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DESEMPENHO DO ABACAXIZEIRO ‘VITORIA’ EM
RESPOSTA A APLICACAO DE ACIDOS HUMICOS
DURANTE A ACLIMATACAO®

Lilian Estrela Borges Baldotto®), Marihus Altoé Baldotto®,
Validoro Bazoni Giro(4), Luciano Pasqualoto Canellas(3), Fabio
Lopes Olivares® & Ricardo Bressan-Smith(®

RESUMO

A aclimatacao de mudas de abacaxizeiro propagadas por cultura in viiro é um
processo lento. A promocao do crescimento radicular pelo uso de acidos humicos
pode ser util durante esse processo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desempenho do abacaxizeiro ‘Vitoria’ propagado por cultura de tecidos em resposta
a aplicacao de diferentes doses de acidos humicos isolados de vermicomposto e de
torta de filtro durante o periodo de aclimatagdo em casa de vegetacao. Foram
avaliadas as caracteristicas anatomicas da lamina foliar, o teor de pigmentos
fotossintéticos, o crescimento da parte aérea e do sistema radicular, e o contetido
de nutrientes foliares. Os resultados mostraram incrementos no crescimento e
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular com a aplicacao de acidos
humicos, bem como aciimulo significativo de N, P, K, Ca e Mg e aumento na relacao
clorofila a/clorofila b. A promocao do crescimento das mudas durante o periodo de
aclimatac¢ao, em resposta a aplicacao de acidos humicos, pode melhorar a adaptacao
do abacaxizeiro ao ambiente ex vitro.

Termos de indexac¢ao: Ananas comosus, cultura de tecidos, substancias humicas,
nutricao mineral, bioatividade.
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SUMMARY: PERFORMANCE OF ‘VITORIA’ PINEAPPLE IN RESPONSE TO
HUMIC ACID APPLICATION DURING ACCLIMATIZATION

The acclimatization of pineapple plantlets propagated by plant tissue culture is slow.
The intensification of root growth by the use of humic acids may be useful during this process.
The aim of this study was to evaluate the greenhouse acclimatization of ‘Vitoria’ pineapple
propagated by plant tissue culture in response to different doses of humic acids isolated from
vermicompost and filter cake. Leaf anatomy, photosynthetic pigment content, shoot and root
growth, and leaf nutrients were evaluated. An increase in growth and development of shoots
and root system with the application of humic acids as well as a significant accumulation of N,
P, K, Ca, and Mg and increase in the chlorophyll a / chlorophyll b ratio were found. Growth
promotion by the application of humic acids to plantlets during the period of acclimatization
can improve their adaptation to the ex vitro environmental conditions.

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

INTRODUCAO

A propagacao do abacaxizeiro por cultura in vitro
é uma estratégia utilizada para elevar a qualidade e
produtividade da cultura de abacaxi, devido, entre
outros fatores, a uniformidade e sanidade das mudas.
A producéo in vitro de mudas de abacaxizeiro ja esta
bem estabelecida (Guerra et al., 1999; Teixeira et al.,
2001; Almeida et al., 2002; Barboza et al., 2004).
Depois de as plantas atingirem desenvolvimento
adequado in vitro (Teixeira et al., 2001), elas séo
aclimatadas em condigbes ex vitro para posterior
adaptacgao as condi¢bes de campo.

O periodo de aclimatacgio é necessario, pois plan-
tas cultivadas in vitro apresentam caracteristicas
anatomicas e fisiolégicas desfavoraveis para enfren-
tar as condi¢oes edafoclimaticas do campo, como me-
tabolismo heterotréfico (Campostrini & Otoni, 1996;
Moreira, 2001), menor espessamento da cuticula e das
paredes periclinais externas das células epidérmicas,
e menor densidade estomatica (Barboza et al., 2006).
A redug¢do da umidade do ar e da disponibilidade de
nutrientes durante a aclimatacio tende a tornar-se
componente limitante para o abacaxizeiro, aumentan-
do sua susceptibilidade a variagoes ambientais dras-
ticas, mesmo favorecido pelo mecanismo fotossintético
acido inerente as crassulaceas.

Os longos periodos exigidos de aclimatacio para o
abacaxizeiro oneram a sua producéo in vitro. Para
exemplificar, é necessdrio um periodo variavel entre
sels e oito meses em casa de vegetacgdo para que as
plantas alcancem entre 20 e 30 cm de altura, tamanho
adequado para a transferéncia para o campo (Teixeira
et al., 2001).

Diversos estudos tém sido realizados objetivando
diminuir o periodo de aclimatagio do abacaxizeiro com
afinalidade de acelerar o crescimento da planta, como
aplicacédo foliar de macro e micronutrientes (Moreira
et al 2007: Breoconci et al  20082) anlicacao de

reguladores de crescimento (Catunda et al., 2008),
inoculacgéo de bactérias promotoras de crescimento e
protegao vegetal (Mello et al., 2002; Weber et al., 2003),
tipos de recipientes usados no enraizamento (Souza
Janior 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).

