGATCCATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTGCTG 
GGGCGGCCGATGGCGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGC 
CGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAG 
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATG 
GGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGT 
TGTAAAGCACTTTTGTCCGGGAAGAAAACCCTTTCGTCAATACCGGAAGG 
GGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC 
GCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC 
GTGCGCAGGCGGTGATGTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG 
GGAACTGCATTGGTGACTGCATCGCTGGAGTATGGCAGAGGGGGGTGGAA 
TTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGATGGC 
GAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGG 
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAAC 
TGGTTGTCGGGCCTTCACTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTG 
ACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG 
GACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAA 
ACCTTACCTACCCTTGACATGGACGGAATTCTGCCGAGAGGTGGAAGTGC 
CCGAAAGGGAGCCGTCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT 
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTGGT 
TGCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG 
GTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACG 
TCATACAATGGCCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGCGGAGCCAAT 
CCCGGAAAACCGGTCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG 
AAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTT 
CCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTGCCA 
GAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGCAGGATTCAT 
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGA 
TCACCTCC 
 

Quadro 10. Análise da sequência por meio do programa Blast (Basic Local Alignment 

Search Tool) comparando com as sequências depositadas no NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) 

 

Código de acesso 
no NCBI 

Descrição Valor E Identidade 
máxima 

EF139184.1 
Burkholderia sp. TNe-862 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 

     0.0   98%  
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1.2. Isolado bacteriano UENF 17111 
 
>Contig1 UENF117111.fasta.screen.ace.1 from 19 to 1483 
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGGACGGCA 
GCGCGGGCTTCGGCCTGGCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCG 
GAACATGTCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG 
CATACGATCTGTGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATTGG 
GGTGGCCGATGGCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGC 
GACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGA 
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGG 
GGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTT 
GTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTTTCGATAATACCGGAAGGG 
GATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG 
CGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG 
TGCGCAGGCGGTGATGTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 
GAACTGCATTGGTGACTGCATCGCTGGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAAT 
TCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCG 
AAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGA 
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACT 
GGTTGTCGGGCCTTCACTGGCTTGGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGA 
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG 
ACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAA 
CCTTACCTACCCTTGACATGGACGGAAGGCCGGTGAGAGCTGGTTGTGCC 
CGAAAGGGAGCCGTCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC 
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTT 
GCTACGCAAGAGCACTCCAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 
TGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGT 
CATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATC 
CCGGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA 
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC 
CCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTGCCAG 
AAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGCAGGATTCATG 
ACTGGGGTGAAGTCG 

 

Quadro 11. Análise da sequência por meio do programa Blast (Basic Local Alignment 

Search Tool) comparando com as sequências depositadas no NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) 

 

Código de acesso 
no NCBI 

Descrição Valor E Identidade 
máxima 

AY965240.1 
Burkholderia silvatlantica isolate SRMrh-
20 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

0.0 99%  
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Quadro 12. Análise de variância para as característ icas de crescimento da parte aérea, do sistema radi cular e acúmulo de 

nutrientes no abacaxizeiro ‘Vitória’ em resposta à aplicação de ácido húmico de vermicomposto e bactér ias promotoras de 

crescimento 

 

Quadrados Médios 

Características de crescimento  Características nutricionais 

Parte aérea (2)  Sistema radicular (3)  Conteúdo de nutrientes (4) 
F.V.(1) G.L. 

MFPA MSPA AF  MFR MSR  N P K Ca Mg 

  ---------g--------- -cm2-  ---------g---------  -------------------------mg planta-1------------------------- 

(-) vs AH  1     0,59    0,005       20,33     0,13   0,00006    1,03   0,08       0,97   1,66   0,90 

(-) vs B  1   42,30*    0,32*   9022,7**     0,43**   0,0046*  43,84*   6,71*   840,95 49,44* 43,47º 

(-) vs B+AH  1   86,58**    0,40** 14527,3**     0,73**   0,0053*  57,76*   9,14* 1118,3* 58,71** 82,54* 

AH vs B+AH  1   70,82**    0,31* 13299,2**     0,19º   0,00408*  41,29*   7,28* 1043,4* 38,12* 63,85* 

B vs B+AH  1   11,77    0,007     978,53     0,059   0,00004    1,44   0,28     29,59   0,59   9,31 

QMR 24     5,57    0,05   1057,17     0,05   0,0008    8,59   1,47   202,96   6,40 11,53 

CV (%)    36,62  41,19       34,69   30,30 31,29  49,98 52,25     41,37 42,07 82,67 
 (1) F.V.: (-) = controle; AH = ácido húmico; B = bactéria (B1, B2); B+AH = bactéria e ácido húmico (B1+AH, B2+AH). (2) Parte aérea: MFPA = matéria fresca da 
parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = área foliar. (3) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz. (4) Conteúdo 
de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteúdo de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio, respectivamente. º, *, **, significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade 
pelo teste F, respectivamente. 

 
 
 
 

 


