UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
AGRICOLA

RIZOBACTERIAS PRODUTORAS DE ACIDO INDOLACETICO
COMO PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE ABACAXIZEIRO ‘BRS IMPERIAL’

JOSELIA SANTANA GONCALVES

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
SETEMBRO - 2016



RIZOBACTERIAS PRODUTORAS DE ACIDO INDOLACETICO
COMO PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE ABACAXIZEIRO ‘BRS IMPERIAL’

JOSELIA SANTANA GONCALVES

Licenciada em ciéncias biologicas, Universidade Estadual de Pernambuco, 2014

Dissertacdo submetida ao Colegiado do Programa
de Po6s-Graduacdo em Microbiologia Agricola da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia e
Embrapa Mandioca e Fruticultura, como requisito
parcial para obtencdo do Grau de Mestre em

Microbiologia Agricola.

Orientador: Harllen Sandro Alves Silva

Co-Orientadora: Fernanda Vidigal Duarte Souza

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
SETEMBRO - 2016



FICHA CATALOGRAFICA

G635 Gongalves, Joselia Santana.

Rizobactérias produtoras de acido indolacético como promotoras do
crescimento de mudas micropropagadas de Abacaxizeiro ‘BRS Imperial’/
Joselia Santana Gongalves . — Cruz das Almas, BA, 2016.

83 f.il.; 30 cm.

Orientador: Dr. Harllen Sandro Alves Silva.

Coorientador: Dra. Fernanda Vidigal Duarte Souza.

Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola)- Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, 2016.

1. Abacaxi. 2. Micropropagacéo. 3. Regulador de Crscimentol. Silva,
Harllen Sandro Alves. Il. Souza, Fernanda Vidigal Duarte. lll. Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia IV. Titulo.

CDD: 634.774

Ficha catalografica elaborada por Lucidalva R. G. Pinheiro- Biblioteciria CRB51161 —
Embrapa Mandioca e Fruticultura.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS

EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
AGRICOLA

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
JOSELIA SANTANA GONCALVES

I
/
‘;/ -

Dr. Harlléf{Sandro Silva

Embrapa Mandioca e Fruticultura

‘ Dr ‘A(Ido Vilér Trindade

Embrapa Mandioca e Fruticultura

. 7 / &
q ’/// A / //' ‘ (S VY’_./‘ =

Ao

Dr. Tullio Raphgel Pereira Padua

Embrapa Mandioca e Fruticultura

¢

-

“Dissertacao homologada pelo Colegiado do Programa de PéOs-Graduacdo em

Microbiologia Agricola em

Mestre

em

Microbiologia Agricola

conferindo o grau de

em



Aos meus pais, por sempre acreditarem em meu potencial e ndo medirem

esforgos para que eu pudesse chegar até aqui...

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forga, coragem e salde para chegar até aqui.

Aos meus pais Marizélia e José que mesmo em meio as dificuldades sempre
fizeram de tudo para que chegasse até aqui.

A minha irma, por sempre me apoiar.

Ao meu orientador Dr. Harllen pela orientacdo, paciéncia e ensinamentos
transmitidos.

A minha co-orientadora Fernanda Vidigal pela disponibilidade e conhecimentos
transmitidos.

Ao Dr. Everton Hilo, por toda ajuda na execucdo do trabalho, pela paciéncia e
ensinamentos nesses dois anos.

Aos amigos que mesmo na distancia se fizeram presentes. Em especial Danielle,
Milene, Geiza, Ludmilla, Liana, Jaimara, lasmine.

Aos queridos amigos que o mestrado me proporcionou em especial Marcelly,
Leandro, Graziele, Lucila, Gabrielle, Valdenia, Noely, Sara, como costumo dizer:
“vocés sdo os meus presentes de mestrado”.

A Milene por todo o apoio, em especial nessa reta final. Por os inimeros bons
momentos ao longo desses dois anos.

A Julianna pela boa companhia, principalmente no Gltimo més, por aqueles bons
“Convites” que ela adora fazer!

A Nane, Paty e Manas, por as muitas risadas, 0s muitos momentos juntos, as
nossas “quartas”, as horas de conversas, enfim muita coisa boa vivemos nessa
fase das nossas vidas, certamente vocés alegraram os meus dias em Cruz.

A toda equipe do laboratério de cultura de tecidos vegetais, por toda ajuda
durante a realizacao do trabalho.

A equipe do laboratério de microbiologia do solo.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura por disponibilizar toda a infraestrutura para
realizacdo do trabalho.

A Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, pela oportunidade de cursar o
mestrado e aos professores do Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia
Agricola pelos conhecimentos transmitidos.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da bolsa.

O meu muito obrigada!



“Alguns homens véem as coisas como séo, e dizem ‘Porqué?’ Eu sonho com as
coisas que nunca foram e digo ‘Porque ndo?””

Geroge Bernard Shaw



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGAO GERAL ..ottt ne st s st s s ssnesenens 12
(07X =1 8 101X 2 OO 14
Rizobactérias como promotoras do crescimento de mudas micropropagadas de
=L = 1= D q 174 =T o PR 14
Uso de microrganismos em process0S agriColaS.....covvviviiiiiiiviiiiiiieiiieiieeiieeeeeeae, 15
A CUltUra dO ADACAXIZEITO ....eoueeeirierieeseee ettt 16
Micropropagacao de PIANTAS........coiverieiieieieererte et 18
q 0] o= (o (=] - TSRS 20
Rizobactérias promotoras do crescimento de Plantas .........ccoeevvenninnenncneenene, 22
Mecanismos de ag8o das rNZODACIEIIAS .......cccceverireriereeeee e 23
Producao de reguladores de CreSCIMeENTO .....occvevevierieieieeeicerese e 23
Fixacao bioldgica de NItrOGENIO .....coueiveiiieiriee s 23
Producdo de acido iNAOIACELICO.....cccirieiiieiiee s 24
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt et b et et e e sa s e sesesessenensenensenens 27
(07N =18 01 2 | OO 36
Rizobactérias produtoras de acido indolacético como promotoras do crescimento
em mudas micropropagadas de abacaxizeiro cultivadas em pré-aclimatizagao. ..... 36
RESUMO ...ttt sttt et b ettt e b et et et e b et ebe s be st esesens 37
AB STRACT .ttt b ettt b ekt b etk et b e st bbbt st e s et nenteneas 38
INTRODUGAO ...ttt s s se s s s sssssesssnessansanessnens 39
MATERIAL E METODOS ...ttt estess s s sssas s s s sas s sassssssansnans 41
Y= [=Tor= Tl o [0 RSN [T ] F=To [0 1RSSR 41
CUILIVO DACTEIIANO ...ttt s b e sttt et et ebesbe b neens 41
Crescimento de mudas de abacaxizeiro em substrato suplementado com rizobactérias na
fase de Pré-aclimatiZaACa0. .......ccccoveuiriiiicieeeeee ettt reeaeenas 42
ACIMAtiZAGA0 dAS PIANTAS........ceecieeieeieieeeereee ettt re e beeaa et e reeneas 43
CoNtagEM A€ ESIOMALOS .......cvevievieererietiietesieesie e ste e tese st e e te s se e esesesessesessesessesessesessesessesessanens 43
RESULTADOS E DISCUSSAO ... ses s sesssssasssssssssssessans 44
Y= [Tt To o [0 TN Yo = To [0 1< RSP ST 44
Pré-aclimatizacao e teste in vitro com a variedade Imperial ..........cccccooeeeveveviecicceeceee e 44
AclimatizaGao de IMPETIAl ........ceecviiieieieee ettt e aa e e reeneas 51

CONGCLUSAO oo e v v s s s e s s et es et et et et et eseseseseseseseses s e e e s esesesesasssssasssssssesesesssssens 56



BIBLIOGRAFIA ...ttt st 57

(07 =11 10 11 | OO OO 61
Crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro em substratos
suplementados com rizobactérias produtoras de &cido indolacético...........ccccccene. 60
RESUMO ..ottt ettt et st e et e e st e s bt e ssaesateesbeenseesbeesseeeneeenseenseesaeesseesseesns 62
N = RS 22 O PR 63
INTRODUGAO ... seeseseeeessss e sse s ssasessssesss s essssssesessssnenas 64
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt tes et s s aes st esn s sne s s senasanens 66
Y= [Tt To o [0 R RN Yo = To [0 1< TSRS 66
Teste de antibDiOSE FECIPIOCA .....cc.ccueeieiicecece ettt a et e besteennens 66
Ensaio de crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro em substratos
suplementados com rizobactérias na fase de aclimatizagdo. ..........ccccocvvvevevenereinenenennne 67
RESULTADOS E DISCUSSAOD.......oieeeeeeeeeeeeeteeeet e es e ees s eese s ess e sene s sn s sens e 69
SElEGEOD JOS ISOIAUOS ........eiiiiiirtetet ettt sttt sbe b e 69
ACIMAtiZAGAO AAS PlANTAS. ....c.eeueeieriirierteieet ettt 69
CONCLUSAOQ ...ttt 78
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt et e s e e st e e sabe e ste e s sbteesabeeessaeesnteesneeesnsenan 79

CONSIDERAGOES FINAIS ...t eeteete e ses s ssesasnaes 83



RESUMO

GONGCALVES, J. S. Rizobactérias como promotoras do crescimento de
mudas micropropagadas de abacaxizeiro BRS Imperial. Cruz das Almas,
2016. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do

Recbncavo da Bahia

Dado o impacto ambiental negativo dos fertilizantes artificiais e seus custos
crescentes, a utilizagdo de microrganismos benéficos do solo como as
rizobactérias, por sua capacidade de associacdo com raizes, vem ganhando
destaque por ser de baixo custo, bem como de facil produ¢do em meios artificiais.
Essas bactérias colonizam a rizosfera das plantas, e tém sido estudadas para o
incremento da produgdo agricola tanto para o crescimento das plantas quanto
para o biocontrole de fitopatdogenos. A producdo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro € uma técnica que vem ganhando espaco no mercado comercial, no
entanto o emprego dessa técnica pode ser limitado em funcdo do custo elevado,
que se deve, principalmente, ao longo tempo de aclimatizacdo. Uma das
alternativas para a reducdo dessa etapa pode ser o uso de rizobactérias com
capacidade de producédo de reguladores do crescimento vegetal. Em vista disso, o
objetivo do estudo foi avaliar o efeito de rizobactérias na promocédo do
crescimento de plantas micropropagadas de abacaxizeiro. Para isso utilizaram-se
plantas oriundas da cultura de tecidos, cultivadas in vitro em substrato comercial
onde se adicionou uma solucdo aquosa de células, e as mesmas mantidas sob
condi¢cBes controladas. ApGs 45 dias foram aclimatizadas e avaliadas a cada 60
dias, até os 180 dias. Os resultados obtidos mostram que na fase de pré-
aclimatizacao a rizobactéria proporcionou efeito positivo no crescimento da planta;
ja na fase de aclimatizacao nao se verificaram resultados significativos.

