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SECAO III - BIOLOGIA DO SOLO

SELECAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
NO ABACAXIZEIRO CULTIVAR VITORIA DURANTE A
ACLIMATIZACAO®

Lilian Estrela Borges Baldotto?), Marihus Altoé Baldotto®, Fabio Lopes
Olivares(4), Alexandre Pio Viana®® & Ricardo Bressan-Smith(®

RESUMO

A propagacao in vitro do abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril) resulta na
producao de uma grande quantidade de mudas sadias e homogéneas. Apesar dessas
vantagens, a necessidade de um longo periodo de aclimatizacao onera essa pratica
agricola. A acelerac¢ao do crescimento das plantas pela inoculac¢ao de bactérias
diazotroficas endofiticas e epifiticas pode ser util para diminuir esse periodo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 20 estirpes de bactérias
diazotroficas em sintetizar indol, solubilizar fosfato de Ca e 6xido de Zn e atuar
antagonicamente ao fungo fitopatogénico Fusarium subglutinans f. sp. ananas,
bem como, posteriormente, avaliar o desempenho do abacaxizeiro ‘Vitoria’
propagado por cultura de tecidos em resposta a inoculac¢io bacteriana durante o
periodo de aclimatizagcao em casa de vegetacao. Foram medidas as caracteristicas
de crescimento da parte aérea e do sistema radicular e o conteuido de nutrientes
de folhas do abacaxizeiro. Os resultados mostraram diferenc¢as na capacidade das
bactérias de sintetizar indol, solubilizar fosfato de Ca e 6xido de Zn e atuar
antagonicamente ao Fusarium. Foram também constatadas diferencas na
capacidade das bactérias em promover o crescimento da parte aérea e do sistema
radicular e o acamulo de N, P, K, Ca e Mg em folhas do abacaxizeiro. A inoculacao
das bactérias diazotroficas selecionadas pode promover o crescimento das mudas
durante o periodo de aclimatizacao, melhorando a adaptacao do abacaxizeiro ao
ambiente ex vitro.

Termos de indexacao: Ananas comosus, bactérias diazotroéficas, bactérias
solubilizadoras de fosfato, fusariose, auxina.
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SUMMARY: SELECTION OF GROWTH-PROMOTING BACTERIA FOR
PINEAPPLE ‘VITORIA’ DURING ACCLIMATIZATION

Pineapple (Ananas comosus L. Merrill) in vitro propagation results in the production of
a large quantity of healthy and homogeneous plantlets. Despite these advantages, the long
time required for acclimatization makes this agricultural practice too costly. Growth acceleration
of plantlets by inoculation with endophytic and epiphytic diazotrophic bacteria may be useful
to reduce this period. The objectives of this study were to evaluate the potential of 20 diazotrophic
bacteria strains in synthesizing indole, solubilizing Ca phosphate and Zn oxide and acting
against the fungus Fusarium subglutinans f. sp. ananas, and subsequently, evaluate the
performance of pineapple Vitéria’ propagated by tissue culture in response to the application
of these isolates during the acclimatization period in a greenhouse. Shoot and root growth
characteristics and leaf nutrient content of pineapple were evaluated. Results showed differences
in the ability of the bacteria strains to synthesize indole, solubilize Ca phosphate and Zn oxide
and act against Fusarium. Differences in the growth-promoting capacity of the shoot and root
system of bacteria and leaf accumulation of N, P, K, Ca and Mg in pineapple were also shown.
Inoculation with diazotrophic bacteria can promote the growth of plantlets during the
acclimatization period, improving the adaptation of pineapple to the ex-vitro environment.

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

bacteria, fusariose, auxin.

INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus L. Merril) é uma fruta
tropical apreciada em todo o mundo devido ao sabor e
aroma caracteristicos, somados as suas propriedades
nutricionais e medicinais. A produc¢io mundial de
abacaxi é de aproximadamente 6 Mt, e os principais
paises produtores sdo Tailandia, Filipinas, China e
Brasil (FAO, 2007). No Brasil, além de os
abacaxizeiros serem plantados em solos de baixa
fertilidade natural, a cultura apresenta, ainda, fatores
limitantes, como a fusariose e a escassez de material
propagativo de boa qualidade. Nesse contexto, a
producédo de mudas por propagacdo in vitro é uma
alternativa utilizada para incrementar a qualidade e
produtividade da abacaxicultura, uma vez que
possibilita a obten¢do de uma grande quantidade de
propagulos sadios e homogéneos.

A producéo in vitro de mudas de abacaxizeiro ja é
bem estabelecida (Teixeira et al., 2001). Apds
atingirem um desenvolvimento adequado sob
condigdes in vitro, as plantas sdo aclimatizadas em
condig¢bes ex vitro, para posterior adaptacio as
condigdes de campo. O periodo de aclimatizagio é
necessario, pois abacaxizeiros crescidos in vitro
apresentam caracteristicas anatomicas e fisiolégicas
desfavordveis para enfrentar as condigdes
edafocliméaticas no campo, como, por exemplo,
metabolismo heterotréfico, menor espessamento da
cuticula e das paredes periclinais externas das células
epidérmicas e menor densidade estomatica (Barboza
et al., 2006). A aclimatiza¢io do abacaxizeiro é um
processo lento, sendo necessario um periodo entre seis
e olto meses em casa de veocetacao nara atie as plantas

atinjam o tamanho entre 20 e 30 cm de altura,
adequado para a transferéncia para o campo (Teixeira
etal., 2001).

Diversos estudos tém sido realizados objetivando
diminuir o periodo de aclimatizacéo do abacaxizeiro,
como intuito de acelerar o crescimento da planta, como
aplicacdo de reguladores de crescimento (Catunda et
al., 2008), tipos de substratos usados no enraizamento
(Weber et al., 2003; Catunda et al., 2008), aplicacio
de acidos humicos (Baldotto et al., 2009) e inoculagéo
de bactérias promotoras de crescimento vegetal (Mello
et al., 2002; Weber et al., 2003).