Em relagdo ao substrato, a adi¢gdo de matéria
organica favorece o crescimento da parte aérea e do
sistema radicular do abacaxizeiro durante a
aclimatacdo (Moreira et al., 2006). Por sua vez, a
matéria organica é constituida por produtos da
decomposicao de residuos orgéanicos e do metabolismo
microbiano e também por substancias humicas
(Guerra et al., 2008). Notadamente, as substancias
huimicas constituem a maior parte da matéria
organica dos solos e sdo compostas por huminas, acidos
fulvicos e 4cidos himicos (Guerra et al., 2008). Os
4acidos humicos (AH), formados por agregados
moleculares heterogéneos e estabilizados por pontes
de hidrogénio e interagoes hidrofdbicas (Piccolo, 2001),
favorecem o desenvolvimento do sistema radicular
(Facanha et al., 2002; Rodda et al., 2006; Zandonadi
et al., 2007), o acamulo de nutrientes (Vaughan &
Malcolm, 1985; Chen & Avaid, 1990; Chen et al., 2004)
e a biossintese de clorofilas (Ferrara & Brunetti, 2008).
Para culturas como arroz (Tejada & Gonzalez, 2004),
trigo (Delfine et al., 2005) e videira (Ferrara &
Brunetti, 2008), tem sido relatada a promoc¢do de
crescimento pela aplicac¢do foliar de AH. Em
abacaxizeiro, o uso de AH poderia ser uma estratégia
viavel na aclimatagao de plantas propagadas in vitro,
pois poderia promover maior crescimento, resultando
em redugdo no longo tempo necessario para a
transferéncia das plantas para o cultivo em campo.

O objetivo desse trabalho foi avaliar, durante o
processo de aclimatacio, o crescimento da planta, as
caracteristicas anatémicas da lamina foliar e o teor
de pigmentos fotossintéticos, bem como o acimulo de
nutrientes foliares do abacaxizeiro Vitdria’ nronacado
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in vitro, em resposta a aplicac¢ao de diferentes doses
de 4cidos humicos, isolados de vermicomposto e de
torta de filtro.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L.
Merril) do cultivar “Vitéria” (INCAPER, 2006)
propagadas in vitro, em potes de vidro tipo baby food,
foram fornecidas pelo Laboratoério de Biotecnologia
BioMudas e mantidas em meio MS descrito por
Murashige & Skoog (1962), sem adigéo de reguladores
de crescimento e vitaminas. As plantulas in vitro
foram mantidas em sala de crescimento, com fluxo de
f6tons fotossintéticos de 25 umol m2 s'1, temperatura
de 25+ 2 °C e fotoperiodo de 16 h. A cada trés meses,
as plantulas foram transferidas para novo meio, em
tubos de ensaio. Para a realizacdo das etapas
experimentais posteriores, foram selecionadas mudas
com aproximadamente 1,5 g de matéria fresca.

Tratamentos

A matriz experimental [(3 x 2) + 1] consistiu dos
seguintes fatores em estudo: trés doses (10, 20 e
40 mmol L1 de C) de 4cidos huimicos isolados de
vermicomposto (AHv), trés doses (10, 20 e 40 mmol L1
de C) de acidos humicos isolados de torta de filtro
(AHtf), e controle sem aplicacdo de acidos humicos.
Os 4cidos humicos isolados de vermicomposto e os de
torta de filtro foram previamente caracterizados por
Baldotto et al. (2007) e Busato (2008). As plantulas
foram retiradas dos tubos de ensaio, lavadas em agua
corrente para a limpeza do meio de cultivo, e o sistema
radicular e a base da parte aérea dos abacaxizeiros
foram imersos nas solugoes dos tratamentos por 24 h.
Para esse procedimento, as plantulas foram colocadas
em potes de vidro tipo baby food, contendo 50 mL de
solucéo correspondentes aos diferentes tratamentos.
Posteriormente, os abacaxizeiros foram transferidos
para vasos de 0,5 dm3 contendo substrato comercial
Plantmax® Hortalicas para serem aclimatados, em
casa de vegetacdo, por um periodo de 150 dias. A cada
15 dias durante a aclimatacéo, as plantas receberam
5 mL de solugéo dos tratamentos e 5 mL de solugdo
nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950), aplicadas nas
axilas das folhas basais dos abacaxizeiros, usando-se
pipeta automética.

A unidade experimental consistiu em uma planta
de abacaxi por vaso. O experimento foi realizado no
delineamento em blocos ao acaso, com seis repeticoes,
totalizando 42 unidades experimentais.

Analises de crescimento

Aos 150 dias de aclimatagio, as plantas foram
coletadas para a mensuracio das seguintes variaveis:
numero de folhas (NF); altura das plantas (ALT),

medida nela dictanecia comnreendida entre o eolo da

planta até o 4pice foliar usando-se fita métrica;
diametro do caule (DC), mensurado com paquimetro
digital modelo Starret 727; diametro da roseta (DR),
medida na maior distancia linear entre o apice de
folhas opostas, mensurado com fita métrica; matéria
fresca da raiz (MFR) e da parte aérea (MFPA); matéria
seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), obtidas
pela secagem em estufa sob ventilacio for¢cada de ar a
60 °C por 7 d e posterior pesagem; area foliar (AF),
obtida no medidor de area foliar de bancada modelo
LI-3100, LI-COR, USA; area radicular (AR), medida
ap6s a digitalizac¢io das raizes e posterior analise das
imagens no programa Delta —T SCAN Image Analyzer;
relacdo raiz: parte aérea (RPA), obtida pela razio entre
amatéria seca da raiz e a matéria seca da parte aérea.