Palavras-chave: Micropropagacéo, reguladores de crescimento, abacaxi.



ABSTRACT

GONCALVES, J. S. Rhizobacteria as growth promoting of BRS Imperial
pineapple plantlets BRS Imperial. Cruz das Almas, 2016. Dissertagao (Mestrado
em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

Given the negative environmental impact of artificial fertilizers and their increasing
costs, the utilization of soil's beneficial microorganisms such as rhizobacteria,
because of its capability of association with roots, has been gaining attention for
the low cost as well as for the easy production in artificial environments. These
bacteria colonize the rhizosphere of plants and they have been studied to
increment agricultural production for both plants growth and the biocontrol of
phytopathogens. The production of micropropagated pineapple plantlets is a
technique that is becoming more popular in the commercial market, however the
use of this technique may be limited due to the high cost, mainly because of the
long period of acclimatization. One of the alternatives to reduce this step may be
the use of rhizobacteria with the capability of producing vegetal growth regulators.
Considering this, the study aims to evaluate the effect of rhizobacteria in
promoting the growth of micropropagated plants and pineapple plants. For this
purpose, it was used plants derived from tissue culture. The samples were
cultivated in vitro in commercial substrate, in which a solution containing the
microorganism and kept under controlled conditions was added. After 45 days the
samples were acclimatized and evaluated every 60 days up to 180 days. The
results show that in the pre-acclimatization phase the bacteria had a positive effect
on the plant growth, however in the acclimatization phase it was not as efficient.

Keywords: micropropagation, growth regulators, pineapple



INTRODUCAO GERAL

O aumento na producao de alimentos, como consequéncia do crescimento
populacional, demanda igualmente maiores areas de cultivo e,
consequentemente, maior quantidade de material de plantio. Com isso buscam-se
alternativas eficientes para o aumento da producdo de mudas, sem, contudo,
elevar os custos de producéao.

O método de propagacdo de plantas, conhecido como micropropagacao,
vem crescendo de modo continuo nas ultimas décadas como forma de atender a
grande demanda por material de plantio com qualidade. As mudas advindas
dessa técnica tém a vantagem de serem mais vigorosas, produtivas e isentas de
pragas e doencas quando estabelecidas da forma correta. Para muitas culturas, o
uso deste tipo de muda, para fins comerciais ou de pesquisas, vem sendo bem
sucedido (FREITAS et al., 2011).

A micropropagacdo se constitui de diferentes etapas que incluem o
estabelecimento e a multiplicacdo in vitro em laboratério, assim como a
aclimatizacao, que constitui a fase de adaptacédo da planta na condicdo ex vitro e,
normalmente, € realizada em casa de vegetacdo. Essa fase final, no entanto, é
um periodo critico na producdo de mudas para algumas espécies, onde é comum
a reducdo na taxa de sobrevivéncia, ou um longo periodo de adaptagéo, quando
sao transplantadas para o campo. A maioria das plantas sofre um estresse devido
a grande diferenca entre os dois ambientes (ROMERO et al., 2007). Tanto a baixa
sobrevivéncia quanto um longo periodo na etapa de aclimatizacdo elevam, de
forma significativa, o preco da muda no mercado.

A cultura do abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr.) é uma das que
enfrentam problemas com a aclimatizagdo, embora a micropropagacao do
abacaxizeiro ja venha sendo realizada com éxito a partir de diferentes protocolos
(TEIXEIRA et al., 2001; SOUZA et al., 2009; MORAES et al., 2010). A fase de
aclimatizacdo ainda € um processo lento, despendendo um periodo consideravel
de tempo, podendo chegar até cinco meses (SOUZA et al., 2009). Esse longo
periodo de aclimatizacdo é um dos grandes responsaveis pelo aumento no custo
de producgéo das mudas micropropagadas de abacaxi.

O estabelecimento de uma microbiota, com condicbes adequadas para as

plantas, pode contribuir para a melhoria no crescimento das mudas, bem como

12



reduzir o estresse no momento do transplantio para o campo. A presenca de um
microrganismo pode ser um fator positivo para a planta, uma vez que podem viver
no interior de seus tecidos sem causar danos podendo, no caso especifico do
cultivo in vitro, favorecer o ajuste osmoético, a producdo de reguladores de
crescimento e a absorcao de nutrientes (ALMEIDA et al., 2009; ABREU-TARAZI
et al. 2010)

Uma das alternativas tem sido o uso de microrganismos capazes de
produzirem reguladores de crescimento vegetal, ou moléculas analogas. Essa
alternativa vem ganhando destaque, em virtude dessas substancias estarem
diretamente relacionada ao crescimento de plantas.

Entre esses microrganismos as rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas (plantin growth promoting rhizobacteria — PGPR) tém sido citadas
numa série de trabalhos como tendo varios efeitos benéficos sobre diversas
espécies vegetais (CHEN et al.,, 2000). Um fator de ampla importancia é a
biossintese de reguladores de crescimento vegetal, dentre 0os quais se destaca o
acido indolacético (AlA), que é o principal, 0 mais abundante e o mais responsivo
estimulador do crescimento em plantas (VIEIRA JUNIOR, 2013).

Alguns trabalhos tém sido feitos com o intuito de estudar o potencial da
aplicacao de rizobactérias como promotoras do crescimento vegetal, mas, em se
tratando de micropropagacédo de mudas, pouco se tem visto.

Diante disso € relevante um estudo mais aprofundado da acdo das
rizobactérias produtoras de AlA no setor de producédo de mudas micropropagadas
de abacaxizeiro, a fim de minimizar as dificuldades enfrentadas pela cultura
citadas anteriormente. O uso dessas bactérias pode favorecer a reducdo da etapa
de aclimatizacado, pela inducdo do crescimento, além de promover aumento na
eficiéncia nutricional das plantas e, consequentemente, a reducao dos custos de

producdo e o aumento de produtividade.
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CAPITULO |

Rizobactérias como promotoras do crescimento de mudas

micropropagadas de abacaxizeiro.
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Uso de microrganismos em processos agricolas

A agricultura mundial enfrenta o desafio de aumentar a producédo de
alimentos com sustentabilidade, pois, a cada dia, mais se buscam alimentos livres
de agroquimicos, bem como formas de diminuir os custos de producao, contudo,
que nao afetem a produtividade. Em meados da década de 1990, Luz (1996) ja
citava gastos de mais de 25 bilhdes de ddlares com defensivos agricolas para
tratamento de doencas em todo o mundo. Dentro desse contexto, a sociedade
pressiona a pesquisa a investigar meétodos alternativos para o aumento da
produtividade e controle de pragas e doencgas de plantas, com menor custo de
producdo e que seja, ao mesmo tempo, eficiente e menos agressivo a saude
humana e também ao equilibrio dos ecossistemas (MARIANO; ROMEIRO, 2000).

De acordo com estudos recentes é possivel afirmar que, dentre os efeitos
da domesticacdo de importantes espécies vegetais cultivadas, esta o
comprometimento de um microbioma associado a essas plantas em sua zona de
origem. Essa ocorréncia pode trazer sérias consequéncias para todos o0s
mecanismos de defesa e adaptacao das plantas (JARAMILLO et al., 2015).

A busca de solugbes para aumentar a producéo e diminuir a utilizacao de
defensivos agricolas pode estar presente na propria planta, vivendo
endofiticamente ou no solo que abriga uma quantidade diversificada de
microrganismos. Dentre esses, muitos sdo bactérias que elegem como nichos
ecolégicos a rizosfera ou o rizoplano de plantas, onde se multiplicam e
sobrevivem ativamente, resistindo a pressao do restante da microbiota nativa do
solo (MARIANO; ROMEIRO, 2000).

Dado o impacto ambiental negativo, em consequéncia da ma utilizacdo dos
fertilizantes artificiais e seus custos crescentes, a utilizagdo de microrganismos
benéficos do solo como as rizobactérias vem mostrando um grande potencial para
0 aumento do crescimento de plantas e do biocontrole de doengas. As pesquisas
com esses microrganismos aumentaram consideravelmente nas duas udltimas
décadas (SINGH, 2013) e hoje séo utilizados em diversos processos agricolas.

Foi constatado em estudos, realizados por Manjula e Podile (2005), a
promocao do crescimento proporcionada por B. subtilis aplicado em sementes de
feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Druce) e plantadas em turfa suplementada com
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quitina, onde se verificou a rpida germinacdo de sementes tratadas. O aumento
na emergéncia e no peso seco das mudas foi de 29 a 33%.

Ribeiro et al. (2012), estudando o efeito de 86 isolados de rizobactérias no
controle de Meloidogyne javanica e mal do Panaméa em bananeira, verificaram
que todos os isolados proporcionaram mortalidade dos juvenis superiores as
testemunhas, sendo que alguns deles obtiveram valores acima de 81% de
mortalidade. Ja para a reducdo do mal do Panama, 13 isolados reduziram
significativamente a severidade da doenca, quando comparados com 0s demais
isolados e o controle, além de promoverem um maior desenvolvimento das
plantas comprovado pelo aumento do peso da matéria seca da parte aérea.