Em relacdo ao uso de inoculantes, ainda séo
escassos os trabalhos com abacaxizeiros, porém é
consenso que bactérias epifiticas, que habitam a
superficie vegetal (Baldotto & Olivares, 2008), e as
bactérias endofiticas, que habitam o interior dos
tecidos vegetais (Halmann et al., 1997), podem
promover o crescimento da planta hospedeira,
conforme ja descrito para diversas culturas, como arroz
(Verma et al, 2001), soja (Cattelan et al., 1999;
Kuklinsky-Sobral et al., 2004) e milho (Chabot et al.,
1998). Os mecanismos de promogao de crescimento
pelas bactérias epifiticas e endofiticas incluem
diferentes agoes, como a fixagao biologica de nitrogénio
(KuKlinsky-Sobral et al., 2004), solubilizacdo de
fosfatos (Chabot et al., 1998; Verma et al., 2001),
biossintese de fito-hormonios (Lucangeli & Bottini,
1997), influéncia na atividade enzimatica da 1-
aminociclopropano 1-carboxilato (ACC) deaminase
(Rothballer at al., 2008), controle biolégico (Byrne et
al., 2005), sintese de sideréforos (Lacava et al., 2008)
e inducio de resisténcia sistémica a patdgenos na
nlanta hosnedeira (Kloenner et al  1999)
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Efeitos positivos da inoculag¢do de bactérias
promotoras de crescimento foram verificados na
abacaxicultura, principalmente quando as bactérias
inoculadas também sdo fixadoras de nitrogénio
atmosférico (Weber et al., 2003). Ja foram isoladas
de abacaxizeiros bactérias diazotroficas pertencentes
aos géneros Burkholderia (Weber et al., 1999),
Acetobacter (Tapia-Hernandez et al., 2000) e Asaia
(Weber et al., 2003). No entanto, dados sobre a real
utilizagdo desses microrganismos como inoculantes
ou na formulacdo de biofertilizantes ainda sdo
escassos. A inoculacdo de bactérias diazotroficas
endofiticas e epifiticas poderia ser uma estratégia
viavel na aclimatiza¢do de abacaxizeiros propagados
in vitro, pois poderia promover o seu crescimento e
diminuir o longo tempo necessario para a transferéncia
para as condi¢oes de campo. Para desenvolver esses
inoculantes, sdo necessarios estudos prévios de sele¢éo
bacteriana e testes de eficiéncia. Esses estudos podem
ser auxiliados pela quantificagdo da distancia entre
os tratamentos por métodos multivariados, que sdo
frequentemente usados em estudos de divergéncia
genética nos programas de melhoramento de plantas
(Cruz et al., 2004; Viana et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial das
bactérias diazotroficas endofiticas e epifiticas isoladas

de abacaxizeiro em sintetizar indol, solubilizar fosfato
de Ca e 6xidos de Zn e atuar antagonicamente ao fungo
Fusarium subglutinans f. sp. ananas in vitro, bem
como avaliar o efeito dos isolados bacterianos no
crescimento da planta e acimulo de nutrientes nas
folhas do abacaxizeiro cultivar Vitéria durante a
aclimatizacgdo em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Tratamentos

Os 21 tratamentos foram constituidos por 20
isolados bacterianos e um controle, sem inoculacgio
(Quadro 1). As estirpes usadas foram provenientes
da cole¢do de bactérias do Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, isoladas de plantas de
Ananas comosus (L..) Merril cultivar Smooth Cayenne
oriundas da area do Sistema Integrado de Producéo
Agroecologica, Embrapa Agrobiologia, municipio de
Seropédica, RJ. Todas as bactérias sao fixadoras de
nitrogénio atmosférico, conforme verificado por Santos
(2008), usando o método de reducao de acetileno a
etileno em cultura pura para avaliar a atividade da

Quadro 1. Tratamentos controle e de bactérias diazotroéficas isoladas de Ananas comosus (L.) Merril cultivar
Smooth Cayenne usados para estudos de promocéao do crescimento de plantulas do abacaxizeiro Vitoria’

Numero do tratamento

Cédigo colecio UENF

Origem do isolado Meio de cultura

1 Controle
2 UENF 111111
3 UENF 111221a
4 UENF 111221b
5 UENF 111222
6 UENF 112531
7 UENF 114111
8 UENF 114112
9 UENF 114121
10 UENF 114131
11 UENF 114132
12 UENF 114511
13 UENF 117111
14 UENF 117221
15 UENF 117222a
16 UENF 117222b
17 UENF 118501a
18 UENF 118501b
19 UENF 118502
20 UENF 118503a
21 UENF 118503b

rizosfera JMV
rizosfera JNFb
rizosfera JNFDb
rizosfera JNFb
raiz / epifitico NFb
raiz / endofitico JMV
raiz / endofitico JMV
raiz / endofitico JMV
raiz / endofitico JMV
raiz / endofitico JMV
raiz / endofitico NFb
folha / endofitico JMV
folha / endofitico JNFb
folha / endofitico JNFDb
folha / endofitico JNFb
caule / epifitico NFb
caule / epifitico NFb
caule / epifitico NFb
caule / epifitico NFb
caule/ epifitico NFb

@ Cédigo do isolado na cole¢io UENF: designagio UENF, seguido de seis digitos, que informam: a cultura (1: abacaxi); o cultivar
(1: Smooth Cayenne); origem do isolado (1: rizosfera, 2: raiz/epifitico, 4: raiz/endofitico, 7: folha/endofitico, 8: caule); e o meio de
onilfiiva (1- . ITMV 2- INFh 5 NFh): a diliiieao o ntimero de ordem dao ienlado na eolecan
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enzima nitrogenase. Os isolados foram preservados
em microtubos de pléstico esterilizados contendo d4gua
destilada e autoclavada, em temperatura ambiente.
As culturas para uso de rotina foram mantidas nos
meios solidos semiespecificos (Quadro 1), em placas
de Petri, a 5 °C.