Analises nutricionais

Apoés a secagem, as folhas de abacaxizeiro foram
moidas em moinho do tipo Wiley acoplado a peneiras
de 0,25 mm (60 mesh). Em seguida, o pé obtido foi
submetido a digestdo sulfirica combinada com
peroéxido de hidrogénio e foram determinados os teo-
res totais de N, P, K, Ca e Mg. Para N, foi utilizado
o método de Nessler; o teor de P foi obtida por
espectrofotometria de absorcdao molecular
(colorimetria), apds reagdo com vitamina C e molibdato
de amo6nio, no comprimento de onda de 725 nm; a de-
terminacéo de K foi realizada por fotometria de cha-
ma e os teores de Ca e de Mg foram obtidos por
espectrofotometria de absor¢do atémica. Todas as
anilises foram realizadas conforme os métodos usu-
ais para a cultura do abacaxizeiro (Ramos et al., 2006).
Os contetidos de N, P, K, Ca e Mg, foram calculados
por meio da multiplicagdo da matéria seca da parte
aérea com o teor do nutriente considerado.

Analises anatomicas

Cortes transversais do ter¢o médio da lamina foliar
da sétima folha completamente expandida (frequen-
temente a de maior comprimento) foram feitos 4 méo
livre, usando navalha de ago. Aslaminas histolégicas
foram montadas em glicerina com 50 % dgua (Purvis
etal., 1964). As observacoes foram realizadas por meio
do microscépio 6tico Axioplan - Zeiss acoplado a uma
camara fotografica digital Canon Power Shot A640.
A aquisi¢do das imagens foi feita por meio do progra-
ma Zoom Browser EX e as medi¢ées no programa
Image J (Abramoff et al., 2004). Foram mensurados
os comprimentos do parénquima aquifero e do
parénquima clorofiliano. Aslaminas foliares foram
prensadas em fita vegetal, com uma gota de acetona
100 %, para dissociacido da epiderme abaxial, com
posterior quantificacdo do nimero de estomatos, em
uma area de 0,12 mm?2, (objetiva de aumento 20 e
zoom digital de aumento 1,4) entre os feixes de fibras.

Analises dos pigmentos fotossintéticos

O teor de clorofila foi estimado por meio da
determinacio da intensidade de cor verde da sétima
folbha comnletamente exnandida do abhacaxizelrao
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(frequentemente a de maior comprimento), usando-se
um medidor portatil de clorofila modelo SPAD-502
(Soil Plant Analysis Development, Minolta, Japio),
com trés medi¢oes por folha.

Posteriormente, trés discos foliares de 1,5 cm de
diametro foram retirados da mesma folha para
determinacio do teor de pigmentos fotossintéticos
(Hiscox & Israelstam, 1979). Os discos foliares foram
imersos em 3,0 mL de dimetilsulfé6xido (DMSO) e
mantidos no escuro até ficarem translicidos. As
leituras em espectrofotometro foram feitas nas
absorbancias de 480, 649 e 665 nm (A480, A649 e
A665, respectivamente) e os contetidos dos pigmentos
fotossintéticos foram determinados conforme Wellburn
(1994):

[Clorofila a] (ug mL1) =12,19 A665 — 3,45 A649
[Clorofila b] (ug mL-1) =21,99 A649 — 5,32 A665

[Carotenoides] (ug mLY) = (1000 A480 — 2,14
Clorofila a — 70,16 Clorofila b) /220

Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia, e os efeitos dos tratamentos, para as
variaveis qualitativas, foram desdobrados em
contrastes médios (Quadro 1), conforme Alvarez V. &
Alvarez (2006). Para os fatores quantitativos, foram
ajustadas equagoes de regressio entre as médias das
variaveis estudadas e as doses de AH. A aplica¢io do
teste F nos desdobramentos dos fatores foi realizada a
5e1 %. Na analise de regressao, os modelos foram
testados quando apresentaram coeficiente de
determinacéo superior a 0,60. As equacgdes de
regressao foram utilizadas para a determinagio da
dose de maxima eficiéncia fisica de producgéo de matéria
seca do abacaxizeiro em fun¢io das doses de AH.

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

Coeficiente dos contrastes®

Tratamento®

C1 C2

) -6 0

AHv (10) +1 1
AHv (20) +1 1
AHv (40) +1 1
AHtf (10) +1 +1
AHtf (20) +1 +1
AHtf (40) +1 +1

M Tratamentos: (-): controle; AHv : acido htmico de
vermicomposto AHtf: 4cido humico de torta de filtro; (10), (20)
e (40) representam as concentraces de 10, 20 e 40 mmol L!
de C, respectivamente. Contrastes: C1: controle (-) vs acido
himico (AH); C2: 4cido htimico isolado de vermicomposto (AHv)
e acido hvimico 1icolado de torta de filtro (AHtH

Lilian Estrela Borges Baldotto et al.

RESULTADOS

De posse das médias apresentadas no quadro 2,
foram obtidos os contrastes médios (Quadro 3)
conforme Alvarez V. & Alvarez (2006). Os contrastes
médios representam a diferenga, em magnitude real,
entre a média dos tratamentos comparados para as
caracteristicas morfolégicas e nutricionais do
abacaxizeiro. Foi possivel observar diferencas
significativas no crescimento e desenvolvimento do
abacaxizeiro propagado in vitro, durante a
aclimatacio, com a aplicacdo de AH. O contraste que
compara a area foliar das plantas de abacaxi entre o
controle e os demais tratamentos (controle vs AH)
mostrou incremento, em média, de 64,71 cm?2. Tal
valor corresponde a um incremento de 51,53 % dos
tratamentos que receberam AH sobre o controle.
Observa-se que esse efeito é significativo a 1 % de
probabilidade pelo teste F (Quadro 3). Nesse sentido,
ao comparar o tratamento controle, nota-se que a
aplicacédo de AH proporcionou incrementos em todas
as caracteristicas morfologicas da parte aérea do
abacaxizeiro Vitéria’. Para exemplificar, observa-se
o aumento de 10,12 % no nimero de folhas e de 59,
13 % de matéria seca foliar (Quadro 3).