Muniz et al. (2013), avaliando a utilizac@o de riz6bios de Adesmia latifélia,
produtores de &cido indolacético (AlA), para enraizamento do porta-enxerto
micropropagado de macieira cv. Marubakaido em substituicdo ao AIA sintético,
constataram que um dos isolados de rizébio testado teve capacidade de promover
0 enraizamento in vitro do porta-enxerto de macieira, sendo capaz de substituir o
AlA sintético.

Esses estudos comprovam a interacdo benéfica desses microrganismos
com diferentes espécies vegetais e 0 seu grande potencial de uso na agricultura,

podendo ser utilizados em novas pesquisas.

A cultura do abacaxizeiro

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merril] € uma monocotileddnea,
herbdcea e perene, da familia Bromeliaceae, onde todas as cultivares de
interesse alimentar pertencem a variedade botanica Ananas comosus var.
comosus (COPPENS d’'EECKENBRUGGE; LEAL, 2003). E um fruto produzido
em clima tropical e subtropical, muito apreciado e consumido em todo o mundo,
tanto in natura quanto na forma de produtos industrializados (LEAL, et al., 2009).

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), no ano de 2013 o Brasil foi 0 segundo maior produtor mundial
de abacaxi, com uma producdo de cerca de 2,5 milhdes de toneladas, ficando
atrds somente da Costa Rica (FAO, 2016). A regido nordeste foi a segunda maior
produtora do fruto, sendo a Bahia o sexto estado com maior produgéo, atingindo
uma producéo de cerca de 105 milhdes de frutos (IBGE, 2013).
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A cultivar ‘Pérola’ € muito apreciada no mercado interno, gragas a sua
polpa suculenta e saborosa, principalmente para o consumo in natura. (SOUTO et
al., 2004). A grande limitacdo desta cultivar é a sua susceptibilidade a fusariose,
principal doenca da cultura e que tem como agente etiolégico o fungo Fusarium
guttiforme (Wollenweber & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas f. sp. ananas
Ventura, Zambolim & Gilbertson. O plantio de variedades resistentes é a medida
de controle mais eficiente e econémica (MATOS; CABRAL, 1988; 2006; MATOS
et al., 1991).

Em funcdo da susceptibilidade dessa variedade a fusariose o
melhoramento genético do abacaxizeiro tem se voltado para o desenvolvimento
de gendtipos resistentes (CABRAL, et al., 2009).

A parti desses cruzamentos, foi obtido o hibrido BRS Imperial, resultante do
cruzamento de ‘Perolera’ com ‘Smooth Cayenne’ que séo resistentes a fusariose
e apresentam frutos de boa qualidade. O imperial foi langado como cultivar pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em 2003. A planta possui porte médio, folha de
cor verde escuro, sem espinhos nas bordas, fruto cilindrico, casca e polpa de cor
amarela, com elevado teor de aclcar (14 a 18 °Brix), acidez titulavel moderada
(0,6 % de &cido citrico) e excelente sabor (CABRAL; MATOS, 2005).

Mesmo com essa grande producdo, o Brasil enfrenta alguns desafios no
tocante a cultura do abacaxizeiro. Dentre esses, a producdo de material
propagativo de qualidade deve ser considerado como um fator limitante, a
dificuldade de multiplicacdo do material € um dos pontos que dificultam essa
producdo. A qualidade dessa muda é crucial, ndo apenas para o éxito do cultivo,
como para evitar a disseminacao de pragas e doencas.

O modo usual e natural de propagacéo do abacaxizeiro € o plantio de mudas
formadas a partir de brotacdes originadas de diferentes partes vegetativas da
planta. Essa forma de propagacéao, além de produzir um namero baixo de mudas,
pode disseminar doencas, comprometendo o futuro plantio.

Dessa forma, a micropropagacdo do abacaxizeiro € uma alternativa
interessante, ndo apenas pela possibilidade de produzir um elevado numero de

mudas, mas principalmente pela condig¢éo fitossanitaria das mesmas.
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Micropropagacdao de plantas

A producdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro € uma alternativa
que vem sendo oferecida nos ultimos anos a partir de diferentes protocolos ja
estabelecidos (GUERRA et al.,1999; TEIXEIRA et al., 2001; SOUZA et al., 2009).

No entanto o emprego dessa técnica pode ser limitado em funcédo do
elevado custo e da necessidade de mao de obra especializada. Para que a
producdo de mudas torne-se viavel comercialmente e possa competir com 0s
meétodos tradicionais de propagacao (rebentos, seccionamento do talo, coroa,
etc.) € necessario reduzir custos. A contaminacao in vitro, desordens fisiolégicas e
morfoldgicas, baixa percentagem de sobrevivéncia ou um longo periodo de
adaptacao das plantas na etapa de aclimatizacédo as condi¢des ex vitro acarretam
na elevacdo dos custos da muda final e em prejuizos econdmicos para as
biofabricas produtoras.

As principais etapas do processo de micropropagacdo de plantas s&o:
selecéo das plantas matrizes; resgate, isolamento e o estabelecimento das gemas
axilares in vitro; multiplicagéo de brotos; alongamento e enraizamento dos brotos
e aclimatizacdo das mudas micropropagadas em telado (CORREIA et al., 2011).

A fase de enraizamento in vitro é de grande importancia na
micropropagacao, pois ela determina indiretamente a sobrevivéncia das plantas
durante a aclimatizacdo. Raizes mal formadas e pouco funcionais sao
caracteristicas de plantas micropropagadas (CUNHA, 2003).

A etapa de aclimatizacao € um processo gradual de adaptacdo das plantas
a uma condicdo ambiental diferente da qual foi produzida, visto que as plantulas
vem de um ambiente de baixa transpiracdo podendo sofrer um estresse hidrico;
de uma condicdo heterotréfica para uma autotréfica, de um meio com
disponibilidade de sais para outro onde vai precisar absorvé-los e ainda de um
ambiente asséptico para um outro sujeito ao ataque de microrganismos saprofitos
e eventualmente patogénicos (SILVA et al., 1998).

Essas dificuldades de transicdo do mecanismo heterotréfico para
autotrofico em plantas micropropagadas ocorre em virtude das alteracbes
epigenéticas anatdmicas e fisioldgicas, induzidas pelas condi¢des in vitro (COSTA
et al., 2009). A ultraestrutura de uma planta in vitro € diferente de uma planta

gerada in vivo, jA que suas raizes sdo pouco funcionais, o aparato fotossintético
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tem um funcionamento inexpressivo e a epiderme ndo esta completamente
formada. A auséncia de ceras, cutinas e etc propiciam uma elevada perda de
agua em ambiente ex vitro, tornando esse tipo de muda dependente de um
ambiente com elevada umidade (CAMPOSTRINI; OTONI, 1996; SOUZA et al.,
2009; BERILLI et al., 2011).

Nessa etapa, as mudas sao retiradas da condicdo in vitro e transferidas
para casa de vegetacdo, com 0 objetivo de minimizar os impactos causados as
plantas quando ocorre a mudanca de ambiente (MOREIRA et al., 2006).

Em plantas micropropagadas de abacaxizeiro, esse periodo é longo,
podendo variar de 5 a 6 meses, o0 que torna o valor da muda final, muito elevado
(SOUZA et al.,, 2009), e se caracteriza como a etapa mais limitante na
micropropagacao do mesmo. Dessa forma, sdo necessarios esforcos para se
reduzir esse longo tempo de aclimatizagdo das plantas e tornar o processo mais
vidvel economicamente.

Alguns fatores sdo fundamentais para a otimizacdo desse processo de
aclimatizacdo, como a escolha do substrato adequado para cada espécie,
associado a um programa eficiente de adubacéo. A melhor compreensao destes
fatores proporcionara a obtencdo de mudas de melhor qualidade, em menor
tempo e, consequentemente, na reducdo dos custos (FREITAS et al., 2011).

Moreira et al. (2006), estudaram os efeitos de diferentes combinacfes de
substratos para mudas de abacaxi ‘Pérola’, verificou que os melhores resultados
ocorreram na presenca de esterco, composto organico, solo e o substrato
Plantmax®. Isso demonstra a necessidade de matéria organica no substrato para
um melhor desenvolvimento da planta.

Silva et al. (2012) também avaliando o efeito de diferentes substratos
(Plantmax® + humus; Plantmax® + vermiculita; Plantmax®) na aclimatizacéo de
mudas de abacaxi ‘Smooth Cayenne’, verificou que quando as plantas foram
cultivadas em Plantmax + hamus, apresentaram um melhor desenvolvimento e
também caracteristicas anatbmicas que podem favorecer uma melhor a
adaptacado em campo.

Segundo Souza et al. (2001), o melhor substrato para o transplantio de
abacaxi deve apresentar uma boa capacidade de retengcdo de agua, sem

comprometer a drenagem e a aeracéo radicular. Quimicamente ele deve ser de
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preferéncia inerte, para permitir a manipulagdo dos conteddos de nutrientes, de
acordo com a necessidade da espécie/cultivar.

Outro aspecto que precisa ser considerado neste problema é a chamada
condicdo axénica das plantas in vitro. Estudos ja demonstraram que esses
microrganismos endofiticos, uma vez presentes nas plantas ndo necessariamente
afetam negativamente seu desenvolvimento, tratando-se inclusive de uma
associacdo benéfica e, que também serd eliminada juntamente com o0s
microrganismos oportunistas durante o estabelecimento dos explantes (DIAS et
al., 2009, ABREU-TARAZI et al., 2010).

Por essa razao, estudos com uma abordagem positiva da presenca de
endofitos naturais no cultivo in vitro sédo de grande importancia, isto porque Varios
trabalhos ja evidenciaram a presenca de enddéfitos em varias espécies cultivadas
in vitro, sem |lhes causar danos (ALMEIDA et al., 2009; DIAZ et al., 2009).

