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RESUMO

BALDOTTO, Lilian Estrela Borges; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Agosto de 2009; CARACTERIZACAO ESTRUTURAL
E FISIOLOGICA DA INTERAGCAO ENTRE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
EPIFITICAS E ENDOFITICAS COM ABACAXIZEIRO CULTIVAR VITORIA
DURANTE A ACLIMATIZACAO; Orientador: Prof. Ricardo Bressan-Smith; Co-
orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares; Conselheiro: Prof. Alexandre Pio Viana.

Apesar das vantagens de producédo de mudas sadias e uniformes de abacaxizeiro
por propagacao in vitro, a necessidade de um longo periodo de aclimatizacdo
onera essa pratica agricola. A inoculagédo de bactérias diazotroficas endofiticas e
epifiticas em conjunto com acidos humicos poderia ser uma estratégia viavel na
aclimatizacdo de abacaxizeiros, tendo em vista o potencial de promocéao de
crescimento e de melhoria na eficiéncia de uso de nutrientes, diminuindo o tempo
necesséario para a transferéncia das mudas para as condi¢cdes de campo. Os
objetivos neste trabalho foram: (i) avaliar o potencial de 20 estirpes de bactérias
diazotroficas endofiticas ou epifiticas em solubilizar fosfato de célcio e 6xido de
zinco, sintetizar compostos indélicos e possuirem atividade antagénica ao fungo
Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento
da planta e o contetdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta
a inoculacdo bacteriana durante a aclimatizagédo e, posteriormente, selecionar as
estipes promissoras para programas de desenvolvimento de inoculantes e
biofertilizantes; (iii) caracterizar estruturalmente a interacdo entre a bactéria
marcada com gfp Herbaspirillum seropedicae RAM10 e plantulas do abacaxizeiro
‘Vitéria’; (iv) avaliar as caracteristicas anatdbmicas da lamina foliar, o teor de
pigmentos fotossintéticos, o crescimento da planta e o acumulo de nutrientes

foliares do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a aplicacdo de diferentes doses de

Vii



acidos humicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro durante a
aclimatizacdo; (v) avaliar o crescimento da planta e o acumulo de nutrientes
foliares do abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a aplicacdo conjunta de &cido
hamico de vermicomposto e bactérias promotoras de crescimento selecionadas
(Burkholderia spp.) durante a aclimatizacdo. As bactérias diazotréficas diferiram
na capacidade de sintetizar indol, solubilizar 6xido de zinco e fosfato de calcio e
atuar antagonicamente ao Fusarium. Com auxilio da analise multivariada, foi
possivel diferenciar os tratamentos e gerar critérios para selecionar as estirpes
promissoras (UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 117221 e UENF 114111)
com base nas caracteristicas de crescimento e nutricionais do abacaxizeiro
‘Vitoria’. Os passos da interacdo entre a bactéria diazotrofica endofitica
Herbaspirillum seropedicae RAM10 e o abacaxizeiro ‘Vitoria’ foram caracterizados
por meio de microscopia Otica de campo claro, microscopia de fluorescéncia e
microscopia eletrénica de varredura: 1) colonizacdo epifitica nas raizes sob os
pélos e nas juncbes das células epidérmicas, na parte aérea nas flanges
cuticulares, tricomas, complexos estomaticos; 2) penetracao radicular através das
cavidades formadas pelo rompimento das células epidérmicas durante a
emergéncia de raizes laterais, na parte aérea através dos ostiolos; 3) colonizacéo
endofitica nas raizes nos espacos intercelulares do parénquima cortical, na parte
aérea nas camaras sub-estomaticas e espacos intercelulares do parénquima
clorofiliano; 4) formacédo de biofilmes no rizoplano e filoplano. O &cido hdmico
isolado de vermicomposto se mostrou mais bioativo do que o de torta de filtro,
uma vez que promoveu incrementos no crescimento, no acumulo de nutrientes e
na relagdo clorofila a / clorofila b do abacaxizeiro ‘Vitéria’ com menor dose
aplicada (15 mmol L™ de C). O uso conjunto de &cido himico de vermicomposto e
bactérias selecionadas (Burkholderia spp.) promoveram 0s maiores incrementos
no crescimento da planta e nos conteudos foliares de N, P, K, Ca e Mg do
abacaxizeiro ‘Vitoria’. A promocao do crescimento das mudas de abacaxizeiro
propagadas in vitro pela aplicacdo conjunta de bactérias selecionadas e acidos
hamicos pode melhorar a adaptacdo das plantulas ao ambiente ex vitro,

reduzindo o periodo de aclimatizacao.

Palavras-chave: fruticultura, cultura de tecidos, nutricdo mineral, bactérias
promotoras de crescimento de plantas, proteina verde fluorescente, substancias
humicas, inoculante.
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ABSTRACT

BALDOTTO, Lilian 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
VITORIA DURING ACCLIMATIZATION; Adviser: Prof. Ricardo Bressan-Smith;
Co-adviser: Prof. Fabio 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 'Vitoria’ 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 ‘Vitoria’ pineapple plantlets,
(iv) evaluate the anatomical leaf characteristics, photosynthetic pigment content,
plant growth and foliar nutrient accumulation in ‘Vitoria’ 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



accumulation of ‘Vitoria’ 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 ‘Vitéria'. The steps of the
interaction between the diazotrophic endophytic bacterium Herbaspirillum
seropedicae RAM10 and pineapple ‘Vitoria® 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 biofims 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 ‘Vitéria’ even at the lowest rate (15 mmol
L™ 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 ‘vitéria’. 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. INTRODUCAO

A fruticultura representa um setor estratégico do agronegdcio brasileiro,
com um superavit de US$ 267 milhdes em 2003 (MAPA, 2009), gerando
empregos por todo pais. Dentre as frutas tropicais, o abacaxi se destaca, néo
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 area colhida de 71.886 hectares (IBGE,
2009).

Dentre o0s principais entraves para a continua expansao da
abacaxicultura, estd a escassez de mudas isentas de pragas e doencgas e de
tamanho homogéneo. Como alternativa, a propagacéo in vitro do abacaxizeiro ja
estd bem estabelecida (Teixeira et al., 2001), resultando na producdo de uma
maior quantidade de propagulos sadios e uniformes em um espaco reduzido. No
entanto, a producdo de mudas de abacaxizeiro in vitro ainda nao é realizada
comercialmente em grande escala, devido, entre outros fatores, ao longo periodo
necessario de aclimatizacao.

O periodo de aclimatizacdo do abacaxizeiro € considerado critico devido
a lentiddo do crescimento do sistema radicular e da parte aérea, ao menor
espessamento da cuticula e das paredes periclinais externas das células
epidérmicas e menor densidade estomatica (Barboza et al., 2006). A reducédo da

umidade do ar e da disponibilidade de nutrientes durante a aclimatizacdo sao



também componentes limitantes para o abacaxizeiro, aumentando sua
susceptibilidade a variacdes ambientais drasticas e ao ataque de pragas.

Nesse contexto, a elucidacdo dos mecanismos estruturais e fisioldégicos
da interacdo entre bactérias endofiticas e epifiicas com o abacaxizeiro €
almejada, pois esses microrganismos podem promover o crescimento e protecéo
vegetal por meio de diferentes acbes como, por exemplo, pela fixacdo biolégica
de nitrogénio, producdo de fitohormdnios, solubilizacdo de fosfatos e acéo
antagbnica a patdgenos (Sturz et al., 2000). Logo, a inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento e protecao vegetal em mudas propagadas in vitro de
abacaxizeiro poderia acelerar o crescimento da planta e proporcionar a
diminuicao do periodo de aclimatizacéo.

Além disso, nas regides de clima tropical, a agricultura apresenta fatores
limitantes como a baixa disponibilidade natural de N e P nos solos. O
conhecimento da associacdo entre plantas e bactérias que possam solubilizar e
disponibilizar esses nutrientes auxiliard no desenvolvimento de sistemas de
manejo mais sustentaveis, ja que a obtencdo destes insumos necessita um alto
gasto energético ou de jazidas ndo renovaveis.

Nessa direcdo, a formulacdo de inoculantes e biofertilizantes contendo
bactérias selecionadas para promocao de crescimento e protecdo de plantas, em
conjunto com fracOes bioativas de matéria organica na forma de acidos humicos,
pode ser uma alternativa para redugdo dos custos de producdo com base na
maior eficiéncia de crescimento e nutricional. Notadamente, os &cidos humicos
favorecem o crescimento das plantas, estimulando o desenvolvimento do sistema
radicular e o acumulo de nutrientes (Chen et al., 2004). Portanto, a possibilidade
de agregar valor em propagulos de abacaxizeiro ao inocula-los com estirpes
selecionadas e &cidos humicos, supostamente dotara a abacaxicultura de maior
competitividade na producdo e comercializagdo de seus produtos agricolas.

Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se: (i) avaliar o potencial
de 20 estirpes de bactérias diazotréficas em solubilizar fosfato de calcio e 6xido
de zinco, sintetizar compostos inddlicos, possuirem atividade antagbnica ao fungo
Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento
da planta e o contetdo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta
a inoculacao bacteriana durante a aclimatizacéo e, posteriormente, selecionar as

estipes promissoras; (iii) caracterizar estruturalmente a interagdo entre a bactéria



marcada com gfp Herbaspirillum seropedicae RAM10 e plantulas do abacaxizeiro
‘Vitéria’; (iv) avaliar as caracteristicas anatdbmicas da lamina foliar, o teor de
pigmentos fotossintéticos, o crescimento da planta e o acumulo de nutrientes
foliares do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a aplicacdo de diferentes doses de
acidos humicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro durante a
aclimatizacdo; (v) avaliar o crescimento da planta e o acumulo de nutrientes
foliares do abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a aplicacdo conjunta de &cido
hamico de vermicomposto e bactérias promotoras de crescimento selecionadas

(Burkholderia spp.) durante a aclimatizacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura do abacaxizeiro

2.1.1. Origem e classificacao botanica

O abacaxizeiro é uma planta herbacea pertencente ao:

Reino Plantae;

Divisdo Magnoliophyta;

Classe Liliopsida;

Ordem Poales;

Familia Bromeliaceae;

Género Ananas;

Espécie Ananas comosus (L.) Merril.

O centro de origem do género Ananas corresponde as regifes Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil, Norte da Argentina e do Paraguai, localizada na éarea
entre 15 °N a 30 °S de latitude e 40 °L a 60 °W de longitude (Collins, 1960).

O Brasil é considerado um dos principais centros de diversidade genética
do abacaxizeiro, pois todas as formas cultivadas e varias formas silvestres sao
encontradas em diferentes regides brasileiras (Ferreira & Cabral, 1993). Apesar
da variabilidade genética existente, a cultura do abacaxi se restringe a poucas
cultivares, tornando a cultura vulneravel a ocorréncia de fatores bidticos e

abidticos adversos (Cabral et al., 1999).



As cultivares de abacaxizeiro mais plantadas no mundo estéo reunidas nos
grupos Cayenne, Spanish, Queen, Pernambuco e Perolera. Tais grupos se
diferenciam principalmente em relacdo ao numero de filhotes, comprimento das
folhas, presenca de espinhos, comprimento do pedunculo, peso médio do fruto,
coloragdo da polpa, teor de agucar e acidez (Manica, 1999; D’Eeckenbrugge &
Leal, 2003).

A cultivar Pérola, pertencente ao grupo Pernambuco, apresenta habito de
crescimento ereto, folhnas com espinhos nos bordos, produz muitas mudas do tipo
filhote. O seu fruto é cbnico, com polpa branca, rica em acglucares e com acidez
moderada. A cultivar Pérola € tolerante a 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 cilindrico, com polpa amarela, rica em agucar e com acidez
moderada. E sensivel & murcha associada & cochonilha (Cunha & Cabral, 1999).

No Brasil, as cultivares mais plantadas sdo Pérola e Smooth Cayenne,
ambas suscetiveis a fusariose, doenca causada pelo fungo Fusarium subglutinans
f. sp. ananas (Ventura et al., 1993) e que representa o0 principal problema
fitossanitario da abacaxicultura no pais (Cunha & Cabral, 1999; Manica, 1999). O
fato de as cultivares mais plantadas serem suscetiveis a fusariose e constituirem
base genética estreita dificulta os programas de melhoramento (Py et al., 1984).

Para minimizar o problema da fusariose varias medidas tém sido estudadas
como controle cultural, controle quimico e o melhoramento genético visando
resisténcia a fusariose. O uso de cultivares de abacaxizeiro resistentes é uma das
alternativas mais viaveis para o controle da doenca (Matos & Cabral, 1988; Matos
et al., 1991).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical comecou, em 1984, um
programa de melhoramento genético do abacaxizeiro visando desenvolver
cultivares resistentes a fusariose com caracteristicas comerciais. Foram
selecionadas as variedades Perolera, Primavera e Roxo-de-tefé como parentais
resistentes e cruzadas com as cultivares comerciais suscetiveis Pérola e Smooth
Cayenne (Cabral, 1999). Como resultado desse trabalho, foi langcada, em 2003, a
cultivar Imperial, hibrido resultante do cruzamento de Perolera (resistente) com

Smooth Cayenne (suscetivel, comercial). Esse genoétipo resistente a fusariose,



nao possui espinhos nos bordos da folha, facilitando o manejo pelos produtores,
além de minimizar a ocorréncia de ferimentos no contato entre plantas, que
usualmente formam aberturas passiveis de penetracdo por patégenos. O seu
fruto possui polpa amarela, com elevados teores de acucar (Cabral & Matos,
2003).

Em 2006, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em parceria com o
Instituto Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extensdo Rural, lancaram a
cultivar Vitoria, também resistente a fusariose e apresentando como
caracteristicas folhas sem espinhos, frutos cilindricos com casca amarelada,
polpa branca com elevado teor de acucar e bom perfilhamento (INCAPER, 2006),

caracteres promissores para aceitacao por produtores e consumidores.

2.1.2. Métodos de propagacao

O sistema de reproducdo do abacaxizeiro pode ser definido pela
coexisténcia de um sistema sexual alégamo e funcional e de um sistema de
propagacdo assexual dominante (Cabral et al.,, 1999). Logo, a propagacdo &
predominantemente vegetativa e a propagacdo seminifera é restrita aos
programas de melhoramento (Teixeira et al., 2001).

Para implantacdo dos abacaxizais, a propagacdo vegetativa ocorre por
meio de mudas do tipo plantula (muda obtida a partir de gemas de sec¢les do
caule ou por cultura de tecidos), filhote (brotagdo do pedunculo), filhote-rebentédo
(brotacdo da regido da insercdo do pedunculo no caule), rebentdo (brotacdo do
caule) e coroa (brotagcdo do apice do fruto) (Reinhardt & Cunha, 1999;
D’Eeckenbrugge & Leal, 2003).

A sanidade e uniformidade do material propagativo sao fundamentais para
0 sucesso da cultura do abacaxi, pois evita a ocorréncia de fusariose, fator
limitante, que drasticamente reduz a produtividade e qualidade dos frutos
(Reinhardt & Cunha, 1999; Teixeira et al.,, 2001). Com excecdo das mudas
propagadas por cultivo in vitro, todos os outros tipos de mudas apresentam dificil
controle fitossanitario.

Dentro desse contexto, a producdo de mudas de abacaxizeiro via cultura
de tecidos € uma alternativa promissora para elevar a qualidade e a produtividade

da abacaxicultura. Dentre as vantagens da producdo de mudas in vitro de



abacaxizeiro, destacam-se: alto vigor e uniformidade das mudas, controle de
pragas e doencas, mudas enraizadas e precisdo no estabelecimento de
cronogramas de producao e comercializacao (Teixeira et al., 2001). No entanto, a
propagacao in vitro do abacaxizeiro ainda tem se demonstrado onerosa, devido a
necessidade de instrumentos e infra-estrutura adequada, demanda por pessoal
capacitado e, principalmente, ao longo periodo de aclimatizagdo em casa de
vegetacao (Teixeira et al., 2001).

A metodologia de producédo in vitro de mudas de abacaxizeiro j& 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 plantulas a partir de gemas axilares (2 a 3
meses), multiplicacdo das gemas (3 a 5 meses), enraizamento (2 meses),
aclimatizacdo (6 a 8 meses), totalizando, em média, 13 a 18 meses (Teixeira et
al., 2001).

O longo periodo de aclimatizacdo € necessario, pois plantas crescidas in
vitro de abacaxizeiro apresentam caracteristicas anatdmicas e fisiologicas
desfavoraveis para enfrentar as condi¢cdes edafoclimaticas no campo, como, por
exemplo, metabolismo heterotréfico (Moreira, 2001), menor espessamento da
cuticula e das paredes periclinais externas das células epidérmicas e menor
densidade estomatica (Barboza et al., 2006). Aléem disso, as condi¢cbes de alta
umidade e alto teor de nutrientes tornam as mudas suscetiveis ao ataque de
pragas, patdogenos e estresses abibticos. Portanto, o longo periodo de
aclimatizacao representa um entrave a producdo de mudas propagadas in vitro de
abacaxizeiro. Estudos que visam tracar estratégias para reduzir tal periodo
poderiam alavancar o uso comercial dessa tecnologia.

Diversos estudos tém sido realizados objetivando diminuir o periodo de
aclimatizacao do abacaxizeiro, como o intuito de acelerar o crescimento da planta,
como, por exemplo, aplicacdo foliar de macro e micronutrientes (Moreira et al.,
2007; Bregonci et al., 2008), aplicacdo de reguladores de crescimento (Catunda et
al., 2008), tipos de recipientes usados no enraizamento (Souza Junior et al., 2001;
Bregonci et al., 2008) e de substratos (Souza Junior et al., 2001; Weber et al.,
2003; Moreira et al., 2006; Catunda et al., 2008) e a inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento e protecao vegetal (Mello et al., 2002; Weber et al.,
2003).



O cultivo in vitro minimiza a acdo de patégenos, mas também minimiza a
acdo da microbiota benéfica que auxilia no crescimento e protecdo das plantas
(Nowak et al., 1998). A selecao e reintroducao de isolados bacterianos endofiticos
e epifiicos promotores de crescimento e protecdo vegetal em mudas
micropropagadas de abacaxizeiro pode se tornar uma alternativa vidvel para
reduzir o periodo de aclimatizacdo (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003a; Weber
et al., 2003b).

Weber et al. (2003b), por exemplo, verificaram que a inoculacdo de
Burkholderia cepacia AB213 em plantulas de a cultivar Smooth Cayenne
incrementou em 15 % a matéria seca da parte aérea. O efeito benéfico da
associacao entre bactéria e abacaxizeiro também foi verificado na interacdo entre
a bactéria Asaia bogorensis e plantulas da cultivar Cayenne Champac. Apos
quatro meses de aclimatizacdo os abacaxizeiros ja estavam aptos para o
transplante no campo (Weber et al., 2003a).

Mello et al. (2002) verificaram que a aplicacdo de uma mistura de isolados
bacterianos endofiticos promoveu o aumento da biomassa de mudas
micropropagadas da cultivar Pérola, também reduzindo o periodo de

aclimatizagao.
2.1.3. Aspectos nutricionais

O estado nutricional do abacaxizeiro tem grande influéncia no crescimento
e desenvolvimento da planta e, consequentemente, na tolerancia a fatores
bidticos e abidticos, 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 extraidas pelo abacaxizeiro, considerando diferentes autores, séo de 178 kg
ha' de N, 21 kg ha™ de P e 445 kg ha™ de K (Souza, 1999). As extracdes de
macronutrientes pelo abacaxizeiro, em ordem decrescente, sdo: 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).



Plantas com deficiéncia de N crescem lentamente, atrasam a floracao,
apresentam folhas estreitas, pequenas e em quantidade reduzida (Manica, 1999).
Os frutos sdo menores (Gongalves & Carvalho, 2000; Ramos, 2006), mais acidos
(Paula et al., 1998; Malézieux & Bartholomew, 2003) e podem apresentar
descoloracao da polpa (Ramos, 2006). Em situagbes extremas as plantas podem
apresentar clorose generalizada e necrose no apice das folhas mais velhas
(Ramos, 2006).

A adubacao é a forma dominante de fornecimento de N. No entanto, a
presenca de bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio, também denominadas
bactérias diazotréficas, ja foi relatada no abacaxizeiro (Weber, 1999; Tapia-
Hernandez et al., 2000). A otimizac&o da interacdo entre bactérias diazotroficas e
planta hospedeira pode proporcionar incrementos na produtividade, como ja tem
sido demonstrado para outras espécies vegetais (Boddey et al.,, 2003). A
minimizagéo da aplicagdo de adubos nitrogenados representa uma economia aos
produtores e ao ambiente, uma vez que a producdo desses insumos requer um
alto gasto energético. Além disso, a adubacdo nitrogenada apresenta baixa
eficiéncia, devido as perdas de N por lixiviacao e volatilizacao.

Com relagcdo ao P, nutriente mais limitante em solos tropicais (Leal &
Velloso, 1973; Novais & Smyth, 1999), este apresenta importancia,
principalmente, na fase de diferenciacdo floral e no desenvolvimento do fruto
(Souza, 1999). A deficiéncia de fésforo acarreta a formacgéo de frutos pequenos,
com coloragcdo avermelhada (Gongalves & Carvalho, 2000; Ramos, 2006).
Quando a deficiéncia € muito severa pode n&o ocorrer formacdo de frutos,
rebentos e filhotes e pode ocorrer clorose acentuada nas folhas mais velhas
(Manica, 1999).

Os microrganismos atuam no ciclo do P de varias maneiras, como, por
exemplo, por meio da solubilizacdo de fosfatos (Nautiyal, 1999; Rodriguez &
Fraga, 1999; Gyaneshwar et al., 2002). Bactérias solubilizadoras de fosfatos sao
almejadas como inoculantes visando a incrementos na producdo vegetal
(Rodriguez & Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000; Gyaneshwar et al., 2002). Ja foi
demonstrada na literatura a relacdo entre bactérias solubilizadoras de fosfatos
com a promocao de crescimento de plantas em diferentes interacdes, 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
feijdo (Katiyar & Goel, 2003).

2.2. Bactérias promotoras de crescimento e protecéo de plantas

As plantas podem ser consideradas microecossistemas complexos,
possuindo diferentes habitats, explorados por bactérias benéficas, como as
simbidticas, e por bactérias maléficas, como as fitopatogénicas.

Ha mais de 50 anos, diversos trabalhos tém demonstrado que as
bactérias presentes endofiticamente, no interior das plantas (Hallmann et al.,
1997; Sturz et al., 2000; Lodewyckx et al., 2002), e epifiicamente, na superficie
externa das plantas (Andrews & Harris, 2000; Baldotto & Olivares, 2008), podem
ser isoladas de tecidos vegetais sadios, ndo estabelecendo de forma clara as
interacdes simbidticas ou patogénicas.

Recentemente, foi constatado que essas bactérias podem proporcionar
varios beneficios aos seus hospedeiros, tais como a promogdo do crescimento e
protecdo vegetal, maior resisténcia a condi¢cbes de estresse bidtico e abidtico,
além de apresentarem amplo potencial biotecnoldgico (Sturz et al., 2000; Whipps,
2001; Andrews & Harris, 2000; Zahir et al., 2003).

Os mecanismos de promocao de crescimento e protecdo vegetal incluem
acoOes diretas como a fixagado biolégica de nitrogénio (Baldani et al., 1997; Reis et
al., 2000; Kennedy et al., 2004; KuKlinsky-Sobral et al., 2004), biossintese de
fitohormdnios (Lucangeli & Bottini, 1997; Dobbelaere et al., 1999; Koening et al.,
2002; Patten et al., 2002; Arkhipova, 2005; Karadeniz et al., 2006), solubilizacao
de fosfatos (Chabot et al., 1998; Kumar & Narula, 1999; Verma et al., 2001;
Katiyar & Goel, 2003; KuKlinsky-Sobral et al., 2004), e acdes indiretas como o
controle biologico (May et al., 1997; Benhamoul et al., 1998; Kloepper et al., 1999;
Alstrom, 2001; Siddiqui & Shaukat, 2003; Singh et al., 2004; Ozaktan & Bora,
2004; Han et al., 2005; Byrne et al., 2005), producéo de sideréforos (Lodewyckx et
al., 2002) e indugéo de resisténcia sistémica na planta hospedeira (Kloepper et
al., 1999; Jetiyanon & Kloepper, 2002).

A biossintese de fitohormbénios, como auxinas, que atuam em diversos
processos como alongamento celular, formacdo de raizes laterais,

desenvolvimento de frutos (Taiz & Zeiger, 1991), ja foi relatada em bactérias dos



11

géneros Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Erwinia,
Glucanocetobacter, Herbaspirilum, Pantoea e Pseudomonas (Patten & Glick,
1996; Fuentes-Raminrez et al., 1998; Bastian 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 distribuido em bactérias associadas as
plantas.

Outro fator importante associado a presenca de bactérias endofiticas e
epifiticas € a solubilizacdo de fosfatos, que ja foi relatada em bactérias dos
géneros 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 endofiticas e epifiticas na
biotecnologia incluem a producdo de antibidticos e outras moléculas bioativas
(Sturz et al., 2000; Strobel, 2002). Tais mecanismos parecem estar intimamente
relacionados aos efeitos antagbnicos da microbiota benéfica contra os
microrganismos patogénicos (Sturz et al., 2000). Adicionalmente, as bactérias
endofiticas e epifiticas sdo aplicadas nos processos de bioremediacdo
(Lodewyckx et al., 2002) e nas técnicas de transgenia (Baldani et al., 2002).

2.3. Inoculantes e biofertilizantes

Bactérias endofiticas e epifiticas que promovem o crescimento e prote¢cado
de plantas podem, potencialmente, serem usadas nas formulacdes de inoculantes
e biofertilizantes (Vessey, 2003; Bucher & Reis, 2008).

Segundo a legislacdo brasileira (Lei N° 6.984 de 1980, regulamentada pelo
Decreto N° 4.954 de 2004), considera-se como inoculante o produto que contenha
microrganismos com atuacgéao favoravel ao crescimento de plantas, entendendo-se
como: (i) suporte: material excipiente e esterilizado, livres de contaminantes
segundo os limites estabelecidos, que acompanha 0s microrganismos e tem a
funcdo de suportar ou nutrir, ou ambas as fungdes, o crescimento e a
sobrevivéncia destes microrganismos, facilitando a sua aplicacdo; (ii) pureza do
inoculante: auséncia de qualquer tipo de microrganismo que ndo sejam 0S
especificados. De acordo com 0 mesmo decreto, o termo biofertilizante se refere

ao produto que contenha principio ativo ou agente organico, isento de substancias
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agrotoxicas, 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 esta sendo empregado de forma
generalizada para todos 0s microrganismos capazes de influenciar o
desenvolvimento das plantas de forma positiva, incluindo os inoculantes de
bactérias diazotroficas (Bucher & Reis, 2008). Segundo Bashan (1998), a
crescente substituicdo do termo inoculante bacteriano por biofertilizante pode
estar relacionada a maior facilidade de registro do produto para uso comercial.

Okon & Labandera-Gonzalez (1994) argumentam que o0 termo
biofertilizante ndo pode ser utilizado para representar organismos rizosféricos que
propiciam o acumulo de nutrientes nas plantas, mas nao repdem os nutrientes no
solo. Vessey (2003), ao contrario, propde o uso do termo biofertilizante para todas
as substancias que possuem organismos Vvivos, e que, quando aplicadas nas
sementes, na superficie de plantas, ou no solo, colonizam a rizosfera ou o interior
dos tecidos vegetais, promovendo o0 crescimento das plantas pelo aumento do
suprimento ou disponibilidade de nutrientes.

A formulagéo de inoculantes e biofertilizantes deve levar em consideragéo
varias caracteristicas, tais como: uso de microrganismos competitivos, quantidade
de células viaveis que permita a rapida colonizacdo da planta, caracteristicas
fisico-quimicas uniformes, biodegradabilidade, facilidade de producdo e manejo e
a reprodutibilidade dos resultados e custos (Bashan, 1998; Daeker et al., 2004).