O sistema radicular do abacaxizeiro também foi
significativamente alterado com a aplica¢io de AH
(Quadro 2). Foram observados incrementos na
matéria fresca da raiz, matéria seca da raiz e area
radicular nos tratamentos com AH, correspondendo
a aproximadamente 70, 57 e 39 % respectivamente,
quando comparado ao controle (Quadro 3).

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

Nao houve diferencgas significativas, em média, nas
variaveis de crescimento e acimulo de nutrientes para
as fontes distintas de AH (Quadro 3).

Os 4acidos hiimicos ndo promoveram mudancas
qualitativas e quantitativas na organizagao anatomica
da lamina foliar (Figura 1, Quadros 4 e 5). A
anatomia comparada das laminas foliares do
abacaxizeiro ‘Vitéria’, apds 150 dias de aclimatacio,
tratadas ou ndo com AH, foi delimitada por epiderme
uniestratificada, com contorno sinuoso das paredes
celulares anticlinais (Figura 1a), paredes periclinais
externas, com cuticula espessa e corpos silicosos.
Abaixo da epiderme, situa-se a hipoderme (Figura 1b).
As folhas sdo hipoestomaticas e os estomatos
encontram-se dispostos em faixas paralelas entre os
corddes de fibras, com densidade aproximada de 100
estdmatos mm2. Tricomas tectores e escamiformes
(Figura 1c) estdo presentes em ambas as faces da
epiderme. O mesofilo é dorsiventral, apresentando
parénquima aquifero, com células grandes e paredes
delocadac o naranadiiima clorafilianoe com cédliilaa
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Quadro 2. Caracteristicas de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e acimulo de nutrientes no
abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a aplicacdo de diferentes doses de acidos humicos isolados de
vermicomposto e de torta de filtro

Caracteristicas de crescimento e acaumulo de nutrientes

Tratamento ® Parte aérea® Sistema radicular ® Contetido de nutriente®
NF ALT DR DC MFPA MSPA AF MFR MSR RPA AR N P K Ca Mg
——cm —— mm —g/planta— cm? —g/planta — % — mg/planta
) 17,83 11,58 17,92 14,45 11,13 1,04 12558 2,39 0,32 0,32 100,04 11,28 344 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 0,31 165,08 21,22 7,44 113,20 12,09 11,83
AHv(20) 18,83 11,75 21,83 17,39 16,64 1,63 186,80 4,53 0,55 0,33 14823 1558 5,38 91,45 10,03 7,66
AHv(40) 20,00 12,42 21,58 16,53 17,14 1,63 193,27 4,20 0,48 0,30 130,44 17,67 5,74 91,32 10,23 6,81

AHLf(10) 19,00 12,17 21,25 16,43 16,28 1,52 176,91 4,20 047 0,31 13595 15,36 4,71 85,15 10,23 7,96
AHt{(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
AHf(40) 19,00 12,50 21,42 16,29 16,31 1,52 178,21 3,24 0,42 0,28 112,66 16,27 545 81,76 10,01 7,68

@ Tratamentos: (-): controle; AHv: 4cido hiimico de vermicomposto; AHtf: 4dcido hiimico de torta de filtro; (10), (20) e (40) sdo as
concentragdes de 10, 20 e 40 mmol L' de C, respectivamente. @ 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.
® Sistema radicular: MFR: matéria fresca da raiz; MSR: matéria seca da raiz; RPA: razdo entre raiz e parte aérea; AR: drea
radicular, porcentagem sobre o controle. ® Conteddo de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg: contetido de nitrogénio, fésforo, potéssio,
célcio, magnésio, respectivamente.

Quadro 3. Contrastes médios, incrementos relativos, quadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente de
variacgao (CV) para as caracteristicas de crescimento da parte aérea, sistema radicular e acimulo de
nutrientes no abacaxizeiro‘Vitéria’ em resposta a aplicacao de diferentes doses de acidos himicos
isolados de vermicomposto e de torta de filtro

Contrastes médios (incrementos relativos)®

FVY  GL Parte aérea® Sistema radicular® Conteudo de nutrientes®

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

— —cem—— mm —g/planta— ccm2? ——g/planta % mg/planta

(DuvsAH 1 1,81" 1,07 428" 240* 6,31" 0,62° 64,71" 1,66° 0,18 -0,01 38,58 584" 2,43 30,75° 3,88" 3,14
(10,12) (9,23) (23,88) (16,58) (56,67) (59,13) (51,53) (69,57) (56,99) (4,16) (38,57) (51,77) (70,78) (49,68) (58,06) (59,50)

AHvuvs AHtf 1 -0,94 -0,31 -1,44 -091 -1,40 -0,18 -16,74 -0,60 -0,08 -0,01 -18,60 -2,06 -0,62 -12,05 -0,46 -0,70
(4,93) (2,44) (6,73) (5,54) (8,33) (11,73) (9,20) (16,03) (16,69) (4,60) (14,38) (12,83) (11,20) (13,91) (4,41) (8,69)