Rizobactérias

As rizobactérias sdo microrganismos que colonizam a rizosfera das plantas
e tém sido estudadas no incremento da producdo agricola, promovendo o
crescimento vegetal, e como agentes de biocontrole de fitopatégenos (VIEIRA
JUNIOR et al., 2013). Os mecanismos de acdo das rizobactérias sdo diversos,
podendo-se citar a sintese de reguladores de crescimento como o acido
indolacético (AIA) e a producdo de substancias antimicrobianas (POLLI et al.,
2012)

Pesquisas com as rizobactérias comecaram em 1885 com a utilizacdo de
Azotobacter e Bacillus em diversos cultivos, especialmente em hortalicas (ZAGO
et al., 2000). Porém, foi somente nos anos 1950, por meio de formulacdes ou
inoculantes aplicados em mais de 35 milhdes de hectares na Russia e na india,
que se observou o efeito préatico positivo na promog¢éo de crescimento de plantas
e na produtividade das culturas beneficiadas (LUZ, 1996).

Os primeiros trabalhos realizados no Brasil com rizobactérias promotoras
de crescimento empregaram-se isolados de Pseudomonas fluorescentes para
aumentar o crescimento de plantulas de tomateiro e cafeeiro, em condi¢cbes de
casa de vegetacao (STEIN, 1988; FREITAS, 1989). Desde entéo, varios estudos
tém avaliado o efeito benéfico da utilizacdo dessas bactérias.
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Andreani et al. (2012), estudaram o efeito de rizobactérias no
desenvolvimento de mudas de salsa (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss), e
verificaram que todos os isolados promoveram um efeito positivo, sendo alguns
tratamentos apresentando 100% de germinacao, maior acumulo da massa fresca
da parte aérea e um maior desenvolvimento radicular.

Costa et al. (2013) também obtiveram resultados positivos quando
estudaram a capacidade de 25 estirpes bacterianas de formar nédulos fixadores
de nitrogénio e de promoverem o crescimento de feijao - caupi (BR 17 - Gurguéia’).
Dessas, quatro foram positivas para a fixacdo de nitrogénio simbioticamente,
havendo formacdo de ndodulos no sistema radicular. JA para aumento no
crescimento na planta, os isolados nao tiveram efeito significativo, nao diferindo
do controle.

Em um trabalho feito na india, Mehta et al. (2010) testaram a acdo de um
isolado de Bacillus circulans provenientes do sistema radicular de plantas de
maca (Malus domestica Borkh.) sob plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum
L.) para melhoria no crescimento. Esses autores concluiram que o isolado
estimulou o crescimento das plantas e as mudas bacterizadas apresentaram
maior raiz e maior parte aérea em relacdo ao controle ndo inoculado. Esses
microrganismos podem ser de vida livre, associativas ou endofiticas (COSTA et
al., 2013). Segundo Mariano et al. (2004), as principais espécies de rizobactérias
gue promovem o crescimento de plantas séo encontradas entre as Pseudomonas
spp. néo fluorescentes e fluorescentes; ainda que existem registros de Bacillus,
Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirilum, entre
outras.

Rizobactérias também tém se destacado por seu uso no biocontrole de
doencas. Bezerra et al., (2013) estudaram a acao de isolados de Bacillus para o
controle de fungos fitopatogénicos em sementes de soja. Notaram que a
microbiolizagdo de sementes de soja, com espécies de Bacillus licheniformis e
Bacillus pumilus, foi de grande eficiéncia, atingindo um controle de 99,83% e

99,22%, respectivamente, na incidéncia de fungos nas sementes de soja.
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Rizobactérias promotoras do crescimento de Plantas

Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e o exterior de 6rgaos
vegetais e podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As
bactérias promotoras do crescimento de plantas (“plant growth-promoting
rhizobacteria” — PGPR) fazem parte da populacéo residente das plantas como
epifiticas ou endofiticas e ndo sao fitopatogénicas (MARIANO et al., 2004).

Em 1987 a China ja fazia uso dessas rizobactérias, em larga escala, para o
beneficiamento de 48 diferentes culturas, atingindo cerca de 3,3 milhdes de
hectares, onde se conseguiu aumentos satisfatorios na produtividade de algumas
culturas (MARIANO et al., 2004).

As PGPRs representam uma grande variedade de bactérias de solo que,
gquando associadas as plantas, provocam um aumento substancial da éarea
radicular. Esse aumento na superficie radicular promove uma maior eficiéncia na
absorcéo de 4gua, macro e micronutrientes pelas plantas (GLICK, 2012).

Esse grupo de organismos colonizam as plantas como endofiticas ou
epifiticas ndo causando doencas. Com isso, podem ser empregadas no
tratamento de sementes, explantes, mudas micropropagadas, incorporadas ao
substrato de plantio, no tratamento de estacas, tubérculos, raizes, pulverizadas na
parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pds-colheita (MARIANO et al.,
2004).

As rizobactérias agem no crescimento das plantas (KLOEPPER et al.,
1989), indiretamente pela supresséo de doencas e, diretamente, pela producgéo
ou alteracdo da concentracdo de reguladores de crescimento, fixacdo de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo,
oxidacdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes e producdo de
siderdforos (MARIANO; KLOEPPER, 2000).
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Mecanismos de acado das rizobactérias
Producéo de reguladores de crescimento

Reguladores de crescimento vegetal sdo moléculas que atuam como
mensageiros quimicos e desempenham um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas (CASTRO; VIEIRA, 2001).

Alguns microrganismos sdo capazes de secretar acidos organicos e
fosfatase que facilitam a converséo das formas insolluveis de fosfato em solaveis,
disponibilizando esse nutriente para as plantas (CHEN et al., 2006). As bactérias
solubilizadoras de fosfatos dissolvem o fosfato insoltvel pela producdo de acidos
organicos no meio em que o microrganismo se desenvolve cuja acdo tem sido
atribuida as suas propriedades quelantes, possibilitando a formacdo de

complexos estaveis com os ions Ca*?, Fe™ e Al"® (VENIERAKI et al., 2010).

Sdo também capazes de produzir sideroforos, que sdo moléculas
transportadoras capazes de sequestrar Fe** presente no solo e torna-lo disponivel
para a bactéria e para as plantas na forma do complexo férrico (BENITE;
MACHADO, 2002).

Sua concentracdo esta relacionada ao pH do solo que, quando baixo, a
disponibilidade de ferro diminui e os sideréforos se tornam mais efetivos (MELO;
AZEVEDO, 1998).

Pelzer et al. (2011) constataram a producdo de sideréforos em todos os
isolados de rizobactérias para o controle de murcha-do-esclerédio e promocéao de
crescimento em tomateiro (S. lycopersicum), possivelmente causada pela
producdo de auxinas. Esses microrganismos sdo capazes de quelar ferro com
uma maior eficiéncia e promoveram maior crescimento vegetal em condicfes de

casa-de-vegetacao.

Fixacdo biolégica de nitrogénio

Ha um grupo de rizobactérias que possuem a capacidade de fixar
nitrogénio por meio do complexo enzimatico da nitrogenase. As espécies que
possuem esse mecanismo sdo chamadas de diazotroficas, sendo as principais

representantes do género Rhizobium. Esse grupo é caracterizado pela formacao
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de estruturas hipertroficas nas raizes e, excepcionalmente, no caule,
denominados nédulos fixadores de nitrogénio (STROSCHEIN et al., 2010).

Elas convertem o nitrogénio por reducdo em amonia e 0 incorporam em
suas moléculas organicas, que posteriormente sera disponibilizado as plantas de
forma assimilavel quando escasso no solo (PELZER et al., 2011).

A fixacao biologica do nitrogénio promove varios beneficios para os cultivos
agricolas, dentre os quais, destacam-se o menor uso de adubos nitrogenados,
que resulta em economia para o produtor. O uso de leguminosas como adubos
verdes eficientes para a fixacao biologica de nitrogénio fornece o elemento para o
solo e melhora suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas, concorrendo
para o aumento da produtividade, especialmente em solos deficientes.

Lima et al. (2012) avaliando a capacidade simbiotica de isolados
bacterianos e os nddulos de mucuna-cinza (Mucuna pruriens (L.) DC.) e mucuna-
anad (Mucuna deeringiana (Bort) Merr.), verificaram que os isolados de Rhizobium
obtiveram o melhor desempenho. Observou-se que alguns isolados promoveram
0 surgimento de até 163 noédulos por planta, com valores de massa de nodulos
secos superiores a 500 mg planta™, resultando em massa de parte aérea superior
a 5 g planta™® para mucuna-cinza. Para mucuna-and, os valores atingiram 272
nédulos, massa de nédulos secos de 1.200 mg planta™ e 2,8 g planta™ de massa

de parte aérea.

Producéo de acido indolacético

O &cido indolacético (AlA) é o regulador de crescimento mais estudado e o
mais produzido pelas bactérias, atuando em baixas concentracbes, sendo
conhecido por sua atuacdo no desenvolvimento radicular, divisdo e multiplicacdo
celular (RADWAN et al., 2005).

Acredita-se que um microrganismo pode selecionar uma rota em particular
para a biossintese de AIA, dentre as varias que possui, de acordo com 0
ambiente, sendo a maioria pela via de triptofano (PATTEN; GLICK, 1996).

Joseph et al. (2007), caracterizando rizobactérias promotoras de
crescimento associadas a ervilha (Cicer arietinum L.), testaram um total de 150
isolados em condi¢des in vitro de Bacillus ssp., Pseudomonas spp., Azotobacter

ssp., Rhizobium ssp. e observaram que todos os isolados foram positivos para a
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producdo de AIA; excetos os isolados de Rhizobium testados, em que apenas
85,7% foram positivos para produgédo de AlA.

Weber et al. (2003) também estudaram o efeito de bactérias em mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ‘Cayenne Champac’ na aclimatizacdo, e
constataram que a presenca desses microrganismos reduziu a mortalidade e, ao
mesmo tempo, promoveu o crescimento das plantas, demonstrando a capacidade

dessas bactérias para reduzir o periodo de aclimatizacdo da cultura.