Identificacao de bactérias produtoras de
indol

As bactérias foram crescidas previamente em meio
liquido DYGS (Dobereiner et al., 1995) por 24 h, a
30 °C e 100 rpm. Aliquotas de 25 uL foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL dos
meios DYGS e dos meios semiespecificos (Quadro 1)
com e sem adicdo de triptofano (100 mg L'1) e incuba-
das no escuro por 72 h, a 30 °C e 150 rpm. Para ava-
lia¢do da sintese de indol (Sarwar & Kremer, 1995),
150 pL da cultura bacteriana foram transferidos para
microplacas de poliestireno, sendo adicionados 100 uL
do reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de ferro
hexa-hidratado (FeCl;.6H;0) — 0,5 mol L1, em 50 mL
de acido perclérico (HC1O,) — 35 % em agua), seguido
de incubagio no escuro por 30 min. Apds esse perio-
do, foram realizadas leituras em espectrofotémetro a
492 nm. A concentracio de indol foi dosada com cur-
va de calibracéo, relacionando absorbancia e concen-
tracdo de acido indol acético (AIA) nos diferentes mei-
os de cultivo. Foram realizadas trés repetigdes para
cada estirpe bacteriana que foi cultivada independen-
temente. Como controle, usou-se a bactéria
Herbaspirillum seropedicae HRC54 (Radwan et al.,
2005).

Identificacao de bactérias solubilizadoras de
o6xido de Zn

Asbactérias foram crescidas em meio liquido DYGS
por 24 h, a 30 °C e 100 rpm. Aliquotas de 2 pL das
suspensoes bacterianas foram colocadas em placas de
Petri com meio de cultura sélido (Saravanan et al.,
2003) contendo 10 g L' de glicose, 1 g L1 de sulfato
de amoénio (NH,)5S0,), 0,2 g L1 de cloreto de potassio
(KC1), 0,1 g L'! de fosfato de dipotassio (KoHPO,),
0,2 g L'l de sulfato de magnésio hepta-hidratado
(MgS0,.7H50), 1,0 g L1 de 6xido de Zn (ZnO), 15 g L1
de 4gar, 1 L de agua destilada a pH 7,0 e incubadas a
28 °C por sete dias. A avaliacdo da solubilizagio de
Zn foi realizada por meio da medig¢éo do diametro do
halo translicido que se forma em torno das colénias
solubilizadoras de Zn. O didmetro do halo foi medido
com auxilio de um paquimetro digital e calculado por
meio da férmula: didmetro do halo (mm) = diAmetro
total — diametro da colénia. Foram realizadas trés
repeti¢bes para cada estirpe bacteriana. Como controle
positivo, usou-se a bactéria Pseudomonas sp. (UENF
4158213).

Identificacao de bactérias solubilizadoras de
fosfato de calcio

Asbactérias foram crescidas em meio liquido DYGS
nor 24 h a30°%C e 100 rom. Aliauotas de 2 ul, dae

solugdes bacterianas foram colocadas em placas de
Petri com meio de cultura s6lido (Verma et al.,
2001) contendo 10 g L1 de glicose, 5 g L1 de cloreto
de aménio (NH,CI), 1 g L'l de cloreto de sédio
(NaCl), 1 g L'l de sulfato de magnésio hepta-
hidratado Mg SO,.7H50), 1,0 g L' de fosfato de Ca
(Cas(PO,);0H), 15 g it de 4gar, 1 L de 4gua destilada
apH 7,0 eincubadas a 28 °C por sete dias. A avaliagao
da solubilizacao de fosfato foi realizada por meio da
medi¢do do didmetro do halo transltcido que se forma
em torno das colénias bacterianas solubilizadoras. O
diametro do halo foi medido com auxilio de um
paquimetro digital e calculado por meio da férmula:
diametro do halo (mm) = diametro total — diametro
da colonia. Foram realizadas trés repeti¢oes para cada
estirpe bacteriana. Como controle positivo, usou-se a
bactéria Pseudomonas sp. (P07) (Cattelan et al., 1999).

Identificacao de bactérias antagonicas in vitro
ao Fusarium subglutinans f. sp. ananas

O fungo Fusarium subglutinans f. sp. ananas
(UENF CF32), proveniente da colegio de fungos da
Clinica Fitossanitaria do Laboratoério de Entomologia
e Fitopatologia da UENF, foi isolado de frutos
contaminados de abacaxizeiro, identificado por meio
de microscopia éptica e armazenado em meio BDA
(batata-dextrose-agar) a 7 °C (Dhingra & Sinclair,
1995). Para o ensaio in vitro de antagonismo,
bactérias crescidas previamente em meio liquido
DYGS por 24 h, a 30 °C e 100 rpm foram transferidas
para placas de Petri contendo os meios BDA e King B
(King et al., 1954), de modo a formar uma
circunferéncia de 5 cm de didmetro de bactérias.
Posteriormente, discos com crescimento fingico de 3
mm de didmetro foram colocados no centro da
circunferéncia formada pelo crescimento bacteriano.
As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias. A
avaliac¢do do antagonismo foi feita por meio da medigao
do diametro da colénia do fungo, com auxilio de um
paquimetro digital. Foram realizadas trés repetigoes
para cada estirpe bacteriana. Placas contendo apenas
o fungo foram usadas como controle.