O principal obstaculo para a difusdo do uso de inoculantes e biofertilizantes
esta na baixa reprodutibilidade dos resultados, devido, principalmente, a influéncia
das condicOes edafo-climaticas, as interacdes com a biota do solo, a influéncia do
suporte e forma de aplicacéo, e a escassez de programas de selecao de estirpes
(Bucher & Reis, 2008). Por conta desses fatores, poucos produtos a base de
bactérias promotoras de crescimento tém sido recomendados para plantas nao
leguminosas, restringindo-se, principalmente, aos produtos a base de estirpes do
género Azospirillum (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Okon & Itzigsohn,
1995). No Brasil, de forma inovadora, foi lancado em 2008, pela Embrapa
Agrobiologia, o primeiro inoculante para cana-de-acucar, contendo cinco estirpes
de bactérias diazotroficas endofiticas (Gluconacetobacter diazotrophicus,

Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum
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amazonense e Burkholderia tropica) e tendo como suporte turfa estéril (Embrapa,
2009).

Dentro desse contexto, a formulacdo de inoculantes e/ou biofertilizantes
contendo bactérias promotoras de crescimento e acidos humicos pode ser uma
estratégia viavel para aumentar a biomassa e producdo das plantas cultivadas.
Marques Junior et al. (2008) constataram que a aplicagdo de inoculantes
constituidos por bactérias promotoras de crescimento (Herbaspirillum
seropedicae) e acidos humicos em microtoletes de cana-de-acUcar tratados
termicamente resultou em incrementos na biomassa vegetal. Em abacaxizeiro, o
uso dessa mesma tecnologia de aplicacdo conjunta de acidos humicos e
bactérias promotoras de crescimento pode ser uma estratégia viavel na
aclimatizacdo de plantas propagadas in vitro, buscando promover maior
crescimento e reducdo do tempo necessario para a transferéncia das plantas para

0 campo.

2.4. Bioatividade dos acidos himicos

As substancias humicas constituem a maior parte da matéria organica dos
solos e, de acordo com sua solubilidade, podem ser fracionadas em: humina
(fracdo insoluvel em meio alcalino e acido), acidos fulvicos (soluvel em meio
alcalino e acido) e acidos humicos (soluvel em meio alcalino e insolivel em meio
acido) (Kononova, 1982; Stevenson, 1994; Guerra, 2008).

Notadamente, as substancias humicas alteram o desenvolvimento das
plantas (Chen & Avaid, 1990; Facanha et al., 2002; Nardi et al., 2002; Zandonadi
et al., 2007). Interferem indiretamente no metabolismo vegetal pelos efeitos
ocasionados no solo, como complexacdo de metais, aumento da capacidade de
troca cationica, fornecimento de nutrientes e retencdo de umidade (Rocha &
Rosa, 2003). E atuam, também, diretamente, por influenciarem o transporte de
ions, a atividade respiratoria, o conteado de clorofila, a sintese de &acidos
nucléicos e a atividade de véarias enzimas (Nannipieri et al., 1983). Esses efeitos
das substancias humicas, principalmente da fracdo bioativa dos acidos humicos
(AH), sobre o desenvolvimento vegetal, sdo dependentes da fonte, da dose e do
genatipo da planta (Vaughan & Malcolm, 1985; Rodda et al., 2006).



14

Apesar de a estrutura dos &cidos humicos ainda ndo estar completamente
elucidada, sabe-se que essas substancias sédo formadas por agregados
moleculares heterogéneos estabilizados por pontes de hidrogénio e interacfes
hidrofobicas (Picollo et al.,, 2001). Atuam principalmente favorecendo o
desenvolvimento do sistema radicular (Facanha et al., 2002; Rodda et al., 2006;
Zandonadi et al.,, 2007) e o acumulo de nutrientes (Vaughan & Malcolm, 1985;
Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 2004). Grande parte dos efeitos bioestimulantes
dos acidos humicos tem sido creditada a sua atividade similar a auxinas (Chen &
Avaid, 1990; Canellas et al., 2002; Facanha et al., 2002), horménios sintetizados
pelas plantas que, em pequenas concentragdes, estimulam a atividade da bomba
eletrogénica H'-ATPase de membrana plasmatica (Hager et al., 1991; Frias et al.,
1996). Com a acidificacdo do apoplasto, enzimas degradadoras de parede celular
ficariam ativas, tornando as células mais susceptiveis a acdo da pressao de
turgescéncia vacuolar, acarretando expanséao celular (Rayle & Cleland, 1992). Os
AH também ativam transportadores secundarios, acarretando aumento da
absorcdo de macro e micronutrientes (Sondergaard et al., 2004), mecanismo que
pode ser explicado pela acdo das H"ATPases na despolarizagdo da membrana
plasmatica e, consequentemente, na ativacao de transportadores.

Estudos sobre aplicacéo foliar de AH vém demonstrando a possibilidade do
seu uso em solucéo para a promocao 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 vidvel na aclimatizacdo de plantas propagadas in vitro.
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SELECAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO NO A BACAXIZEIRO
‘VITORIA’ DURANTE A ACLIMATIZACAO @

Lilian Estrela Borges Baldottd?, Marihus Altoé Baldotto®, Fabio Lopes Olivare$?,
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RESUMO

A propagacaoin vitro do abacaxizeiro resulta na producédo de uma grandguantidade
de mudas sadias e homogéneas. Apesar dessas vamtsaga necessidade de um longo periodo
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inoculacdo de bactérias diazotréficas endofiticas epifiticas pode ser util para diminuir esse
periodo. O objetivo neste trabalho foi avaliar o ptencial de 20 estirpes de bactérias
diazotroficas em sintetizar compostos indolicos, kilizar fosfato de calcio e 6xido de zinco e
atuar antagonicamente ao fungo fitopatogénica~usarium subglutinans f. sp. ananas e,
posteriormente, avaliar o desempenho do abacaxizeir'Vitéria’ propagado por cultura de
tecidos em resposta a inoculacdo bacteriana durante periodo de aclimatizacdo em casa de
vegetacdo. Foram medidas as caracteristicas de a®sento da parte aérea, do sistema
radicular e o conteudo de nutrientes foliares do araxizeiro. Os resultados mostraram
diferencas na capacidade das bactérias de sintetizeompostos indolicos, solubilizar fosfato
de calcio e 6xido de zinco e atuar antagonicamera® Fusarium. Foram também constatadas
diferencas na capacidade das bactérias em promovercrescimento da parte aérea, do sistema
radicular e o acuamulo foliar de N, P, K, Ca e Mg n@bacaxizeiro. A inoculacao das bactérias
diazotréficas selecionadas promove o crescimento sglamudas durante o periodo de
aclimatizacao, melhorando a adaptacao do abacaxizreiao ambienteex vitro.

Termos de indexacdo:Ananas comosus, bactérias diazotréficas, bactérias solubilizadors de

fosfato, fusariose, auxina, analise multivariada.

SUMMARY: SELECTION OF BACTERIA GROWTH PROMOTERS IN PINEAPWRI/fria'
DURING ACCLIMATIZATION

The in vitro propagation of pineapple results ie foroduction of large numbers of healthy
and homogeneous plantlets. Despite these advanttgesieed for a long acclimatization period
makes this agricultural practice rather expensi®ecelerating plant growth by inoculation with
diazotrophic endophytic and epiphytic bacteria rayuseful to reduce this period. The objective of
this study was an evaluation of the potential of di@zotrophic strains to synthesize indole,
solubilize calcium phosphate and zinc oxide an@ttagonistic to plant disease fungus Fusarium
subglutinans f. sp. ananas, and later evaluate riggponse of ‘Vitoria’ pineapple plantlets to
bacterial inoculation during acclimatization in thgreenhouse. The shoot and root growth
characteristics and leaf nutrient contents of pingle were measured. Results indicated differences
in the ability of bacteria to synthesize indolelubdize calcium phosphate and zinc oxide and be
antagonistic to Fusarium. Differences were alsonfibin the ability of bacteria for shoot and root

growth promotion and foliar accumulation of N, P, €a, and Mg. The inoculation of selected
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diazotrophic bacteria promotes plantlets growth idgrthe acclimatization period, improving the
adaptation of pineapple to the ex vitro environment

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

bacteria, fusariose, auxin, multivariated areay

INTRODUCAO

O abacaxi é fruta tropical apreciada em todo odunutevido ao sabor e aroma caracteristico
somados as suas propriedades nutricionais e maiciA producdo mundial de abacaxi é de
aproximadamente 6 milhdes de toneladas e os paisgiaises produtores sao Tailandia, Filipinas,
China e Brasil (FAO, 2007). No Brasil, os abacaxagzesao plantados em solos de baixa fertilidade
natural e a cultura apresenta, ainda, como fatoretantes, a doenca fusariose e a escassez de
material propagativo de boa qualidade. Nesse ctmtexproducdo de mudas por propagagao
vitro € uma alternativa utilizada para incrementar dida@de e produtividade da abacaxicultura,
uma vez que possibilita a obtencdo de grande glzaigide propagulos sadios e homogéneos.

A producaan vitro de mudas de abacaxizeiro j4 € bem estabelecidee(feeet al., 2001).
Apos as plantas atingirem desenvolvimento adegeada@ondi¢cdem vitro, elas sédo aclimatizadas
em condi¢cdegx vitropara posterior adaptacao as condi¢cdes de camperi@lo de aclimatizacéo
€ necessario, pois abacaxizeiros crescidosvitro apresentam caracteristicas anatdémicas e
fisiologicas desfavoraveis para enfrentar as cdedicedafoclimaticas no campo, como, por
exemplo, metabolismo heterotréfico, menor espesstime@a cuticula e das paredes periclinais
externas das células epidérmicas e menor densidattenatica (Barboza et al., 2006). A
aclimatizacéo do abacaxizeiro é um processo |léhtoecessario um periodo variavel entre 6 a 8
meses em casa de vegetacdo para que as planjamasitamanho entre 20 a 30 cm de altura,
adequado para a transferéncia para o campo (Teeeal., 2001).

Diversos estudos tém sido realizados objetivandandiir o periodo de aclimatizacdo do
abacaxizeiro, com o intuito de acelerar o cresciméea planta, como, por exemplo, aplicacdo de
reguladores de crescimento (Catunda et al., 2a{#8)s de substratos usados no enraizamento
(Weber et al., 2003; Catunda et al., 2008), apfioade &cidos humicos (Baldotto et al., 2009) e a
inoculacéo de bactérias promotoras de crescimegetal (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003).

Em relacdo ao uso de inoculantes, ainda sédo escasstrabalhos com abacaxizeiros, no

entanto, € consenso que bactérias epifiticas, ajpikaim a superficie vegetal (Baldotto & Olivares,
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2008), e as bactérias endofiticas, que habitantedan dos tecidos vegetais (Halmann et al., 1997),
podem promover o crescimento da planta hosped®irap ja descrito para diversas culturas, por
exemplo, arroz (Verma et al., 2001), soja (Cattaaal., 1999; Kuklinsky-Sobral et al., 2004) e
milho (Chabot et al., 1998). Os mecanismos de pgamale crescimento pelas bactérias epifiticas e
endofiticas incluem diferentes agbes como a fixdgéldgica de nitrogénio (KuKlinsky-Sobral et
al., 2004), solubilizacdo de fosfatos (Chabot et B998; Verma et al., 2001), biossintese de
fitohorménios (Lucangeli & Bottini, 1997), influéiacna atividade enzimatica da ACC deaminase
(Rothballer at al., 2008), controle biologico (Bgrat al., 2005), sintese de sideréforos (Lacava et
al., 2008) e a inducao de resisténcia sistémigqdarda hospedeira (Kloepper et al., 1999).

Tais efeitos podem ser verificados para abacaxi@ltpois os relatos de promogao do
crescimento vegetal foram atribuidos, principalregré inoculacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico (Weber et al., 2003). Jaarorisoladas de abacaxizeiros bactérias
diazotroficas pertencentes aos géneBoskholderia (Weber et al., 1999)Acetobacter(Tapia-
Herndndez et al., 2000) A&saia (Weber et al., 2003). No entanto, dados sobreahutdizacao
desses microrganismos como inoculantes ou na fag&alde biofertilizantes ainda sado escassos. A
inoculacdo de bactérias diazotréficas endofiticapiéiticas poderia ser uma estratégia viavel na
aclimatizacado de abacaxizeiros propagaidositro, pois poderia promover 0 seu crescimento e
diminuir o longo tempo necessario para a trans@émpara as condicbes de campo. Para
desenvolver esses inoculantes sdo necessario®esavios de selecdo bacteriana. Esses estudos
podem ser auxiliados pela quantificacdo da dist@nentre os tratamentos por métodos
multivariados, que sdo frequentemente usados amasstle divergéncia genética nos programas
de melhoramento de plantas (Cruz et al., 2004;a/é&ral., 2006).

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar atenrial das bactérias diazotroficas
endofiticas e epifiticas isoladas de abacaxizeimo sintetizar compostos indélicos, solubilizar
fosfato de célcio e 6xidos de zinco, atuar antagonente ao fungbusarium subglutinang sp.
ananase, posteriormente, avaliar o crescimento da plantaacumulo de nutrientes foliares do
abacaxizeiro ‘Vitoria’ propagado por cultuia vitro em resposta a aplicacdo dos isolados

bacterianos durante a aclimatizacao.

MATERIAL E METODOS

Tratamentos
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Os 21 tratamentos foram constituidos por 20 issdxhcterianos e um controle, sem inoculagéo
(Quadro 1). As estirpes usadas foram provenientesalecdo de bactérias do Laboratorio de
Biologia Celular e Tecidual da Universidade EstadigaNorte Fluminense Darcy Ribeiro, isoladas
de plantas dé&nanas comosud..) Merril, cultivar Smooth Cayenne, oriundasaaa do Sistema
Integrado de Producédo Agroecoldgica, Embrapa Agtogia, Municipio de Seropédica, RJ. Todas
as bactérias sao fixadoras de nitrogénio atmosféranforme verificado por Santos (2008), usando
a metodologia de reducao de acetileno a etilenowdtara pura, para avaliar a atividade da enzima
nitrogenase. Os isolados foram preservados em e de plastico esterilizados contendo agua
destilada e autoclavada, a temperatura ambienteulfgas para uso de rotina foram mantidas nos
meios soélidos semi-especificos (Quadro 1) em pldegsetri, a 5 °C.

Identificacéo de bactérias produtoras de compostaadolicos

As bactérias foram crescidas previamente em mgigadid DYGS (Ddbereiner et al.,
1995) por 24 h, a 30 °C e 100 rpm. Aliquotas dgiRS5oram transferidas para tubos de ensaio
contendo 5 mL dos meios DYGS e meios semi-espesif(Quadro 1) com e sem adicdo de
triptofano (100 pg mt) e incubadas no escuro por 72 horas, a 30 °C ephB0Para avaliacdo da
sintese de compostos inddlicos (Sarwar & Kremef5)9150 uL da cultura bacteriana foram
transferidos para microplacas de poliestireno etgomrmente, foram adicionados 100 pL do
reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de fémgahidratado (Fe€bH,0), 0,5 mol [, em
50 mL de é&cido perclérico (HCIKY 35 % em agua), as placas foram mantidas naegour 30
min. Apds esse periodo, foram realizadas leiturascomprimento de onda de 492 nm em
espectrofotometro. A concentracdo de compostoslicodofoi estimada ajustando equacdes de
regressao para as curva de calibracdo entre abs@lEconcentracédo de acido indol acético (AlA)
nos diferentes meios de cultivo. Foram realizacessrepeticoes para cada estirpe bacteriana. Como

controle positivo usou-se a bactédarbaspirillum seropedicablRC54 (Radwan et al., 2005).

ldentificac@o de bactérias solubilizadoras de 6xidde zinco

As bactérias foram crescidas em meio liquido DY@® 4 h, a 30 °C e 100 rpm.
Aliquotas de 2 ul das solucdes bacterianas fordatadas em placas de petri com meio de cultura
sélido (Saravanan et al., 2003) contendo 10'gde glicose, 1 g t de sulfato de aménio
((NH4)-SOQy), 0,2 g L'* de cloreto de potassio (KCI), 0,1 ¢ de fosfato de dipotassio {HPOy),
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0,2 g L'* de sulfato de magnésio heptahidratado (MgB®O0), 1,0 g L* de 6xido de zinco (ZnO),

15 g L* de agar, 1 L de agua destilada, a pH 7,0 e inashad28 °C por 7 dias. A avaliacdo da
solubilizacéo de zinco foi realizada por meio dadigé@ do diametro do halo translicido que se
forma em torno das colbnias solubilizadoras deaix didametro do halo foi medido com auxilio
de paquimetro digital e calculado por meio da fdandiametro do halo (mm) = didametro total —
didametro da colbnia. Foram realizadas trés repetigfara cada estirpe bacteriana. Como controle
positivo usou-se a bactéseudomonas spUENF 4158213)

Identificac@o de bactérias solubilizadoras de fosta de calcio

As bactérias foram crescidas em meio liquido DY8624 h, a 30 °C e 100 rpm. Aliquotas
de 2 uL das solugdes bacterianas foram colocadgslaas de petri com meio de cultura solido
(Verma et al., 2001) contendo 10 g te glicose, 5 g T de cloreto de amonio (NI), 1 g L* de
cloreto de sédio (NaCl), 1 g'ide sulfato de magnésio heptahidratado (Mg. B®0), 1,0 g L* de
fosfato de calcio (G&PO,)s0H), 15 g L* de agar, 1 L de agua destilada a pH 7,0 e incsha®s
°C por 7 dias. A avaliacdo da solubilizacdo deatosffoi realizada por meio da medicdo do
didmetro do halo translicido que se forma em tala® colonias bacterianas solubilizadoras. O
diametro do halo foi medido com auxilio de um pawtfo digital e calculado por meio da
formula: diametro do halo (mm) = diametro total iandetro da colonia. Foram realizadas trés
repeticbes para cada estirpe bacteriana. Comootemisitivo usou-se a bactéRaeudomonas sp.
(PO7) (Cattelan et al., 1999).

Identificacdo de bactérias antagbnicam vitro ao Fusarium subglutinansf. sp.ananas

O fungo Fusarium subglutinans. sp. ananas(UENF CF32), proveniente da colecéo de
fungos da Clinica Fitosanitaria do Laboratorio detohologia e Fitopatologia da UENF, foi
isolado de frutos contaminados de abacaxizeiraytifitado por meio de microscopia 6tica e
armazenado em meio BDA (batata-dextrose-agar)@a(DRingra & Sinclair, 1995). Para o ensaio
in vitro de antagonismo, bactérias crescidas previamentaamliquido DYGS por 24 h, a 30 °C e
100 rpm foram transferidas para placas de petriecolo os meios BDA e King B (King et al.,
1954), de modo a formar um cilindro bacteriano darbde diametro. Posteriormente, discos com
crescimento fungico de 3 mm de diametro foram @ios no centro dos cilindros bacterianos. As
placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias. A a&@diao antagonismo foi realizada por meio da

medicdo do didmetro do fungo com auxilio de um pagtro digital. Foram realizadas trés
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repeticbes para cada estirpe bacteriana. Placagnclmn apenas o fungo foram usadas como

controle.

Material Vegetal

Plantulas de abacaxizeird\rfanas comosu&. Merril), da cultivar Vitéria (INCAPER,
2006), propagadas vitro, em potes de vidro tipbaby foodforam fornecidas pelo Laboratorio de
Biotecnologia BioMudas e mantidas em meio MS desg@or Murashige & Skoog (1962), sem
adicéo de reguladores de crescimento e vitaminggladatulasn vitro foram mantidas em sala de
crescimento, com fluxo de fétons fotossintéticos28eumol nt s*, temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. A cada trés meses asufdé@ntoram transferidas para novo meio, em
tubos de ensaio. Para realizacdo das etapas erpéis) posteriores foram selecionadas mudas

com aproximadamente 1,5 g de matéria fresca.

Crescimento bacteriano e inoculacao

As bactérias cresceram em meio liquido DYGS pdn, 22D °C e 120 rpm e a inoculagéo foi
realizada pela imerséo das plantulas de abacaxiegirl0 mL do meio bacteriano por 30 min, com
posterior aplicacdo do mesmo meio bacteriano nstsatb (Mello et al., 2002). O controle foi
imerso em meio liquido DYGS autoclavado. Posteram®, as plantulas foram transferidas para
vasos de 0,5 dincontendo substrato Plantmax Hortalicas® para serimatizadas em casa de
vegetacao por um periodo de 150 dias. Apos o plaattada 15 dias todas as plantas receberam 5

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

Analises de crescimento

Aos 150 dias de aclimatizacdo as plantas foramtadhs para a mensuracéo das seguintes
variaveis: numero de folhas (NF); altura das pk&rflLT), medida pela distancia compreendida
entre o colo da planta até o apice foliar usanditaenétrica; diametro do caule (DC), mensurado
com paquimetro digital modelo Starret 727; diamekaoroseta (DR), medida na maior distancia
linear entre o apice de folhas opostas, mensuraaiofita métrica; matéria fresca da raiz (MFR) e
da parte aérea (MFPA); matéria seca da raiz (MSR) parte aérea (MSPA), obtidas pela secagem
em estufa sob ventilacdo forcada de ar #G@or 7 dias e posterior pesagem; area foliar (AF),
obtida no medidor de éarea foliar de bancada mode8100, LI-COR, USA; area radicular (AR),
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medida apoés a digitalizagdo das raizes e postaniise das imagens no programa Delta —T SCAN
Image Analyzer; relacdo raiz: parte aérea (RPAfidalpela razdo entre a matéria seca da raiz e a

matéria seca da parte aérea.

Anélises nutricionais

ApoOs a secagem, as folhas de abacaxizeiro foraiiamiem moinho do tipo Wiley acoplado

a peneiras de 60 malhas €mEm seguida, o pé obtido foi submetido & digestétitrica
combinada com peroxido de hidrogénio e determinadoeores totais de nitrogénio (N), fosforo
(P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).aPdy foi utilizado o método de Nessler; o teor de
P foi obtido por espectrofotometria de absorcéoemdar (colorimetria, no comprimento de onda
de 725 nm), apos reacdo com vitamina C e molibd@t@amonio; a determinacdo de K foi realizada
por fotometria de chama e os teores de Ca e dedvegnf obtidos por espectrofotometria de
absorcao atbmica. Todas as analises foram readizamfdiorme os métodos usuais para a cultura do
abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os conteudads, d& K, Ca e Mg foram estimados por meio da

multiplicacdo da matéria seca da parte aérea cimoralo nutriente considerado.

Contagem bacteriana

A contagem das bactérias presentes no tecidoutadie na folha D foi realizada por meio
da técnica do Numero Mais Provavel (Ddbereinet.eflf95). Amostras de 1 g das raizes e 1 g da
folha D foram maceradas separadamente em 9 mLldedsosalina (NaCl, 8,5 g™ e a partir
destas diluicdes (10 foram realizadas diluicées seriadas tomando+sé Ha diluicéo original em
9 mL de solucdo salina até a diluicdc®1@liquotas de 10QL das diluicdes foram transferidas
para frascos de vidro contendo 5 mL dos meios @spex(Quadro 1). Os frascos foram incubados
a 30 °C, por 7 dias. Decorrido este periodo, auad® 0 crescimento bacteriano pela presenca de
uma pelicula branca na superficie do meio. O numeroactérias foi obtido pela consulta a Tabela

de McCrady para trés repeticdes por diluicao.
Analises estatisticas
O experimento foi realizado no delineamento entdgoao acasaom 21 tratamentos (20

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

submetidos a analise de variancia e a analisevarn#ta por meio do programa GENES (Cruz,
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2006), realizando-se a comparacdo entre os tratame&ia métodos de agrupamento: da ligacdo
média entre grupos (UPGMA), de Tocher e das Vaa@anbdnicas, com base na distancia
generalizada de Mahalanobis. Posteriormente, agamédds grupos obtidos pelo método de Tocher
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de Ipifmzale. A contribuicdo relativa de cada
caracteristica para discriminagdo da variabilidawkee os tratamentos foi avaliada pelo método de
Singh (1981).

RESULTADOS

As bactérias diferiram na capacidade de sintetiaarpostos indolicos, solubilizar 6xido de
zinco e fosfato de calcio, e atuar antagonicamaatéungoFusarium subglutinang sp. ananas
(Quadro 2). Os maiores valores para a sintese dgazios inddlicos foram obtidos com o
acréscimo de triptofano nos meios de cultivo DY Gs&mi-especificos. Quanto a solubilizagéo de
oxido de zinco, 5 isolados formaram halo de sakzdigfo, sendo a estirpe UENF 118501b a que
apresentou 0s maiores valores, em média, 11,22 bo.20 isolados bacterianos avaliados, 10
apresentaram a capacidade de solubilizar fosfat@lde, sendo o maior halo formado pela estirpe
UENF 114111, em média, 7,63 mm. Para a atividadegénica ad-usarium,houve diferencas
com relacdo nédo apenas aos isolados avaliadostamégm quanto aos meios de cultivo usados,
sendo a estirpe UENF 114131 a que apresentou asevajalores de inibicdo no meio BDA, uma
vez que o didametro do fungo foi de apenas 13,52mamresenca da bactéria e de 62,53 mm na
auséncia (controle), ou seja uma inibicdo de 78\&.meio B de King houve também inibicdo
(51,29 %) por essa mesma bactéria. Por outro lz@@resenca da estirpe UENF 114121, houve
incrementos no diametro do fungo de aproximadan&$héé em relacéo ao controle no meio BDA.

Os isolados bacterianos também diferiram na capdeidle promover o crescimento e 0
acumulo de nutrientes foliares no abacaxizeirodNd@ durante o periodo de aclimatizagcdo. Na
andlise de agrupamento pelo método de otimizacddadber, com base na dissimilaridade
expressa pela distancia generalizada de Mahala(@bedro 3), houve a formacéo de sete grupos,
cujas médias foram comparadas pelo teste de Tuke¥p ale probabilidade (Quadro 4). O grupo |,
formado pelo controle (1) e outros dez tratame(@od, 2, 8, 17, 10, 18, 9, 6, 5), apresentou, em
média, 0s menores valores para as caracteristicasedcimento e nutricionais avaliadas (Quadro
4). Os outros seis grupos (II: 11, 15, 12, 13;18; 19; IV: 20; V: 21; VI 14; VII: 7) apresentam
estirpes que diferiram do controle e promoveram difarentes proporcées incrementos nas

caracteristicas de crescimento e nutricionais @oatizeiro. Para a matéria seca da parte aérea, por



24

exemplo, os grupos IV, V e VI, apresentaram incraoe significativos de 48, 51 e 41 %,
respectivamente, sobre o grupo I. O grupo V aptesems maiores valores para as caracteristicas
nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitoria’, com increnmtes de 193, 47, 58, 50 e 54 %, para 0s
conteudos foliares de N, P, K, Ca e Mg, respecteras) sobre o grupo I. O grupo VIl apresentou,
também, incrementos significativos para o contalel®, 41 % sobre o grupo |. Para os contetudos
de K, Ca e Mg, os grupos IV e VI também proporcianaincrementos significativos sobre o grupo
l.

O agrupamento realizado pelo método da ligacaaareddre grupos (UPGMA), com base
nas distancias generalizadas de Mahalanobis, pdebservado no dendograma da similaridade
entre os tratamentos (Figura 1), onde as distamarasn convertidas em porcentagens, e a maior
distancia, 57,13, foi considerada como 100 %. Baf®ae em uma linha de corte a 50 % de
distancia, foram formados cinco grupos. O grupecluiu o controle (1) e onze tratamentos (3, 4, 2,
8, 17, 10, 18, 9, 5, 6, 12), contendo estirpes gpresentaram os menores desempenhos na
promocédo de crescimento das plantas. Os outrosoggatpos (II: 16, 19, 20; lll: 21; IV: 11, 15,
13, 14; V: 7) foram formados por estirpes que diien do controle e promoveram incrementos no
crescimento e no conteudo de nutrientes foliarembdoaxizeiro ‘Vitoria’ durante a aclimatizacéo.