Baldotto et al. (2010) selecionaram 20 estirpes de bactérias promotoras de
crescimento no abacaxizeiro ‘Vitéria’ com o objetivo de promover uma melhor
adaptacdo da planta na aclimatizacdo. Esses autores observaram que para o
crescimento da planta os valores chegaram a 51%, assim como um aumento de
58% das caracteristicas nutricionais, quando comparadas ao controle, o que
demonstra a capacidade desses microrganismos de reducdo no periodo de

aclimatizacao de plantas provenientes de cultivo in vitro.

Poucos estudos tém sido realizados empregando rizobactérias com o
objetivo de substituicdo dos reguladores de crescimento na fase de enraizamento
in vitro e do periodo de aclimatizacdo de mudas micropropagadas.

A insercdo dessas bactérias produtoras de acido indolacético nessas fases
da producdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiros seria bastante
facilitada pela auséncia de outros microrganismos no substrato de -cultivo,
podendo ser uma alternativa para reduzir o periodo de pré-aclimatacdo e
aclimatizacao das mudas.

Na pré-aclimatizacdo pode também ser feito o uso de substratos,
juntamente com as rizobactérias, como alternativa de substituicdo aos meios de
cultura utilizados atualmente e um ganho na reducdo de tempo e na
adaptabilidade ao meio ex vitro.

Outro beneficio do uso desses microrganismos seria o fato de que as
mudas ja seriam comercializadas com uma carga microbiana benéfica associada,
podendo assim favorecer o seu crescimento durante a fase de plantio, como
também a facilidade de cultivo desses microrganismos e baixo custo do
microrganismo, apresentando assim grande potencial de utlizacdo como

bioinoculantes no processo de producédo de mudas.
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Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de rizobactérias
produtoras de acido indolacético como promotoras de crescimento de mudas

micropropagadas de abacaxi nas fases de pré-aclimatizacéo e aclimatizacéo.
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CAPITULO II

Rizobactérias produtoras de acido indolacético como promotoras
do crescimento em mudas micropropagadas de abacaxizeiro
cultivadas em pré-aclimatizacao.
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RESUMO

GONCALVES, J. S. Uso de rizobactérias na promoc¢do do crescimento de
plantas de abacaxi cultivas in vitro. Cruz das Almas, 2016. Dissertagao
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia.

A disponibilidade de mudas de qualidade tem sido um dos entraves para elevar a
producdo e ampliar areas cultivadas do abacaxizeiro. A micropropagacdo tem
sido uma estratégia utilizada para produzir um elevado numero de mudas sadias,
aumentando ou garantindo a produtividade de diversas culturas. Entretanto a
etapa de pré-aclimatizacdo, resulta em plantas com uma baixa adaptacdo as
condi¢cbes ex vitro. Necessitando assim de uma etapa de aclimatizagdo que por
ainda ser longa e eleva o custo da muda. Uma alternativa que vem ganhado
destaque € o0 uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, por
serem capazes de produzir reguladores de crescimento vegetal. Nesse contexto o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de rizobactérias na promocao de
crescimento de uma variedade de abacaxi, tanto em pré-aclimatizagdo, como na
fase ex vitro. Para isso foram selecionadas bactérias produtoras de &cido
indolacético que foram adicionadas, em tubos de ensaio, contendo o substrato
para o cultivo das plantas in vitro, produzidas de acordo com protocolo ja
estabelecido. Apés 60 dias foram avaliadas e as demais plantas transplantadas
para casa de vegetacdo onde foram avaliadas a cada 60 dias por seis meses.
Analisaram-se as seguintes variaveis: altura, comprimento da folha D, nimero de
folhas, massa fresca e seca da parte aérea e sistema radicular, comprimento de
raiz, nimero de estdbmatos, taxa fotossintética, transpiracdo e condutancia
estomética. De acordo com os resultados obtidos, verificaram-se que isolados de
rizobactérias podem promover o crescimento de plantas in vitro na fase de pré-
aclimatizacdo. Entretanto seu efeito na etapa ex vitro, em casa de vegetacédo nao
foi significativo ao longo do tempo.

Palavras-chave: Ananas comosus, micropropagacao, rizobactérias.
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ABSTRACT

GONCALVES, J. S. Use of rhizobacteria promoting the growth of cultivating
pineapple plants in vitro. Cruz das Almas, 2016. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

The availability of quality plantlets has been one of the barriers to improve
production and expand cultivated areas of pineapple. Thus, the micropropagation
has been a strategy used to produce a large number of healthy plantlets,
increasing or guaranteeing productivity of various crops. However, the pre-
acclimatization step results in plants with low adaptation rates to the ex vitro
conditions. Therefore, is required an acclimation step that for being long raises the
plantlets cost. An alternative that has gained prominence is the use of plants
growth promoting rhizobacteria, because they are capable of producing plant
growth regulators. In this context, the objective of this study was to evaluate the
effect of rhizobacteria in promoting growth of a pineapple variaty, both in the pre-
acclimatization and in the ex vitro stage. In this regard, indoleacetic acid producing
bacteria were selected after they had been added in test tubes containing the
substrate for plants cultivation in vitro. The plants were produced in accordance
with protocols that had been already established. After 60 days these plants were
evaluated and the other plants were transplanted to a greenhouse where they
were evaluated every 60 days for six months. The following variables were
analyzed: height, D leaf length, number of leaves, fresh and dry weights of shoot
and root, root length, number of stomata, photosynthetic rate, transpiration and
stomatal conductance. According to the results, it was possible to verify that
rhizobacteria isolates can promote plant growth in vitro in the pre-acclimatization
phase. However, its effect on the ex vitro stage in greenhouses was not significant
over time.

Keywords: Ananas comosus, micropropagation, rhizobacteria.
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro [(Ananas comosus (L.) Merr.] € uma das fruteiras tropicais
mais produzidas no mundo, perdendo somente para a banana e citros. O Brasil foi
0 segundo maior produtor mundial de abacaxi no ano de 2013, com uma
producdo de cerca de 2,5 milhdes de toneladas, sendo superado apenas pela
Costa Rica (FAO, 2016).

Apesar de toda essa producao a cultura ainda enfrenta varios desafios para
melhoria das condi¢gbes de cultivo. Um dos problemas tem sido a escassez de
mudas de qualidade, que tenham vigor e sanidade adequada para garantir um
bom desenvolvimento inicial das plantas e diminuir os riscos de ocorréncia de
doencas fitossanitarias (FREITAS et al., 2011).

A micropropagacdo tem sido uma alternativa para producdo em larga
escala de mudas sadias em varias espécies e para 0 abacaxizeiro ja existem
protocolos bem estabelecidos (TEIXEIRA et al.,, 2001; SOUZA et al., 2009;
MORAES et al., 2010). A muda oriunda da cultura de tecidos tem uma qualidade
e uma uniformidade que impactam na produtividade da cultura (ERIG; SCHUCH
2005).

Entretanto, na micropropagacdo do abacaxizeiro, 0s longos periodos
exigidos de aclimatizacdo elevam o preco da muda no mercado, 0 que constituiu
uma dificuldade a mais para a comercializacdo deste material de plantio.
Diversos estudos tém sido realizados no intuito de diminuir o periodo de
aclimatizacdo e acelerar o crescimento da planta. Dentre estes, podem ser
destacados o emprego de luz natural na fase de enraizamento, o uso de
substratos comerciais e acidos humicos ainda na fase in vitro (FREITAS et al.,
2011; BALDOTTO et al., 2009), assim como a aplicacdo de rizobactérias
promotoras de crescimento (WEBER et al., 2003; MUNIZ et al., 2013).

Reguladores de crescimento vegetal sdo moléculas que agem como
mensageiros quimicos e exercem um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Esses compostos organicos sao sintetizados no
proprio vegetal, os quais, em baixas concentracdes, promovem, inibem ou
modificam processos morfolégicos e fisioldgicos do mesmo (CASTRO; VIEIRA,
2001).
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Alguns microrganismos tém a capacidade de producdo de acido
indolacético, que € o regulador de crescimento mais estudado e o mais produzido
pelas bactérias, agindo em baixas concentracdes, sendo conhecido por sua acéo
no desenvolvimento radicular, divisdo e multiplicacdo celular (RADWAN et al.,
2005).

Weber et al. (2003) estudaram o efeito de rizobactérias produtoras de acido
indolacético em plantas de abacaxizeiro em aclimatizacdo, e obtiveram uma
reducdo na mortalidade e um aumento no crescimento.

Baldotto et al. (2010) utilizando isolados de rizobactérias para promocao de
crescimento de plantas de abacaxizeiro in vitro, verificaram que houve melhorias
na adaptacao das plantas durante a aclimatizacéo e diminuicdo desse periodo.

Dessa forma, o uso de rizobactérias produtoras de acido indolacético, pode
ser uma alternativa para a reducdo do longo periodo de producdo das mudas
micropropagadas de abacaxizeiro incidindo diretamente sobre o custo final da
muda.

A utilizac@o de substrato na fase in vitro também pode vir a contribuir na
reducdo desses custos, em funcdo do valor de compra ser bem inferior ao do
meio de cultura comumente utilizado. Podendo também favorecer as plantas uma
melhor adaptacao a condi¢gdes ex vitro.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi reduzir o periodo de pré-
aclimatizacao in vitro e aclimatizacdo, em funcdo da aplicacdo de rizobactéria
produtora de &cido indolacético, bem como a substituicdo do meio de cultivo

utilizado por substrato comercial.
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MATERIAL E METODOS

Selecédo dos isolados

Foram utilizadas mudas micropropagadas de abacaxizeiro do hibrido BRS
‘Imperial’, oriundas do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Utilizaram-se 200 isolados de bactérias da rizosfera ou do rizoplano de
abacaxizeiros sadios, pertencentes a colecdo microbiolégica de trabalho do
Laboratério de Microbiologia Agricola e Residuos Organicos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Os isolados foram submetidos a ensaios para deteccdo in vitro da
capacidade de sintese de acido indolacético (AlA). Para isso, foram transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura TSA (trypticase soy agar) diluido
dez vezes e enriquecido com 5 mM de L-Triptofano (1,021 g L™).