Material vegetal

Plantulas de abacaxizeiro (Ananas comosus L.
Merril) cultivar Vitéria INCAPER, 2006) propaga-
das in vitro, em potes de vidro tipo baby food, foram
fornecidas pelo Laboratorio de Biotecnologia Biomudas
e mantidas em meio MS descrito por Murashige &
Skoog (1962), sem adicdo de reguladores de crescimen-
to e vitaminas. As plantulas in vitro foram mantidas
em sala de crescimento, com fluxo de fétons
fotossintéticos de 25 pmol m2 s'!, temperatura de
25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h. Depois de trés meses,
as plantulas foram transferidas para novo meio, em
tubos de ensaio. Para realizacdo das etapas experi-
mentais posteriores, foram selecionadas mudas com
aproximadamente 1,5 g de matéria fresca, para rece-
berem os diferentes tratamentos e serem aclimatizadas
em casa de veoetacao nor um periodo de 150 dias.
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Crescimento bacteriano e inoculacéao

As bactérias foram cultivadas em meio liquido
DYGS por 24 h, 30 °C e 120 rpm, e a inoculacao foi
realizada pela imersio das plantulas de abacaxizeiro
em 10 mL do meio bacteriano por 30 min, com
posterior infestacdo do substrato com 10 mL do meio
bacteriano (Mello et al., 2002). O controle foi imerso
em meio liquido DYGS autoclavado. Posteriormente,
as plantulas foram transferidas para vasos de 0,5 dm3
contendo substrato Plantmax Hortalicas®, para serem
aclimatizadas. Apdés o plantio, a cada 15 dias, todas
as plantas receberam 5 mL de solucdo nutritiva
(Hoagland & Arnon, 1950).

Analises de crescimento

Aos 150 dias de aclimatizagdo, as plantas foram
coletadas para a mensuracio das seguintes variaveis:
numero de folhas (NF); altura das plantas (ALT),
medida pela distancia compreendida entre o colo da
planta e o 4pice foliar, usando-se fita métrica; didmetro
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
daraiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), obtidas pela
secagem em estufa sob ventilacio forcada de ar a 60 °C
por sete dias e posterior pesagem; area foliar (AF),
obtida no medidor de area foliar de bancada modelo
LI-3100, LI-COR, USA; 4rea radicular (AR), medida
apos a digitalizacdo das raizes e posterior andlise das
imagens no programa Delta—T SCAN Image Analyzer;
e relacdo raiz: parte aérea (RPA), obtida pela razio
entre a matéria seca da raiz e a matéria seca da parte
aérea.

Analises foliares

Apbés 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 p6 obtido foi
submetido a digestdo sulfirica combinada com
perdxido 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 obtido por
espectrofotometria de absor¢io molecular (colorimetria,
no comprimento de onda de 725 nm), apds reagdo com
molibdato de amoénio e 4cido ascérbico. A determina-
¢do de K foi feita por fotometria de chama, e os teores
de Ca e de Mg foram obtidos por espectrofotometria de
absor¢io atomica. Todas as anélises foram realizadas
conforme os métodos usuais para a cultura do
abacaxizeiro (Ramos et al., 2006). Os contetdos de
N, P, K, Ca e Mg foram calculados considerando a
massa da matéria seca da parte aérea e o teor do nu-
triente correspondente.

Contagem bacteriana

A contagem das bactérias presentes no tecido
radiciilar e na folha D fo1 realizada nor meio da téenica
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do Numero Mais Provavel (Débereiner et al., 1995).
Amostras de 1 g das raizes e 1 g da folha D foram
maceradas separadamente em 9 mL de solugdo salina
(NaCl, 8,5 g L'); a partir destas dilui¢ées (10'1), foram
realizadas diluicGes seriadas, tomando-se 1 mL da
dilui¢do original em 9 mL de solugdo salina até a
diluicdo 108, Aliquotas de 100 uL das dilui¢oes foram
transferidas para frascos de vidro contendo 5 mL dos
meios semiespecificos (Quadro 1). Os frascos foram
incubados a 30 °C, por sete dias. Decorrido esse
periodo, avaliou-se o crescimento bacteriano, pela
presenca de uma pelicula branca na superficie do meio.
O ntimero de bactérias foi obtido pela consulta 4 Tabela
de McCrady para trés repeticoes por dilui¢io.

Analises estatisticas

O experimento foi realizado no delineamento em
blocos ao acaso, com 21 tratamentos (20 isolados
bacterianos, um controle), trés blocos, totalizando 189
unidades experimentais. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e a analise multivariada por
meio do programa GENES (Cruz, 2006), realizando-
se a comparacao entre os tratamentos via trés métodos
de agrupamento: o da ligacdo média entre grupos
(UPGMA), o de Tocher e o das Variaveis Canonicas,
com base na distancia generalizada de Mahalanobis.
Posteriormente, as médias dos grupos obtidos pelo
método de Tocher foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5 %. A contribuigdo relativa de cada
caracteristica para discriminacio da variabilidade
entre os tratamentos foi avaliada pelo método de Singh
(1981).

RESULTADOS

As bactérias diferiram na capacidade de sintetizar
indol, solubilizar 6xido de Zn e fosfato de Ca e atuar
antagonicamente ao fungo Fusarium subglutinans f.
sp. ananas (Quadro 2). Os maiores valores para a
sintese de indol foram obtidos com o acréscimo de
triptofano nos meios de cultivo DYGS e semiespecificos.
Quanto a solubilizagio de 6xido de Zn, seis isolados
formaram halo de solubilizacio, sendo a estirpe UENF
118501b a que apresentou os maiores valores. Dos 20
isolados bacterianos, 11 apresentaram a capacidade
de solubilizar fosfato de Ca, sendo o maior halo formado
pela estirpe UENF 114111. Para a atividade
antagonica ao Fusarium, houve diferencas com relacio
ndo apenas aos isolados avaliados, mas também quanto
aos meios de cultivo usados, sendo a estirpe UENF
114131 a que mostrou os maiores valores de inibigao
no meio BDA, com reduc¢io de 78 % no diametro da
colonia fingica em relag¢do ao controle. No meio B de
King, houve também inibicdo (51,29 %) por esse
mesmo isolado. Por outro lado, na presenca da estirpe
UENF 114121, houve incrementos no diametro do
fungo de aproximadamente 23 % em relagdo ao
controle no meio RDA
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Quadro 2. Caracterizacao dos isolados bacterianos quanto a sintese de indol, solubilizacao de Zn, solubilizacao
de fosfato e antagonismo ao Fusarium subglutinans f. sp. ananas, in vitro (média de trés repeti¢oes +

erro-padrao da média)