A andlise de divergéncia entre os tratamentos lbage nas variaveis candnicas permitiu
estabelecer a dispersao grafica dos 21 tratamentaglacdo as trés primeiras variaveis candnicas
(Figura 2), que representaram acima de 70 % dag&witotal. Os tratamentos 7, 14, 20 e 21 foram
0S que apresentaram o maior distanciamento dorteai® controle (1).

A contribuicdo relativa de cada caracteristicai@scimento e nutricional do abacaxizeiro
‘Vitéria’ inoculado com bactérias para a discring@a da variabilidade entre os tratamentos
encontra-se no quadro 5. Dentre elas, a matérea da@arte aérea (12,69 %), o contetudo de K
(12,21 %) e a matéria seca da raiz (10,36 %) faxamue mais contribuiram para discriminar a
variabilidade entre os tratamentos. Ja a areauiadil,01 %) e a altura das plantas (1,74 %) foram
as caracteristicas que menos contribuiram.

Com relagcdo ao nivel populacional de bactériasotliéficas introduzidas nas plantulas de
abacaxizeiro, verificou-se efeito da inoculacdo elevou entre 1 a 3 unidades logaritmicas a
populacdo de bactérias, principalmente, no tecdicular (Figura 3). Observou-se, também, que
ao final do experimento, plantas ndo inoculadasgaam uma populacdo natural de bactérias

diazotréficas na massa fresca vegetal entte 1I0f células g.
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DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado o efeito bimesdéinte e biofertilizante das bactérias
diazotroficas endofiticas e epifiticas, que resafta em incrementos nas caracteristicas de
crescimento e nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitoriturante a aclimatizacdo (Quadro 4). A
aclimatizacdo do abacaxizeiro, periodo no qual Estyas gradativamente sofrem ajustes
estruturais e fisiologicos para se adaptarem aslighes ex vitro (Barboza et al., 2006), é
demorada, devido a lentiddo do crescimento dasgazda parte aérea. Abordagens tecnolégicas
gue resultem na promocédo do crescimento das piénté abacaxizeiro podem ter impacto
significativo na producdo e adaptacdo de mudasaas de cultura de tecidos no ambiente de
producao.

A expressdo da promocdo de crescimento do abataxigela inoculacdo das bactérias
endofiticas e epifiticas pode ser, em parte, dtébwa fixacdo biolégica de nitrogénio, como
observado para a estirpe UENF 118503b, que incremesm 193 % o conteudo foliar de N
guando comparado ao grupo | que continha o con{@lmdro 4). Contudo, outros mecanismos
podem estar envolvidos, como a biossintese deofitodnios da classe das auxinas, como, por
exemplo, o acido indol acético (AlA), uma vez gseeatirpes diferiram na capacidade de sintetizar
compostos inddlicos. As auxinas sdo substanciagmueaixas concentracdes, variando de micro a
nanomolares, promovem o crescimento das plantasuésndo a atividade da bomba eletrogénica
H*-ATPase de membrana plasmaética (Hager et al., 1984)ltando nos eventos de expansio
celular e de ativagdo de transportadores secusdénomembranas celulares (Sondergaard et al.,
2004).

A biossintese de auxinas por bactérias acontecdifeoentes rotas metabdlicas (Spaepen et
al., 2007), sendo o triptofano o principal precunsara a sintese de AlA, fato que explica os mais
altos valores de compostos indolicos detectadosmmes de cultivo que tiveram acréscimo de
triptofano sobre os que ndo o continham (QuadrcA2diossintese de fitohormdnios parece ser
habilidade comum as bactérias diazotréficas, poifojam relatadas em estirpes pertencentes aos
génerosAzotobacter(Martinez-Toledo et al., 1988Rhizobium(Badenoch-Jones et al., 1982),
Azospirillum (Martinez-Morales et al., 2003gluconacetobactee Herbaspirillum (Bastian et al.,
1998). No entanto, as respostas fenotipicas daaplarspedeira aos fitohormdnios sintetizados por
bactérias ainda permanecem ambiguas (Spaepen 20@4). Uma das respostas da planta ao AlA
sintetizado por bactérias € o crescimento dassatmno constatado em estudos realizados com
Azospirillum (Dobbelaere et al., 1999). Entretanto, segundd@as: Holguin (1997), somente

esse mecanismo nao explicaria os incrementos soicrento da planta hospedeira inoculada com



26

Azospirillum sendo, 0 mesmo, resultado da atuacdo concomdant&iltiplos mecanismos, como
a fixacao biolégica de nitrogénio e a biossintesétdhormonios.

Nessa direcdo, 0 presente estudo constatou gueaaérias isoladas de abacaxizeiro
possuem ndo apenas a capacidade de fixacdo bmldgimitrogénio, mas também diferem na
habilidade de sintetizar compostos indolicos, sba#y 6xido de zinco e fosfato de célcio, e atuar
antagonicamente ao fungo fitopatogénkagsarium (Quadro 2), podendo, potencialmente, serem
usadas na formulacéo de inoculantes, biofertilelt biopesticidas. Observou-se que as bactérias
diazotroficas interagiram com Busarium, algumas promovendo a inibicdo enquanto outras
estimularam o crescimento fangico. Esse fato appara a necessidade prévia de estudos de
selecdo de bactérias e o entendimento dos mecanidmanteracdo e ndo o uso empirico da
microbiota nos sistemas de cultivo. A intensifieagdo uso dessas bactérias promotoras de
crescimento e protecdo de plantas dependera, dm) pdarsua ecologia, da interacdo solo-planta-
microbiota e de programas de isolamento e selegémimana (Okon & Labandera-Gonzales,
1994).

Das vinte estirpes avaliadas quanto ao poteneigirdmover o crescimento e o acumulo de
nutrientes foliares nas plantulas de abacaxiz&fitria’, quatro estirpes, UENF 118503b, UENF
118503a, UENF 117221 e UENF 114111 se destacararad(@ 4) e foram selecionadas para
estudos subsequentes envolvendo a formulacdo dmsumo biologico. A selecdo das estirpes
bacterianas foi realizada com auxilio da andlisétivamiada das caracteristicas de crescimento e
nutricionais dos abacaxizeiros. A dissimilaridadéres os tratamentos foi calculada por meio da
distancia generalizada de Mahalanobis apresentaodm vantagem o fato de considerar a
correlacdo entre os caracteres avaliados (Crulz, &084). Posteriormente, foram usados métodos
de agrupamento, como o hierarquico (UPGMA), patades as ramificacdes entre os tratamentos
(Figura 1), e o de otimizacdo de Tocher (Quadra@3g, parte da premissa que a média das medidas
de dissimilaridade dentro de cada grupo deve seongpie as distancias médias entre grupos (Cruz
et al.,, 2004). Usou-se também a analise de vasiavandnicas (Quadro 5), que leva em
consideracdo a matriz de covariancias residuagnetipicas dos caracteres avaliados (Cruz et al.,
2004), para avaliar a similaridade entre os tratdose (Figura 2). Essas analises multivariadas
foram concordantes entre si e possibilitaram cancjue as bactérias inoculadas apresentaram
divergéncias na promocao do crescimento e do acideuhutrientes nas plantulas de abacaxizeiro
durante a aclimatizacao.

Para a otimizacdo dos recursos e o aumento danfi@ de futuros trabalhos de selecao de
bactérias promotoras de crescimento em abacaxiZeiram estimadas, pelo método de Singh

(1981), as contribuicfes relativas das caracteastde crescimento da parte aérea, do sistema
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radicular e do contetdo de nutrientes foliares lolmcaxizeiro ‘Vitoria’ inoculado com bactérias
diazotroficas para discriminacdo da variabilidadiesos tratamentos (Quadro 5). As variaveis que
mais contribuiram para discriminar a variabilidagre os tratamentos foram a matéria seca da
parte aérea, a matéria seca da raiz e o contelidode K. Ja as que menos contribuiram foram a
area radicular e a altura das plantas. Descartessts duas variaveis e fazendo uma nova analise
pelo método de Tocher, ndo houve alteracdo doogrigpmados, sugerindo que o ndo uso dessas
variaveis em futuros trabalhos com plantulas deabaeiro ndo leva a perda de informacao.

Os dados populacionais (Figura 3) comprovaram @bektcimento das bactérias
diazotroficas endofiticas e epifiticas inoculadas plantulas de abacaxizeiro apés 150 dias de
aclimatizacdo. Para os tratamentos ndo inoculamla®hstatada a presenca de bactérias em menor
guantidade, o que condiz com Weber et al., (19929 m@a-Hernandez et al., (2000), que relatam a
presenca natural de bactérias diazotréficas astaxmabacaxizeiros.

No presente trabalho avaliou-se o potencial dadades bacterianos em sintetizar
compostos inddlicos, solubilizar fosfatos de cékeioxidos de zinco e atuar antagonicamente ao
Fusarium Posteriormente, usou-se a analise multivariada @grupar os 21 tratamentos, gerando
critérios para selecionar as estirpes promissaras ltase na média dos grupos formados para as
caracteristicas de crescimento e nutricionais @aatizeiro. Os resultados obtidos apontam para a
possibilidade de uso de bactérias diazotroficaspranogcdo do crescimento das plantulas
propagadasn vitro de abacaxizeiro durante a fase de aclimatizac@meopode representar uma
alternativa importante para a reducdo de custogprdducdo com base na maior eficiéncia

nutricional e de crescimento.

CONCLUSOES

1. As bactérias diazotréficas diferiram na capaaéd de sintetizar compostos indolicos,
solubilizar 6xido de zinco e fosfato de célcio eaat antagonicamente ao fundeusarium
subglutinand. sp.ananas, in vitro.

2. As estirpes UENF 118503b, UENF 118503a, UENF221 e UENF 114111 foram as
gue promoveram 0S maiores incrementos nas casdiasi de crescimento da parte aérea, do
sistema radicular e nos conteudos foliares de K, Ea e Mg do abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante a

aclimatizagao.
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3. As variaveis que mais contribuiram para discr@ma variabilidade entre os tratamentos
foram a matéria seca da parte aérea e da raiz entedclo de K. As variaveis que menos
contribuiram foram a area radicular e a alturapliastas.

4. A promocao do crescimento das plantulas de axiiro propagadash vitro pela
inoculacdo de bactérias diazotroficas endofiticasmifiticas melhora a adaptagédo das plantulas ao

ambienteex vitrg reduzindo o periodo de aclimatizacéo.
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Quadro 1. Tratamentos dos isolados bacterianos diar6ficos de Ananas comosus (L.)
Merril, cultivar Smooth Cayenne, usados para estud® de promogao do

crescimento de plantulas do abacaxizeiro ‘Vitoriae controle

Numero do Cddigo colecao

ratamento UENE®D Tecido Vegetal Meio de Cultura Diluicao
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 / epifitico NFb -3
7 UENF 114111 raiz / endofitico JMV -1
8 UENF 114112 raiz / endofitico JMV -1
9 UENF 114121 raiz / endofitico JMV -2
10 UENF 114131 raiz / endofitico JMV -3
11 UENF 114132 raiz / endofitico JMV -3
12 UENF 114511 raiz / endofitico NFb -1
13 UENF 117111 folha / endofitico JMV -1
14 UENF 117221 folha / endofitico JNFb -2
15 UENF 117222a folha / endofitico JNFb -2
16 UENF 117222b folha / endofitico JNFb -2
17 UENF 118501a caule / epifitico NFb 0
18 UENF 118501b caule / epifitico NFb 0
19 UENF 118502 caule / epifitico NFb 0
20 UENF 118503a caule / epifitico NFb 0
21 UENF 118503b caule/ epifitico NFb 0

) cédigo do isolado na colecdo UENF: designacdo UEeEuido de seis digitos que informam: a cultdra (
abacaxi); o cultivar (1: Smooth Cayenne); o tecidgetal (1: rizosfera, 2: raiz / epifitico, 4: rdiendofitico, 7:
folha / endofitico, 8: caule); o meio de culturaJlV, 2: INFb, 5: NFb); a diluicdo; o nimero ddem do isolado
na colecéao.



Quadro 2. Caracterizacéo dos isolados bacterianosignto a sintese de compostos inddlicos, solubiliZacde zinco, solubilizacdo de fosfato e antagonisrao

Fusarium subglutinansf. sp.ananas, in vitro (média de trés repeti¢cdes + erro padrao da média)

Sintese de compostos indolicos

Solubilizacdo

Solubilizacdo de

Antagonismo aoFusarium

Tratamentos DYGS Meios semi-especific63 de zinco fosfato (diametro do fungo)
Sem Com Sem Com A .
Triptofano Triptofano Triptofano Triptofano (diametro do halo) BDA B de King
pmol Lt mm

1 - Controlé” 32,90+360 15376+1,99 17,36+281 24,6382 10,06 + 1,02 6,90 + 0,32 62,53+ 0,67 67,2838
2-UENF111111 366+1,03  2065+4,36  3,50+1,72 42,916:82 - 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  54,984:91 - 5,41+ 0,51 15,93 + 3,04 39,61 + 0,99
4 - UENF 111221b 13,12+2,19  30,86+3,03 1890+0,48 583342 - - 39,88 + 3,82 35,32 0,42

5 - UENF 111222 22,04+1,08 2860+103 1621+104 66,7657 - - 33,99 + 2,82 48,26 + 4,25
6 - UENF 112531 3,21+1,98 15,01 +1,45  4,26+4,57 138,594 - - 48,51 + 1,86 32,33+1,17
7-UENF 114111 9,89+ 1,63 12,26 +1,52 5,47 +1,24 26,2223 - 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 51,64724 - 7,28 + 1,40 75,85 + 1,60 52,07 * 3,39
9 - UENF 114121 14,19+261  1151+043  7,29+0,80 13,6407 - 6,94 + 1,46 81,68 + 1,60 63,90 + 2,07
10 - UENF 114131 538+062  11,51+0,28  7,89+1,58 3:364,55 - 5,87 +0,31 13,52 +0,90 33,01 2,72
11 - UENF 114132 312+1,36  13,26+0,16  7,44+0,66 Q:0M,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+145 2728741 10,08 + 0,80 2,68+0,11 35,62 + 2,80 28,6634
13- UENF 117111 6,24 + 1,65 12,26 +2,89  6,83+1,79 Q03,55 - 5,17 + 0,45 27,35+ 0,64 54,28 + 1,76
14 - UENF 117221 720+1,75  20,75+1,61 17,79+1,83 251652 10,19 +1,21 - 61,58 + 3,12 51,91 + 3,78
15 - UENF 117222a 860+065  2258+148 14,14+145 21,1840 10,68 + 1,92 - 68,17 + 2,87 66,58 + 1,76
16 -UENF 117222b 13,55+4,03  36,88+525  859+0,88 20,25.40 10,44 + 1,43 - 63,25 + 5,76 67,69 + 2,77
17 - UENF 118501a 258+0,37  1645+1,34  7,74+239 2028754 - - 60,54 + 5,18 38,27 +1,90
18 - UENF 118501b 366+039  2226+0,37 0,49+0,72 51,2865 11,22 +0,32 - 58,17 + 0,68 46,56 + 6,07
19 - UENF 118502 344+057  19,78+574  000+052  12,87#1 - - 48,74 + 2,04 31,91 +1,03
20 - UENF 118503a 398+0,84  2054+1,63 000+1,09 1254146 - - 64,42 + 2,38 46,48 + 1,84
21 - UENF 118503b 9,25+ 3,12 19,25+2,97  0,00+124 39,1982 - 5,41+ 0,51 79,84 1,00 68,91 + 2,77

@ Meios semi-especificos: identificados no quadrf® Controle: para sintese de compostos indélidesbaspirillum seropedica®lRC54; para solubilizacdo de zindseudomonasp. (UENF 4158213):
para solubilizacéo de fosfat®seudomonasp. (P07); para atividade antagdnicaasarium,placas com crescimento apenas do fungo.

ve
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Quadro 3. Grupos de tratamentos estabelecidos peteétodo de otimizagdo de Tocher, com

base na dissimilaridade expressa pela distancia gaalizada de Mahalanobis

Grupos Tratamentos?

| 3,4,2,8,17,10,18,9,6 ,5,1
Il 11, 15, 12, 13

1] 16, 19

v 20

\/ 21

Vi 14

Vil 7

W Tratamentos: tratamentos identificados no quadro 1.



Quadro 4. Média das caracteristicas de crescimentia parte aérea, do sistema radicular e do conteudie nutrientes do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em

resposta a inoculacdo de bactérias diazotroficas iificas e endofiticas dos grupos formados pelo na#to de Tocher

Caracfisticas de crescimento

Caracteristicas nutriciaas

Grupos® Parte aéred? Sistema radiculaf® Contetdo de nutriente&”
NF ALT DR DC MFPA MSPA AF MFR MSR RPA AR N P K Ca Mg

7T} [+ FEpe————— o T— %111 F—— s pa—— 211 i S— o pa— %- mg plantd
| 17,31la 11,76a 17,42b 14,39a 14,56b 1,30c 157b 17a3, 0,42a 0,33a 110a 13,67b  4,08ab 88,04c 7,36b 55b 5,
Il 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,30b6
11 18,83a 12,56a 17,89b 14,97a 17,48b 1,60bc 192ab 3,58a 0,48a 0,3la 105a 15,21b  4,73ab 102,76¢c 5al9,5 7,34ab
v 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,284d® 8,42a
\Y, 19,44a 12,56a 20,11ab 15,57a 21,60a 1,96a 223a ,2la4 0,57a 0,30a 97a 40,05a  5,99a 139,22a 11,04353a 8
VI 18,67a 12,22a 18,67b 1491a 17,89 1,83abc 189ab 3,62a 0,53a 0,29a 107a 17,24b  5,21ab 119,37ake,20db 8,11a
Vil 18,55a 12,72a 20,67a 15,37a 18,26ab 1,61bc [202a 4,04a 0,53a 0,34a 120a 16,08b 5,75a 113,75bc 39b8, 6,56b
QMR 0,56 0,70 1,09 0,62 3,43 0,31 352,84 0,36 ®,000,002 306,37 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 18,026,37 12,81 16,09 46,11 15,30 12,96 12,53 12,74

@ Grupos: grupos formados pelo método de Tocherd®@ua).” Parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = altDifa;= diametro da roseta; DC = diametro do caulePWE matéria fresca
da parte aérea; MSPA = matéria seca da parte @Feaarea foliar® Sistema radicular: MFR = matéria fresca da rai$RvE matéria seca da raiz; RPA = razdo entre rpirte aérea; AR
= area radiculaf®” Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contedelaitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésispectivamente. Médias seguidas pela mesmangraiferem entre

si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

9€
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Figura 1. Dendograma da similaridade entre os 21 atamentos (Quadro 1), obtidos pelo método da ligagamédia entre grupos

(UPGMA), baseado na distancia generalizada de Mahahobis.
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Figura 2. Grafico de dispersdo dos 21 tratamentosQuadro 1) em relacdo as trés

primeiras variaveis canénicas (VC1, VC2, VC3).
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Quadro 5. Contribuicdo relativa das caracteristicasde crescimento da parte aérea, do
sistema radicular e do conteudo de nutrientes do alsaxizeiro ‘Vitéria’ inoculado
com bactérias diazotréficas epifiticas e endofitica para discriminacdo da
variabilidade entre os tratamentos, valor estimadgelo método de Singh (S..) e

valor em porcentagem (%)

o Contribuicéo relativa
Caracteristicas

S.. %
NF 825,81 8,34
ALT 172,39 1,74
. DR 561,19 5,67
Crescimento da
) DC 429,69 4,33
parte aérea
MFPA 324,89 3,28
MSPA 1256,52 12,69
AF 736,19 7,44
. MFR 598,07 6,04
Crescimento do
_ MSR 1025,58 10,36
sistema
_ @ RPA 627,01 6,33
radicular

AR 99,55 1,01
251,71 2,54
644,11 6,50

Conteuldo de
. @) 1208,88 12,21

nutrientes

Ca 800,42 8,08
Mg 339,45 3,43

W Parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = altDf@;= didmetro da roseta; DC = diametro do caulePME
matéria fresca da parte aérea; MSPA = matériad@garte aérea; AF = area foli&t Sistema radicular: MFR =
matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da RIPA = raz&o entre raiz e parte aérea; AR = amdiautar.®
Conteddo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteddo nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio,
respectivamente.
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CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA INTERACAO ENTRE A BACT ERIA
DIAZOTROFICA ENDOFITICA Herbaspirillum seropedicae RAM10 E PLANTULAS DE
ABACAXIZEIRO DA CULTIVAR VITORIA @

Lilian Estrela Borges Baldottd®, Fabio Lopes Olivare$?, Ricardo Bressan-Smith?

RESUMO

Os eventos da interacdo estrutural entre a bactai diazotrofica endofitica
Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10 marcada comgfp e plantulas do abacaxizeiro
‘Vitéria’ foram avaliados por meio da microscopia dica de campo claro e de fluorescéncia,
combinada com microscopia eletrénica de varreduraurante 28 dias ap0s inoculacdo. Apos 6
horas de inoculacdo,H. seropedicae RAM10 ja estava aderida as raizes, colonizando
principalmente a superficie e a base dos pélos radiares, seguida das juncdes das células
epidérmicas. A adeséo radicular nos periodos inids ocorreu principalmente na forma de
células isoladas e agregados com células pleoméaficoriundas do meio de crescimento. A
infeccdo da bactéria no tecido radicular ocorreu abtves das cavidades originadas pelo

rompimento das células epidérmicas durante a emergéia das raizes laterais e 0

@ parte da Tese de Doutorado da primeira autoralRée para publicacdo em 05/08/2009.

@ Doutoranda do Programa de Pés-Graduagédo em Gaméttelhoramento de Plantas da Universidade Edtadua
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Av. Albettamego, 2000, CEP 28013-602, Campos dos Goytadadek-
mail: liborges@uenf.br

®) professor do Laboratério de Biologia Celular eidieal da UENF. E-mail: fabioliv@uenf.br

“ professor do Laboratério de Fisiologia Vegetal @NB. E-mail: bressan@uenf.br
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estabelecimento endofitico pela colonizacdo dos agps intercelulares do parénquima
cortical. Com o passar do tempo de interagdo, aslatas pleomérficas deram lugar a células
com morfologia tipica deHerbaspirillum. Ademais, com 1 dia ap0s a inoculacédo a bactériai f
vista colonizando a parte aérealNesta regido, os locais preferenciais de colonizac@épifitica
foram as flanges cuticulares, os tricomas escamifimes e os tricomas tectores. Posteriormente,
as bactérias ocuparam as paredes periclinais extean das células epidérmicas e os complexos
estomaticos. A penetracdo na parte aérea ocorreu ggivamente atraves dos ostiolos, seguida
do estabelecimento endofitico das camaras sub-estiimas e se estendeu aos espacos
intercelulares do mesofilo foliar via parénquima dbrofiliano lacunoso. Apos 21 dias de
inoculacéo, biofilmes bacterianos foram visualizad®na base dos pélos radiculares e sobre a
parede periclinal externa das células epidérmicasadiculares e foliares, comprovando
também a natureza rizo e filoepifitica deHerbaspirillum seropedicae em asociacdo com

abacaxizeiros.

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

epifiticas, biofilme, microscopia, proteina verdelfiorescente.

SUMMARY: STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF INTERACTION BETWEEN
ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA Herbaspirillum sgeedicae RAM10
AND PLANTLETS OF PINEAPPLE CULTIVAR VITORIA

The events involved in the structural interactibatween the diazotrophic endophytic
bacterium Herbaspirillum seropedicae, strain RAMIEheled with green fluorescent protein, and
pineapple plantlets of the cultivar Vitoria wereakyated by means of bright-field and fluorescence
microscopy, combined with scanning electron miaopgcfor 28 days after inoculation. After 6
hours of inoculation, H. seropedicae RAM10 wasadseadhered to the roots, colonizing mainly
root hair surface and bases, followed by epideroel wall junctions. Bacteria adherence in the
initial periods occurred mainly in the form of gally cells and small aggregates with pleomorphic
cells. Bacteria infection of root tissue occurrddaugh the cavities caused by the disruption of
epidermal cells during the emergence of lateraltsoand the endophytic establishment by the
colonization of intercellular spaces of the cortiggarenchyma. Over the course of time of the
interaction, the pleomorphic cells were substitutbg cells with typical morphology of

Herbaspirillum. Moreover, within 1 day after inoatibn the bacteria were colonizing the shoots.
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In this region, the preferred sites of epiphytidocazation were epidermal cell wall junctions,
peltate scutiform trichomes and non-glandular toofes. Subsequently, the bacteria occupied the
outer periclinal walls of epidermal cells and stamaThe penetration into the shoot occurred
passively through stoma aperture followed by thdophytic establishment on the substomatal
chambers and spread to the intercellular spacessmdngy chlorenchyma. After 21 days of
inoculation, bacterial biofilm were seen at the rbair base and on epidermal cell wall surface of
root and leaf, also confirming the epiphytic natwkeHerbaspirillum seropedicae in association

with pineapple plants.

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

microscopy, green fluorescent protein.

INTRODUCAO

Bactérias diazotréficas tém sido isoladas de elifis espécies vegetais e notadamente
contribuem para a promoc¢ao do crescimento da plaodpedeira (Baldani & Baldani, 2005). A
primeira bactéria diazotrofica com caracteristieadofiticas a ser isolada foi descrita inicialmente
como Azospirillum seropedicaéBaldani et al., 1984), sendo isolada de raizesadgo, milho e
arroz, e, posteriormente, re-classificada com leasestudos de homologia de DNA em um novo
géneroHerbaspirillum e renomeada contderbaspirillum seropedicaéBaldani et al., 1986Essa
bactéria gram—negativa possui formato de bastanet®, flagelos polares e baixa sobrevivéncia
no solo (Baldani et al., 1986; Baldani et al., 189livares et al., 1996). Atualmente, 0 género
Herbaspirillum inclui as espécie#l. seropedicae(Baldani et al., 1986)H. rubrisubalbicans
(Baldani et al., 1996}. frisingenseg(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) H.
rhizosphaeradJung et al., 2007). Bactérias desse género s@m&adas em raizes, caules e folhas
de vérias gramineas (Baldani et al., 1986; Olivated., 1996; Elbeltagy et al., 2001) e também em
fruteiras tropicais como bananeira e abacaxiz¥iteber et al., 1999; Cruz et al., 2001).

O potencial deHerbaspirillum seropedicagoromover o crescimento vegetal tem sido
avaliado preferencialmente em espécies da familzecdae, apresentando, inicialmente, resultados
nao satisfatorios (Pereira et al., 1988; PereirBaldani, 1995), e, posteriormente, por meio da

selecdo de estirpes em plantas cultivadasitro (Baldani et al., 2000; Oliveira et al., 2002),
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resultados positivos para arroz (Baldani et alg020milho (Riggs et al., 2001) e cana-de-agucar
(Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 2009). @ecanismos responsaveis pela promoc¢do do
crescimento das plantas pderbaspirillum ainda ndo estdo completamente elucidados e incluem
nao apenas a fixacado bioldgica de nitrogénio (laggiet al., 1992) como também a biossintese de
fitohormbnios (Bastian et al., 1998; Radwan et 2004) e influéncia na atividade da ACC
deaminase (Rothballer at al., 2008).