Em seguida, o meio de cultura foi coberto com membrana de nitrocelulose
e as placas de Petri incubadas a 28 °C por 24 horas. Ap6s este periodo, as
membranas foram removidas e saturadas com solucédo de Salkowski. Os isolados
que proporcionaram o aparecimento de halo avermelhado na membrana, no
periodo entre 30 minutos e 2 horas, foram considerados produtores de AIA
(CATTELLAN, 1999). Para o teste utilizaram-se trés repeticdes para cada isolado.
Os isolados avaliados como positivos para a producdo de AIA, foram aqueles
capazes de cobrir uma placa de Petri de 9 cm de diametro em menor tempo,

sendo selecionado para o ensaio posterior.

Cultivo bacteriano

A rizobactéria selecionada, isolado 46, foi cultivada em meio caldo nutriente por
24 horas, a 28 °C. Em seguida foi semeada em placas de petri contendo o meio
nutriente agar (NA), onde permaneceram por mais 24 horas a mesma temperatura. A
aplicacdo da bactéria se deu via 2,0 mL de uma suspensdo aquosa de células,
ajustada para 10® UFC . mL™.
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Crescimento de mudas de abacaxizeiro em substrato suplementado com
rizobactérias na fase de pré-aclimatizacdao.

Brotos de abacaxizeiro BRS ‘Imperial’ oriundos da etapa de multiplicagéo in
vitro de acordo com Souza et al. (2009), foram postos a enraizar em substrato
Vivatto®, autoclavado, suplementados ou ndo com a rizobactéria produtora de acido
indolacético selecionada.

Para isso, 0s brotos passaram por lavagem, para a retirada do excesso de meio
de cultura antes de serem transplantados para o substrato. Apos transplantio e
inoculacdo, os brotos foram mantidos em sala de crescimento com intensidade
luminosa (22 mmol.min“.s™), fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 + 1°C sob
condi¢cbes controladas. Os tratamentos consistiram de: a) Substrato + agua; b)
Substrato + agua + rizobactéria; c) Substrato + sacarose a 30%; d) Substrato +
sacarose a 30% + rizobactéria; ) Meio MS (MURASHIGE; SKOONG 1962) como
controle. Para cada tratamento foram utilizadas sessenta repeticbes, sendo que cada
repeticéo se constituiu de uma planta.

A aplicacéo da rizobactéria ocorreu por meio da aplicacéo de 2,0 mL de solucéo
aquosa de células, ajustada em espectrofotémetro para uma concentracéo de 108 UFC
pormL™.

A primeira avaliacéo foi realizada ap6s 60 dias de cultivo in vitro, onde foram
mensuradas 10 plantas de cada tratamento e avaliadas as seguintes variaveis de
crescimento: altura da planta (mm), comprimento da folha D (mm), largura da folha D
(mm), nimero de folhas verdes e senescentes, nUmero de raizes, comprimento da
maior raiz (cm), massa da matéria fresca (mg) e massa da matéria seca (mg), assim
como medidas relacionadas a fotossintese: nimero de estdmatos, taxa fotossintética
e respiratoria (umol CO,.min“%s™). As medidas foram feitas com auxilio de um
paquimetro, e as taxas fotossintéticas e respiratorias foram medidas no IRGA (Infra-

red Gas Analyzer) da Tecnal®.
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Aclimatizagdo das plantas

As plantas restantes foram aclimatizadas em casa de vegetacdo em tubetes
contendo substrato de fibra de coco. Nao houve aplicacdo de rizobactérias nesta
etapa. Foram realizadas avaliagbes apos 60, 120 e 180 dias da aclimatizacdo, para 0s
seguintes parametros: altura da planta (mm), comprimento da folha D (mm), largura da
folha D (mm), nimero de folhas verdes e senescentes, numero de raizes,
comprimento da raiz (cm), numero de estbmatos, massa seca da parte aérea e do
sistema radicular (mg). As medidas foram feitas com auxilio de um paquimetro.

Ambos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado,
e os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Contagem de estdOmatos

Para a contagem de estdbmatos, foram preparadas impressdes em cola Super
Bonder®, amostrando a superficie abaxial das folhas, para contagem dos estébmatos e

posterior célculo do indice estomatico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecédo dos isolados

Dos 200 isolados de rizobactérias testados quanto a producdo de acido
indolacético, 26 apresentaram-se positivos. Sendo, a partir destes, escolhido o

isolado 46, por apresentar rapido crescimento em meio de cultura.

Pré-aclimatizacao e teste in vitro com a variedade BRS Imperial

A pré-aclimatizacdo é a etapa que precede a aclimatizacdo da planta e
ocorre ainda na condi¢ao da planta in vitro, quando se recorre a algum tratamento

para diminuir os impactos que serédo causados pela condigcéo ex vitro.

Os resultados obtidos com a variedade BRS Imperial encontram-se na
Tabela 1, com os maiores valores registrados para o tratamento com sacarose e
bactéria (SAC + BAC), ainda que também apresente 0os maiores valores para
namero de folhas senescentes, que indica um rapido crescimento e o
consequente envelhecimento. No entanto, o tratamento de agua com adicédo de
bactéria (H,O + BAC), também observaram-se resultados semelhantes para as
variaveis altura de planta, comprimento da folha D, numero de folhas verdes e
namero de raizes, nao diferindo significativamente de sacarose e bactéria (SAC +
BAC), e deixando evidente a influéncia da rizobactéria no crescimento das plantas

nesta etapa.

Por outro lado, os baixos valores para o comprimento de raiz neste
Stratamento podem estar relacionados com a auséncia de sacarose. A presenca
da fonte de carbono para o microrganismo pode favorecer seu crescimento, 0 que
possivelmente levaria a uma acéo sobre a quantidade de acido indolacético (AlA)
produzido, e consequentemente auxiliaria no crescimento do sistema radicular.
De acordo com os resultados sugere-se uma interacdo entre a sacarose e a
bactéria com efeitos positivos sobre desenvolvimento das plantas (TORTORA et
al., 2012).
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Na Figura 1c é possivel ver as plantas de cada tratamento e as
semelhancas e diferencas entre os tratamentos discutidos acima. O tratamento
com apenas sacarose (SAC) promoveu resultados semelhantes ao tratamento so
com agua (H0), considerando as variaveis de crescimento, exceto para o
namero de raizes, confirmando a importdncia da sacarose para o0
desenvolvimento radicular. Isso muito provavelmente ocorreu em funcdo da
sacarose ser fonte de carbono para a planta, o que pode ter favorecido o

fornecimento de energia para as suas atividades vitais (MADIGAN et al., 2016).
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Tabela 1. Avaliacdes quantitativas de plantas de abacaxizeiro BRS ‘Imperial’ em pré-aclimatizacéo, cultivadas em substrato com
adicao de agua, sacarose e rizobactéria.

ALT COD NFV NFS MFA MAS NRZ COR NES FOT TRA CES

MS 64,38b 72,68b 1500a 0,10b 1,08ab 0,09a 0,00b 0,00d 36,61ab -155ab 0,29c 0,0lc
H20 54,03b 67,85b 10,00c 0,20b 0,50 c 0,04b 080b 0,19d 3854a 059a 0,72a 0,04a
H20+BAC 86,04a 92,06a 13,60ab 0,20b 0,78bc 0,06b 3,00a 290b 39,17a 0,19a 0,43bc 0,02 bc
SAC 56,94b 64,89b 10,90bc 0,60b 0,64 c 005b 3,20a 182c 31,00b -3,61b 0,63ab 0,04 ab
SAC+BAC 83,61a 90,36a 14,80a 220a 1,19a 0,10a 4,80a 4,09a 31,31b -0,71a 0,63ab 0,03ab
CV (%) 12,48 11,28 9,30 27,10 8,76 1,65 25,88 16,15 12,56 -143,80 21,46 26,35

Fc 30,15 ** 21,30 ** 9,23* 17,95* 15,07 * 17,18* 26,21 * 75,62** 7,80* 4,39* 1921* 28,21 **

ALT = altura da planta (mm); COD = comprimento da folha “D”; NFV = numero de folhas verdes; NFS = numero de folhas senescentes; MFA = massa
fresca da parte aérea (g); MSA = massa seca da parte aérea (g); NRZ = nimero de raizes; COR = comprimento das raizes (mm); NES = ndmero de
estdmatos (mm?); FOT = fotossintese (umol (CO,) m?s™); TRA = transpiracéo (umol (CO,) m™?s™); CES = condutancia estomatica mol m?s™.

46



O tratamento considerado controle neste trabalho foi o cultivo dos brotos
feito em meio Murashige e Skoong (MS), adicionado de fitagel para gelificacao do
meio de cultivo e de 30 g de sacarose. Essa etapa antecede a etapa de
aclimatizacao no sistema convencional da micropropagacao.

No controle observaram-se bons resultados para o numero de folhas
verdes e variaveis relacionadas, tais como massa fresca e seca da parte aérea.
Um resultado que chama atencdo € a auséncia total de raizes neste tratamento,
deixando evidente que pode haver uma influéncia do substrato para o
desenvolvimento deste érgao, independente dos componentes adicionais, seja a
sacarose ou a bactéria.

Considerando que o substrato vivatto® utilizado foi autoclavado e, portanto,
perdeu toda a microbiota, a condicéo fisica pode ter influenciado no aparecimento
do sistema radicular, visto que a porosidade € muito relevante para o
enraizamento de plantas na aclimatizacao (VAN LIER, 2001).

O uso de substrato, neste trabalho, deveu-se principalmente para garantir a
aplicacao da bactéria, sem provocar contaminacées no meio de cultura, e facilitar
0 crescimento de raizes, simulando a mesma condicdo da aclimatizagao.

Outro fator que poderia ser considerado para a nao formacdo de raiz no
controle € a auséncia de qualquer auxina, como o AlA sintetizado pela bactéria
em outros tratamentos ou o acido naftalenoacético, uma auxina sintética muito
utilizada na cultura de tecidos. Entretanto, uma boa formacgéo de raizes foi
observada no tratamento SAC + BAC, sacarose (SAC) e H,O + BAC, néo
havendo diferencas entre si.