QMR 35 345 307 976 3,36 3320 0,33 2783 2,31 0,03 0,0028 1130,87 34,79 9,73 904,78 12,67 9,71
CV (%) 9,568 14,01 14,47 11,01 34,85 36,46 29,14 3990 36,98 17,13 25,27 36,21 4840 34,09 35,59 39,13

@ FV: (-): controle; AH: acido hiimico; AHv: 4cido himico de vermicomposto; AHtf: cido htimico de torta de filtro. ® Parte aérea:
NF: ntimero de folhas; ALT: altura; DR: diAmetro da roseta; DC: diAmetro do caule; MFPA: matéria fresca da parte aérea; MSPA:
matéria seca da parte aérea; AF: drea foliar. ¥ Sistema radicular: MFR: matéria fresca da raiz; MSR: matéria seca da raiz; RPA:
razdo entre raiz e parte aérea; AR: area radicular.  Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg: contetdo de nitrogénio, fésforo,
potéssio, célcio, magnésio, respectivamente. ® Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a média do tratamento de maior valor
ey a média do tratamento de menor valor.”, **: significativo a 5 e 1 % pelo teste F.

pequenas e arredondadas (Figura 1c). Cristais do tipo Com relacdo aos teores dos pigmentos
rafide (Figura 1d) estdo presentes no mesofilo, tanto  fotossintéticos, incluindo clorofila a, clorofila b e
no parénquima aquifero quanto no parénquima carotenoides, em média pouco variaram entre os
clorofiliano. O parénquima clorofiliano circunda os  tratamentos (Quadro 4), ndo apresentando contrastes
feixes vasculares colaterais e apresenta corddes de  significativos (Quadro 5). Entretanto, foi detectado
fibras (Fiocura 1e) artmento cionificativo na relacao entre clorofila a e
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Figura 1. Anatomia da lamina foliar do abacaxizeiro ‘Vitoria’ tratado com acidos humicos. a: vista frontal da
epiderme abaxial, mostrando o contorno sinuoso das paredes anticlinais das células epidérmicas (seta)
e estomatos (¥); b, ¢, d, e, f: cortes transversais do ter¢co médio da lamina foliar no eixo central; b:
epiderme adaxial (Ed), hipoderme (H) e parénquima aquifero (Pa); c: epiderme abaxial (Eb), parénquima
clorofiliano (Pc) e presenca de tricomas (T) escamiformes; d: mesofilo diferenciado em parénquima
aquifero (Pa) e parénquima clorofiliano (Pc) contendo os feixes vasculares (Fv); e: detalhe dos cristais
do tipo rafide (R); f: detalhe dos cordédes de fibra (Fi) presentes no mesofilo. Imagens obtidas por

microscopia otica.

clorofila b, com aplica¢ido de AH, com incrementos de
11,54 %, quando comparado ao controle (Quadro 5).

Nao houve diferenga significativa, em média, entre
os AH usados para as variaveis anatomicas e para os
teores de pigmentos fotossintéticos (Quadro 5).

As respostas das caracteristicas de crescimento da
parte aérea do abacaxizeiro mostraram incrementos
curvilineares com taxas quadraticas ou raizes
quadraticas, em func¢io do aumento das doses de 4ci-
doc htimicoe (Ouiadro B) Por meio dac eatiacoecs de

regressao, foi calculado o acimulo maximo de maté-
ria seca da parte aérea do abacaxizeiro, para os trata-
mentos com AHv e AHtf, que foram de 1,85 e de
1,61 g planta‘l, respectivamente. Além disso, com base
nas equagoes de regressio, observou-se que o AHv
proporcionou acimulo de matéria seca com dose infe-
rior (15,68 mmol L' de C) a do AHtf (21,19 mmol L1
de C), conferindo maior bioatividade ao AHv (Quadro 6).
As taxas de incremento (coeficiente angular das equa-
¢oes de regressio) para o AHv foram, de forma geral,
sumeriores aatielas anrecentadas nelo AHH (Quadro 6)
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De forma analoga ao observado para parte aérea, nutrientes e dos pigmentos fotossintéticos, a aplicacio
as curvas de resposta das caracteristicas de de doses crescentes de AH apresentaram taxas
crescimento do sistema radicular, de acimulo de quadraticas ou raizes quadraticas (Quadro 6).

Quadro 4. Caracteristicas anatémicas da lamina foliar e teor de pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro
‘Vitoria’ em resposta a aplicacao de diferentes doses de acidos humicos isolados de vermicomposto e de
torta de filtro

Caracteristica anatémica® Pigmentos fotossintéticos®
N. estom. P. aquifero P. clorofil. Cla Clb Clt Car Cla/Clb Clt/Car SPAD

Tratamento®

um pg mL™*

) 12,17 625,67 717,00 3,47 1,17 465 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 1,34 576 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
AHt£(20) 12,00 692,83 720,17 3,46 1,05 4,51 1,11 3,35 4,06 38,22
AHtf(40) 12,50 682,00 733,50 3,60 1,08 4,68 1,19 3,39 3,93 42,17

@ Tratamentos: (-), controle; AHv, 4cido htimico de vermicomposto; AHtf, 4cido himico de torta de filtro; (10), (20) e (40) séo as
concentracdes de 10, 20 e 40 mmol L' de C, respectivamente. ® Caracteristicas anatémicas: N. estom.: niimero de estématos; P.
aquifero: comprimento do parénquima aquifero; P. clorofil.: comprimento do parénquima clorofiliano. ® Pigmentos fotossintéticos:
Cla: clorofila a; Clb: clorofila b; Clt: clorofila total; Car: carotenoides; Cla/Clb: razio entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car: razao
entre clorofila total e carotenoide; SPAD: teor de clorofila pelo indice SPAD (medi¢do da intensidade da cor vede).