Sintese de indol

Antagonismo ao Fusarium

DYGS Meios semiespecificos® Solubilizagao (diametro da colénia)
Tratamentos . .
Sem Com Sem Com Zinco Fosfato BDA B de King
Triptofano Triptofano Triptofano Triptofano (diametro do halo)
pmol L™ mm

1 Controle® 32,90 + 3,60 153,76 £1,99 17,36 +2,81 24,63+ 1,82 10,06+1,02 6,90+0,32 62,53+ 0,67 67,78 + 2,38
2 UENF 111111 3,66 1,03 20,65+4,36 3,50+1,72 4291+ 6,82 - 6,31+ 0,39 42,69 + 3,47 47,56 1,71
3 UENF 111221a 10,22+0,70 36,61+ 1,69 19,54+ 0,84 54,98+ 4,91 - 5,41+ 0,51 15,93 + 3,04 39,61 + 0,99
4 UENF 111221b 13,12+2,19 30,86+ 3,03 18,90+0,48 58,53+ 11,42 - - 39,88 + 3,82 35,32 + 0,42
5 UENF 111222 22,04+ 1,08 28,60+ 1,03 16,21+1,04 66,76+ 5,57 - - 33,99 + 2,82 48,26 + 4,25
6 UENF 112531 3,21+ 1,98 15,01+ 1,45 4,26 +4,57 138,59+ 10,24 - - 48,561 + 1,86 32,33 £ 1,17
7 UENF 114111 9,89+ 1,63 12,26+ 1,52 547+41,24 26,24+ 2,23 7,63+0,81 63,17+ 5,47 50,03 + 2,73
8 UENF 114112 3,76 £ 1,13 10,65+ 0,32 9,26+1,18 51,64+ 7,24 7,28 £ 1,40 75,85 + 1,60 52,07 + 3,39
9 UENF 114121 14,19+261 11,51+0,43 7,29+0,80 13,67+ 4,07 6,94+ 1,46 81,68+ 1,60 63,90 + 2,07
10 UENF 114131 5,38+0,62 11,561+0,28 7,89+ 1,58 3,36+ 4,55 5,87+ 0,31 13,52+ 0,90 33,01 £2,72
11 UENF 114132  3,12+1,36 13,26+0,16 7,44+ 0,66 0,00+ 0,66 - 6,48+ 1,50 29,90 + 2,70 56,82 + 2,41
12 UENF 114511 34,46+2,77 50,22+1,90 1,36+ 1,45 272,87 +17,41 10,08+0,80 2,68+0,11 35,62 + 2,80 28,66 + 0,31
13 UENF 117111 6,24 +1,65 12,26+ 2,89 6,83+ 1,79 0,03+ 0,55 - 5,17+ 0,45 27,35+ 0,64 54,28 + 1,76
14 UENF 117221 7,20+1,75 20,75+1,61 17,79+1,83 25,16+ 1,52 10,19+1,21 - 61,58 £ 3,12 51,91 + 3,78
15 UENF 117222a 8,60+0,65 22,58+ 1,48 14,14+ 1,45 21,12+ 3,10 10,68+ 1,92 - 68,17 + 2,87 66,58 + 1,76
16 UENF 117222b 13,55+4,03 36,88+5,25 8,59+0,88 20,25 + 1,40 10,44+ 1,43 - 63,25+ 5,76 67,69 £ 2,77
17 UENF 118501a 2,568+0,37 16,45+1,34 7,74+2,39 202,87+ 17,54 - - 60,54 + 5,18 38,27 + 1,90
18 UENF 118501b 3,66+0,39 22,26+0,37 0,49+0,72 51,29+ 18,65 11,22+ 0,32 - 58,17 + 0,68 46,56 + 6,07
19 UENF 118502 3,44+0,57 19,78 +5,74 0,00+0,52 12,87+ 1,41 - - 48,74 + 2,04 31,91+ 1,03
20 UENF 118503a 3,98+0,84 20,54+ 1,63 0,00+1,09 125,41 +41,16 - 64,42 + 2,38 46,48 + 1,84
21 UENF 118503b 9,25+3,12 19,25+2,97 0,00+1,24 39,19+ 1,82 541+0,561 79,84+ 1,00 68,91 + 2,77

™ Meios semiespecificos: identificados no quadro 1. ® Controle: para sintese de indol, Herbaspirillum seropedicae HRC54; para
solubilizacdo de Zn, Pseudomonas sp. (UENF 4158213); para solubilizacdo de fosfato, Pseudomonas sp. (P07); para atividade
antagonica ao Fusarium, placas com crescimento apenas do fungo.

Os isolados bacterianos também diferiram na ca-
pacidade de promover o crescimento e o acimulo de
nutrientes nas folhas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ duran-
te o periodo de aclimatizacdo. Na andlise de agrupa-
mento pelo método de otimizacao de Tocher, com base
na dissimilaridade expressa pela distancia generali-
zada de Mahalanobis (Quadro 3), houve a formacao
de sete grupos, cujas médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % (Quadro 4). O grupo I, formado
pelo controle (1) e outros 10 tratamentos (3, 4, 2, 8,
17,10, 18,9, 6 e 5), apresentou, em média, os meno-
res valores para as caracteristicas de crescimento e
nutricionais avaliadas (Quadro 4). Os outros seis gru-
pos (II: 11, 15, 12, 13; I1I: 16, 19; IV: 20; V: 21; VI: 14;
VII: 7) apresentaram estirpes que diferiram do con-
trole e promoveram, em diferentes proporcoes, incre-
mentos nas caracteristicas de crescimento e
nutricionais do abacaxizeiro. Para a producéo de
matéria seca da parte aérea, por exemplo, os grupos
IV, V e VI apresentaram incrementos significativos
de 48, 51 e 41 %, respectivamente, sobre o grupo I. O
grupo V mostrou os maiores valores para as caracte-
risticas nutricionais do abacaxizeiro ‘Vitéria’, com
incrementos de 193, 47, 58, 50 e 54 %, para os con-
tetdos foliares de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente,
sobreooruno T O oruno VIT anrecentonr também in-

cremento significativo para o contetido de P: 41 % so-
bre o grupo I. Quanto aos contetidos de K, Ca e Mg,
os grupos IV e VI também proporcionaram incremen-
tos significativos sobre o grupo 1.