Hoffmann et al. (2001) testaram diferentes substratos misturados a agar
para o desenvolvimento in vitro de raizes de porta-enxertos de macieira, e
verificaram que essa inducdo € mais eficiente no agar, resultado diferente do
encontrado no nosso trabalho, onde a formacéao de raizes foi mais eficiente na
presenca de substratos. No entanto, eles constataram que a maior sobrevivéncia
foi obtida com plantas enraizadas em meio com agar com adi¢cdo do substrato
Plantmax®. Demonstrando que o uso do substrato em fase de pré-aclimatizacao
pode favorecer a melhor adaptacéo da planta a um suporte fisico mais poroso e
dar inicio a um sistema radicular mais funcional do que normalmente se observa

nos cultivos in vitro.

47



De acordo com os resultados relacionados com o aparato fotossintético foi
possivel verificar o efeito da sacarose, como fonte de carbono, em todos os
tratamentos. A presenca da sacarose inibe o processo fotossintético (Tabela 1)
influenciando em todas as variaveis relacionadas. Segundo Kozai (1991) plantas
micropropagadas na presenca de aclUcar ndo desenvolvem capacidade
fotoautotrofica, e isso pode levar a um crescimento mais lento, durante a

aclimatizacao, ja que demandara toda a adaptacdo do aparato fotossintético.

Mudancas de condicbes ambientais e de substrato podem causar
mudancas especificas na distribuicdo de fotoassimilados em plantas cultivadas in
vitro e afetar os processos metabdlicos como a eficiéncia fotossintética, transporte
de agua e transpiracdo, afetando diretamente o crescimento e desenvolvimento
das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2005; ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

Neste trabalho sé se registrou fotossintese nos tratamentos sem a
sacarose. De acordo com Fuentes et al. (2005), trabalhando com coco, a sacarose
exdgena diminui a atividade carboxilase de ribulose 1,5-bisfosfato (Rubisco),
reduzindo a fotossintese e limitando o crescimento das plantas ex vitro. Processo
semelhante pode ter ocorrido neste trabalho. Os resultados relacionados com o
aparato fotossintético demonstram o efeito da sacarose, como fonte de carbono,

em todos os tratamentos e a inibicdo do processo fotossintético (Tabela 1).

N&do sdo muito conhecidos os efeitos que as bactérias promotoras de
crescimento vegetal impdem sobre a fisiologia das plantas em condi¢cbes ex vitro,

havendo hipéteses que se referem a melhoria na fotossintese e aumento no
conteudo relativo de agua (CREUS et al., 2004; ZHANG et al., 2009).

Entretanto, como na condicdo in vitro o processo fotossintético nédo
acontece, nas condicdes estabelecidas, 0 beneficio se da pela sintese de AlA,
regulador fundamental para o crescimento das plantas. Por isso a importancia de

se escolher uma bactéria promotora de crescimento pela sintese de AlA.

Quanto aos estdmatos, os tratamentos com agua (H,0) e H,0 + BAC foram
0S que apresentaram numero mais elevado. Isso pode estar relacionado com o

fato desses tratamentos terem sido 0s que permitiram as plantas realizarem
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fotossintese, necessitando assim de mais estdmatos para a realizagdo das trocas

gasosas.
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H20 H20+BAC SAC SAC+BAC

b

MS H20 H20+BAC SAC SAC+BAC

H20+BAC SAC+BAC

Figura 1. Plantas de abacaxizeiro BRS ‘Imperial’ em diferentes estagios de cultivo desde in vitro
até ex vitro. a) Abacaxi (Ananas comosus var. comosus) BRS Imperial; b) Plantas BRS ‘Imperial
em diferentes tratamentos na fase de pré-aclimatizacéo in vitro; agua em substrato; agua com
rizobactéria em substrato; 4gua + sacarose em substrato; agua + sacarose + rizobactéria em
substrato; ¢) Plantas aclimatizadas de BRS Imperial aos 60 dias; d) Plantas aclimatizadas de BRS

Imperial aos 180 dias mesmos tratamentos descritos anteriormente.
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Aclimatizagdo de BRS Imperial

Para o processo de aclimatizacao néo foram feitas reaplicacdes da bactéria
no substrato e as avaliagbes consideraram a influéncia da bactéria na etapa de
pré-aclimatizacdo. A escolha de um substrato com baixa concentracdo de
nutrientes, como a fibra de coco deu-se principalmente para evitar a que
houvesse uma grande influéncia de fatores como, o0s nutrientes sobre o
desenvolvimento das plantas. Na Tabela 2 podemos observar os resultados
referentes aos trés periodos de avaliacdo da aclimatizacdo das plantas

micropropagadas do abacaxi BRS imperial.

Com 60 dias ap0s a aclimatizacdo, o melhor desempenho de crescimento
foi registrado nas plantas oriundas do tratamento controle (MS) para todas as
variaveis analisadas, com exce¢do do numero de estdmatos (NES) que néo foi
significativo. No entanto, também foram obtidos resultados satisfatorios, tanto
para o tratamento SAC+BAC, quanto para o tratamento com apenas H,O em

algumas variaveis importantes para o crescimento da planta.

Aos 120 dias, algumas variaveis ndo apresentaram mais diferencas
significativas, com uma resposta bastante nivelada entre os tratamentos tais
como, LAD, NRZ, COR e NES. Por outro lado o maior crescimento se manteve
nas plantas oriundas do tratamento MS, ainda que os tratamentos H,O, SAC e
SAC+BAC mostraram resultados similares para algumas variaveis como ALT e
COD.

Dentre as variaveis avaliadas € preciso destacar que algumas sdo mais
determinantes que outras para a sobrevivéncia e 0 crescimento das plantas
micropropagadas durante a aclimatizacdo. O namero de folhas verdes (NFV) e a
massa seca da parte aérea (MSA) estdo, sem duvida, entre as variaveis mais
importantes para subsidiar inferéncias sobre as taxas de crescimento. Assim, 0
gue chama atencdo aos 120 dias € que as plantas oriundas do tratamento com
apenas H,O tenham apresentado o mesmo desempenho que o tratamento MS

para a variavel NFV, ainda que a MSA tenha sido inferior.
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Por outro lado, o nimero de folhas senescentes (NFS) é um indicador do
envelhecimento da planta, que por sua vez € consequéncia do seu crescimento e
€ uma variavel que deve ser avaliada considerando sempre sua relacdo com o
namero de folhas verdes (NFV). Na primeira etapa de avaliacdo, aos 60 dias, 0
tratamento MS, além de apresentar um elevado numero de folhas verdes, néo
registrou folhas senescentes, evidenciando bom crescimento e vigor das plantas,
visto que a presenca de folhas senescentes indica o envelhecimento da planta.
No entanto, aos 120 e 180 dias é o tratamento que apresentou 0s maiores valores

para essa variavel, mas que é compativel com o crescimento apresentado.

Por outro lado as plantas que vieram do tratamento com H,O apresentaram
os valores mais baixos para NFS nos dados de 120 e 180 dias. Esse tratamento
demanda uma avaliacdo ndo apenas acerca dos resultados referentes a essa
variavel, mas a seu comportamento de forma geral e considerando as variaveis
de crescimento. Como visto na fase de pré- aclimatizacdo, a auséncia de
sacarose estimulou o funcionamento do aparato fotossintético, o que n&o foi
registrado em outros tratamentos, com excecdo do tratamento H,O + BAC onde
também nao havia fonte de carbono. Isso pode ter tido um papel determinante
para que plantas que ndo tiveram nenhum tipo de aporte de carbono (sacarose)
ou nutricional (sais e vitaminas do MS) ou algum auxilio da bactéria pudessem,
nao apenas sobreviver na aclimatizacdo, mas apresentar resultados satisfatérios

em relacdo ao crescimento aos 60 e 120 dias de avaliacao.
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Tabela 2. Avalia¢des quantitativas de plantas da variedade BRS Imperial na aclimatizacdo advindas da pré-aclimatizacgéo in vitro
com adicao de 4gua, sacarose e rizobactéria.

12 Avaliacdo com 60 dias ap0s aclimatizacéo

ALT COD LAD NFV NFS NRZ COR NES MFA MSA MFR MSR
MS 49,38a 53,70a 13,04a 1500a 0,00b 960a 1731a 37,15 3,02a 0,25a 0,3l1a 0,09a
H20 34,46b 30,05b 8,77ab 9,40ab 2,00ab 6,60ab 12,39ab 4468 089b 0,08b 0,06b 0,03b
H20 + BAC 28,17b 24,80b 750b 7,00b 120ab 480b 11,09b 42,71 0,71b 0,06b 0,05b 0,02b
SAC 27,12b 31,70b 8,21b 7,00b 260a 500b 1338ab 36,25 0,78b 0,07b 0,08b 0,03b
SAC + BAC 28,66b 37,83ab 857ab 580b 180ab 6,00ab 12,71ab 3751 0,70b 0,06b 0,07b 0,03b
CV (%) 22,60 2495 26,50 28,39 23,97 13,93 23,35 19,73 15,11 4,01 4,83 2,24
Fc 7,51*  7.84* 401* 10,77* 2,38* 4,71*  169* 117" 1545* 13,01* 1552 * 7,42 **

22 Avaliacdo com 120 dias apés aclimatizacao
MS 70,04a 80,36a 13,10 1360a 6,60a 12,40 18,71 38,31 693a 069a 087a 0,24a
H20 52,74 ab 58,30 ab 11,78 13,40a 2,20c 9,40 19,95 38,49 4,38ab 045b 025b 0,12b
H20 + BAC 44,38b 52,70b 12,96 11,40b 3,80bc 11,00 19,35 42,26 3,88b 0,34b 041b 0,12b
SAC 52,78 ab 58,18 ab 11,96 10,00b 6,20ab 11,20 19,34 3760 3,86b 034b 028b 0,12b
SAC + BAC 52,02ab 69,90ab 11,28 10,40b 520ab 9,80 18,34 37,69 4,22ab 051b 046b 0,15b
CV (%) 18,11 19,92 1262 16,44 28,87 16,88 5,87 20,72 15,00 9,88 6,66 4,08
Fc 459* 383* 129" 373* 854* 216™ 1,55™ 0,A7™ 291* 269* 17,34* 4,83**
32 Avaliacdo com 180 dias apos aclimatizacdo