Quadro 5. Contrastes médios, incrementos relativos, quadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente de
variacao (CV) para as caracteristicas anatomicas da lamina foliar e o teor de pigmentos fotossintéticos
do abacaxizeiro‘Vitéria’ em resposta a aplicacao de diferentes doses de acidos humicos isolados de
vermicomposto e de torta de filtro

Contrastes médios (incrementos relativos)®

1 . . ~ . . . s
FVv® GL Caracteristicas anatémicas® Pigmentos fotossintéticos ®

N. estom. P. aquifero P.clorof. Cla Clb Clt Car Cla/Clb Clt/Car SPAD

pm pgmL'—
() vs AH 1 0,31 42,19 17,00 0,32 -0,02 0,30 0,04 0,35 0,11 2,31
(2,51) (6.74) 237 (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) (157)  (6,54) (12,06) (7.80) (4.90)  (5,42) (2,50) (2,63)
QMR 35 1,55 10342,11 4670,65 0,821 0,111 1,50 0,049 0,106 0,233 32,47
CV (%) 10,03 15,37 9,34 24,17 28,80 24,99 18,70 9,87 11,70 14,60

M FV: (), controle; AH, 4cido htiimico; AHv, dcido hiimico de vermicomposto; AHtf, 4cido htiimico de torta de filtro. @ Caracteris-
ticas anatomicas: N. estom.: nimero de estomatos; P. aquifero: parénquima aquifero; P. clorofil.: parénquima clorofiliano.
® Pigmentos fotossintéticos: Cla: clorofila a; Clb: clorofila b; Clt: clorofila total; Car: carotenoides; Cla/Clb: razio entre clorofila
e clorofila b; Clt/Car: razio entre clorofila total e carotenoides; SPAD: teor de clorofila pelo indice SPAD (medic¢io da intensidade
da cor verde).  Incrementos relativos: 100(x-y)/y, sendo x a média do tratamento de maior valor e y a média do tratamento de
menor valor. : significativo a 1 % pelo teste F.

Quadro 6. Equacoes de regressido para as caracteristicas de crescimento, acaimulo de nutrientes e de
pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a aplicacao de diferentes doses de acidos
humicos isolados de vermicomposto e de torta de filtro

Variavel Desdobramento® Equacio de regressio R
Crescimento da parte aérea
NF AHv ¥ =y =19,54
AHtf y =17,8470 + 0,1393 x — 0,0028 x2 0,998

CAantirnita
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Quadro 6. Continuagao

Variavel® Desdobramento® Equacao de regressiao R

Crescimento da parte aérea

ALT AHv y =y =12,21
AHtf $ =11,5311 - 0,0951 x — 0,0018 X 0,961

DR AHv § =18,1408 + 3,1221 x05 — 0,4211 x 0,778
AHtf $ =17,9135 + 1,5688 x05 — 0,1603 x 0,999

DC AHv § =14,1493 + 1,7303 x05 — 0,4211 x 0,971
AHtf § =14,4624 + 0,9126 x%5 — 0,0993 x 0,995

MFPA AHv y =11,4073 + 3,8215 x05 — 0,4778 x 0,795
AHtf ¥ =11,0794 + 2,6534 x%5 — 0,2859 x 0,995

MSPA AHv ¥ =1,0649 + 0,3952 x% —0,0499 x 0,837
AHtf $ =1,0355 + 0,2495 x05 — 0,0271 x 0,989

AF AHv y =127,8480 + 36,4116 x5 — 4,2588 x 0,860
AHtf ¥ =125,0960 + 26,2723 x05 — 2,7970 x 0,989

Crescimento da raiz

MFR AHv ¥ =2,3877+0,9391 x% —0,1031 x 0,999
AHtf § =2,4106 + 0,9101 x05 — 0,1244 x 0,967

MSR AHv ¥ =0,3255+0,1374 x% —0,0181 x 0,961
AHtf ¥ =0,3265 + 0,0171 x — 0,0004 x> 0,986

R/PA AHv y =y =0,32
AHtf $ =0,3187 - 0,0003 x — 0,00002 x> 0,948

AR AHv ¥ =101,026 + 31,9591 x%5—4,3777 x 0,949
AHtf § =99,6385 + 22,4674 x05 — 0,0320 x 0,982

Actimulo de nutrientes

N AHv ¥ =11,6765 + 3,5332 x5 — 0,4325x 0,635
AHtf § =11,2464 + 1,9464 x5 — 0,1800 x 0,991

P AHv ¥ =3,57784 + 1,55220 x5 — 0,00199 x 0,709
AHtf ¥ =3,26565 + 0,23491 x %5 —0,00447 x 0,927

K AHv § =63,3534 + 21,3370 x %5 — 0,0276 x 0,804
AHtf ¥ =62,4274 + 2,6786 x05 — 00,0549 x 0,993

Ca AHv § =6,8244 +2,2117 x05 — 0,2735 x 0,827
AHtf ¥ =6,6674+ 1,7632 x05 —0,1947 x 0,999

Mg AHv ¥ =5,5128 + 2,8573 x05 —0,4338 x 0,710
AHtf ¥ =5,2522 + 1,4223 x05 —0,1628 x 0,990