O agrupamento realizado pelo método da ligagao
média entre grupos (UPGMA), com base nas
distancias generalizadas de Mahalanobis, pode ser
observado no dendrograma da similaridade entre os
tratamentos (Figura 1), onde as distancias foram

Quadro 3. Grupos de tratamentos estabelecidos pelo
método de otimizac¢ao de Tocher, com base na
dissimilaridade expressa pela distancia
generalizada de Mahalanobis

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

1I 11, 15,12, 13

I 16, 19

v 20
Vv 21

VI 14

VII 7

1) Mratamentanc: Fratarmentoc identificadne e o11aden 1
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Quadro 4. Caracteristicas de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e do contetdo de nutrientes
do abacaxizeiro ‘Vitoria’ em resposta a inoculacgao de bactérias diazotroficas epifiticas e endofiticas dos

grupos formados pelo método de Tocher

Caracteristica de crescimento

Parte aéra®

Sistema radicular®

Caracteristica nutricional

Conteudo de nutrientes®

Grupo® NF  ALT DR DC MFPA MSPA AF MFR MSR RPA AR N P K Ca Mg
unid cm— mm — g/planta— cm’/planta — g/planta—— % mg/planta

I 17,31a 11,76a 17,42b  14,39a 14,56b 1,30c 157b 3,17a 0,42a 0,33a 110a 13,67b 4,08ab  88,04c 7,36b 5,55b
11 17,72a 11,89a 17,82b 14,49a 16,14b 1,51bc 168b 2,96a 0,44a 0,30a 108a  14,98b 4,02b  99,13c 7,71b  6,30b
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 102,7 6¢ 9,55ab  7,34ab
v 19,11a 12,67a 19,00ab 15,70a 20,78ab 1,93ab 226a 4,0la 0,54a 0,29a 111a 18,85b 5,73ab 136,14ab 10,28ab 8,42a

A\ 19,44a 12,56a 20,11ab 15,57a 21,60a 1,96a 223a 4,21a 0,57a 0,30a 97a  40,05a 5,99a 139,22a 11,04a 8,53a
VI 18,67a 12,22a 18,67b 14,91a 17,89b 1,83abc 189ab  3,62a 0,53a 0,29a 107a  17,24b 5,21ab 119,37abc 10,20ab 8,11a
VII 18,55a 12,72a 20,67a 15,37a 18,26ab 1,61bc 202ab 4,04a 0,53a 0,34a 120a  16,08b 5,75a 113,75bc 8,39b  6,56b
QMR 0,56 0,70 1,09 0,62 3,43 0,31 352,84 0,36 0,006 0,002 306,37 53,47 0,46 160,92 1,04 0,65
CV (%) 4,20 698 582 537 11,50 11,90 0,88 18,02 16,37 12,81 16,09 46,11 15,30 12,96 12,53 12,74

@ Grupos: grupos formados pelo método de Tocher (Quadro 4). @ Parte aérea: NF: ntimero de folhas; ALT: altura; DR: didmetro
da roseta; DC: didmetro do caule; MFPA: matéria fresca da parte aérea; MSPA: matéria seca da parte aérea; AF: 4rea foliar.
® Sistema radicular: MFR: matéria fresca da raiz; MSR: matéria seca da raiz; RPA: razdo entre raiz e parte aérea; AR: 4rea
radicular. ¥ Contetido de nutrientes: N, P, K, Ca, Mg. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5 %.

convertidas em percentagens e a maior distancia
(57,13) foi considerada como 100 %. Com base em
uma linha de corte a 50 % de distancia, foram formados
cinco grupos. O grupo I incluiu o controle (1) e 11
tratamentos (3, 4, 2, 8,17, 10, 18, 9, 5, 6, 12), contendo
estirpes que apresentaram os menores desempenhos
na promogéo de crescimento das plantas. Os outros
quatro grupos (II: 16, 19, 20; III: 21; IV: 11, 15, 13,
14; V: 7) foram formados por estirpes que diferiram
do controle e promoveram incrementos no crescimento
e no contetido de nutrientes foliares do abacaxizeiro
‘Vitéria’ durante a aclimatizagéao.

A analise de divergéncia entre os tratamentos com
base nas varidveis candnicas permitiu estabelecer a
disperséo grafica dos 21 tratamentos em relacdo as

trés primeiras variaveis canonicas (Figura 2), que
representaram acima de 70 % da variagdo total. Os
tratamentos 7, 14, 20 e 21 foram os que apresentaram
o maior distanciamento do tratamento controle (1).

A contribuigio relativa de cada caracteristica de
crescimento e nutricional do abacaxizeiro ‘Vitéria’
inoculado com bactérias para a discriminacio da
variabilidade entre os tratamentos encontra-se no
quadro 5. Entre elas, a producio de matéria seca da
parte aérea (12,69 %), o contetido de K (12,21 %) e a
producéo de matéria seca da raiz (10,36 %) foram as
que mais contribuiram para discriminar a
variabilidade entre os tratamentos. Ja a area
radicular (1,01 %) e a altura das plantas (1,74 %)
foram as que menos contribuiram.

o 10 20 30 40

60 7o 80 20 100

Figura 1. Dendrograma da similaridade entre os 21 tratamentos (Quadro 1), obtidos pelo método da ligacao
média entre srupos (UPGMA). com base na distancia seneralizada de Mahalanobis.
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Figura 2. Grafico de dispersao em relagao as trés
primeiras variaveis canonicas (VC1,VC2 e VC3).