Os passos da interacdo estrutural eheebaspirillum seropedicae a planta hospedeira
tém sido avaliados por meio da inoculacao artifieiposterior analise microscopica, em plantas de
arroz (Baldani et al., 1992b; Elbeltage et al.,2Q&ames et al., 2002; Roncato-Maccari et al., 2003
Perin et al., 2003), sorgo (James et al., 1997har(Perin et al., 2003; Monteiro et al., 2008) e
cana-de-acucar (Olivares, 1997; Olivares et ab/719ames & Olivares, 1998; Silva et al., 2003;
Njoloma et al., 2005). Em cana-de-acucar, Olivt®97) mostrou de maneira elegante, por meio
das técnicas convencionais de microscopia éticecestopia eletronica aliadas a imunomarcacgao,
gue Herbaspirillum seropedica@ossui penetracdo passiva através das cavidadeadas pela
emergéncia de raizes laterais e pela ruptura diales@&pidérmicas, e o estabelecimento endofitico
ocorre a partir da colonizacdo dos espacos intdates do parénquima cortical e do limen do
xilema. Atualmente, com os adventos das tecnologiaesDNA recombinante, estirpes de
Herbaspirillum seropedicaenutantes estdo sendo obtidas com inser¢cdo de gemresxpressam
proteinas fluorescentes, como, por exemplo, a imeteerde fluorescentegreen fluorescent
protein, gfp), possibilitando estudos da interacdo bactérintpl@m tempo real (Elbeltage et al.,
2001; Njoloma et al., 2005).

A gfp é um polipeptideo originalmente sintetizado peatal&rio Aequorea victoria,que
converte a bioluminescéncia azul de uma proteilt@goedependenteaequorin em luz verde, logo,
ao ser ligada a uma proteina de interesse atua commarcador (Prasher et al., 1992). Por ser
estavel e emitir fluorescéncia ao ser excitadatatimente pela luz ultravioleta, gfp pode ser
considerada uma ferramenta de facil detec¢édo pmr deemicroscopia de fluorescéncia e confocal
e, ao contrario das técnicas convencionais de stoma e imunomarcacao, hdo necessita do uso
de reagentes quimicos, minimizando efeitos deaddgf®e possibilitando estudos espaco-temporal
situ das interacdes entre microrganismos e plantal(gtfe et al., 2001; Lagopodi et al., 2002;
Bolwerk et al., 2003; Njoloma et al., 2005).

A intensificagdo do uso de bactérias promotorascrscimento de plantas, contd
seropedicag nos sistemas de cultivo, depende da elucidac&o ndecanismos estruturais e
fisiologicos da interacdo. Em abacaxizeiro, pongxe, ja foram isoladas e identificadas (Weber et

al., 1999; Cruz et al., 2001) diferentes estirpedalctérias diazotroficas endofiticas, com poténcia
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para promover o crescimento de plantas (Weber,&@03a, b); no entanto, dados sobre os eventos
estruturais da interacao séo inexistentes.

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, investgalongo do tempo os eventos estruturais da
interacdo entre a bactéria marcada afm Herbaspirillum seropedica®AM10, e plantulas de

abacaxizeiro ‘Vitoria' cultivadam vitro.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Plantulas de abacaxizeiréd\r@anas comosus. Merril), da cultivar Vitéria (INCAPER,
2006), propagadas por cultura vitro, em potes de vidro tipbaby food,foram fornecidas pelo
Laboratorio de Biotecnologia BioMudas e mantidasmne@io MS (Murashige & Skoog, 1962), sem
adicao de reguladores de crescimento e vitaminaigldatulasn vitro foram mantidas em sala de
crescimento com fluxo de fétons fotossintéticos28epmol nt s*, temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. A cada trés meses asufdénfioram transferidas para novo meio. Para
realizacdo das etapas experimentais posterioresnfeelecionadas mudas com aproximadamente
1,5 g de matéria fresca e transferidas separadanpamé tubos de ensaio contendo 20 mL da
solucdo de 1/10 do meio MS (Murashige & Skoog, 19&2m adicdo de reguladores de
crescimento, vitaminas, agar e pH ajustado em 5,8.

Crescimento bacteriano e inoculacao

A bactéria utilizada foi &lerbaspirillumseropedicaeestirpe RAM10, com insercao atraves
de transposon Tn5 do gene GFP. Esta construcdcettia gentiimente pela DrRose Adele
Monteiro (Departamento de Bioquimica e Biologia ®&tallar, Universidade Federal do Parana),
sendo derivada originalmente da estifheseropedicaeZA95 isolada de arroz (Baldani et al.,
1986). O indculo foi preparado por meio do cresaitmebacteriano em meio liquido DYGS
(Dobereiner et al., 1995) por 24 h, 30 °C, 120 ganinoculacéo foi realizada pela transferéncia de
30 pL da solucdo bacteriana {I@lulas mL*) para os tubos de ensaios contendo as plantues. P

o controle foram inoculados 30 pL do meio DYGS ealateado.
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Microscopia 6tica de fluorescéncia

As visualizacBes microscoépicas iniciaram-se 6 hapes inoculacéo e continuaram aos 1, 2,
3, 7, 14, 21 e 28 dias, usando trés plantulasetifes em cada tempo. Folhas e raizes inteiras, e
também seccdes transversais e longitudinais daad@ raizes, foram colocadas em laminas de
vidro com &gua destilada, cobertas com laminulagisealizadas no microscépio 6tico de
fluorescéncia Axioplan (Zeiss) com os filtros BParfd-pass) com comprimento de onda de
excitacao entre 460 e 490nm e comprimento de oedamnissao LP (long-pass) de 510 a 550 para
visualizacao da emissao de fluorescéncia verdé@nAgens foram obtidas por meio de uma camara
fotografica digital Canon Power Shot A640 acopladamicroscépio e com auxilio do programa

Zoom Browser EX.
Microscopia 6tica de campo claro

Fragmentos da lamina foliar (1,0 x 0,5 cm) e d&a (k0 cm de comprimento) foram fixados
em uma solucdo contendo 2,5 % glutaraldeido, 4forBaldeido e 0,1 mol t de tampao fosfato
de potéassio, a pH 7,0, por 2 horas. Posteriormastamostras foram lavadas trés vezes no mesmo
tampao e pés-fixadas em 1 % tetroxido de 6smio guma gor 2 horas. O material foi lavado trés
vezes com 0 mesmo tampao e desidratado em alébod €80, 50, 70, 90, 3 x 100 % (v / v) em
agua), 1 hora cada troca. Apos a desidratacdomasti@s foram embebidas gradualmente em
resina acrilica Epon. Amostras individuais foraamsferidas para microtubos contendo a resina e,
posteriormente, polimerizadas em estufa a 60° Cl@droras. Foram obtidas se¢bes semifinas (0,8
a 1,0 um) usando-se facas de vidro obtidas comli@awd equipamento Reichert Ultracuts
Ultramicrotome. Os cortes semifinos foram colocastsre [aminas de vidro contendo uma gota de
agua, fixados em placa metalica aquecida e coattastcom solucdo contendo 1 % de azul de
toluidina e 1 % tetraborato de sédio em agua destil As amostras foram visualizadas e as
imagens capturadas no mesmo microscopio citadoi@mente.

Microscopia eletronica de varredura
Amostras da lamina foliar e da raiz foram fixadass-fixadas e desidratadas como descrito

para microscopia oOtica. Em seguida, as amostramfeecas pelo método do ponto critico com CO

no equipamento Critical Point Dryer (BAL-TEC CPDO)% metalizadas com Ag no equipamento
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Sputter Coater (BAL-TEC SCD 050) de acordo com 8id& Olivares (2008). As observacdes
foram realizadas entre 15 e 25 kV no microscoémtr@hico de varredura DSEM 962 (Zeiss).

Contagem bacteriana

A contagem das bactérias presentes no abacaxipeirealizada por meio da técnica do
Numero Mais Provavel (Dobereiner et al., 1995). Atras de 1 g das plantulas foram maceradas
em 9 mL de solucéo salina (NaCl, 8,59 ke, a partir desta diluicdo (1pfoi realizada a diluicéo
seriada tomando-se 1 mL da diluicdo original em 19 de solucdo salina até a diluicao™0
Aliquotas de 10Q.L das diluicdes foram transferidas para frascosidi® contendo 5 mL do meio
JNFb semi-sélido (Baldani et al., 1992a). Os frafooam incubados a 30 °C, por 7 dias. Decorrido
este periodo, avaliou-se o0 crescimento bacteriagla presenca de uma pelicula branca na
superficie do meio. O numero de bactérias foi @bfidla consulta a Tabela de McCrady para trés
repeticbes por diluicdo. A confirmacgéo da identaldds re-isolados foi baseada em observagdes do
formato celular e emissdo de fluorescéncia comliaugd microscopio otico de fluorescéncia
Axioplan (Zeiss) e feita a partir do crescimentatbeano presente nas ultimas diluicbes do meio

semi-soélido.

RESULTADOS
Colonizagéao radicular

Por meio da microscopia o6tica de fluorescéncigéasivel distinguir a fluorescéncia verde
emitida pela bactériaHerbaspirilum seropedicaeestirpe RAM10, marcada congfp da
autofluorescéncia amarela emitida pelas raizesdbdoaxizeiro (Figura 1). Essa diferenca de cores
facilitou as observacdes das etapas iniciais @sdgfio entre a bactéria e a planta hospedeira.

Apos 6 horas de inoculacdo, as bactérias foramakzmdas em toda extensdo do eixo
radicular, principalmente na zona pilifera, solsegyélos radiculares, com adesado apolar, dispostas
de forma solitaria ou em pequenos agregados (FifjA)a As bactérias apresentavam intenso
movimento e formato filamentoso caracteristico diéLca em fase estacionéria crescida em meio
complexo DYGS (Figura 1A).

Apoés 1 dia de inoculagéo, foi verificado aumentpyacional eH. seropedicaesstava

presente sobre os pélos radiculares e em suafigsea 1B) e nas jungdes das paredes periclinais
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externas das células epidérmicas. J& neste pehadtgrias no formato de bastonete curvo tipicas
de Herbaspirillum também foram visualizadas, indicando a multiplicacta bactéria na nova
condicdo de crescimento em meio MS diluido assocéadxsudatos da planta de abacaxizeiro. A
partir do segundo dia de interacdo bactéria-pldoigossivel observar incremento da distribuicéo
das bactérias na forma de agregados de difereateanhos, variando de 20 a 100 um de
comprimento (Figura 1C, 1D) sobre os pélos radieglaPredominavam bactérias no formato de
bastonete (Figura 1D), com aproximadamente 2 pooagrimento e pouca movimentacgao.

Entre 3 e 7 dias de inoculacéo foi verificada utiminuicdo da colonizacdo sobre os pélos
radiculares e o predominio de bactérias em suaéass juncdes das células epidérmicas (Figura
1E, 1F). Este deslocamento de sitio predominanteottnizacdo foi mantido apés 14 dias de
inoculacdo, onde as bactérias exibiram dominantenzacéo epifitica de toda parede periclinal
externa das células epidérmicas (Figura 2A) preseaspecificamente nas regides proximas a
emergéncia de raizes laterais (Figura 2B), ndoosemais observada sua colonizacdo por toda
extensédo do eixo radicular. Essas observagOesesngpre as cavidades (Figura 2C) formadas pelo
rompimento das células epidérmicas durante a eme&eyé&las raizes laterais constituem uma
abertura natural por onde ocorre a penetracdovaass colonizacdo endofitica Herbaspirillum
seropedicaeRAM10 em raizes de plantulas de abacaxizeiro. Apéinfeccdo, ocorreu o
estabelecimento bacteriano endofitico nos espagescélulares do parénquima cortical (Figura
2D).

Nos periodos mais avancados da interacdo (entee28lde inoculacdo apos a inoculagao),
H. seropedicaeRAM 10 foi predominantemente visualizada estrutaracomo biofilmes
bacterianos, ou seja, populacfes numerosas corériaacaderidas umas as outras e a superficie
vegetal, envolvidas por uma matriz extracelulaimgypalmente na base dos pélos radiculares
(Figura 3A) e na parede periclinal externa das laglepidérmicas (Figura 3B). Colonizacao
endofitica foi restrita ao compartimento apoplésticom bactérias presentes nos espacos
intercelulares do parénquima cortical, ndo sendualizadas bactérias no cilindro vascular.
Ressalta-se que a partir de 21 dias apds inocula@ddoi detectada fluorescéncia emitida pela
bactéria e as observacbes foram realizadas por dzeimicroscopia eletrénica de varredura e
microscopia Otica de campo claro. As bactériassapde ndo emitirem fluorescénamsitu, ao
serem re-isoladas em meio JNFb semi-solido, tomavamitir fluorescéncia.

Durante os 28 dias do experimento ndo foi detactaehhuma alteracdo estrutural das
plantulas de abacaxizeiro inoculadas deenbaspirillum seropedicaBAM 10 quando comparadas

as plantulas nao inoculadas. Em relacdo ao metunlteo, ndo foi identificada a olho nu nenhuma
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alteragcao da cor e turbidez, no entanto, foi \&&da a diminuicdo do pH para valores entre 2,8 a
3,5 no meio MS das plantulas inoculadas.

Colonizacéo foliar

A fluorescéncia verde emitida pela bactétierbaspirillum seropedicaRAM10 marcada
com gfp foi também facilmente distinguida, por meio da noscopia otica de fluorescéncia, da
autofluorescéncia vermelha emitida pelos cloropkagiresentes na parte aérea do abacaxizeiro
(Figura 4).

Apéds 6 horas de inoculacdo, foram visualizadasg®uiactérias no formato filamentoso,
aderidas de modo apolar a parede periclinal extdasacélulas epidérmicas. Em periodos de
interacdo maiores (1 e 3 dia apds inoculacédo), agehas foram visualizadas habitando
preferencialmente tricomas tectores (Figura 4A), #comas escamiformes (Figura 4C, 4D, 4E,
4F) e as flanges cuticulares (Figura 5A, 5B, 5@paktas em pequenos agregados ou solitarias.

Aos 7 e 14 dias apoés inoculacdo, foram observapegados bacterianos maiores
localizados epifiticamente ndo apenas nos tricoen@anges cuticulares, como também na parede
periclinal externa das células epidérmicas (FigBE) e nas proximidades dos complexos
estomaticos (Figura 6A, 6B). Foi verificado que engtracdo deHerbaspirillum seropedicae
RAM10 na parte aérea de plantulas de abacaxizeosoepassivamente através do ostiolo (Figura
6B, 6C). Ja a colonizacdo endofitica inicia-se draara sub-estomatica (Figura 6C) e avanca pelos
espacos intercelulares de células de parénquimefitbmo lacunoso do mesofilo foliar (Figura
6D). N&o foi observada a colonizag&o bacteriandeirss vasculares presentes no limbo foliar.

Aos 21 e 28 dias apoés inoculagcdo, foram visuatigagor microscopia eletronica de
varredura, biofilmes bacterianos sobre a paredelipat externa das células epidérmicas (Figura
3C, 3D). Todas as imagens dos primeiros trés ghias moculacdo foram obtidas na regido basal da
lamina foliar, localizada proximo ao meio de cuitiposteriormente (7 a 28 dias apds inoculacdo),
também foi observada coloniza¢do bacteriana nd@ogegiediana da Iamina foliar, indicando um

sentido de colonizacdo da base para o apice ao hmgixo foliar longitudinal.
Dinamica populacional
Conforme pode ser verificado na FiguraHérbaspirillum seropedicaBAM10 apresentou

incrementos populacionais nos primeiros 7 dias apusilacdo, atingindo a populacdo maxima de

aproximadamente 1®células por grama de matéria fresca de abacaxireirterceiro dia ap6s
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inoculacdo. Posteriormente, ocorreu declinio papoiel até o vigésimo primeiro dia apos
inoculacdo e a bactéria se estabeleceu na plartokpedeira em uma populacdo de
aproximadamente £@élulas por grama de matéria fresca do abacamidditoria’. Nas plantulas

controle nao foi detectado crescimento bacteriano.

DISCUSSAO

Este estudo identificou, por meio de diferentesnittas microscopicas, as etapas da
interacdo estrutural entrélerbaspirillum seropedicaeRAM10 e plantulas de abacaxizeiro
cultivadasin vitro. A colonizacéo inicial (6 horas apos inoculacé@Herbaspirillum seropedicae
nas raizes do abacaxizeiro ocorre preferencialmeateona pilifera, com adesédo bacteriana
predominantemente apolar sobre os pélos radicutapesterior formacao de agregados. Essa etapa
foi transitoria, pois apds o terceiro dia de inacdb as bactérias ndo foram mais facilmente
detectadas associadas a superficie dos pélos ensisua base e, principalmente, nas juncdes das
paredes periclinais externas das células epidésmiga juncdes das paredes celulares (lamela
média), por serem locais ricos em pectina e cajfmigpiciam a adesdo bacteriana, uma vez que o
calcio faz a mediacdo entre as superficies negatimge carregadas da bactéria e da planta,
mecanismo de adesao ja descrito para a bactéadofia de nitrogéni&®hizobium leguminosarum
(Smit et al., 1989).

Posteriormente (sétimo ao décimo quarto dias apisilacdo)H. seropedicaeolonizou
epifiticamente predominantemente a parede perlotirgerna das células epidérmicas nas regioes
préximas a sitios de emergéncia de raizes latdfaias regides sao sitios de infeccdo amplamente
reportados na literatura pakh seropedicaeem associacdo com plantas da familia das Poaceae,
como relatado em milho ap6s 30 minutos de inocoldbonteiro et al., 2008), em arroz apos 2
dias de inoculacdo (James et al., 2002), em cagitzar apds 4 dias de inoculagdo (James &
Olivares, 1998) e em arroz, sorgo, milho e trigésap dias de inoculacdo (Roncato-Maccari et al.,
2003). No entanto, a colonizacao radicular iderbaspirillum seropedicardo ocorre em todas as
plantas hospedeiras, Ebeltagy et al. (2001), pem@io, observaram em arroz dderbaspirillum
seropedicaeestirpe B501 coloniza apenas as sementesOdea sativa cv. Sasanishiki e
preferencialmente a parte aérea@eza officinalis e ndo as raizes, indicando que a interacao
estrutural é dependente da estirpe bacterianagerttipo da planta hospedeira.

ApoOs a penetracdo radicular Herbaspirillum seropedica@as plantulas de abacaxizeiro

ocorre o estabelecimento endofitico apenas nos;espatercelulares do parénquima cortical. A
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colonizagdo bacteriana no estelo ndo foi observadh¢cando, neste caso, que a endoderme
constituiu uma barreira efetiva ao espalhamentalrath bactéria. James et al. (2002) também
relatam que a colonizacdo endofitica Herbaspirillum seropedica@m raizes de arroz ocorre
preferencialmente nos espacos intercelulares dimgaima cortical e do aerénquima, e raramente
ocorre a colonizagdo no estelo. J& em milho, Momtet al. (2008) também relatam que
Herbaspirillum seropedicaeoloniza o apoplasto cortical, mas ao contrari® aatros trabalhos, os
autores observaram que apés trés dias de inocutsciactérias colonizavam a endoderme e os
vasos do xilema.

Com relacdo a parte aérea do abacaxizditerbaspirilum seropedicaenicialmente
coloniza as flanges cuticulares, os tricomas test@ escamiformes. Estes locais conferem as
bactérias protecdo contra as condicfes hostis plxfatie foliar e uma maior disponibilidade de
nutrientes. De fato, os resultados obtidos por &#d& Olivares (2008), que investigando a
colonizagdo microbiana no filoplano de 47 espéegggetais em ambiente tropical constataram que
a presenca de tricomas € a caracteristica anatOmigs importante para favorecer o
estabelecimento bacteriano epifitico. Esse pade&mbbnizacdo ndo é exclusivo iderbaspirillum
seropedicaeBiosensores que detectam sacarose e frutose mogua as juncdes das células
epidérmicas, os tricomas, as nervuras e 0s complkestomaticos séo os locais preferenciais para o
metabolismo de carbono dérwinia herbicolano filoplano dePhaseolus vulgarifLeveau &
Lindow, 2001).

PosteriormenteHerbaspirillum seropedicageolonizou as paredes periclinais externas das
células epidérmicas, as proximidades dos complegstomaticos e penetrou nas folhas
passivamente através do ostiolo. A colonizacaoféitdoiniciou-se na camara sub-estomética e se
estendeu as regides intercelulares do parénquionafithno lacunoso das folhas de abacaxizeiro.
Ja em arroz, Elbeltagy et al. (2001) observaramagpenetracédo dderbaspirillumsp. inoculado
artificialmente nas sementes ocorre nas folhamgvainda ndo completamente expandidas e que a
colonizacdo endofitica também € via apoplasticava@s et al. (1997), no entanto, relataram
resposta de hipersensibilidade ao inoctlarbaspirillum seropedicaaa parte aérea de cana-de-
acucar.

ApoOs 21 e 28 dias de inoculacéo foram observadidgnies bacterianos na superficie das
raizes e folhas das plantulas de abacaxizeiro, myapdo também a natureza rizo e filoepifitica de
Herbaspirillum seropedicaeA formacgao de biofilmes contribuiu para a peésista bacteriana na
superficie vegetal (Beattie & Lindow, 1999), uma gele as bactérias se beneficiam dos processos
de cooperacédo via sisteng@orum sensingWhitehead et al., 2001; Bodman et al., 2003). De

acordo com Monier & Lindow (2003), a coloniza¢do Reudomonas syringa® filoplano de
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Phaseolus vulgarisubmetidos a diferentes condigcbes de umidade hplitssique as bactérias
presentes em agregados apresentem maior sobraaiv@negparada com as bactérias solitarias.

Sobre a dinamica populacional #erbaspirillum seropedicad®kAM10 nas plantulas de
abacaxizeiro, foram observados incrementos inicidés populacdo e posterior decréscimo,
estabilizando, ap6s 21 dias de inoculacéo, emeside aproximadamente®i®lulas por grama de
matéria fresca. Tal evidéncia tem como base o llrabde James et al. (2002), no qual a
colonizacdo deHerbaspirillum seropedicaeZ67 em plantulas de arroz tiveram o0 mesmo
comportamento, 5 a 7 dias apés inoculacdo houveritentos de f0log UFC por grama de
matéria fresca e posteriormente decréscimo parbregaentre 1De 1¢. E possivel que essa
dindmica populacional reflita a natureza ndo patmgé de Herbaspirillum seropedicaee a
capacidade de cada genotipo vegetal em abriga-las.

Neste trabalho, observou-se que 21 dias apos lagému as bactérias ndo mais emitiam
fluorescénciain situ, mas ao serem re-isoladas em meio JNFb semi-sglittavam a emitir
fluorescéncia. Concomitantemente a perda da fluéresa, foi verificada a diminuicdo do pH do
meio de cultivo atingindo valores inferiores a 3%.acidificacdo do meio de cultivo se deve
provavelmente a exsudacdo de acidos organicos efas do abacaxizeiro (Le Van & Masuda,
2004) e também pelo metabolismo da prépria bactkgacendo no meio (Bastian et al., 1998;
Radwan et al., 2004). Com a diminui¢cdo do pH ocarmotonacdo do cromoéforo dép e essa
permanece na forma nédo fluorescente (Heim et 884)1 No entanto, quando a bactéria foi re-
isolada no meio JNFb semi-solido, cujo pH inici@d 8,8 aumentou progressivamente com o
crescimento bacteriano, permitiu a desprotonacacralméforo e consequentemente a deteccdo da

fluorescéncia.

CONCLUSOES

1. Herbaspirillum seropedicadRAM10 se adere inicialmente & superficie dos pélos
radiculares das plantulas de abacaxizeiro, posteeiote a base dos pélos e as juncdes das células
epidérmicas.

2. A penetracdo déderbaspirillum seropedicadRAM10 nas raizes de plantulas de
abacaxizeiro ocorre de forma passiva através dadackes formadas pelo rompimento das células
epidérmicas durante a emergéncia de raizes laterais

3. A colonizacdo endofitica delerbaspirillum seropedicaeRAM10 nas raizes de

plantulas de abacaxizeiro ocorre nos espacos @htdgices do parénquima cortical.
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4. A colonizagdo epifitica délerbaspirillum seropedicad)RAM10 na parte aérea de
plantulas de abacaxizeiro ocorre inicialmente nasges cuticulares, tricomas escamiformes e
tricomas tectores. Posteriormente, ocorre a cahgaiz sobre a parede periclinal externa das células
epidérmicas e nos complexos estomaticos.

5. A penetracdo delerbaspirillum seropedica®AM10 na parte aérea de plantulas de
abacaxizeiro ocorre passivamente através do ostiolo

6. A colonizacdo endofitica dderbaspirillum seropedica®kAM10 na parte aérea de
plantulas de abacaxizeiro inicia-se na camara stdivgtica e se estende aos espacos intercelulares
do parénquima clorofiliano lacunoso.

7. Apbs 21 dias de inoculacdo ocorre a formacaobidélmes de Herbaspirillum

seropedicadRAM10 no rizoplano e filoplano de plantulas deabazeiro.
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campo
claro (F) dos estagios iniciais da interacdo radidar entre Herbaspirillum seropedicae
RAM10 e plantulas de abacaxizeiro. (A) 6 horas apdsoculagéo, predominio de bactérias no
formato filamentoso (seta) colonizando preferenciatente a superficie dos pélos radiculares
de forma isolada ou em pequenos agregados. (B) ladapds inoculagdo, as bactérias
colonizavam também a base dos pélos radiculares.,(B) 2 dias apds inoculacao, as bactérias
estavam dispostas na superficie dos pélos radicuéam na forma de agregados de tamanhos
variados e predominavam bactérias no formato de bé&snete (seta). (E) 7 dias apés
inoculacdo, as bactérias colonizavam as jun¢des deélulas epidérmicas. (F) Imagem E em
microscpia oOtica.
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Figura 2. Microscopia 6tica de fluorescéncia (A, B)microscopia eletronica de varredura (C) e
microscopia Otica de campo claro (D) mostrando a tmnizacéo epifitica, infec¢éo e colonizacao
endofitidca deHerbaspirillum seropedicae RAM10 em raizes de plantulas de abacaxizeiro 14
dias apos inoculacdo. (A) Intensa colonizagdo badsma epifitica na parede periclinal das
células epidérmicas radiculares. (B) Colonizacao prcipalmente nas regides de emergéncia de
raizes laterais (asterisco). (C) Infec¢do bacterianatravés das cavidades (seta) formadas pela
ruptura das células epidérmicas durante a emergénaidas raizes laterais (asterisco). (D)
Colonizacao endofitica (seta) nos espacgos intercleltes do parénquima cortical.
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Figura 3. Microscopia eletrbnica de varredura dos filmes de Herbaspirillum seropedicae
RAM10 localizados epifiticamente na superficie dasaizes e parte aérea de plantulas de
abacaxizeiro apds 21 dias de inoculagéo. (A) Biafies sobre os pélos radiculares e (B) sobre a
parede periclinal externa das células epidérmicasadiculares. (C) Biofilmes sobre a parede

periclinal externa das células epidérmicas foliareee (D) detalhe das células bacterianas
constituintes do biofilme.
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Flgura 4, Mlcroscopla otlca de fluorescenua (A, C)mlcroscopla eletronlca de varredura (B
E, F) e microscopia 6tica de campo claro (D) da amizacéo epifitica foliar deHerbaspirillum
seropedicae RAM 10 preferencialmente nos tricomas do abacaxiza. (A, B) Colonizagéo
bacteriana sobre e na base dos tricomas tectore€)(Colonizacéo bacteriana sobre e na base
dos tricomas escamiformes. (D) Imagem C em microgma Otica. (E) Tricoma escamiforme.
(F) Detalhe das bactérias sobre o tricoma escamiime.
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Figura 5. Microscopia o6tica de fluorescéncia (A), mroscopia 6tica de campo claro (B) e
microscopia eletrénica de varredura (C, D) da colomacao epifitica foliar de Herbaspirillum
seropedicae RAM 10. (A) Colonizag&o bacteriana nas flanges cuulares. (B) Imagem A em
microsopia otica. (C) Detalhe dos agregados bactarios nas flanges cuticulares. (D)
Colonizacao bacteriana na parede periclinal externdas células epidérmicas.
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Figura 6. Microscopia eletrdnica de varredura (A, B e microscopia 6tica de campo claro (C,
D) da colonizacdo epifitica, infeccdo e colonizac&ndofitica de Herbaspirillum seropedicae
RAM 10 na parte aérea de plantulas de abacaxizeir¢A) Bactérias colonizando epifiticamente
a superficie das paredes periclinais externas daselalas epidérmicas. (B) Detalhe da
colonizagdo bacteriana no complexo estomatico e @ucdo através do ostiolo (asterisco). (C)
Infeccdo bacteriana através do ostiolo (asterisc@ colonizacdo endofitica na camara sub-
estomatica (seta). (D) Colonizacdo bacteriana endtfa nos espacos intercelulares do
parénquima clorofiliano (seta).
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Figura 7. Log do niumero mais provavel (NMP) deHerbaspirillum seropedicae RAM10
nas plantulas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em respostao tempo.
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DESEMPENHO DO ABACAXIZEIRO ‘VITORIA' EM RESPOSTAA  APLICACAO DE
ACIDOS HUMICOS DURANTE A ACLIMATIZACAO ®

Lilian Estrela Borges Baldottd?, Marihus Altoé Baldotto®™, Validoro Bazoni Giro®”, Luciano

Pasqualoto Canella¥, Fabio Lopes Olivare$’, Ricardo Bressan-Smith®”

RESUMO

A aclimatizacdo de mudas de abacaxizeiro propagadgapor cultura in vitro € um
processo lento. A promocao do crescimento radiculgrelo uso de acidos hamicos pode ser util
durante esse processo. O objetivo neste trabalhoi favaliar o desempenho do abacaxizeiro
‘Vitéria’ propagado por cultura de tecidos em respata a aplicacdo de diferentes doses de
acidos humicos isolados de vermicomposto e de tortde filtro durante o periodo de
aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Foram avaliadascaracteristicas anatémicas da lamina
foliar, teor de pigmentos fotossintéticos, crescinko da parte aérea e do sistema

radicular e o conteddo de nutrientes foliares. Os asultados mostraram incrementos no
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crescimento e desenvolvimento da parte aérea e distema radicular com a aplicacdo de
acidos humicos, bem como acumulo significativo de, ¥, K, Ca e Mg e aumento na relacao
clorofila a / clorofila b. A promocdo do crescimento das mudas durante o gedo de

aclimatizacdo, em resposta a aplicacdo de acidosrhigos, pode melhorar a adaptacdo do

abacaxizeiro ao ambientex vitro.