Pigmentos fotossintéticos

Cla AHv ¥ =3,5038 + 0,0013 x — 0,0005 x> 0,980
AHtf y =y =3,63

Clb AHv ¥ =1,1859 - 0,0063 x + 0,0003 x2 0,909
AHtf ¥ =1,1826 - 0,0086 x — 0,0001 x2 0,860

Clt AHv $ =4,6897 — 0,0049 x + 0,0008 x2 0,970
AHtf ¥ =y =474

Car AHv ¥ =1,1645 - 0,0031 x — 0,0002 x> 0,806
AHtf y =y =116

Cla/Clb AHv ¥ =2,9886 + 0,0225 x — 0,0004 x2 0,982
AHtf $ =3,0143 +0,2294 x05 — 0,0278 x 0,821

Clt/Car AHv ¥ =4,0272 - 0,0318 x% —0,0136 x 0,944
AHtf § =4,0432 +0,1291 x05 — 0,0237 x 0,809

SPAD AHv y =y =38,38
AHtf § = 37,4488 + 0,0454 x — 0,0017 x? 0,854

@ Variavel NF: ntmero de folhas; ALT: altura (cm); DR: didmetro da roseta (cm); DC: didmetro do caule (mm); MFPA: matéria
fresca da parte aérea (g/planta); MSPA: matéria seca da parte aérea (g/planta); AF: area foliar (cm?); MFR: matéria fresca da raiz
(g); MSR: matéria seca da raiz (g/planta); RPA: razéo entre raiz e parte aérea; AR: area radicular (%); N, P, K, Ca, Mg: conteudo
de nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, magnésio, respectivamente (g/planta); Cla: clorofila a (ug mL); Clb: clorofila b (ug mL);
Clt: clorofila total (ug mL1); Car: carotenoides (ug mL); Cla/Clb: razdo entre clorofila a e clorofila b; Clt/Car: razio entre clorofila
total e carotenoides; SPAD: teor de clorofila pelo indice SPAD (medicdo da intensidade da cor verde). ® Desdobramento: AHv:
Acido htimico de vermicomnosto: AHHf acido htimico de torta de filtro
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DISCUSSAO

O abacaxizeiro ‘Vitéria’, lancado pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical e pelo Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural, em 2006, apresenta como caracteristicas
principais, resisténcia a fusariose, folhas sem espinhos,
frutos cilindricos com casca amarelada, polpa branca
com elevado teor de agicar e bom perfilhamento
(INCAPER, 2006). Com relagdo a anatomia foliar,
foram observadas (Figura 1) caracteristicas
semelhantes as descritas para outros cultivares de
Ananas comosus, como tricomas escamiformes,
epiderme uniestratificada revestida por cuticula,
contorno sinuoso das paredes anticlinais das células
epidérmicas, corpos silicosos, rafides, hipoderme,
mesofilo constituido de parénquima aquifero e
clorofiliano, corddes de fibras, e estomatos na face
epidérmica abaxial dispostos no sentido longitudinal
de forma paralela (Py, 1969; d’Eeckenbrugge & Leal,
2003; Barboza et al., 2006; Proenca & Sajo, 2007).
Essas caracteristicas anatomicas, invariavelmente,
levam a retencdo de dgua na planta, que pode ser
explicada pela hipoderme, pelo parénquima aquifero,
pelos tricomas escamiformes e folhas hipoestomaticas
(Larcher, 2000; Appezzato-da-Gléria & Carmello-
Guerreiro, 2003; d’Eeckenbrugge & Leal, 2003).
Outras levam a dissipac¢ao de energia luminosa, como
tricomas escamiformes, que refletem a luz (Py, 1969;
Larcher, 2000; d’Eeckenbrugge & Leal, 2003).

A presenca constante de cristais de oxalato de célcio,
do tipo rafide, nas células do mesofilo e corpos silicosos
nas células epidérmicas do abacaxizeiro ‘Vitoria’
também podem ser consideradas caracteristicas
anatomicas, que auxiliam na reflexdo da luz
(Franceschi & Horner, 1980; Proenca & Sajo, 2007).
Tais caracteristicas sdo favoraveis a melhor tolerancia
as condi¢ées ambientais e ndo foram afetadas pela
aplicacdo de AH durante a aclimatagao.

O periodo de aclimatacdo do abacaxizeiro é
considerado critico por causa da lentiddo do
crescimento do sistema radicular e da parte aérea
(Moreira, 2001; Barboza et al., 2006). A aplicacao de
AH, durante a aclimatacéo, resultou em incrementos
significativos no crescimento e desenvolvimento das
plantas em relacdo ao controle. Também foram
observados aumentos nos conteudos nutricionais de
N, P, K, Ca e Mg (Quadros 2 e 3).

O uso do AHv na promocao do crescimento vegetal
estd bem documentado (Cacco & Dell’Agnola, 1984;
Dell’Agnola & Nardi, 1987; Nardi et al., 1996; Muscolo
& Nardi, 1997; Masciandaro et al., 1999; Muscolo et
al., 1999; Facanha et al., 2002; Canellas et al, 2002;
Quaggiotti et al., 2004; Canellas et al., 2006; Rodda
et al., 2006; Zandonadi et al., 2007,). Neste trabalho,
néao foram observadas diferencgas no crescimento e
acumulo de nutrientes, entre as diferentes fontes de
AH. H4 pouca informacéo sobre a acdo de AHtf, mas
é possivel que AHtf represente uma alternativa as

limitagées de disponibilidade de esterco para a
vermicompostagem, nas areas de producao de cana-
de-ac¢tucar (Marques Junior et al., 2008).