Com relagdo ao nivel populacional de bactérias
diazotréficas inoculadas nas plantulas de abacaxizeiro,
verificou-se aumento entre uma a trés unidades
logaritmicas na populagao de bactérias, principalmen-
te no tecido radicular (Figura 3). Ao final do experi-
mento, plantas ndo inoculadas abrigavam uma popu-
lagdo natural de bactérias diazotréficas na matéria
fresca vegetal entre 103 e 104 células g1

DISCUSSAO

No presente estudo, foi constatado o efeito
bioestimulante das bactérias diazotréficas endofiticas
e epifiticas, que resultou em incrementos nas
caracteristicas de crescimento e nutricionais do
abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante a aclimatizacao
(Quadro 4). A aclimatizagao do abacaxizeiro— periodo
no qual as plantulas gradativamente sofrem ajustes
estruturais e fisiolégicos para se adaptarem as
condigdes ex vitro (Barboza et al., 2006) — é demorada
(seis a oito meses), devido a lentidao do crescimento
das raizes e da parte aérea. Abordagens tecnolédgicas
que resultem na promoc¢do do crescimento das
plantulas de abacaxizeiro podem ter impacto

Quadro 5. Contribuigao relativa das caracteristicas
de crescimento da parte aérea, do sistema
radicular e do conteido de nutrientes do
abacaxizeiro ‘Vitoria’ inoculado com bactérias
diazotroficas epifiticas e endofiticas para
discriminacao da variabilidade entre os
tratamentos, valor estimado pelo método de
Singh (S.j.) e valor em percentagem (%)

Contribuic¢ao relativa

Caracteristica
S.. %
Crescimento da NF 825,81 8,34
parte aérea® ALT 172,39 1,74
DR 561,19 5,67
DC 429,69 4,33
MFPA 324,89 3,28
MSPA 1256,52 12,69
AF 736,19 7,44
Crescimento do MFR 598,07 6,04
sistema radicular® MSR 1025,58 10,36
RPA 627,01 6,33
AR 99,55 1,01
Contetdo de N 251,71 2,54
nutrientes® P 644,11 6,50
K 1208,88 12,21
Ca 800,42 8,08
Mg 339,45 3,43

M Parte aérea: NF: nimero de folhas; ALT: altura; DR: diaAme-
tro da roseta; DC: didmetro do caule; MFPA: matéria fresca da
parte aérea; MSPA: matéria seca da parte aérea; AF: 4rea
foliar. @ Sistema radicular: MFR: matéria fresca da raiz; MSR:
matéria seca da raiz; RPA: razdo entre raiz e parte aérea; AR:
area radicular. ® Contetdo de nutrientes: N, P, K, Ca e Mg.

significativo na producdo e adaptacdo de mudas
oriundas de cultura de tecidos no ambiente de
producio.

A promocéao de crescimento do abacaxizeiro pela
inoculac¢io das bactérias endofiticas e epifiticas pode
ser, em parte, atribuida a fixacdo biol6gica de
nitrogénio, como observado para a estirpe UENF
118503b (grupo V), que incrementou em 193 % o
contetido foliar de N quando comparado ao grupo I,
que continha o controle (Quadro 4). Contudo, outros
mecanismos podem estar envolvidos, como a
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Figura 3. Log do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias por grama de raiz e de folha D do abacaxizeiro
Vitoria’ em resposta a inoculacao de bactérias diazotroficas endofiticas e epifiticas.
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biossintese de fito-hormonios da classe das auxinas, a
exemplo do acido indol acético (ATA), uma vez que as
estirpes diferiram na capacidade de sintetizar indol.
As auxinas sdo substadncias que em baixas
concentragdes, variando de pmol L1 a nmol L1,
promovem o crescimento das plantas, estimulando a
atividade da bomba eletrogénica H*-ATPase de
membrana plasmatica (Hager et al., 1991), resultando
nos eventos de expansio celular e de ativagdo de
transportadores secundarios em membranas celulares
(Sondergaard et al., 2004).

A biossintese de auxinas por bactérias acontece por
diferentes rotas metabdlicas (Spaepen et al., 2007),
sendo o triptofano o principal precursor para a sintese
de AIA —fato que explica os mais altos valores de indol
detectados nos meios de cultivo que tiveram acréscimo
de triptofano em rela¢ido aos que nio o continham
(Quadro 2). A biossintese de fito-horménios parece
ser uma habilidade comum as bactérias diazotréficas,
tem sido relatada em estirpes pertencentes aos géneros
Azotobacter (Martinez-Toledo et al., 1988), Rhizobium
(Badenoch-Jones et al., 1982), Azospirillum (Martinez-
Morales et al., 2003), Gluconacetobacter e
Herbaspirillum (Bastian et al., 1998). No entanto, as
respostas fenotipicas da planta hospedeira aos fito-
hormonios sintetizados por bactérias ainda
permanecem ambiguas (Spaepen et al., 2007). Uma
das respostas da planta ao AIA sintetizado por bactérias
é o crescimento das raizes, como constatado em estudos
realizados com Azospirillum (Dobbelaere et al., 1999).
Entretanto, segundo Bashan & Holguin (1997),
somente esse mecanismo ndo explicaria os
incrementos no crescimento da planta hospedeira
inoculada com Azospirillum, sendo esse o resultado
da atuacdo concomitante de multiplos mecanismos,
como a fixacao biolégica de N e a biossintese de fito-
hormonios.