Termos de indexacdo:Ananas comosus, cultura de tecidos, substancias humicas, nutricao

mineral, bioatividade.

SUMMARY: PERFORMANCE OF PINEAPPLE 'VITORIA' IN RESPONSE TOMKC ACIDS
APPLICATION DURING ACCLIMATIZATION

The acclimation of pineapple plantlets propagatsd plant tissue culture takes a long
time. The promotion of root growth by the use ofmiwuacids may be useful during this
process. The aim of this work was to evaluate tkeopmance of the pineapple 'Vitoria'
propagated by plant tissue culture in response he ftapplication of different doses of
humic acids isolated from vermicompost and filterake during greenhouse
acclimation. Leaf anatomy, photosynthetic pigmentsitent, shoot and root growth and
leaf nutrients were evaluated. An increase in gloveind development of shoot and root
system with the application of humic acids as wadl significant accumulation of N, P,
K, Ca and Mg and increase in the chlorophyll a /locbphyll b were observed with the
application of HA. Growth promotion of plantlets rohg their period of acclimation in
response to the application of humic acids can owpr their adaptation to the ex vitro

environmental conditions.

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, haabstances, mineral nutrition, bioactivity.

INTRODUCAO

A propagacdo do abacaxizeiro por culturavitro € uma estratégia utilizada para elevar a
gualidade e produtividade da abacaxicultura, dewadtre outros fatores, a uniformidade e sanidade

das mudas. A producdp vitro de mudas de abacaxizeiro ja esta bem estabel@idara et al.,
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1999; Teixeira et al., 2001; Almeida et al., 20B2rboza et al., 2004). ApGs as plantas atingirem
desenvolvimento adequado sob condigdegtro (Teixeira et al., 2001), estas sao aclimatadas em
condicBesex vitropara posterior adaptacéo as condi¢cdes de campo.

O periodo de aclimatizacdo € necessario, poistgdanultivadasin vitro apresentam
caracteristicas anatdmicas e fisiologicas desfaetgdara enfrentar as condicbes edafoclimaticas
no campo, como, por exemplo, metabolismo heteiotrdfCampostrini & Otoni, 1996; Moreira,
2001), menor espessamento da cuticula e das pagredemais externas das células epidérmicas e
menor densidade estomatica (Barboza et al., 2086)educdo da umidade do ar e da
disponibilidade de nutrientes durante a aclimafisagndem a tornarem-se componentes limitantes
para o abacaxizeiro, aumentando sua susceptitlidadariacbes ambientais drasticas, mesmo
favorecido pelo mecanismo fotossintético acidoeants as crassulaceas.

Os longos periodos exigidos de aclimatizacdo pafaacaxizeiro oneram a sua produigéo
vitro. Para exemplificar, € necessario um periodo variéntre 6 a 8 meses em casa de vegetacdo
para que as plantas alcancem entre 20 a 30 cntuta,dbmanho adequado para a transferéncia
para o campo (Teixeira et al., 2001).

Diversos estudos tém sido realizados objetivandandiir o periodo de aclimatizacdo do
abacaxizeiro, com a finalidade de acelerar o amemutio da planta, como, por exemplo, aplicacao
foliar de macro e micronutrientes (Moreira et &007; Bregonci et al., 2008), aplicacédo de
reguladores de crescimento (Catunda et al., 200@culacdo de bactérias promotoras de
crescimento e protecdo vegetal (Mello et al., 2002ber et al., 2003), tipos de recipientes usados
no enraizamento (Souza Junior et al., 2001; Bragetral., 2008) e de substratos (Souza Junior et
al., 2001; Weber et al., 2003; Moreira et al., 2008tunda et al., 2008).

Em relacdo ao substrato, a adicdo de matéria iocegfavorece o crescimento da parte aérea
e do sistema radicular do abacaxizeiro durantdimazacédo (Moreira et al., 2006). Por sua vez, a
matéria organica é constituida por produtos da rdposicdo de residuos organicos e do
metabolismo microbiano e também por substanciasdagniGuerra et al., 2008). Notadamente, as
substancias humicas constituem a maior parte dérimairganica dos solos e sdo compostas por
huminas, acidos fulvicos e acidos humicos (Gudred £2008). Os acidos humicos (AH), formados
por agregados moleculares heterogéneos e estdbdizaor pontes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas (Piccolo, 2001), atuam favorecend@sedvolvimento do sistema radicular (Facanha
et al., 2002; Rodda et al., 2006; Zandonadi et24lQ7), o acumulo de nutrientes (Vaughan &
Malcolm, 1985; Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 2D@ a biossintese de clorofilas (Ferrara &
Brunetti, 2008). Para culturas como arroz (Tejad@dhzalez, 2004), trigo (Delfine et al., 2005) e

videira (Ferrara & Brunetti, 2008), tem sido retitea promocao de crescimento pela aplicagao
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foliar de AH. Em abacaxizeiro, o uso de AH podeea uma estratégia viavel na aclimatizagcédo de
plantas propagadas vitro, pois poderia promover maior crescimento, resdtiaem reducéo no
longo tempo necessario para a transferéncia dataplpara o cultivo em condicdes de campo.
Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliamamhe o processo de aclimatizacdo, o
crescimento da planta, as caracteristicas anaténdealamina foliar e o teor de pigmentos
fotossintéticos, bem como o acumulo de nutriendbarés do abacaxizeiro ‘Vitoria' propagato
vitro, em resposta a aplicacao de diferentes doses diesdniimicos, isolados de vermicomposto e

de torta de filtro.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Plantulas de abacaxizeird\fanas comosu&. Merril), da cultivar Vitéria (INCAPER,
2006), propagadan vitro, em potes de vidro tipbaby food foram fornecidas pelo Laboratorio de
Biotecnologia BioMudas e mantidas em meio MS des@or Murashige & Skoog (1962), sem
adicéo de reguladores de crescimento e vitaminggladatulasn vitro foram mantidas em sala de
crescimento, com fluxo de fétons fotossintéticos28eumol nt s*, temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. A cada trés meses asufdé@ntoram transferidas para novo meio, em
tubos de ensaio. Para realizacdo das etapas erpéais posteriores, foram selecionadas mudas

com aproximadamente 1,5 g de matéria fresca.

Tratamentos

A matriz experimental [(3 x 2) + 1] consistiu deggintes fatores em estudo: trés doses (10,
20 e 40 mmol ! de C) de acidos humicos isolados de vermicomp@ety), trés doses (10, 20 e
40 mmol L' de C) de 4cidos himicos isolados de torta de fiHtf) e controle, sem aplicacdo de
acidos humicos. Os acidos humicos isolados de eemposto e torta de filtro foram previamente
caracterizados por Baldotto et al. (2007) e Bu2®08). As plantulas foram retiradas dos tubos de
ensaio, lavadas em agua corrente para a limperaednde cultivo, e o sistema radicular e a base
da parte aérea dos abacaxizeiros foram imersosohages dos tratamentos por 24 horas. Para esse
procedimento, as plantulas foram colocadas em mEesdro tipobaby foodcontendo 50 mL de
solucdo correspondentes aos diferentes tratameRtosteriormente, 0os abacaxizeiros foram

transferidos para vasos de 0,5°drantendo substrato comercial Plantmax® Hortalfgas serem
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aclimatados, em casa de vegetacdo, por um periedd5@ dias. A cada 15 dias durante a
aclimatizacao, as plantas receberam 5 mL de soldg&dratamentos e 5 mL de solug&o nutritiva
(Hoagland & Arnon, 1950), aplicadas nas axilas fdtsas basais dos abacaxizeiros, usando-se
pipeta automatica.

A unidade experimental consistiu em uma plantalgeaxi por vaso. O experimento foi
realizado no delineamento em blocos ao acaso, @ repeticdes, totalizando 42 unidades

experimentais.

Anélises de crescimento

Aos 150 dias de aclimatizacao, as plantas fordetamas para a mensuracédo das seguintes
variaveis: numero de folhas (NRltura das plantas (ALT)nedida pela distancia compreendida
entre o colo da planta até o apice foliar usandiitasenétrica diametro do caule (DCjnensurado
com pagquimetro digital modelo Starret 72ifametro da roseta (DRnedido na maior distancia
linear entre o apice de folhas opostagnsurado com fita métrica; matéria fresca da(MER) e
da parte aérea (MFPA); matéria seca da raiz (MSR) parte aérea (MSPA), obtidas pela secagem
em estufa sob ventilacdo forcada de ar &B@or 7 dias e posterior pesageanea foliar (AF),
obtida no medidor de éarea foliar de bancada mode8100, LI-COR, USA,; area radicular (AR),
medida apos a digitalizacdo das raizes e postanalise das imagens no programa Delta —T SCAN
Image Analyzer; relacao raiparte aérea (RPA), obtida pela razdo entre a ilaaéca da raiz e a

matéria seca da parte aérea.

Analises nutricionais

ApoOs a secagem, as folhas de abacaxizeiro foraiiamiem moinho do tipo Wiley acoplado

a peneiras de 60 malhas €mEm seguida, o pé obtido foi submetido a digestétitirica
combinada com peroxido de hidrogénio e determinadoeores totais de nitrogénio (N), fosforo
(P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).aRdy foi utilizado o método de Nessler; o teor de
P foi obtido por espectrofotometria de absorcacemdar (colorimetria), apos rea¢cdo com vitamina
C e molibdato de amonio, no comprimento de ond@2%enm; a determinacao de K foi realizada
por fotometria de chama e os teores de Ca e dedvegnf obtidos por espectrofotometria de
absorcéo atdbmica. Todas as analises foram readizanidorme os métodos usuais para a cultura do
abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os conteudds, d& K, Ca e Mg foram estimados por meio da

multiplicacdo da matéria seca da parte aérea petalb nutriente considerado.
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Anélises anatbmicas

Cortes transversais do terco médio da lamina rfadia sétima folha completamente
expandida (observada como sendo a de maior compoinéoram feitos a méo livre usando
navalha de ago e as laminas histologicas foram adastem glicerina na propor¢do 50 % agua
(Purvis et al., 1964). As observacfes foram reddéiggpor meio do microscopio 6tico Axioplan -
Zeiss acoplado a uma camara fotografica digitalo@d@ower Shot A640, a aquisicdo das imagens
foi feita por meio do programa Zoom Browser EX evaslicdes no programa Image J (Abramoff
et al.,, 2004). Foram mensurados os comprimentopaténquima aquifero e do parénquima
clorofiliano. As laminas foliares foram prensadasféa vegetal, com uma gota de acetona 100 %,
para dissociacdo da epiderme abaxial, com postguantificacdo do niumero de estdmatos, em
uma éarea de 0,12 nfrfobjetiva de aumento 20 e zoom digital de aumert) dntre os feixes de
fibras.

Analises dos pigmentos fotossintéticos

O teor de clorofila foi estimado por meio da dei@acdo da intensidade de cor verde da
sétima folha completamente expandida do abacagjaesando-se um medidor portatil de clorofila
modelo SPAD-502 (Soil Plant Analysis Developmenindita, Japao), com trés medi¢cbes por
folha.

Posteriormente, trés discos foliares de 1,5 crdi@imetro foram retirados da mesma folha
para determinacdo do teor de pigmentos fotossinttfHiscox & Israelstam, 1979). Os discos
foliares foram imersos em 3,0 mL de dimetilsulfaxidMSQO) e mantidos no escuro até ficarem
translicidos. As leituras em espectrofotdbmetrorfofeitas nas absorbancias de 480, 649 e 665 nm
(A480, A649 e A665, respectivamente) e os conteldios pigmentos fotossintéticos foram
determinados conforme Wellburn (1994):

[Clorofila a] (ug mL?Y) = 12,19*A665 — 3,45*A649

[Clorofila b] (ug mL1) = 21,99*A649 — 5,32*A665

[Carotendides] (ug mit) = (1000*A480 — 2,14*Clorofilaa — 70,16*Clorofilab) /220

Analises estatisticas
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Os resultados foram submetidos a analise de wai@nos efeitos dos tratamentos, para as
variaveis qualitativas, foram desdobrados em cstg@samédios (Quadro,gonforme Alvarez V. &
Alvarez (2006). Para os fatores quantitatjiviimam ajustadas equacfes de regressao entre as
meédias das variaveis estudadas e as doses de Aplicacao do teste, Ros desdobramentos dos
fatores foi realizada aos niveis de 5 e 1 % de probaltiBd&Na analise de regressédo, os modelos
foram testados quando apresentaram coeficienteet@entinacéo superior a 0,60. As equacdes de
regressao foram utilizadas para determinacédo da d®snaxima eficiéncia fisica de matéria seca

do abacaxizeircem funcéo das doses de AH.

RESULTADOS

De posse das médias apresentadas no quafinaé obtidos os contrastes médios (Quadro
3) conforme Alvarez V. & Alvarez (2006). Os contess médios representam a diferengm
magnitude realentre a média dos tratamentos comparados pararasteristicas morfologicas e
nutricionais do abacaxizeiro. Foi possivel obsermiderencas significativas no crescimento e
desenvolvimento do abacaxizeiro propagadweitro, durante a aclimatizacioom a aplicacao de
AH. O contraste que compara a area foliar das gdade abacaxi entre o controle e os demais
tratamentos (controle versus AH) mostrou incrememim média, de 64,71 émTal valor
corresponde a um incremento de 51,53 % dos trataseue receberam AH sobre o controle.
Observa-se que esse efeito € significativo a 1 Yrdeabilidade pelo teste F (Quadro 3). Nesse
sentido, ao comparar o tratamento controle, notaise a aplicagdo de AH proporcionou
incrementos em todas as caracteristicas morfol®giagoarte aérea do abacaxizeiro ‘Vitoria'. Para
exemplificar, observa-se o aumento de 10,12 % moend de folhas e de 59, 13 % de matéria seca
foliar (Quadro 3).

O sistema radicular do abacaxizeiro também faiiigativamente alterado com a aplicagéo
de AH (Quadro 2). Foram observados incrementos ataria fresca da raiz, matéria seca da raiz e
area radicular nos tratamentos com AHcorrespondendo a, aproximados, 70, 57 e 39 %,
respectivamente, quando comparado ao controle (Q&ad

A promocéo do crescimento das mudas resultou,damlem aumentos significativos no
conteudo de N, P, K, Ca e Mg nos tratamentos com(@tthdro 2), com respectivos valores de,
aproximadamente, 52, 71, 50, 58, 60 %, quando cadpao controle (Quadro 3).

N&o houve diferencas significativas, em meédia, vaiaveis de crescimento e acumulo de

nutrientes para as fontes distintas de AH (Quajiro 3
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Os acidos humicos ndo promoveram mudancas qualga¢ quantitativas na organizagéo
anatdbmica da lamina foliar (Figura 1, Quadro 4.eA5anatomia comparada das laminas foliares do
abacaxizeiro ‘Vitéria’, apo6s 150 dias de aclimatéa, tratadas ou ndo com AH, é delimitada por
epiderme uniestratificada, com contorno sinuoso ledes celulares anticlinais (Figura 1 A),
paredes periclinais externasom cuticula espessa e presenca de corpos sflicédmixo da
epiderme situa-se a hipoderme (Figura 1 B). Asa®llsdo hipoestomaticas e os estdmatos
encontram-se dispostos em faixas paralelas entcerd$es de fibras, com densidade aproximada
de 100 estdbmatos mMmTricomas tectores e escamiformes (Figura 1 Goestesentes em ambas
as faces da epiderme. O mesofilo € dorsiventragseptando parénquima aquifecom células
grandes e paredes delgadasparénquima clorofilianocom células pequenas e arredondadas
(Figura 1 C). Cristais do tipo rafide (Figura 1 &)ao presentes no mesofilo, tanto no parénquima
aquifero quanto no parénquima clorofiliano. O pguéma clorofiliano circunda os feixes
vasculares colaterais e apresenta corddes de (fiaga 1 E).

Com relagéo aos teores dos pigmentos fotossiosétincluindo clorofilaa, clorofila b e
carotenodides, em média, pouco variaram entre dantemtos (Quadro 4), ndo apresentando
contrastes significativos (Quadro 5). Entretantm, detectado aumento significativo na relacéo
entre clorofilaa e clorofila b, com aplicacdo de AH, com incrementos de 11,54q%ando
comparado ao controle (Quadro 5).

Nao houve diferenca significativa, em média, emisee AH usados para as variaveis
anatémicas e para os teores de pigmentos fotossastéQuadro 5).

As respostas das caracteristicas de cresciméatparte aérea do abacaxizemmmwstraram
incrementos curvilineares com taxas quadraticasaiaes quadraticaem funcdo do aumento das
doses de acidos humicos (Quadro 6). Por meio daacégs de regressamram calculados o
acumulo maximo de matéria seca da parte aéreaat@dbeirg para os tratamentos com AHv e
AHtf que foram de 1,85 g plant@ de 1,61 g planta respectivamente. Além disso, com base nas
equacdes de regressdo, observou-se que o AHv propou acumulo de matéria seca com dose
inferior (15,68 mmol [* de C) a do AHtf (21,19 mmoltde C), conferindo maior bioatividade ao
AHv (Quadro 6). As taxas de incremento (coeficieamigular das equacfes de regressdo) para o
AHv foram, de forma geral, superiores aquelas a@ntaslas pelo AHtf (Quadro 6).

De forma analoga ao observado para parte aéreanas de resposta das caracteristicas de
crescimento do sistema radicular, de acumulo deéentgés e dos pigmentos fotossintéticas
aplicacao de doses crescentes de &pilesentaram taxas quadraticas ou raizes quadréfcadro
6).
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DISCUSSAO

O abacaxizeiro ‘Vitoria’, lancado pela Embrapa Miaca e Fruticultura Tropical e pelo
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia TéomiExtensdo Rural, em 2006, apresenta como
caracteristicas principais, a resisténcia a fuseyitmlhas sem espinhos, frutos cilindricos corsaas
amarelada, polpa branca com elevado teor de agtwam perfilhamento (INCAPER, 2006). Com
relacdo a anatomia foliar, foi observado (Figuraqlle o abacaxizeiro ‘Vitéria’ apresenta
caracteristicas semelhantes as descritas paras ocutivares deAnanas ComosLsCoOmo por
exemplo, presenca de tricomas escamiformes, epidemestratificada revestida por cuticula,
contorno sinuoso das paredes anticlinais das cékyédérmicas, presenca de corpos silicosos,
presenca de rafides, presenca de hipoderme, neeswmiilstituido de parénquima aquifero e
clorofiliano, presenca de corddes de fibras, estésnaa face epidérmica abaxial dispostos no
sentido longitudinal de forma paralela (Py, 196¥€edkenbrugge & Leal, 2003; Barboza et al.,
2006; Proenca & Sajo, 2007). Essas caracteristica®micas, invariavelmente, levam a retencéo
de agua na planta, que pode ser explicada pelanmesde hipoderme, parénquima aquifero,
tricomas escamiformes e folhas hipoestomaticas €Apgto-da-Gloria & Carmello-Guerreiro,
2003; Larcher, 2000; d’Eeckenbrugge & Leal, 200Qutras levam a dissipacdo de energia
luminosa, como a presenca de tricomas escamifoigues,efletem a luz (Py, 1969; Larcher, 2000;
d’Eeckenbrugge & Leal, 2003). A presenca constdateristais de oxalato de célcio, do tipo rafide,
nas células do mesofilo e corpos silicosos nadaseipidérmicas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ também
podem ser consideradas caracteristicas anatomieaauxiliam na reflexdo da luz (Franceschi &
Horner, 1980; Proenca & Sajo, 2007). Tais carasttesis anatdmicas, favoraveis a uma melhor
tolerancia as condicbes ambientais, ndo foram ddstapela aplicacdo de AH durante a
aclimatizacao.

O periodo de aclimatizacdo do abacaxizeiro € ceraid critico, por causa da lentiddo do
crescimento do sistema radicular e da parte abteeeira, 2001; Barboza et al., 2006). A aplicacédo
de AH durante aclimatizacdo resultou em incremensignificativos no crescimento e
desenvolvimento das plantas em relacdo ao conffa@mbém foram observados aumentos nos
conteudos dos nutrientes foliares de N, P, K, @& ¢Quadro 2 e 3).

O uso do AHv na promoc¢do do crescimento veget#l bem documentado (Cacco &
DellAgnola, 1984; Nardi et al., 1996; Masciandagb al., 1999; Dell’Agnola e Nardi, 1987;
Muscolo e Nardi, 1997; Muscolo et al., 1999; Fagaehal., 2002; Canellas et al., 2002; Quaggiotti
et al., 2004; Canellas et al., 2006; Rodda e8D6; Zandonadi et al., 2007). Neste trabalho, ndo

foram observadas diferengas no crescimento e aoudeuhutrientes, entre as diferentes fontes de
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AH. H& pouca informacédo sobre a acdo de AHtf, masossivel que AHtf represente uma
alternativa as limitagbes de disponibilidade deerest para a vermicompostagem, nas areas de
producédo de cana-de-acucar (Marques Jr et al.,)2008

Grande parte dos efeitos bioestimulantes dos admuonicos tem sido creditada a sua
atividade similar a horménios vegetais da classe alainas, ou seja, podendo promover o
crescimento vegetal, em concentracOes relativanpagaenas. Alguns mecanismos de acgéo tém
sido propostos para explicar a inducao do cresdmmadicular pelos AH, tais como a formacao de
complexos soluveis, com cations na rizosfera (Chefwvaid, 1990) e um suposto aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica, pela agiartunte dos AH (Visser, 1983). Se, por um
lado, a alteracéo da propriedade de permeabiliselediva da plasmalema, em tese, possa aumentar
a entrada de ions, por outro, pode favorecer tandbéaida, uma vez que a acdo surfactante nao
preserva a seletividade das membranas (Nardi, &0812).

Canellas et al. (2008) verificaram que plantulasmdéo, tratadas com AHv, modificam o
seu perfil de exsudagéo radicular de acidos orgardaamentando, significativamente, a extrusédo de
acido citrico e oxalico. Em contato com o ambieat&lificado da rizosfera, as particulas supra-
estruturais dos acidos humicos podem se fragmergarar subunidades potencialmente capazes de
alterar o metabolismo celular, por meio da ativagdaH ATPases da membrana plasmatica de
células de raiz (Piccolo, 2001; Facanha et al.220@@nellas et al., 2006). Estes mecanismos levam
a acidificacdo do apoplasto e a ativacao de exormaszdegradadoras de parede celular, tornando-a
mais susceptivel a acdo da presséo de turgeses@cialar. Com isso, ocorre a expansao celular e,
por consequéncia, a do tecido radicular (Hagel.,€1291; Frias et al., 1996). Tal mecanismo pode
explicar os resultados obtidos, de promocdo dondebgmento radicular e acimulo de nutrientes
das plantas de abacaxizeiro submetidas a aplickcad! (Quadro 2 e 3). E possivel que a ativacio
das H ATPases pelos AH promova a despolarizagdo da membpiasmatica e, com isso, a
ativacdo de transportadores secundarios resposspe® incremento da absorcdo de macro e
micronutrientes (Sondergaard et al., 2004).

Somados aos aspectos de crescimento e nutriciopassiveis efeitos fisioldgicos,
manifestados pela quantificacdo de pigmentos fotigsEos na presenca de AH, aplicado na parte
aérea foram avaliados. Os tratamentos com acidosch8 proporcionaram maiores teores de
pigmentos fotossintéticos e um acréscimo significaha razao entre clorofila e clorofila b,
guando comparados ao controle (Quadros 4 e 5). fagseindica que a aplicacdo de AH no
abacaxizeiro ‘Vitoria’, durante o processo de aatizacao, favorece o estabelecimento das plantas
ex vitroe, possivelmente, o posterior estabeleciment@anmgpo. Incrementos nos teores de clorofila

decorrentes da aplicacdo foliar de AH (5 e 20 iy ém videiras ‘ltdlia’ foram observados
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previamente por Ferrara & Brunetti (2008) que, ntaeto, verificaram diminuicdo da razao entre
clorofila a e clorofilab. Por outro lado, Liu et al. (1998) verificaram qaeplicacdo de acidos
hamicos (0, 100, 200, 400 mg‘)_na gramine&grostis stoloniferando alterou o teor de clorofila,
apesar de ter afetado o processo fotossintéticalifAseencas encontradas na literatura (Liu et al.,
1998; Ferrara & Brunetti, 2008) indicam a preseti¢anteracdes entre os fatores: fonte e dose de
AH, gendtipo e ambiente de cultivo.

No presente trabalho, as curvas de respostasiGagiun de doses crescentes de acidos
hamicos apresentaram variacdo quadratica e raidrapiza, evidenciando o efeito “dose
dependente” dos AH no desenvolvimento das platasesultados indicam a possibilidade do uso
de AH na aceleragdo do crescimento vegetal, duranfase de aclimatizagdo das plantas
propagada vitro de abacaxizeiro, o que pode representar alteenaiportante para a agricultura
organica ou para a reducéo de custos de produgéappase na maior eficiéncia de absor¢cdo dos

nutrientes e crescimento.

CONCLUSOES

1. Acidos humicos isolados de vermicomposto e ai¢atde filtro promoveram o
crescimento vegetal de plantas originadas de eultuvitro do abacaxizeiro ‘Vitéria’ na fase de
aclimatizacdo, uma vez que foram observados inerEmeeno crescimento da parte aérea, do
sistema radicular e nos conteudos de N, P, K, Gfy,ealém de resultar em aumento da relacao
clorofila a / clorofila b.

2. Os acidos humicos isolados de vermicompostm@straram mais bioativos que os de
torta de filtro, j& que promovem o crescimento velgele plantas de abacaxizeiro, com menor dose
aplicada (15 mmol t de C).