Grande parte dos efeitos bioestimulantes dos dcidos
htGimicos tem sido creditado a sua atividade similar a
de hormonios vegetais da classe das auxinas, ou seja,
podem promover o crescimento vegetal em
concentracdes relativamente pequenas. Alguns
mecanismos de a¢do tém sido propostos para explicar
a inducéao do crescimento radicular pelos AH, como a
formacdo de complexos soliveis, com cations na
rizosfera (Chen & Avaid, 1990) e um suposto aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica pela acio
surfactante dos AH (Visser, 1983). Se, por um lado, a
alteracdo da propriedade de permeabilidade seletiva
da plasmalema em tese pode aumentar a entrada de
ions, por outro pode favorecer também a saida, uma
vez que a a¢io surfactante nio preserva a seletividade
das membranas (Nardi et al., 2002).

Canellas et al. (2008) verificaram que plantulas
de milho, tratadas com AHv, modificam o seu perfil
de exsudacido radicular de acidos orgéanicos,
aumentando, significativamente, a extrusdo de acido
citrico e oxalico. Em contato com o ambiente
acidificado da rizosfera, as particulas supra-
estruturais dos acidos humicos podem se fragmentar
e gerar subunidades potencialmente capazes de alterar
o metabolismo celular, por meio da ativacio de H*-
ATPases da membrana plasmatica de células de raiz
(Piccolo, 2001; Facanha et al., 2002; Canellas et al.,
2006). A atividade desses mecanismos leva a
acidificagdo do apoplasto e a ativacio de exoenzimas
degradadoras de parede celular, tornando-a mais
susceptivel a acio da presséo de turgescéncia vacuolar.
Com isso, ocorre a expansdo celular e, por
consequéncia, a do tecido radicular (Hager et al., 1991;
Frias et al., 1996). Tal mecanismo pode explicar os
resultados obtidos, isto é, promog¢do do
desenvolvimento radicular e acimulo de nutrientes
das plantas de abacazixeiro submetidas a aplicac¢do
de AH (Quadro 2 e 3). E possivel que a ativacéo das
H*-ATPases pelos AH promova a despolarizacio da
membrana plasmética e, com isso, a ativacido de
transportadores secund4rios responsaveis pelo
incremento da absor¢do de macro e micronutrientes
(Sondergaard et al., 2004).

Somados aos aspectos de crescimento e
nutricionais, possiveis efeitos fisiologicos, manifestados
pela quantificagdo de pigmentos fotossintéticos na
presenca de AH, aplicado na parte aérea foram
avaliados. Os tratamentos com 4cidos humicos
proporcionaram maiores teores de pigmentos
fotossintéticos e um acréscimo significativo na razao
entre clorofila a e clorofila b, quando comparados ao
controle (Quadros 4 e 5). Esse fato indica que a
aplicagdo de AH no abacaxizeiro ‘Vitéria’, durante o
processo de aclimatacéo, favorece o estabelecimento
das plantas ex vitro e, possivelmente, o posterior
estabelecimento no campo. Incrementos nos teores
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de clorofila decorrentes da aplicacéo foliar de AH (5 e
20 mg L'1) em videiras ‘Itdlia’ foram observados
previamente por Ferrara & Brunetti (2008), que, no
entanto, verificaram diminui¢do da razio entre
clorofila a e clorofila b. Por outro lado, Liu et al. (1998)
verificaram que a aplicacéo de acidos htimicos (0, 100,
200, 400 mg L'Y) na graminea Agrostis stolonifera nao
alterou o teor de clorofila, apesar de ter afetado o
processo fotossintético. As diferengas encontradas na
literatura (Liu et al., 1998; Ferrara & Brunetti, 2008)
indicam a presencga de interagdes entre os fatores: fonte
e dose de AH, gendétipo e ambiente de cultivo.

Neste trabalho, as curvas de respostas a aplicac¢io
de doses crescentes de 4cidos hiimicos apresentaram
variacdo quadratica e raiz quadratica, evidenciando o
efeito “dose dependente” dos AH no desenvolvimento
das plantas. Os resultados indicam a possibilidade
do uso de AH na aceleracio do crescimento vegetal,
durante a fase de aclimatacgao das plantas propagadas
in vitro de abacaxizeiro, o que pode representar uma
alternativa importante para a agricultura organica
ou para a reducio de custos de producao, com base na
maior eficiéncia de absorc¢do dos nutrientes e
crescimento.

CONCLUSOES

1. Acidos htimicos isolados de vermicomposto e de
torta de filtro promoveram o crescimento vegetal de
plantas originadas de cultura in vitro de abacaxizeiro
‘Vitéria’, na fase de aclimatacgdo, uma vez que foram
observados incrementos no crescimento da parte
aérea, do sistema radicular e nos contetidos de N, P,
K, Ca e Mg, além de resultar em aumento da relagéo
clorofila a/clorofila b.

2. Os acidos humicos isolados de vermicomposto
se mostraram mais bioativos que os de torta de filtro,
j& que promovem o crescimento vegetal de plantas de
abacaxizeiro com menor dose aplicada (15 mmol L1

de C).

3. A promocdo do crescimento das mudas de
abacaxizeiro propagadas in vitro pela aplica¢io de
acidos humicos pode melhorar a adaptacédo das
plantulas ao ambiente ex vitro, reduzindo o periodo
de aclimatacao.
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