Asbactérias isoladas de abacaxizeiro possuem nio
apenas a capacidade de fixac¢ao biol6gica de Ny, mas
também diferem na habilidade de sintetizar indol,
solubilizar 6xido de Zn e fosfato de Ca e atuar
antagonicamente ao fungo fitopatogénico Fusarium
(Quadro 2), podendo, potencialmente, ser usadas na
formulacdo de inoculantes, biofertilizantes e
biopesticidas. Observou-se que as bactérias
diazotroéficas interagiram com o Fusarium: algumas
promovendo a inibi¢do e outras estimulando o
crescimento fungico. Esse fato aponta para a
necessidade prévia de estudos de sele¢do de bactérias
e o entendimento dos mecanismos da interac¢éo e ndo
0 uso empirico da microbiota nos sistemas de cultivo.
A intensifica¢do do uso dessas bactérias promotoras
de crescimento e protecio de plantas dependera, em
parte, de sua ecologia, da interacdo solo-planta-
microbiota e de programas de isolamento e sele¢io
microbiana (Okon & Labandera-Gonzales, 1994).

Das 20 estirpes avaliadas quanto ao potencial de
promover o crescimento e o aciumulo de nutrientes
foliaree nae nlantiilace de abacaxizeiro “Vitdria® aiia-

tro— UENF 118503b, UENF 118503a, UENF 117221
e UENF 114111 destacaram-se (Quadro 4) e foram
selecionadas para estudos subseqlientes, envolvendo
a formulagdo de um insumo biolégico. A
dissimilaridade entre os tratamentos foi calculada por
meio da distancia generalizada de Mahalanobis, apre-
sentando como vantagem o fato de considerar a corre-
lacdo entre os caracteres avaliados (Cruz et al., 2004).
Posteriormente, foram usados métodos de agrupamen-
to, como o hierarquico (UPGMA), para estudar as ra-
mificac¢oes entre os tratamentos (Figura 1), e também
o de otimizacdo de Tocher (Quadro 3), que parte da
premissa de que a média das medidas de
dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor
que as distancias médias entre grupos (Cruz et al.,
2004). Usou-se também a andlise de varidveis
canonicas (Quadro 5), que leva em consideracio a
matriz de covariancias residuais e fenotipicas dos
caracteres avaliados (Cruz et al., 2004), para avaliar
a similaridade entre os tratamentos (Figura 2). Es-
sas analises multivariadas foram concordantes entre
si e possibilitaram concluir que as bactérias inocula-
das mostraram divergéncias na promoc¢ao do cresci-
mento e do acimulo de nutrientes nas plantulas de
abacaxizeiro durante a aclimatizacao.

As contribuigées relativas das caracteristicas de
crescimento da parte aérea, do sistema radicular e do
conteudo de nutrientes nas folhas do abacaxizeiro
‘Vitoria’ inoculado com bactérias diazotroficas para
discriminagdo da variabilidade entre os tratamentos
(Quadro 5) foram estimadas pelo método de Singh
(1981). As variaveis que mais contribuiram para
discriminar a variabilidade entre os tratamentos foram
a producao de matéria seca da parte aérea, a produgio
de matéria seca da raiz e o contetido foliar de K. J4 as
que menos contribuiram foram a 4rea radicular e a
altura das plantas. Descartando essas duas variaveis
e fazendo uma nova analise pelo método de Tocher,
néo houve alteragio dos grupos formados, sugerindo que
ondo uso dessas variaveis neste trabalho com plantulas
de abacaxizeiro nao levaria a perda de informacao.

Os dados populacionais (Figura 3) comprovaram o
estabelecimento das bactérias diazotroéficas endofiticas
e epifiticas inoculadas nas plantulas de abacaxizeiro
apés 150 dias de aclimatizacdo. Quanto aos
tratamentos nao inoculados, foi constatada a presenca
de bactérias em menor quantidade, o que condiz com
Weber et al. (1999) e Tapia-Hernandez et al. (2000),
que relatam a presenca natural de bactérias
diazotroéficas associadas a abacaxizeiros.

No presente trabalho foi avaliado o potencial dos
isolados bacterianos em sintetizar indol, solubilizar
fosfatos de Ca e 6xidos de Zn e atuar antagonicamente
ao Fusarium. Posteriormente, usou-se a anélise
multivariada para agrupar os 21 tratamentos,
gerando critérios para selecionar as estirpes
promissoras com base na média dos grupos formados
para as caracteristicas de crescimento e do estado
nutricional do abacaxizeiro Os resultados anontam
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para a possibilidade de uso de bactérias diazotréficas
na promogao do crescimento das plantulas propagadas
in vitro de abacaxizeiro durante a fase de
aclimatizagéo, o que pode representar uma alternativa
importante para a redugio de custos de producgéo com
base na maior eficiéncia nutricional e de crescimento.

CONCLUSOES

1. As bactérias diazotroficas diferem na capacidade
de sintetizar indol, solubilizar 6xido de Zn e fosfato de
Ca e atuar antagonicamente ao fungo Fusarium
subglutinans f. sp. ananas, in vitro.

2. As estirpes UENF 118503b, UENF 118503a,
UENF 117221 ¢ UENF 114111 foram as que promo-
veram os maiores incrementos nas caracteristicas de
crescimento da parte aérea, do sistema radicular e
nos contetudos foliares de N, P, K, Ca e Mg do
abacaxizeiro Vitéria’ durante a aclimatizacao.

3. As variaveis que mais contribuiram para
discriminar a variabilidade entre os tratamentos foram
a producio de matéria seca da parte aérea e daraize
o conteudo de K. As variaveis que menos contribuiram
foram a drea radicular e a altura das plantas.

4. A promocao do crescimento das plantulas de
abacaxizeiro propagadas in vitro pela inoculacao de
bactérias diazotréficas endofiticas e epifiticas pode
melhorar a adaptagéo das plantulas ao ambiente ex
vitro, reduzindo o periodo de aclimatizacéao.
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