3. A promocao do crescimento das mudas de aba&texmopagadas vitro pela aplicacao
de &cidos humicos melhora a adaptacéo das plamtolambientex vitrg reduzindo o periodo de

aclimatizagao.
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Quadro 1. Coeficientes dos contrastes estudados paws tratamentos doses de acidos humicos
e para o controle

Trat s ® Coeficiente dos contraste®’
ratamentos

C1 C2
Q) -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

W Tratamentos: (-) = controle; AHv = acido humicov@emicomposto AHtf = &cido himico de torta dédil (10),
(20) e (40) representam as concentracdes de 14R0mmol [* de C, respectivamente. Contrastes: C1 = contple (
versus acido humico (AH); C2 = &cido hdmico isolaéovermicomposto (AHv) versus &cido humico isoldddorta
de filtro (AHtf).



Quadro 2 . Caracteristicas de crescimento da pari@érea, do sistema radicular e acimulo de nutrienteso abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta
a aplicacdo de diferentes doses de acidos humic@sveérmicomposto e de torta de filtro

Caracteristicas de crescimento e aciimulo de nutriées

Tratamentos™ Parte aérea® Sistema radicular® Contetido de nutrientes?
NF ALT DR DC MFPA MSPA AF MFR MSR RPA AR N P K Ca Mg

------ CM-----=  -MM-  --==--Q-----—-  -CNT- SRR, Ra— -%- mgplantal
) 17,83 11,58 17,92 14,45 11,13 1,04 12558 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 21590 4,32 0,61 0,31 16508 21,22 7,44 113,20 12,09 11,83
AHv(20) 18,83 11,75 21,83 17,39 1664 1,63 186,80 4,53 0,55 0,33 14823 1558 538 91,45 10,03 7,66
AHVv(40) 20,00 12,42 21,58 16,53 17,14 1,63 19327 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 16,28 152 176,91 4,20 047 0,31 13595 1536 4,71 8515 10,23 7,96
AHf(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 3,24 042 0,28 112,66 16,27 545 81,76 10,01 7,68

@ Tratamentos: (-) = controle; AHv = &cido himicowdemicomposto; AHtf = 4cido himico de torta derdijt(10), (20) e (40) sdo as concentracdes de@,40 mmol [*de C,
respectivamenté? Parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = althid;= diametro da roseta; DC = diametro do caulePME matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria
seca da parte aérea; AF = area folfArSistema radicular: MFR = matéria fresca da rai8RvE matéria seca da raiz; RPA = razdo entre raare aérea; AR = &rea radicular,
porcentagem sobre o contrdfé Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contedlielaitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésispectivamente.
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Quadro 3 . Contrastes médios, incrementos relativpgguadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente deariacdo (CV) para as caracteristicas de

crescimento da parte aérea, sistema radicular e aolo de nutrientes no abacaxizeiro'Vitoria’ em respsta a aplicacdo de diferentes doses de acidos

hamicos de vermicomposto e de torta de filtro

Contrastes médios
(incrementos relativo$”)

Parte aéred®

Sistema radicular®

Contetido de nutrientes?

MFR MSR RPA

Fv.® G.L.

NF ALT

(-) vs AH 1 1,81 1,07
(10,12)  (9,23)
AHv vs AHtf 1 -0,94 -0,31
(4,93) (2,44)
QMR 35 3,45 3,07
CV (%) 9,58 14,01

_______ g_-_-_-_-_

_______ g______
1,66 0,18 -0,01

(69,57) (56,99)  (4,16)

-0,60 -0,08 -0,01
(16,03)  (16,69)  (4,60)
2,31 0,03 ,0028

39,90 ,986 17,13

P K Ca Mg
------------------- mg plarg’-------------------
2,43 30,75 3,88 3,14

(B),7 (49,68) (58,06)  (59,50)
0,62  -12,05  -0,46 -0,70
(11,20) 3.00)  (4,41) (8,69)
9,73 904,78 12,67 9,71

48,40 34,09 35,59 39,13

@O F.V.: (-) = controle; AH = &cido htimico; AHv = &d himico de vermicomposto; AHtf = acido himicotalea de filtro.” Parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = altDf;= diametro da roseta; DC = diametro
do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea;MSPatéria seca da parte aérea; AF = area féli@istema radicular: MFR = matéria fresca da raizRMSmatéria seca da raiz; RPA = raz&o entre rpare aérea;
AR = &rea radiculaf®) Contelido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = conteelaitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésispectivamenté” Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a méltidratamento de maior

valor e y a média do tratamento de menor valor.significativo a 5 e 1 % de probabilidade peldetds respectivamente.

¥8
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Figura 1. Anatomia da lamina foliar do abacaxizeiro'Vitéria’ tratado com acidos humicos. A:
vista frontal da epiderme abaxial mostrando o contmo sinuoso das paredes anticlinais das
células epidérmicas (seta) e a presenca de estonsa(®. B, C, D, E, F: cortes transversais do
terco médio da lamina foliar no eixo central. B: emlerme adaxial (Ed), hipoderme (H) e
paréngquima aquifero (Pa). C: epiderme abaxial (Eb)parénquima clorofiliano (Pc) e presenca
de tricomas (T) escamiformes. D: mesofilo diferenado em parénquima aquifero (Pa) e
parénquima clorofiliano (Pc) contendo os feixes vaslares (Fv). E: detalhe dos cristais do tipo
rafide (R). F, detalhe dos corddes de fibra (Fi) msentes no mesofilo. Imagens obtidas por
microscopia oOtica.



Quadro 4 . Caracteristicas anatdmicas da lamina fi@r e teor de pigmentos fotossintéticos do abacaxizo ‘Vitoria’ em resposta a aplicagdo de

diferentes doses de acidos humicos de vermicompostde torta de filtro

Caracteristicas anatdmica¥

Pigmentos fotossintéticdd

Tratamentos'™ _
N. estoma. P. aquifero P. clorofil. Cla Clb Clt Car Cla/Clb Clt/Car SPAD
-unidade- s lMmmmmmmmes Mg ML -mmmmmmmmmm oo
) 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
AHTtf(40) 12,50 682,00 733,50 3,60 1,08 4,68 1,19 3,39 3,93 42,17

@ Tratamentos: (-), controle; AHv, acido himico demieomposto; AHtf, acido himico de torta de filt(@0), (20) e (40) sdo as concentracdes de 10, 2D ramol L* de C,
respectivamenté” Caracteristicas anatémicas: N. de estoma. = nldeeestdomatos; P. aqiiifero = comprimento do parérajauifero; P. clorofil. = comprimento do parémagi
clorofiliano. ® Pigmentos fotossintéticos: &t clorofilaa; Clb = clorofila b; Clt = clorofila total; Car = carotenéides;alClb = raz&o entre clorofila e clorofilab; Clt/Car = razéo
entre clorofila total e carotendide; SPAD = teorcttofila pelo indice SPAD (medicdo da intensidddecor vede).
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Quadro 5 . Contrastes medios, incrementos relativpguadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente deariacdo (CV) para as caracteristicas

anatdmicas da lamina foliar e o teor de pigmentoofossintéticos do abacaxizeiro'Vitoria’ em resposta aplicacdo de diferentes doses de

acidos humicos de vermicomposto e de torta de fitir

Contrastes médios
(incrementos relativos®)

F.v.® G.L. Caracteristicas anatémica&’ Pigmentos fotossintéticoS’
N. estoma. P.aquifero P. clorofil. Cla Clb Clt Car Cla/Clb Clt/Car SPAD
-unidade-  —-mmmme- T ——— pug mL?
(-) vs AH 1 0,31 42,19 17,00 0,32 -0,02 00,3 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)  2(16) (7.,80) (4,90) (5,42) (2,50) (2,63)
QMR 35 1,55 10342,11 4670,65 0,821 0,111 015 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

W FE.V.: (-), controle; AH, acido himico; AHv, acidaimico de vermicomposto; AHtf, 4cido himico dedat filtro.” Caracteristicas anatémicas: N. de estoma. = nGdero
estdmatos; P. aquifero = parénquima aquifero;deofill = parénquima clorofiliand® Pigmentos fotossintéticos: &k clorofila a; Clb = clorofila b; Clt = clorofila total; Car =
carotenoides; @CIlb = razao entre clorofila e clorofilab; Clt/Car = raz&o entre clorofila total e carotendideAB = teor de clorofila pelo indice SPAD (medi¢aoidtensidade da
cor verde)® Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a méftiaratamento de maior valor e y a média do trataonée menor valor., significativo a 1 % de probabilidade pelo

teste F.
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Quadro 6. Equacdes de regressdo para as caracteildss de crescimento, acumulo de
nutrientes e de pigmentos fotossintéticos do abadagiro ‘Vitdria’ em resposta a

aplicacao de diferentes doses de acidos humicosvdemicomposto e de torta de filtro

Variaveis™” Desdobramento¥’  Equac6es de regressdo R
Crescimento da parte aérea
NF AHv =7y = 19,54
AHtf 9 = 17,8470 + 0,1393 x — 0,0028 x 0,998
ALT AHv y=y =12,21
AHtf ¥ =11,5311 — 0,0951 x — 0,0018 x 0,961
DR AHv § = 18,1408 + 3,1221°% — 0,4211 x 0,778
AHtf §=17,9135 + 1,5688°X — 0,1603 x 0,999
DC AHv § = 14,1493 + 1,7303°% — 0,4211 x 0,971
AHtf y = 14,4624 + 0,9126°X — 0,0993 x 0,995
MFPA AHv ¥ = 11,4073 + 3,8215°% — 0,4778 x 0,795
AHtf §=11,0794 + 2,6534°X — 0,2859 x 0,995
MSPA AHv ¥ = 1,0649 + 0,3952% — 0,0499 x 0,837
AHtf ¥ = 1,0355 + 0,2495% — 0,0271 x 0,989
AF AHv § = 127,8480 + 36,4116°% — 4,2588 x 0,860
AHtf § = 125,0960 + 26,2723 % — 2,7970 x 0,989
Crescimento da raiz
MFR AHv § =2,3877 + 0,9391% - 0,1031 x 0,999
AHtf ¥ =2,4106 + 0,9101% — 0,1244 x 0,967
MSR AHv ¥ =0,3255 + 0,1374% — 0,0181 x 0,961
AHtf ¥ =0,3265 + 0,0171 x — 0,0004 x 0,986
R/PA AHv y=3 =0,32
AHtf ¥ = 0,3187 - 0,0003 x — 0,00002 x 0,948
AR AHv ¥ = 101,026 + 31,9591°%- 4,3777 x 0,949
AHtf § = 99,6385 + 22,4674°% — 0,0320 x 0,982
Acumulo de nutrientes
N AHv § = 11,6765 + 3,5332°% — 0,4325x 0,635
AHtf § = 11,2464 + 1,9464°% — 0,1800 x 0,991
P AHv § = 3,57784 + 1,55220°X — 0,00199 x 0,709
AHtf ¥ = 3,26565 + 0,23491°% — 0,00447 x 0,927
K AHv § = 63,3534 + 21,3370°X — 0,0276 X 0,804
AHtf y = 62,4274 + 2,6786°X — 0,0549 x 0,993
Ca AHv ¥ =6,8244 + 2,2117% — 0,2735 x 0,827
AHtf ¥ =6,6674 + 1,7632%¢ — 0,1947 x 0,999
Mg AHv ¥ =5,5128 + 2,8573% — 0,4338 x 0,710
AHtf y = 5,2522 + 1,4223% - 0,1628 x 0,990
Pigmentos fotossintéticos
Cla AHv ¥ = 3,5038 + 0,0013 x — 0,0005 x 0,980
AHtf =y =363
Clb AHv ¥ = 1,1859 - 0,0063 x + 0,0003 x 0,909
AHtf ¥ =1,1826 - 0,0086 x — 0,000% x 0,860
Clt AHv ¥ = 4,6897 — 0,0049 x + 0,0008 x 0,970

AHtf §=y =474
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Continuacao do Quadro 6.

Car AHv § = 1,1645 - 0,0031 x — 0,0002 x 0,806
AHtf y=3 =1,16
Cla/Clb AHv § = 2,9886 + 0,0225 x — 0,0004 x 0,982
AHtf ¥ = 3,0143 + 0,2294°% — 0,0278 x 0,821
Clt/Car AHv § = 4,0272 — 0,0318°% — 0,0136 x 0,944
AHtf ¥ =4,0432 + 0,1291% — 0,0237 x 0,809
SPAD AHv y=73 =38,38
AHtf y = 37,4488 + 0,0454 x — 0,0017 x 0,854

W variaveis: NF = namero de folhas; ALT = altura jcBR = didmetro da roseta (cm); DC = diametro dale
(mm); MFPA = matéria fresca da parte aérea (g); MSPmatéria seca da parte aérea (g); AF = arearfétinf);
MFR = matéria fresca da raiz (g); MSR = matériaasaa raiz (g); RPA = razéo entre raiz e parte adkBa= area
radicular (%); N, P, K, Ca, Mg = conteudo de ni&om, fosforo, potassio, calcio, magnésio, respantente (g
planta®); Cla = clorofilaa (ug mLY); Clb = clorofila b (ug mL?"); Clt = clorofila total(ug mLY); Car = carotenéides
(g mLY); Cla/Clb = razéo entre clorofila e clorofilab; Clt/Car = raz&o entre clorofila total e carotendideAB =
teor de clorofila pelo indice SPAD (medicdo daristdade da cor verdey Desdobramentos: AHv = &cido hiimico de
vermicomposto; AHtf = acido himico de torta derdilt
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PROMOCAO DO CRESCIMENTO DO ABACAXIZEIRO ‘VITORIA'P  ELO USO
CONJUNTO DE ACIDO HUMICO E Burkholderia spp. DURANTE
A ACLIMATIZACAO ®

Lilian Estrela Borges Baldottd?, Marihus Altoé Baldotto®, Luciano Pasqualoto Canella®,

Ricardo Bressan-Smitti¥, Fabio Lopes Olivare$
RESUMO

Apesar das vantagens de producdo de mudas sadiasreformes de abacaxizeiro por
propagacaoin vitro, a necessidade de um longo periodo de aclimatizag@nera essa pratica
agricola. A aceleracdo do crescimento das plantulate abacaxizeiro pelo uso conjunto de
acidos humicos e bactérias diazotroficas endofitisgpode ser util para diminuir esse periodo.
O objetivo neste trabalho foi avaliar o desempenhanicial do abacaxizeiro ‘Vitéria’
propagado por cultura de tecidos em resposta a aphcdo de acido humico de
vermicomposto e bactérias promotoras de crescimentdo géneroBurkholderia durante o
periodo de aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Horeavaliadas as caracteristicas de

crescimento da parte aérea, do sistema radicular @ conteido de nutrientes foliares. Os
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resultados mostraram incrementos no crescimento eedenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular com a aplicacdo isolada e, pringalmente, conjunta, de &cido hamico e
bactérias, bem como acumulo de N, P, K, Ca e Mg. @so conjunto de acidos humicos e
bactérias diazotréficas endofiticas para promocéo a crescimento das mudas durante o
periodo de aclimatizacdo pode ser uma pratica imptante na adaptacdo do abacaxizeiro ao

ambienteex vitro.

Termos de indexacdo: Ananas comosus, cultura de tecidos, bactérias promotoras de

crescimento vegetal, bactérias diazotroficas, suldstcias humicas, inoculante.

SUMMARY: GROWTH PROMOTION OF PINEAPPLE ‘VITORIA® USING HUMATIDS
AND Burkholderia spp. DURING ACCLIMATIZATION

Despite the advantages of the healthy, uniforneggple plantlets grown in vitro, the need
for a long acclimatization period boosts the coefsthis agricultural practice. Accelerating
pineapple plantlets growth by the combined useushib acid and diazotrophic bacteria might
reduce this period. The objective of this study weasvaluate the initial response of pineapple
‘Vitoria’ plantlets to applications of humic acidsom vermicompost and growth-promoting
bacteria of the genus Burkholderia during greenteasclimatization. The growth characteristics
of shoot and roots as well as leaf nutrient corgdemere evaluated. Results showed increases in
plant growth and shoot and root development by dbparate and particularly the combined
application of humic acid and bacteria, as well ascumulation of N, P, K, Ca, and Mg. The
combined use of humic acid and bacteria for inceghplant growth promotion during the
acclimatization period may become an important pcacin the adaptation of pineapple to ex

vitro conditions.

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, ptaotvth-promoting bacteria,diazotrophic

bacteria, humic substances, inoculant.
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INTRODUCAO

A propagacao do abacaxizeiro é realizada predon@ngente de maneira vegetativa, por
meio de mudas do tipo filhote, rebentdo e filhatieentdo, retiradas das plantas adultas apos a
colheita dos frutos (d’Eeckenbrugge & Leal, 2008jpesar da vantagem do baixo custo de
producdo desses propagulos, ha limitacbes que comepem a qualidade e expansdo da
abacaxicultura, como, por exemplo, a quantidadefiziente de mudas isentas de pragas e
doencas e de porte homogéneo. Como alternativansalgétodos usados para a propagagao
vitro do abacaxizeiro (Teixeira et al., 2001; Almeidalet 2002), tém resultado na producao de
maior quantidade de mudas sadias e uniformes eraspago reduzido e com a possibilidade de
estabelecimento de cronogramas de producao.

ApOs a propagacéaa vitro, as plantulas de abacaxizeiro sao aclimatadas adigd@sex
vitro, para posterior adaptacdo ao campo (Teixeira,e2@01). A aclimatizacdo é necesséria, pois
abacaxizeiros cultivados vitro apresentam caracteristicas morfologicas desfagmgpara
suportar as condi¢cdes edafoclimaticas no campo. ocCexemplo, podem-se citar menor
espessamento da cuticula e das paredes pericéreesnas das células epidérmicas e menor
densidade estomatica (Barboza et al., 2006). gerde aclimatizacdo do abacaxizeiro varia
entre 6 a 8 meses em casa de vegetacdo, para glents alcancem entre 200 a 300 mm de
altura, tamanho adequado para a transferéncia @a&@mpo (Teixeira et al., 2001). O longo
periodo de aclimatizacdo onera a producdo das mddasbacaxizeiran vitro, portanto,
estratégias que objetivam acelerar o crescimenfaaida com o intuito de diminuir esse tempo
sdo almejadas. Dentro deste contexto, a aplicaxj@w fle acidos humicos (Baldotto et al., 2009)
e a inoculacado de bactérias promotoras de crestniigiello et al., 2002; Weber et al., 2003a, b)
tém apresentado resultados promissores.

Os acidos humicos, componentes da matéria orgénisalo, sdo formados por agregados
moleculares heterogéneos e estabilizados por palgekidrogénio e interacdes hidrofobicas
(Piccolo, 2001). Atuam favorecendo o desenvolvimela sistema radicular (Faganha et al., 2002;
Zandonadi et al., 2007) e o acumulo de nutriensssptantas (Chen & Avaid, 1990; Chen et al.,
2004). Em abacaxizeiro, a aplicacdo foliar de admlmnico isolado de vermicomposto na
concentracdo de 15 mmol‘lde C favorece o crescimento da parte aérea estinsi radicular,
bem como o acumulo de nutrientes foliares na arltivitéria’ durante a aclimatiza¢éo (Baldotto
et al., 2009).

O abacaxizeiro ‘Vitoria’, lancado em 2006, apreaardracteres promissores para aceitacao

por produtores e consumidores, como resisténciaisaribse, folhas sem espinhos, frutos
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cilindricos com casca amarelada, polpa branca dewado teor de acucar e bom perfilhamento
(INCAPER, 2006). Assim como as demais variedadeslmbeaxizeiro, essa cultivar apresenta
crescimento lento durante a aclimatizacdo. A agdioade biofertilizantes constituidos por
bactérias diazotroficas endofiticas pode resultaaceleracdo do crescimento das plantulas de
abacaxizeiro durante esse periodo (Mello et al022®eber et al., 2003a, b). Relatos sobre
incrementos da matéria seca de abacaxizeiros guostasa inoculagdo inclueBurkholderia
cepaciaAB213 em plantulas de ‘Smooth Cayenedisaia bogorensiem plantulas de ‘Cayenne
Champac’ (Weber et al., 2003a).

O uso de bactérias na formulacdo de biofertilizardstd bem documentada (Vessey,
2003). Recentemente, Marques Junior et al. (200@3tataram que a aplicagdo de biofertilizante
constituido por bactérias promotoras de crescime@itidos humicos em microtoletes de cana-de-
acucar tratados termicamente resultou em increraarddbiomassa vegetal. Em abacaxizeiro, o
uso dessa mesma tecnologia inovadora de aplicamdionta de acidos humicos e bactérias
promotoras de crescimento pode ser uma estrati&yial wa aclimatizagdo de plantas propagadas
in vitro, buscando promover maior crescimento e reducderdpo necessario para a transferéncia
das plantas para o campo.

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliarambe o processo de aclimatizacéo, o
crescimento da planta e o acumulo de nutrientéarésl do abacaxizeiro ‘Vitéria’ propagado
vitro, em resposta a aplicacdo isolada e conjunta de &cichico de vermicomposto e bactérias

promotoras de crescimento do génBuskholderia

MATERIAL E METODOS

Tratamentos

A matriz experimental [(2+2+1)+1] consistiu nos wetes fatores em estudo: dois
tratamentos com a inoculacédo de bactéBaskholderia spUENF 114111 (B1) éurkholderia
silvatlantica UENF 117111 (B2); outros dois tratamentos com acaglio conjunta de acido
hamico de vermicomposto e bactériBsirkholderia spUENF 114111 (B1+AH) éBurkholderia
silvatlantia UENF 117111 (B2+AH); um tratamento com aplicagi® acido humico de
vermicomposto (AH); e um tratamento controle (ensaplicacdo de acido humico e bactérias. A
unidade experimental consistiu em uma planta deaadbgor vaso. O experimento foi realizado

no delineamento em blocos ao acaso, com 5 repstitgializando 30 unidades experimentais.
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Material Vegetal

Plantulas de abacaxizeirdranas comosuk. Merril), da cultivar Vitéria (INCAPER,
2006), foram fornecidas pelo Laboratério de Biotdogia BioMudas. As plantulas foram
propagadasn vitro, em potes de vidro tipbaby food,e mantidas em meio MS descrito por
Murashige & Skoog (1962), sem adicdo de reguladdeesrescimento e vitaminas. As plantulas
in vitro foram mantidas em sala de crescimento, com flexiwtbns fotossintéticos de 25 umaol m
2s! temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16sh@ypds trés meses de cultivo, as plantulas
foram transferidas para novo meio MS, em tubos deaie. Para realizagdo das etapas
experimentais posteriores, foram selecionadas y#tom aproximadamente 1,5 g de matéria

fresca.
Crescimento Bacteriano e Inoculacao

Os isolados bacterianos utilizados foram proveagda colecdo de bactérias diazotréficas do
Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual, da Wmsidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Ambas as estirpddurkholderia sp.UENF 114111e Burkholderia silvatlanticaUENF
117111 foram isoladas de plantas Alganas comosugéL.) Merril, cultivar Smooth Cayenne,
oriundas da area do Sistema Integrado de Produgfioegologica, Embrapa Agrobiologia,
Municipio de Seropédica, RJ (Santos, 2008) e aptasan também a capacidade de solubilizar
fosfatosin vitro (Baldotto et al., 2008).

As bactérias cresceram em meio liquido DYGS (Déiber et al., 1995) por 24 h, em agitador
a 120 rpm, a 30 °C. Para inoculacéo bacterianplaasulas foram retiradas dos tubos de ensaio,
lavadas em agua corrente para a limpeza do meioltieo e as raizes foram imersas em 10 mL
do meio bacteriano (f0células mr* ) por 30 min e posterior aplicacdo do mesmo meio n
substrato (Mello et al., 2002). Nos tratamentostermaio acido humico as plantulas foram
previamente colocadas em potes de vidro biglyy foodcontendo 50 mL de acido humico isolado
de vermicomposto na concentracéo de 15 mrifaile. C por 24 h (Baldotto et al., 2009). O &cido
hamico de vermicomposto foi previamente caractdoz@aldotto et al., 2007; Busato, 2008), e
apresenta como caracteristicas principais 485gdegC, 25 g kg de N, relagédo C / N de 19,4,
3040 e 2850 mmpkg™ de acidez carboxilica e fendlica, respectivamedté&ratamento controle
foi imerso por 30 min em meio DYGS autoclavado. tBd@rmente, os abacaxizeiros foram

transferidos para vasos de 1,0 *deontendo substrato Plantmax Hortalicas®, paransere



95

aclimatados, em casa de vegetacdo, por um periedé0Oddias. A cada 15 dias durante a
aclimatizacao, todas as plantas receberam 5 mblde&® nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950) e
para os tratamentos contendo &cidos hiimicos tanfitmém adicionados 5 mL (15 mmol‘lde

C), aplicados nas axilas das folhas basais dos&izecos, usando-se pipeta automatica (Baldotto
et al., 2009).

Analises de crescimento

Aos 90 dias da aclimatizagao, as plantas foramtadhs para a mensuracdo das seguintes
variaveis: matéria fresca da raiz (MFR) e da paétea (MFPA), matéria seca da raiz (MSR) e da
parte aérea (MSPA) obtidas pela secagem em esibfaentilacdo forcada de ar a 8D por 7
dias e a area foliar (AF) obtida no medidor de d&odar de bancada modelo LI-3100, LI-COR,
USA.

Analises nutricionais

Apés a secagem, as folhas dos abacaxizeiros faraidas em moinho do tipo Wiley
acoplado a peneiras de 60 malha&cEm seguida, o p6 obtido foi submetido & digestéfiirica
combinada com peroxido de hidrogénio e determinaddsores totais de nitrogénio (N), fésforo
(P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).aPidr foi utilizado o método de Nessler e a
dosagem de P foi obtida por espectrofotometriabdergdo molecular (colorimetria), apds reacao
com vitamina C e molibdato de amonio, no comprimmel® onda de 725 nm; a determinacgéo de K
foi realizada por fotometria de chama e os teoresCh e de Mg foram dosados por
espectrofotometria de absorcédo atdmica. Todas&@ses foram realizadas conforme os métodos
usuais para a cultura do abacaxizeiro (Ramos ,e2@06). Os conteudos de N, P, K, Ca e Mg
foram estimados por meio da multiplicacdo da matéeica da parte aérea e o teor do nutriente
considerado.

Contagem bacteriana

A contagem das bactérias presentes nas raizeparteaaérea foi realizada por meio da
técnica do Numero Mais Provavel (Dbébereiner et1l895). Amostras de 1 g das raizes e 1 g da
parte aérea foram maceradas em 9 mL de solucdgmsdNaCl, 8,5 g L) e, a partir destas

diluicBes (10", foram realizadas as diluicdes seriadas tomardbaL da diluicdo original em 9
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mL de solucao salina até a diluicdd’18liquotas de 10QL das diluicbes foram transferidas para
frascos de vidro contendo 5 mL do meio JMV (Balda8096). Os frascos foram incubados a 30
°C, por 7 dias. Decorrido este periodo, avaliow-seescimento bacteriano pela presenca de uma
pelicula branca na superficie do meio. O niumerbaatérias foi obtido pela consulta a Tabela de

McCrady para trés repeticoes por diluicéo.

Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de \ci&nos efeitos dos tratamentos foram
desdobrados em contrastes médios (Quadro 1) comféivarez V. & Alvarez (2006). A
aplicacao do teste F aos desdobramentos dos fdtore=alizada aos niveis de 10, 5 e 1 % de

probabilidade.

RESULTADOS

De posse das médias apresentadas no quadro B) fusidos os contrastes medios
(Quadro 3) que representam a diferenca em real itndgnentre a média dos tratamentos
comparados (Alvarez V. & Alvarez, 2006). Foi possiobservar diferencas no crescimento dos
abacaxizeiros propagados vitro durante a aclimatizagdo com a aplicacéo isoladanginta de
acido humico e bactérias promotoras de cresciménhimontraste que compara a matéria seca da
parte aérea e do sistema radicular dos abacaxdzeintre o controle e aplicacdo isolada de acido
hamico (controle versus AH), mostrou incrementod8le 8 %, respectivamente (Quadro 3). Para
as caracteristicas nutricionais dos abacaxizeinos @ceberam apenas AH foram também
verificados incrementos de 20, 14, 3, 25, 52 % dd’NK, Ca, Mg, respectivamente, sobre o
controle. Entretanto, essas diferencas néao forgnifisiativas pelo teste F (Quadro 3).

Para a aplicacéo isolada de bactérias, todagast@asticas de crescimento da parte aérea
e do sistema radicular, bem como os conteddos deemes foliares dos abacaxizeiros,
apresentaram incrementos significativos sobre ¢ralen(controle versus B), como, por exemplo,
aumento, em média de 52,03°cte area foliar, correspondente a um incremenétivelde 97 %
(Quadro 3). Para N, P, K a inoculacédo das bactéisagénerdBurkholderiaincrementaram em
115, 112 e 69 %, respectivamente, os conteudogsiesdrientes nas folhas dos abacaxizeiros

guando comparados com o do controle (Quadro 3).
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A superioridade da aplicacdo conjunta de ABugkholderiasobre o controle (controle
versus B+AH) foi verificada para todas as carastieds de crescimento avaliadas, apresentando
incrementos de 147 % de matéria fresca da parea,a&04 % de matéria seca, 122 % de area
foliar, 105 % de matéria fresca da raiz e 61 % de&éna seca da raiz (Quadro 3). A promocéao de
crescimento das mudas com o uso conjunto de AHc&ries resultaram também em aumentos
nos contedudos dos nutrientes foliares, como, pemejo, 132, 131 e 80 %, de N, P e K,
respectivamente, sobre o controle (Quadro 3).

As aplicacbes conjuntas de AH e bactérias forgmifstativamente superiores a aplicacao
isolada de AH para todas as caracteristicas aealigiH versus B+AH), com incrementos, por
exemplo, de 111 % de matéria seca da parte a&réa,de matéria seca da raiz, 93 e 102 % nos
conteudos foliares de N e P, respectivamente (Qu&drDe outra forma, na comparacao entre a
aplicacao conjunta de AH e bactéria com a inocolagdlada da bactéria (B versus B+AH) foram
observados incrementos percentuais para todasadarésticas de crescimento e nutricionais dos
abacaxizeiros avaliadas, como, por exemplo, 13 %rele foliar, 3 % de matéria seca de raiz, 8 e
9 % no conteudo foliar de N e P, respectivamente.eNtanto esses incrementos nao foram
significativos (Quadro 3).

Com relagdo ao nivel populacional de bactériagotliéficas endofiticas introduzidas nas
plantulas de abacaxizeiro, ficou evidenciado umtefenarcante da inoculagdo que elevou
respectivamente em 3 e 2 unidades logaritmicagpalggio de bactérias no tecido radicular e na
parte aérea. Nao foram observadas alteracbes neraumais provavel (NMP) de bactérias
presentes no sistema radicular com a aplicacdoHléQuiadro 4). No entanto, para a parte aérea
dos abacaxizeiros houve uma diminuicdo entre 15eufhjdades log quando se aplicou AH
(Quadro 4). Ademais, observou-se que ao final gemmento, plantas ndo inoculadas abrigavam
uma populacdo natural de bactérias diazotréficase ed e 10 células ¢ de massa fresca

vegetal.

DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado o efeito bib#amte e bioestimulante da aplicacao
isolada e, principalmente, conjunta, de &cido han{ikH) de vermicomposto e bactérias do
género Burkholderia que resultaram em incrementos nas caracteristieasrescimento e
nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante alimatizacdo (Quadros 2 e 3). O periodo de

aclimatizacdo do abacaxizeiro € considerado crfimocausa das baixas taxas de crescimento do



98

sistema radicular e da parte aérea. Nesta fasgtgegjestruturais e fisioldgicos das plantulas as
condicdesex vitro sdo necessarios para acomodar a fase subsequemstalbelecimento da
cultura no campo (Barboza et al., 2006). Abordadeasologicas que resultem na promoc¢ao do
crescimento das plantulas de abacaxizeiro podemintpacto significativo na producédo e
adaptacao de mudas oriundas de cultura de tecidasihiente de produgéo.

A aplicacéo isolada de AH de vermicomposto resulem média, em incrementos nas
caracteristicas de crescimento e acumulo de ntesetp abacaxizeiro ‘Vitoria’ aos 90 dias de
aclimatizacao em relacdo ao controle. No entas®esresultados ndo foram significativos. Esse
fato sugere uma resposta tempo dependente da ¢dicmliar do AH na promocédo de
crescimento das plantulas de abacaxizeiro, umguweBaldotto et al. (2009), relataram aumentos
significativos nas mesmas caracteristicas em res@osplicacdo de AH de vermicomposto no
abacaxizeiro ‘Vitéria’ aos 150 dias de aclimatizaca

A expressdo da promocéo de crescimento do abataxjzelo uso de AH pode ser, em
parte, atribuida a sua atividade similar a auxihasmonios sintetizados pelas plantas que em
concentragdes variando de micro a nanomolares)@atin a atividade da bomba eletrogénida H
ATPase de membrana plasmatica (Chen & Avaid, 1880gllas et al., 2002). Com a acidificacao
do apoplasto, enzimas degradadoras de paredercitalaam ativas, tornando as células mais
susceptiveis a acdo da pressao de turgescéncialatadhom isso, ocorreria a expansao celular
(Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). Sondeth&a al. (2004) propuseram que os AH sao
responsaveis pela ativacdo de transportadores dé&osy acarretando aumento da absorcao de
macro e micronutrientes, mecanismo que pode selicasp pela acdo das HATPases na
polarizagdo da membrana plasmatica e, consequemtemea ativacdo de transportadores.
Recentemente, Canellas et al. (2008) verificaram ajexsudacédo radicular de acidos organicos,
como, por exemplo, citrico e oxalico, foi aumentadaraizes de milho em resposta a aplicacao
de &cidos humicos. Esses acidos organicos podemsarcaal fragmentacdo da estrutura
supramolecular dos AH (Piccolo, 2001), liberanddénwlas bioativas previamente estabilizadas
por ligagBes fracas, candidatas a ativar a bomhimatens da membrana plasmética de células de
raiz (Facanha et al.,, 2002; Canellas et al., 20B&xtérias do génerBurkholderia também
sintetizam e secretam acidos organicos (Rodriguézaga, 1999), fato que poderia, em parte,
explicar os efeitos sinérgicos do uso conjunto de @& bactéria no desenvolvimento do
abacaxizeiro.

Com relacédo aos tratamentos que foram inoculadiwsBairkholderia,foram observados,
sistematicamente, efeitos superiores, para todasa@steristicas avaliadas de crescimento e

nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitoria’, em relacéo controle e ao uso isolado de AH (Quadros 2 e
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3). A promocao do crescimento das plantas em respasoculacdo dBurkholderiafoi também
relatada em abacaxizeiros ‘Pérola’ e ‘Smooth CagefWeber et al., 2003a). Outras espécies,
tais como tomateiro (Caballero-Mellado et al., 200iang et al., 2008), guandu (Pandey &
Maheshwari, 2007), milho (Bevinino et al., 200@&ng et al., 2008) e videira (Ait Barka et al.,
2000) também se beneficiam com a interacdo pRuntkholderia Esse género abriga uma ampla
gama de bactérias, incluindo desde bactérias fidlgpaicas (Burkholder, 1950), bactérias
diazotroficas endofiticas (Weber et al., 1999; Ceual., 2001), a estirpes simbiontes do grupo
beta-rizobio que induzem a formacédo de nodulogdéxes de nitrogénio nas raizes das plantas
hospedeiras (Rasolamampianina et al., 2005; BEliail., 2007). As estirpes usadas no presente
trabalho séo diazotréficas endofiticas, seBddkholderia silvatlanticadentificada pela primeira
vez associada a plantas de milho e cana-de-ag@edn (et al., 2006). Os mecanismos envolvidos
na promocao do crescimento vegetal pela acad®dddolderiaenvolvem ndo apenas a fixacao
biolégica de nitrogénio, como também podem serb@tios a solubilizacdo de fosfatos
(Anandham et al., 2007; Jiang et al., 2008), prédude fitohormonios (Jiang et al., 2008),
atuacdo na atividade da ACC desaminase (Pandely, &085; Jiang et al., 2008), sintese de
sideréforos (Bevivnino et al., 1994; Jiang et 2008) e biocontrole (Cain et al., 2000; Vandamme
et al., 2007). Em estudos prévios de selecdo dérmscdiazotroficas isoladas de abacaxizeiro, as
estirpes usadas no presente trabalho destacargomséo a capacidade) vitro, de solubilizar
fosfato de calcio (GAP0O,)30H) e 6xido de zinco (ZnO), secretar compostos liod® e atuar
antagonicamente ao fungo fitopatogérfresarium subglutinans f. sp. anan@esta tese).

Devido aos diferentes mecanismos envolvidos nenpgéo do crescimento das plantas, as
Burkholderiasao potencialmente usadas na formulacdo de hiiaiantes (Vessey et al., 2003;
Anandham et al., 2007), visando a incrementos malygdo de biomassa com menor Onus
econdmico e ambiental. Compant et al. (2008), rtando, alertam para a necessidade de mais
estudos sobre os riscos da dispersdo dessas asabériambiente agricola, uma vez que as
Burkholderia apresentam elevada plasticidade genomica e cajgecide adaptacdo a novas
condi¢cdes ambientais, e algumas estirpes sdo patagés plantas (Burkholder, 1950; Takahashi
et al., 2004), aos animais e seres humanos (Valetalo, 2005, 2006).

Os dados populacionais revelaram que, independentenda aplicacdo do acido humico,
a bacterizacdo das plantulas de abacaxizeiro persé&n do sistema radicular foi eficiente no
estabelecimento da associacédo endofitica. Estudemp (Marques Junior et al., 2008; Concei¢éo
et al., 2008) envolvendo respectivamente plantascalga-de-acicar e milho evidenciaram
aumento de 10 a 1000 unidades log na populacéaerlzaa associada a planta hospedeira, fato

nao observado no presente trabalho. Estudos estiritnais detalhados devem ser realizados para
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avaliar as peculiaridades da aplicagdo conjuntéébaeAH em plantas de abacaxizeiro. Para os
tratamentos ndo inoculados foi constatada a praseéeghactérias em menor quantidade, o que
condiz com Weber et al. (1999), que relatam a pgsenatural de bactérias diazotréficas

associadas a abacaxizeiros.

Embora respostas positivas a aplicacdo de AH ieoldé vermicomposto nas
concentracdes na faixa de 10 a 80 migde C estejam fartamente documentadas na literatura
(Cacco & Dell’Agnola, 1984; Nardi et al., 1996; Mo et al., 1999; Facanha et al., 2002;
Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 200u} gariabilidade de magnitude de resposta aponta
para necessidade de intensificar os estudos emdwva estrutura quimica das substancias
hamicas e sua relacdo com bioatividade e mecanisim@sao sobre as plantas (Canellas et al.,
2006). Também sao necessarios estudos adicionai®p@licar os efeitos sinérgicos da aplicacao
conjunta de AH e bactérias diazotroficas endoftima desenvolvimento das plantas.

Os resultados obtidos no presente trabalho apopéaana possibilidade de uso de um novo
insumo biolégico baseado na combinagcdo de bactfrasotoras de crescimento do género
Burkholderiae fracGes bioativas da matéria organica na forenacetlos humicos em formulacdes
biofertilizantes, visando acelerar o cresciments plantas propagadas vitro de abacaxizeiro
durante a fase de aclimatizacdo, o que pode repieesaternativa importante para a reducéo de
custos de producdo com base na maior eficiéncreciounal e de crescimento.

CONCLUSOES

1. Acido humico de vermicomposto e bactérias didficas do génerdurkholderia
promoveram de maneira isolada e, principalmentguata, o crescimento das plantas originadas
de culturain vitro do abacaxizeiro ‘Vitéria’ na fase de aclimatizac@ima vez que foram
observados incrementos no crescimento da parta,afyesistema radicular e nos contetidos de N,
P, K, Ca e Mg.

2. O uso em conjunto de acido humico de vermicatagoeBurkholderiaalterou o nivel
populacional de bactérias diazotréficas endofitinasparte aérea e ndo alterou na raiz das
plantulas de abacaxizeiro.

3. A promocédo do crescimento das mudas de aba&waxipropagadasn vitro pela
aplicacao conjunta de acido humico de vermicompe®arkholderiamelhorar a adaptacao das

plantulas ao ambientx vitrg reduzindo o periodo de aclimatizacéo.



101

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Laboratorio Biomudas,fpalecimento das mudas vitro de
abacaxizeiro, ao CNPqg (projetos n. 484671/2007-308368/2007-0), Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia para a Fixacao Biologica deoyénio (INCT/CNPq), FAPERJ e IFS, pelo
auxilio financeiro, ao professor Dr. Pedro Henriddennerat (UENF) e ao Sr. José Acécio da

Silva (UENF), pela colaborac&o nas analises notrais.

LITERATURA CITADA

AIT BARKA, E.; BELARBI, A.; HACHET, C.; NOWAK J. &AUDRAN J.C. Enhancement af
vitro growth and resistance to gray moulauatis viniferaL. co cultured with plant growth-
promoting rhizobacteria. FEMS Microbiol Lett 18&-®5, 2000.

ALMEIDA, W.A.B.; SANTANA G.S.; RODRIGUEZ, A.P.M. & COSTA, M.AP.C.
Optimization of a protocol for the micropropagatioinpineapple. Rev. Bras. de Frutic., 24:
296-300, 2002.

ALVAREZ V. V.H. & ALVAREZ, G.A.M. Comparacfes de mdéas ou testes de hipGteses?
Contrastes! Boletim Informativo da Sociedade Beasil de Ciéncia do Solo, 31: 24-34,
2006.

ANANDHAM, R.; CHOI, K.H.; GANDHI, P.l; YIM, W.J.; PARK, S.J.; KIM, K.A;
MADHAIYAN, M. & AS, T.M. Evaluation of shelf life ad rock phosphate solubilization of
Burkholderia sp. in nutrient-amended clay, ricenbemnd rock phosphate-based granular
formulation. World J. Microbiol. Biotechnol., 23121-1129, 2007.

BALDANI, V.L.D. Efeito da inoculacdo délerbaspirillum spp. no processo de colonizacao e
infeccdo de plantas de arroz, e ocorréncia e @iaatdo parcial de uma nova bactéria
diazotrofica. Seropédica : UFRRJ, 1996. 238p. Tesboutorado.

BALDOTTO, L.E.B.; BALDOTTO, M.A,; GIRO, V.B.; CANELAS, L.P.; OLIVARES, F.L. &
BRESSAN-SMITH, R. Desempenho do abacaxizeiro ‘Y&6em resposta a aplicacédo de
acidos humicos durante a aclimatizacdo. RevistailBiaa de Ciéncia do Solo, 2009a.
(aceito para publicacdo).

BALDOTTO, L.E.B.; BALDOTTO, M.A; OLIVARES, F.L & BRESSA-SMITH, R.
Solubilizacdo de fosfatos por bactérias diazotadfiendofiticas e epifiticas. In: Fertbio,

Londrina. Fertbio: desafios para o uso do solo etioéncia e qualidade ambiental, 2008.



102

BALDOTTO, M.A.; CANELLAS, L.P.; CANELA, M.C.: SIMOB, M.L.; MARTIN-NETO, L.;
FONTES, M.P.F. & VELLOSO A.C.X. Propriedades redmxgrupos funcionais de acidos
hamicos isolados de adubos organicos. R. BrasSdle, 31: 465-475, 2007.

BARBOZA, S.B.S.C.; GRACIANO RIBEIRO, D.; TEIXEIRAJ).B.; PORTES, T.A.& SOUZA,
L.A.C. Anatomia foliar de plantas micropropagadasathacaxi. Pesq. Agropec. Bras., 41:
185-194, 2006.

BEVIVINO, A.; DALMASTRI, C.; TABACCHIONI, S. & CHIARINI, L. Efficacy of
Burkholderia cepaciaMCl 7 in disease suppression and growth promotibmaize. Biol
Fertil Soils 31: 225-231, 2000.

BEVIVINO, A.; TABACCHIONI, S.; CHIARINI, L.; CARUS| M.V.; DEL GALLO, M. &
VISCA, P. Phenotypic comparison between rhizosphackclinical isolates of Burkholderia
cepacia. Microbiology 140: (5) 1069-1077, 1994.

BURKHOLDER W.H. Sour skin, a bacterial rot of onibalbs. Phytopathology, 40: 115-117,
1950.

BUSATO, J.G. Quimica do humus e fertilidade do sapds adicdo de adubos organicos. Tese
(Doutorado em Producdo Vegetal) - Universidade destado Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropeasa Campos dos Goytacazes, RJ,
2008. 135p.

CABALLERO-MELLADO J., ONOFRE-LEMUS J., ESTRADA-DE @S SANTOS P. &
MART INEZ-AGUILAR L. The tomato rhizosphere, an eronment rich in nitrogen-fixing
Burkholderia species with capabilities of interést agriculture and bioremediation. Appl
Environ Microbiol 73: 5308-5319, 2007.

CACCO, G. & DELL’AGNOLA, G. Plant growth regulatarctivity of soluble humic complexes.
Can. J. Soil Sci., 64:225-228, 1984.

CAIN, C.C.; HENRY, A.T.; WALDO, R.H.; CASIDA, L.J& FALKINHAM, J.O. Identification
and characteristics of a nou@lirkholderiastrain with broad-spectrum antimicrobial activity.
Appl Environ Microbiol 66: 4139-4141, 2000.

CANELLAS, L.P.; FACANHA, A.O.; FACANHA, AR. & OLIVARES, F.L. Humic acids
isolated from earthworm induces root mitotic siesl plasma membrane 4ATPase. Plant
Physiol., 30:1951-1957, 2002.

CANELLAS, L.P.; TEIXEIRA JUNIOR, L.R.L.; DOBBSS, B.; SILVA, C.A.; MEDICI, L.O;
ZANDONADI, D.B. & FACANHA, A.R. Humic acids crossteractions with root and
organic acids. Annals Applied Biol., 153:157-16608.



103

CANELLAS, L.P.; ZANDONADI, D.B.; OLIVARES, F.L.& FACANHA, A.R. Efeitos
fisioldgicos de substancias himicas - o estimuloH&#ATPases. In: Manlio Silvestre
Fernandes. (org.). Nutricdo Mineral de Plantaso¥a; Sociedade Brasileira de Ciéncia do
Solo, 2006.

CHEN, Y. & AVIAD, T. Effects of humic substances @ant growth. In: MaCCARTHY, P.;
CAPP, C.E.; MALCOLM, R.L. & BLOOM, P.R., eds. Humgubstances in soil and crop
sciences: selected readings. Madison, Americare§oaf America, 1990. p.161-186.

CHEN, Y.; CLAPP, C.E. & MAGEN, H. Mechanisms of ptagrowth stimulation by humic
substances: The role of organo-iron complexes. &milPlant Nutr., 50:1089-1095, 2004.

COMPANT, S.; NOWAK, J.; COENYE, T.; CLEMENT, C. & ARKA, E.A. Diversity and
occurrence oBurkholderiaspp. in the natural environment. FEMS MicrobiavR@&2: 607-
626, 2008.

CONCEICAO, P.M.; VIEIRA, H.D.; CANELLAS, L.P.; MARQES JUNIOR, R.B. &
OLIVARES, F.L. . (NOTA CIENTIFICA) Recobrimento de&ementes de milho com &cidos
hamicos e bactérias diazotroficas endofiticas. HsagAgropecuaria Brasileira, 43: 545-
548, 2008.

CRUZ, L.M.; MALTEMPI, DE SOUZA, E.M.; WEBER, O.BBALDANI, J.I.; DOBEREINER,

J & PEDROSA, F.O. 16S Ribosomal DNA Characterizatal nitrogen-fixing bacteria
isolated from bananausaspp.) and pineappléfanas comosud..) Merril). Applied and
Environmental Microbiology, 67(5): 2375-2379, 2001.

D’EECKENBRUGGE, G.C. & LEAL, F. Morphology, Anatomyand Taxonomy. In:
BARTHOLOMEW, D.P.; PAULL, R.E.; ROHRBACH, K.G. edlhe Pineapple: Botany,
Production and Uses. CAB International, 2003, p323

DOBEREINER, J.; BALDANI, V.L.D. & BALDANI, J.I. Cono isolar e identificar bactérias
diazotroéficas de plantas ndo-leguminosas. Embrapabfologia, Seropédica. 66p, 1995.

ELLIOTT, G.N.; CHEN, W-M.; CHOU, J-H.; WANG, H-C.SHEU, S-Y.; PERIN, L.; REIS,
V.M.; MOULIN, L.; SIMON, M.F.; BONTEMPS, C.; SUTHERAND, J.M.; BESSI, R.;
DE FARIA, S.M.; TRINICK, M.J.; PRESCOTT, A.R.; SPRE, J.I & JAMES, E.K.
Burkholderiaphymatumis a highly effective nitrogen-fixing symbiont Mimosaspp. and
fixes nitrogen ex planta. New Phytologist 173, 1&®, 2007.

FACANHA, A.R.; FACANHA, A.L.O.; OLIVARES, F.L.; GURDI, F.; SANTOS,
G.A,,VELLOSO, A.C.X.; RUMJANEK, V.M.; BRASIL, F.; SHRIPSEMA, J.; BRAZ-
FILHO, R.; OLIVEIRA, M.A. & CANELLAS, L.P. Bioativldade de &acidos humicos: Efeito



104

sobre o desenvolvimento radicular e sobre a bonebprétons da membrana plasmaética.
Pesq. Agropec. Bras., 37: 1301-1310, 2002.

FRIAS, |.; CALDEIRA, M.T.; PEREZ CASTINEIRA, J.RAVARRO AVINO, J.P.; CULIANEZ
MACIA, F.A.; KUPPINGER, O.; STRANSKY, H.; PAGES, M.HAGER, A. &
SERRANO, R. A major isoform of the maize plasma reme H-ATPase,
characterization and induction by auxin in colelegtiPlant Cell, 8: 1533-1544, 1996.

HAGER, A.; DEBUS, G.; EDEL, H.G.; STRANSKY, H. & S RANO, R. Auxin induces
exocytosis and rapid synthesis of a high-turnovesl pf plasma-membrane "HFATPase.
Planta, 185: 527-537, 1991.

HOAGLAND, D.R. & ARNON, D.I. The water culture meitd of growing plants without soil.
Berkeley, University of California, 1950. 32p.

INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistéiiécnica e Extensao Rural). ‘Vitéria’ nova
cultivar de abacaxi resistente a fusariose. Doctonan 148, DCM-Incaper, Vitéria, ES,
2006.

JIANG, C.; SHENG, X.; QIAN, M. & WANG, Q. Isolatioand characterization of a hevy metal-
resistantBurkholderiasp. from heavy metal-contaminated paddy field aod its potencial
in promoting plant growth and heavy metal accumaoiatin metal-polluted soil.
Chemosphere, 72: 157-164, 2008.

MARQUES JUNIOR, R.; CANELLAS, L.P.; SILVA, L.G. & OVARES, F.L. Promocao de
enraizamento de microtoletes de cana-de-acgucarugel@onjunto de substancias humicas e
bactérias diazotroficas endofiticas. R. Bras. 6i0532:1121-1128, 2008.

MELLO, M.R.F.; MARIANO, R.L.R.; MENEZES, M.; CAMARA T.R. & ASSIS, S.M.P.
Selecdo de bactérias e métodos de bacterizacaresi@ncento em mudas de abacaxizeiro
micropropagadas. Summa Phytopathol., 28:222-228.20

MURASHIGUE, T. & SKOOG, F. A revised medium for rdpgrowth and bioassays with
tobacco tissue culture. Physiol. Plantarum, 15:-498, 1962.

MUSCOLO, A.; BOVALO, F.; GIONFRIDDO, F. & NARDI, SEarthworm humic matter
produces auxin-like effects ddaucus carotacell growth and nitrate metabolism. Soil Biol.
Biochem., 31: 1303-1311, 1999.

NARDI, S.; CONCHERI, G.; DELL’AGNOLA, G. Biologicahctivity of humus. In: Piccolo, A.
ed. Humic Substances in Terrestrial Ecosystemsvigels New York, p. 361-406, 1996.

PANDEY P., KANG S.C. & MAHESHWARI D.K. Isolation ofendophytic plant growth
promotingBurkholderiasp. MSSP from root nodules Mimosa pudicaCurr Sci 89: 177—
180, 2005.



105

PERIN, L.; MARTINEZ-AGUILAR, L.; PAREDES-VALDEZ, G.BALDANI, J.l.; ESTRADA-

DE LOS SANTOS, P.; REIS, V.M. & CABALLERO-MELLADO,J. Burkholderia
silvatlanticasp. nov., a diazotrophic bacterium associated suitpar cane and maize. Int J
Syst Evol Microbiol 56: 1931-1937, 2006.

PICCOLO, A. The supramolecular structure of hunuiisstances. Soil Sci., 166: 810-832, 2001.

QUAGGIOTTI, S.; RUPERT, B.; PIZZEGHELLO, D.; FRANOBO, O.; TUGNOLI, V. &
NARDI, S. Effect of low molecular size humic substas on nitrate uptake and expression
of genes involved in nitrate transport in maiZeq may4..). J. Exp. Bot., 55:803-813, 2004.

RASOLOMAMPIANINA, R.; BAILLY, X.; FETIARISON, R.; RABEVOHITRA, R.; B'ENA,

G.; RAMAROSEN, L.; RAHERIMANDIMBY, M.; MOULIN, L.; DE LAJUDIE, P,
DREYFUS, B. & AVARRE, J.C. Nitrogen-fixing noduldsom rose wood legume trees
(Dalbergiaspp.) endemic to Madagascar host seven differargrgebelonging ta- andf-
Proteobacteria. Mol Ecol 14: 4135-4146, 2005.

RAMOS, M.J.M.; MONNERAT, P. H.; CARVALHO, A.J.C. dePINTO, J.L.A. & SILVA, J.A.
Nutritional deficiency in 'Imperial’ pineapple ing vegetative growth phase and leaf nutrient
concentration. Acta Horticulturae, 702: 133-1390&0

RODRIGUEZ, H. & FRAGA, R. Phosphate solubilizingcberia and their role in plant growth
promotion Biotechnology Advanced7: 319-339, 1999.

SANTOS, S.T. Biogeografia de bactérias culturavassociadas as fruteiras tropicais. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia) - Unsigade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Centro de Biociéncias e Biotecnagdgiampos dos Goytacazes, RJ, 2008.
105p.

SONDEGAARD, T.E.; SCHULZA, A. & PALMGREN, M.G. Engization of transport processes
in plants. Roles of plasma membraneATPase. Plant Physiol., 136:2475-2482, 2004.

TAKAHASHI, Y.; TAKAHASHI, K.; WATANABE, K. & KAWANO , T. Bacterial black spot
caused byBurkholderia andropogoni®n Odontoglossunand intergeneric hybrid orchids.
Biomed Life Sci, 70: 284—-287. 2004.

TEIXEIRA, J.B.; CRUZ, A.R.R.; FERREIRA, F.R. & CABR., J.R. Biotecnologia aplicada a
producdo de mudas: producdo de mudas micropropagdeaabacaxi. Biotecnologia,
Ciéncia e Desenvolvimento, Brasilia, 3:42-47, 2001.

VALVANO, M.A. Infections by Burkholderiaspp.: the psychodramatic life of an opportunistic
pathogen. Future Microbiol 1: 145-149, 2006.

VALVANO, M.A.; KEITH, K.E. & CARDONA, S.T. Survivaland persistence of opportunistic
Burkholderiaspecies in host cells. Curr Opin Microbiol 8: 99512005.



106

VANDAMME, P.; OPELT, K.; KNOCHEL, N.; BERG, C.; SOBNMANN, S.; DE BRANDT,
E.; EBERL, L.; FALSEN, E. & BERG, G.Burkholderia bryophylasp. nov. and
Burkholderia megapolitanap. nov., moss-associated species with antifuagal plant
growth promoting properties. Int J Syst Evol Miciallb7: 2228—-2235, 2007.

VESSEY, K.J. Plant growth promoting rhizobactersahaofertilizers. Plant Soil, 255: 571-586,
2003.

WEBER, O.B.; CORREIA, D.; SILVEIRA, M.R.S.; CRISOSMO, L.A.; OLIVEIRA, E. M. &
SA, E. G. Efeito da bactéria diazotréfica em mudasropropagadas de abacaxizeiros
Cayenne Champac em diferentes substratos. PesopégBras., 38:689-696, 2003a.

WEBER, 0O.B., CORREIA, D., ROCHA, M.W., ALVEZ, G.COLIVEIRA, E.M. & SA, E.G .
Resposta de plantas micropropagadas de abacaxziioculacdo de bactérias diazotroficas
em casa de vegetacdo. Pesq. Agropec. Bras., 3B419}1426, 2003b.

WEBER, O. B., BALDANI, V. L. D., TEIXEIRA, K. R. S.KIRCHHOF, G., BALDANI, J. 1.,
DOBEREINER, J. Isolation and characterization afzditrophic bacteria from banana and
pineapple plants. Plant and Soil, 210, 103-1139199

ZANDONADI, D. B.; CANELLAS, L. P. & FACANHA, A. R.Indolacetic and humic acids
induce lateral root development through a conceptadmalemma and tonoplast Bumps
activation. Planta, 225:1583-1595, 2007.



107

Quadro 1. Coeficientes dos contrastes estudados paws tratamentos controle, acido humico,
bactérias, bactérias e acidos humicos

Contrastes®”
Tratametos ®
C, Co Cs Ca Cs
O 1 2 2 0
AH +1 0 0 -2
Bl 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

@ Tratamentos: (-) = controle; AH = &cido hamico; B1Burkholderia sp.UENF 114111; B2 =Burkholderia
silvatlantica UENF 117111%® Contrastes: C= controle versus acido htimico; C2 = controlevéjsus bactéria (B1,
B2); C3 = controle (-) versus bactéria e acido lman{B1+AH, B2+AH); C4 = &cido hamico (AH) versuschéria e
acido humico (B1+AH, B2+AH); C5 = bactéria (B1,B&rsus bactéria e acido humico (B1+AH, B2+AH).



Quadro 2. Caracteristicas de crescimento da parteéaea, do sistema radicular e o acimulo de nutriensedo abacaxizeiro'Vitoria’ em

resposta a aplicacao de acido humico e bactériasqmotoras de crescimento durante a aclimatizacao

Caracteristicas de crescimento Caracteristicas nutricionais
Tratamentos'? Parte aéred?” Sistema radicular® Contelido de nutriente$”
MFPA MSPA AF MFR MSR N P K Ca Mg

--------- o P— -cnf- S ISSN— S’ | 1) | (S —
) 3,48 0,34 53,90 0,45 0,07 3,16 1,27 22,93 032 1,14
AH 3,96 0,38 56,75 0,67 0,07 3,80 1,45 23,55 401 1,74
Bl 6,76 0,62 103,68 0,80 0,10 6,07 2,26 40,61 86,9 4,42
B2 7,31 0,66 108,18 0,81 0,10 7,50 3,11 37,02 27,1 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

B Tratamentos: (-) = controle; AH = &cido himico; 8Burkholderia spUENF 114111; B2 Burkholderia silvatlantie UENF 117111® Parte aérea: MFPA = matéria
fresca da parte aérea; MSPA = matéria seca dagéna; AF = area foliaf Sistema radicular: MFR = matéria fresca da rai8RvE matéria seca da rai2.Contetido de
nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contetdo de nitrogéfésforo, potassio, calcio, magnésio, respectergm

80T



Quadro 3. Contrastes médios, incrementos relativpsquadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente deariagdo (CV) para as
caracteristicas de crescimento da parte aérea, ssta radicular e acumulo de nutrientes no abacaxize'Vitéria’ em resposta a

aplicacao de acido humico e bactérias promotoras deescimento durante a aclimatizacéo

Contrastes médios
(incrementos relativos®)

Fv.® G.L. Caracteristicas de crescimento Caracteristicas nitionais
Parte aéred Sistema radiculaf® Contelido de nutriente&’
MFPA MSPA AF MFR MSR N P K Ca Mg
--------- o Ea— -cnf- SURRRR | BE— mgplanta’

(-) 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)

(-)vsB 1 3,56* 0,31* 52,03** ,JB** 0,037* 3,63* 1,42* 15,88° 3,85* 3,61°
(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* 188 4,20** 4,98*
(147) (104) (122) (105) (61) (132) (131) (80) 130) (435)

AH vs B+AH 1 4,61** 0,30* 63,16** 0,24° 0,035* 3,52* 1,48 17,69* 3,38* 4,38*
(116) (80) (111) (36) (49) (93) (202) 5)7 (84) (251)

B vs B+AH 1 1,53 0,04 13,99 0,11 0,003 0,54 0,24 2,43 50,3 1,37
(22) (6) (13) (13) 3) (8) 9) (6) (5) (29)

QMR 24 5,57 0,05 1057,17 0,05 0008 8,59 1,47 202,96 6,40 315

CV (%) 36,62 41,19 34,69 30,30 231, 49,98 52,25 41,37 42,07 82,67

WE.V.: (-) = controle; AH = &cido humico; B = bad&é(B1, B2); B+AH = bactéria e acido himico (B1+ABR+AH). ® Parte aérea: MFPA = matéria fresca da parte aérea;
MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = area f6lisistema radicular: MFR = matéria fresca da raizRMSmatéria seca da raf?.Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca,
Mg = contetido de nitrogénio, fésforo, potassiogicdlmagnésio, respectivament®incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a métaratamento de maior valor e y a
média do tratamento de menor valor.5,, significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade pekte F, respectivamente.

60T
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Quadro 4. Contagem do Numero Mais Provavel (NMP) debactérias
diazotroficas endofiticas presentes na parte aéreano sistema radicular do
abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a aplicacdo de@do humico e bactérias

promotoras de crescimento durante a aclimatizacao

Numero mais provavel de bactérias diazotroficamgtichs

Tratamento§”
Parte aérea Sistema radicular
O} 4,5x 16 2,5x 14
AH " 1,5 x 16 4,5 x 14
B1 9,5x 18 1,1 x 10
B2 9,5x 10 1,4 x 10
B1+AH 45x 14 1,4 x 10
B2+AH 7,5x 10 1,4 x 10

W Tratamentos: (-) = controle; AH = &cido hdmico; B1Burkholderia sp.UENF 114111; B2 =
Burkholderia silvatlantia UENF 117111. * Representa a populacdo de bastétiazotroficas
endofiticas naturalmente associada a planta hospede



4. RESUMO E CONCLUSOES

A inoculacdo de bactérias diazotréficas endofiticas e epifiticas em conjunto com
acidos humicos pode ser uma estratégia viavel na aclimatizagdo de mudas de
abacaxizeiro propagadas in vitro, pois poderia promover o0 Seu crescimento,
diminuindo o longo tempo necessario para a transferéncia para as condi¢des de
campo. Nessa direcédo, no presente trabalho teve-se por objetivos: (i) avaliar o
potencial de 20 estirpes de bactérias diazotrdficas endofiticas e epifiticas em
solubilizar fosfato de calcio e O0xido de zinco, sintetizar compostos inddlicos e
possuirem atividade antagdnica ao fungo Fusarium subglutinans f. sp. ananas, em
ensaios in vitro; (ii) avaliar o crescimento da planta e o conteddo de nutrientes
foliares do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a inoculacdo bacteriana durante a
aclimatizacao e posteriormente selecionar as estipes promissoras; (iii) caracterizar
estruturalmente a interacdo entre a bactéria marcada com gfp Herbaspirillum
seropedicae  RAM10 e plantulas do abacaxizeiro ‘Vitéria’; (iv) avaliar as
caracteristicas anatbmicas da lamina foliar, o teor de pigmentos fotossintéticos, o
crescimento da planta e o acumulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitoria’
em resposta a aplicacdo de diferentes doses de acidos humicos isolados de
vermicomposto e de torta de filtro durante a aclimatizacdo; (v) avaliar o
crescimento da planta e o acumulo de nutrientes foliares do abacaxizeiro ‘Vitoria’
em resposta a aplicacdo conjunta de &cido humico de vermicomposto e bactérias
promotoras de crescimento selecionadas (Burkholderia spp.) durante a
aclimatizacdo. Os resultados mostraram que as bactérias diazotroficas diferiram

na capacidade de sintetizar compostos inddlicos, solubilizar 6xido de zinco e



112

fosfato de calcio e atuar antagonicamente ao Fusarium. Com auxilio da analise
multivariada, foi possivel diferenciar os tratamentos e gerar critérios para
selecionar as estirpes promissoras (UENF 118503b, UENF 118503a, UENF
117221 e UENF 114111) com base nas caracteristicas de crescimento e
nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitoria'. Dentre essas caracteristicas, a matéria seca
da parte aérea, a matéria seca da raiz e o conteudo foliar de K foram as que mais
contribuiram para discriminar a variabilidade entre os tratamentos. Ja as que
menos contribuiram foram a area radicular e a altura das plantas. Os passos da
interacdo entre a bactéria diazotrofica endofitica Herbaspirillum seropedicae
RAM10 e o abacaxizeiro ‘Vitéria’ foram caracterizados por meio da microscopia
Otica de campo claro, microscopia o6tica de fluorescéncia e microscopia eletrénica
de varredura: 1) colonizacéo epifitica nas raizes sob os pélos e nas juncdes das
células epidérmicas, na parte aérea nas flanges cuticulares, tricomas, complexos
estomaticos; 2) penetracdo radicular através das cavidades formadas pelo
rompimento das células epidérmicas durante a emergéncia de raizes laterais, na
parte aérea através dos ostiolos; 3) colonizacdo endofitica nas raizes nos
espacos intercelulares do parénquima cortical, na parte aérea nas camaras sub-
estomaticas e espacos intercelulares do parénquima clorofiliano; 4) formacéo de
biofilmes no rizoplano e filoplano. O acido humico isolado de vermicomposto se
mostrou mais bioativo do que o de torta de filtro, uma vez que promoveu
incrementos no crescimento, no acumulo de nutrientes e na relacéo clorofila a /
clorofila b do abacaxizeiro ‘Vitéria’ com menor dose aplicada (15 mmol™ de C). O
uso conjunto de acido humico de vermicomposto e bactérias selecionadas
(Burkholderia spp.) promoveu os maiores incrementos no crescimento da planta e
nos conteudos foliares de N, P, K, Ca e Mg do abacaxizeiro ‘Vitéria’. A inoculacao
conjunta alterou o nivel populacional de bactérias diazotréficas na parte aérea e
nao o alterou na raiz das plantulas de abacaxizeiro. Portanto, a promog¢éao do
crescimento das mudas de abacaxizeiro propagadas in vitro pela aplicacéo
conjunta das bactérias selecionadas e acidos humicos pode melhorar a
adaptacdo das plantulas ao ambiente ex vitro, reduzindo o periodo de

aclimatizagao.
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APENDICE A — CAPITULO 1

Quadro 1. Meédia das caracteristicas de crescimento da parte aérea do
abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a inoculagdo com bactérias endofiticas e
epifiticas

Caracteristicas de crescimento da parte aérea @

Tratamentos
NF ALT DR DC MFPA MSPA AF
---------- 1| RN 1 | VR Bo—— -cm?-
Controle 17,11 b 10,50b 15,78c 13,34b 12,75¢ 1,05d 125,13 d

UENF 111111 1633b 11,22b 16,28c 14,40b 12,71c 1,16d 138,15d
UENF 111221a 1800a 11,89b 17,56c 14,69a 14,85¢c 1,35¢c 159,28¢
UENF 111221b  1733p 11,94b 18,11b 14,82a 1502c 1,32c 160,65c
UENF 111222 1789a 12,78a 1850b 14,39b 16,28c 144c 187,62b
UENF 112531 1778a 1206b 17,56c 13,84b 1443c 1,30c 156,07 c
UENF 114111  1856a 12,72a 2067a 1537a 1826b 161b 20164b
UENF 114112 1711b 1156b 17,56c 14,34b 1453c 1,32c¢ 15811c
UENF 114121  1678b 11,67b 16,89c 14,80a 14,39c 1,30c 155,00c
UENF 114131  1778a 12,00b 17,78c 14,72a 1500c 1,34c 157.81c
UENF 114132  1867a 13,00a 18,33b 14,89a 17,49b 1,62b 183,60b
UENF 114511  1711b 11,22b 17,06c 14,31b 1540c 1,40c 157,33c
UENF 117111 16,78b 11,56b 1856b 14,32b 1553c 149c 161,86¢
UENF 117221 1867a 12,22a 1867b 1491a 17,89b 1,83a 188,67b
UENF 117222a 1833a 11,78b 17,33c 14,45b 16,12c 1,53b 16884c
UENF 117222b  1833a 12,11b 17,11c 14,65a 16,19c 1,50c 182,91b
UENF 118501a 1633b 11,11b 16,44c 14,16b 13,02c 1,18d 143,90d
UENF 118501b 18 00a 12,67a 1922b 14,75a 17,19b 156b 187,87b
UENF 118502 1933a 13,00a 1867b 153la 1878b 1,70b 201,11b
UENF 118503a 1911a 12,67a 19,00b 1570a 20,78a 1,93a 226,10a
UENF 118503b 19443 1256a 20,11a 1557a 21,60a 1,96a 223,44a
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

W Caracteristicas de crescimento da parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = altura; DR =
didmetro da roseta; DC = diametro do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA = matéria
seca da parte aérea; AF = area foliar. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade.
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Quadro 2. Média das caracteristicas de crescimento do sistema radicular do

abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a inoculacdo com bactérias endofiticas e

epifiticas
Tratamentos Caracteristicas de crescimento do sistema radicular @)
MFR MSR R/PA AR
_______________ g---mnmmmmmne- -%-
Controle 2,28 b 0,33¢ 0,32b 100,00 b
UENF 111111 3,12b 0,38¢ 0,33a 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 0,32a 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 3,07b 0,46 b 0,35a 117,17 a
UENF 114131 2,77b 0,44 b 0,34 a 102,63 b
UENF 114132 2,58 b 0,48 a 0,30b 112,40 a
UENF 114511 3,03b 0,41b 0,31b 113,12 a
UENF 117111 2,95b 0,42 b 0,29 b 103,15 b
UENF 117221 3,62 a 053 a 0,29 b 107,49 b
UENF 117222a 3,27b 0,45 b 0,30 b 104,03 b
UENF 117222b 3,25 b 0,45b 0,31b 106,32 b
UENF 118501a 2,53 b 0,34c 0,30 b 95,57 b
UENF 118501b 3,08 b 0,43b 0,28 b 100,78 b
UENF 118502 3,90 a 052 a 0,30 b 103,40 b
UENF 118503a 4,01 a 0,54 a 0,29 b 110,67 a
UENF 118503b 422 a 0,57 a 0,29b 96,68 b
QMR 0,53 0,01 0,003 443,52
CV (%) 21,89 22,57 18,59 19,34

W Caracteristicas de crescimento do sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria
seca da raiz; R/PA = razao entre raiz e parte aérea; AR = area radicular. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade.
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Quadro 3. Média dos conteudos de nutrientes da part e aérea do abacaxizeiro
‘Vitéria’ em resposta a inoculagcdo com bactérias en  dofiticas e epifiticas

Conteldo de nutrientes @

Tratamentos
N P K Ca Mg
-------------------------------------- mg planta™t------------ee

Controle 11,66 b 3,46 b 67,28 6,37 b 4551 c
UENF 111111 13,35 b 3,60b 72,08d 6,71b 473 ¢
UENF 111221a 14,46 b 4,16 b 89,76 d 7,29b 5,49 ¢
UENF 111221b 14,09 b 3,99 b 86,11 ¢ 7,12 b 5,25 ¢
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 ¢ 7,48 b 5,62 c
UENF 114111 16,08 b 5,75 a 113,75 b 8,39b 6,56 b
UENF 114112 13,47 b 3,98 b 92,00 c 7,33b 5,55 ¢
UENF 114121 13,65 b 4,22 b 95,17 ¢ 7,41b 5,85 ¢
UENF 114131 13,92 b 429 b 92,14 ¢ 7,34b 5,76 ¢
UENF 114132 15,54 b 4,00b 95,28 ¢ 8,52 b 6,59 b
UENF 114511 14,75 b 4,28 b 85,44 ¢ 6,99 b 5,95 b
UENF 117111 14,17 b 3,88b 94,32 ¢ 7,55b 6,26 b
UENF 117221 17,24 b 521a 119,37 b 10,20 a 8,11 a
UENF 117222a 15,47 b 3,93 b 97,49 ¢ 7,79 b 6,40 b
UENF 117222b 13,77 4,04b 89,73 ¢C 9,15a 6,83 b
UENF 118501a 1222 p 3,64 b 78,38d 6,53 b 5,34 ¢
UENF 118501b 17020 4,88 a 100,35 ¢ 9,07 a 6,87 b
UENF 118502 16,68 b 542 a 115,80 b 9,95 a 7,85 a
UENF 118503a  1885b 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

W Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contetido de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,
magnésio, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade.



Quadro 4. Andlise de variancia para as caracteristi cas de crescimento da parte aérea e do sistema radi cular do

abacaxizeiro'Vitéria’ em resposta a inoculacdo de b actérias endofiticas e epifiticas

Quadrados Médios

F.V. G.L. Parte aérea Sistema radicular @
NF ALT DR DC MFPA MSPA AF MFR MSR R/PA AR
------ cm------ -mm- SURRR ; BUS— -cm- SURE Dot -%-
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**
Residuo 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 9,88 950 7,64 18,07 18,60 16,21 21,89 22,57 18,59 19,34

"W Parte aérea: NF = nimero de folhas; ALT = altura; DR = diametro da roseta; DC = diametro do caule; MFPA = matéria fresca da parte aérea; MSPA =
matéria seca da parte aéreq; AF = area foliar. ©® Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz; RPA = razo entre raiz e parte
aérea; AR = area radicular. , significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 5. Analise de variancia para as caracteristi

cas de conteudo de nutrientes foliares do abacaxize

iro‘Vitéria’ em

resposta a inoculacao de bactérias endofiticas e ep  ifiticas
Quadrados Médios
F.V. G.L. Conteldo de nutrientes @
N P K Ca Mg
--------------------- mg planta™---------------------

Tratamento 20 304,85** 5,19** 3031,29** 16,31** 11,68**
Bloco 2 8550,01** 70,41** 2611,28** 118,37** 72,68**
Residuo 166 50,58 1,30 351,83 2,78 1,46
CV (%) 44,86 25,67 19,17 20,51 19,13

W Contetdo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contelido

probabilidade pelo teste F.

de nitrogénio,

fosforo, potassio, célcio, magnésio, respectivamente.

significativo a 1 % de

62T
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Quadro 6. Estimativas dos autovalores ( Aj) associados as Vvariaveis
candnicas (VC) de 16 caracteristicas do abacaxizeir o ‘Vitéria’ inoculado com

bactérias diazotroficas epifiticas e endofiticas du rante a aclimatizacao

Variaveis _ _

Candnicas Aj Aj (%) Acumulado (%)
VC; 6,58 38,38 38,38
VC, 4,03 23,48 61,87
VCs; 1,79 10,45 72,32
VC,4 1,34 7,84 80,15
VCs 0,92 5,36 85,51
VCs 0,62 3,64 89,16
VC; 0,49 2,89 92,05
VCg 0,40 2,36 94,42
VCy 0,27 1,57 95,99
VCip 0,24 1,40 97,39
VCuy 0,19 1,08 98,48
VCy, 0,11 0,63 99,10
VCis 0,81 0,47 99,58
VCis 0,34 0,20 99,78
VCis 0,23 0,13 99,91

VCis 0,15 0,87 100,00




APENDICE B — CAPITULO 3

Quadro 7. Andlise de variancia para as caracteristi cas de crescimento da parte aérea e do sistema radi cular no
abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a aplicacdo de d iferentes doses de acidos humicos isolados de vermi composto e de
torta de filtro

Quadrados Médios

F.v.® G.L. Parte aérea @ Sistema radicular ©
NF ALT DR DC MFPA  MSPA AF MFR  MSR  R/PA AR
------ cm------ -mm- U BUs— -cm?- SURE Dot -%-
(-) vs AH 1 16,77* 588  94,1* 295  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 (%) 958 14,01 14,47 11,01 34,85 36,46 29,14 39,90 36,98 17,13 25,27

W E.V.: (-) = controle; AH = &cido htimico; AHv = &cido humico de vermicomposto; AHtf = 4cido himico de torta de filtro. ¥ Parte aérea: NF = nimero de
folhas; ALT = altura; DR = diametro da roseta; DC = diametro do caule; MF = matéria fresca da parte aérea; MS = matéria seca da parte aérea; AF = area
foliar. ® Sistema radicular: MF = matéria fresca da parte aérea; MS = matéria seca da parte aérea; RPA = razdo entre raiz e parte aérea; AR = area
radicular. *, ”, significativo a 5 e 1 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
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Quadro 8. Andlise de variancia para as caracteristi cas de acumulo de nutrientes foliares no abacaxizei ro'Vitéria’ em

resposta a aplicacao de diferentes doses de acidos hamicos isolados de vermicomposto e de torta de fil tro

Quadrados Médios

F.v.® G.L. Contetido de nutrientes @
N P K Ca Mg
--------------------- mg planta™---------------------
(-) 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

W E.V.: (-) = controle; AH = &cido hiimico; AHv = acido himico de vermicomposto; AHtf = &cido hiimico de torta de filtro.  Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca,

Mg = contetido de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, respectivamente. ’, significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
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Quadro 9. Analise de variancia para as caracteristi  cas anatbmicas da lamina foliar e o teor de pigment  os fotossintéticos do
abacaxizeiro'Vitéria’ em resposta a aplicacdo de di  ferentes doses de acidos humicos isolados de vermic omposto e de torta
de filtro

Quadrados Médios

F.v.® G.L. Caracteristicas anatémicas @ Pigmentos fotossintéticos
N. estoma. P. aquifero P. clorofil. Cla Clb Clt Car Cla/Clb CIt/Car SPAD
uy ug mL*
(-) vs AH 1 0,48 9156,19  1486,28 0,5316  0,0016  0,4747  0,0085 0,6156**  0,0636 27,469
AHvvs 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

WE.V.: (), controle; AH, &cido himico; AHv, &cido himico de vermicomposto; AHtf, &cido himico de torta de filtro. ’ Caracteristicas anatdmicas: N. de estoma. =
ndamero de estdmatos; P. aquifero = parénquima aquifero; P. clorofil. = parénquima clorofiliano. @) Pigmentos fotossintéticos: Cla = clorofila a; Clb = clorofila b; Clt
= clorofila total; Car = carotendides; Cla/Clb = raz&o entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car = raz&o entre clorofila total e carotendide; SPAD = indice SPAD. ~,
significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.
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APENDICE C — CAPITULO 4

1. Sequenciamento parcial do gene 16S rDNA

O DNA bacteriano foi extraido usando o QIAmp DNArVKIit (QIAGEN) de acordo com
as normas do fabricante. O gene 16S rDNA foi amplfo por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) usando iniciadores universais, 163a(feD1 5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
3’) e 16S reverso (RD1 5’AAG GAG GTG ATC CAG CC JIWeisburg et al., 1991). A
amplificacéo foi realizada em um volume de 50 pdntendo 0.2 uM de cada iniciador, 200 uM de
deoxinucleotideos trifosfato, tampé&o da enzima féatecido pelo fabricante, 1.5 mM MggCPR.0
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), erpde DNA molde. A PCR foi iniciada com 3
minutos de desnaturacdo a 94 °C, seguido por 30scae desnaturacdo a 94 °C por 1 min,
anelamento do iniciador a 55 °C por 30 s, exteas@®’C por 2 min, extensao final por 7 min, em
termociclador (TC-412 - TECHNE). Os produtos da F@Rm visualizados em geis de agarose a
1.0 %. As reagOes para o sequenciamento foranzadak em um volume total de (1I0, contendo
30-50 ng DNA, 5uM de cada iniciador; 1L de ABI Prisn? Big Dye™ (Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kits, Applied Biosysteras2 uL de 2.5X tampéo (Tris-HCL 200
mM pH 9,0; MgC} 5mM). As reacdes foram realizadas nas mesmasgieglde amplificacéo da
PCR. Os produtos foram precipitados com isoprop@®oPt e lavados com etanol 70 %. As
sequéncias de nucleotideos foram obtidas com celapaABI Prism 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). As sequéncias foram analisaaasoftware Phred/Phrap/Consed (Ewing &
Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al.,.8)98s sequéncias foram submetidas a consulta
de similaridade de nucleotideos por meio do progr&hAST (Basic Local Alignment Search
Tool) para comparacdo com sequéncias homdlogasitiges no banco de dados publico mundial
GenBank [National Center for Biotechnology Inforioat website
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)].
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1.1. Isolado bacteriano UENF 14111

>Contigl UENF114111.fasta.screen.ace.l from 2GRy 1
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. Andlise da sequéncia por meio do prograaBlast (Basic Local Alignment
Search Tool) comparando com as sequéncias deposéadno NCBI (National Center

for Biotechnology Information)

Cddigo de acesso . Identidade
Descricéo Valor E "
no NCBI maxima

Burkholderia sp. TNe862 16S ribosomal RN

EF139184.1 )
gene, partial sequence

0.0 98%
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1.2. Isolado bacteriano UENF 17111

>Contigl UENF117111.fasta.screen.ace.l from 191831
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. Andlise da sequéncia por meio do prograaBlast (Basic Local Alignment
Search Tool) comparando com as sequéncias deposéadno NCBI (National Center

for Biotechnology Information)

Caodigo de acesso Descricio Valor E IderImQade
no NCBI maxima

Burkholderia silvatlanticaisolate SRMrh-
AY965240.1 20 16S ribosomal RNA gene, par 0.0 99%
sequence




Quadro 12. Analise de variancia para as caracterist

nutrientes no abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a

crescimento

icas de crescimento da parte aérea, do sistema radi

aplicacao de acido humico de vermicomposto e bactér

cular e acimulo de

ias promotoras de

Quadrados Médios

Caracteristicas de crescimento

Caracteristicas nutricionais

=AVAS) G.L. — : _ 5 - : .
Parte aérea® Sistema radicular © Contetdo de nutrientes @
MFPA MSPA AF MFR MSR N P K Ca Mg
--------- ) —— -cm?- SRR, B— mg planta™
- VS H 1 H 1 1 1 1 H 1 1
AH 1 0,59 0,005 20,33 0,13 0,00006 1,03 0,08 0,97 1,66 0,90
(-)vsB 1 42,30* 0,32* 9022,7** 0,43** 0,0046* 43,84* 6,71* 840,95 49,44* 43,47°
(-) 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** 0,19° 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
OMR 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

WE.V.: (-) = controle; AH = acido himico; B = bactéria (B1, B2); B+AH = bactéria e acido htimico (B1+AH, B2+AH). ) Parte aérea: MFPA = matéria fresca da
parte aérea; MSPA = matéria seca da parte aérea; AF = area foliar. ®) Sistema radicular: MFR = matéria fresca da raiz; MSR = matéria seca da raiz. “ Contetdo

de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg = contetdo de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, respectivamente. ©, ",

pelo teste F, respectivamente.

, Significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade

LET