MS 88,12a 81,08a 14,26 14,80a 3,60a 1540a 20,81 43,34 10,65a 1,13a 193a 0,29a
H20 55,72b 50,02b 13,46 12,60b 0,20d 9,40Db 15,43 44,15 3,95b 0,37b 0,75b 0,08c
H20 + BAC 64,80b 54,38b 12,46 13,80b 1,00c 11,20b 18,62 38,04 512b 047b 064b 0,14Db
SAC 53,66b 47,46b 11,36 11,20c 0,80c 10,00b 18,74 39,21 3,71b 034b 09b 0,10c
SAC + BAC 59,04b 59,26b 11,66 11,00c 2,40b 12,00ab 17,83 4289 489b 048b 1,19ab 0,16b
CV (%) 13,42 13,16 17,39 1291 26,05 18,00 14,27 12,06 10,90 6,53 9,89 3,21
Fc 13,15* 1523* 153™ 502* 857* 635* 120" 147" 19,20* 23,84 * 12,97 ** 18,65 **
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ALT = altura da planta (mm); COD = comprimento da folha “D”; LAD = largura da folha “D”
(mm); NFV = namero de folhas verdes; NFS = nimero de folhas senescentes; NRZ =
namero de raizes; COR = comprimento das raizes (mm); NES = nimero de estdmatos
(mm?); MFA = massa fresca da parte aérea (g); MSA = massa da matéria seca da parte
aérea (g); MFR = massa da matéria fresca da raiz (g); MSR = massa seca da raiz (g).

Aos 180 dias os resultados superiores do controle (MS) se consolidam,
inclusive para o numero de raizes (NRZ), variavel que volta a ser significativa
entre os tratamentos e deixa evidente que os efeitos positivos obtidos pela
inoculacao da bactéria na etapa de pré-aclimatizacdo ndo se mantém ao longo da
aclimatizacdo. O meio MS, rico em macro e micronutrientes parece ter
influenciado em maior grau os resultados da aclimatizacdo, e proporcionado um
melhor desempenho das plantas nessa etapa, ainda que as plantas vindas desse
tratamento tenham chegado ao final do ensaio in vitro com desempenho inferior,
guando comparadas as demais. O fato de ter melhor se adaptado a fase de
aclimatizacdo, pode ser atribuida a uma reserva nutricional maior, e assim
conseguirem resistir melhor ao impacto causado pela mudanca brusca de

ambiente. Resultado similar foi obtido por Fuentes et al. (2005) com coco.

O uso do substrato inerte e a auséncia de novas inoculacdes durante a
aclimatizacdo podem ter desfavorecido as plantas vindas dos tratamentos,
guando comparadas ao controle MS, que tinham uma reserva nutricional bem
mais elevada. Tal fato evidencia que novas aplicacfes de rizobactérias poderiam
garantir a sintese de AIA e auxiliar o crescimento esperado nesta etapa.

Outra hip6tese, mais relacionada com a aplicagcdo da bactéria na pré-
aclimatizacao, é a de que a bactéria inoculada nesta fase, ndo tenha sido capaz
de sobreviver no ambiente da aclimatizacdo, em funcdo de competicdo com
outros microrganismos ali presentes. A consequéncia seria uma reducdo na sua
populacao e perda da eficacia de sua agao. Isso faz com que sejam necessarios
estudos posteriores, com reaplicacdo da bactéria em casa de vegetacéo para que

se possa avaliar melhor a agdo do microrganismo.

Os resultados obtidos neste trabalho podem subsidiar novos ensaios para
a melhoria dessa importante etapa da micropropagacao, tais como realizar
aplicacoes na etapa de aclimatizacdo, aprofundar os estudos sobre a retirada da

sacarose ainda na pré-aclimatizacdo e considerar, nesses novos estudos, a
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interacdo desses tratamentos com as adubacdes regulares feitas pelas
biofabricas.
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CONCLUSAO

A presenca de rizobactérias produtoras de acido indolacético estimula o

crescimento de mudas de abacaxizeiro em pré-aclimatizacao;

A combinacdo de sacarose com bactéria (SAC+BAC) em substrato
incrementa o desenvolvimento das plantas na fase de pré-aclimatizacdo desde a

parte aérea até o sistema radicular;

A auséncia de fonte de sacarose na fase de pré-aclimatizacdo induz o
funcionamento do aparelho fotossintético das plantas in vitro resultando em

beneficios na fase de aclimatizacgao;

A utilizacdo de substrato comercial na fase de pré-aclimatizacdo nao se
apresentou como alternativa viavel em substituicio do meio MS, em virtude de

afetar negativamente o crescimento das plantas na etapa de aclimatizagao.

Plantas de abacaxizeiro BRS Imperial provenientes de uma pré-
aclimatizacdo em meio MS, apresentam um maior desempenho de crescimento,
guando comparadas com as plantas vindas de pré-aclimatizacdo em substrato

comercial Vivatto®;

A aplicacdo de rizobactérias na etapa in vitro ndo causa efeito sobre o

comportamento das plantas na etapa de aclimatizacao;
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CAPITULO Il

Crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro em
substratos suplementados com rizobactérias
produtoras de acido indolacético.
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RESUMO

GONGCALVES, J. S. Crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro
em substratos suplementados com rizobactérias produtoras de acido
indolacético. Cruz das Almas, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia
Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

A técnica de micropropagacdo in vitro para abacaxizeiro (Ananas comosus L.
Merril) resulta em plantas sadias, homogéneas e em grande quantidade. Embora
mesmo com essas vantagens, a fase de aclimatizacdo requer um longo periodo,
tornando a producdo de mudas atividade de elevado custo. A reducdo desse
periodo tem sido estudada. O uso de um substrato adequado, bem como
bactérias com capacidade de produzir substancias que induzam o crescimento da
planta, pode se tornar uma alternativa viavel na minimizacdo desses longos
periodos e facilitar o processo de adaptacdo das plantas ao chegar ao campo.
Com isso o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o tempo de aclimatizacdo de
plantas micropropagadas de abacaxi, utilizando diferentes substratos de cultivo
suplementados com rizobactérias produtoras de acido indolacético. Plantas de
abacaxizeiro da variedade Imperial foram cultivadas em diferentes substratos:
Turfa, fibra de coco, vivatto®, fibra de coco + vivatto®, fibra de coco + Vermiculita
e fibra de coco + turfa e, a estes foi adicionado, a cada 15 dias uma combinacéo
de rizobactérias. Foram feitas avaliacbes ao longo do tempo e mensuradas
caracteristicas de crescimento: Altura, numero de folhas, comprimento da raiz,
massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca e seca do sistema radicular.
Os resultados observados mostram que o uso do substrato fibra de coco + turfa
com adicdo de rizobactérias proporciona um maior crescimento das plantas de
abacaxizeiro, sendo assim uma alternativa para reducdo do periodo de
aclimatizacao.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merr., acido indolacético, aclimatizacao.
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ABSTRACT

GONGCALVES, J. S. Growth promoting rhizobacteria application in pineapple
plants grown on different substrates. Cruz das Almas, 2016. Dissertagao
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia.

The micropropagation in vitro for pineapple (Ananas comosus L. Merril) results in
healthy plants, homogeneous and aplenty. Although even with these advantages,
the acclimatization phase requires a long period, making the production of
seedlings with high cost. The reduction of this period has been studied. The use of
a suitable substrate and bacteria capable of producing substances that induce
plant growth can become a viable alternative in minimizing these long periods and
improve the adaptation of plants to reach the field. Thus the aim of our study was
to reduce the time of acclimatization of micropropagated pineapple plants, using
different culture substrates supplemented with producing rhizobacteria indole
acetic acid. variety of Imperial pineapple plants were grown on different
substrates: peat, coir, vivatto®, coir + vivatto®, coir, vermiculite + peat and
coconut fiber, and to this was added every 15 days a combination of rhizobacteria.
Patients were evaluated over time and measured growth characteristics: height,
leaf number, root length, fresh and dry weight of shoot and fresh and dry weight of
the root system. Our results show that use of coconut fiber substrate with the
addition of peat + rhizobacteria provides a better performance of the pineapple
plants so as an alternative to reduce the acclimatization period.

Keywords: Ananas comosus (L.) Merr., indole acetic acid, acclimatization.
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INTRODUCAO

A cultura do abacaxi estd amplamente disseminada nos paises de regiao
tropical e o Brasil destaca-se como segundo maior produtor mundial (FAO, 2016).
No entanto, a produtividade ainda é baixa, devido principalmente a qualidade das
mudas plantadas e manejo inadequado de préaticas de cultivo (WEBER et al.,
2003). Diante disso, a propagacdo de plantas in vitro tem sido uma boa opcao
para o aumento e melhoria na produtividade da cultura do abacaxi, uma vez que,
a técnica possibilita a obtencédo de mudas de qualidade (BALDOTTO et al., 2010).

Apbs a etapa in vitro as plantas passam para a aclimatizacdo em condi¢cdes
ex vitro, periodo necessario para que se adaptem as condicfes de campo. Essa
etapa € considerada critica, devido a grande diferenca entre os dois ambientes. A
perda do vigor e a consequente morte devido ao dessecamento S840 Sérios
problemas que ocorrem com plantas transferidas das condi¢cdes in vitro para a
condicdo ex vitro em casa de vegetacdo (MOREIRA et al., 2006).

A manutencdo da alta umidade relativa dentro da casa de vegetacéo, as
condicbes de sombreamento, 0 uso adequado de recipientes e substrato para
plantio, estdo entre os fatores que podem otimizar esse processo (BRAGA et al.,
2011).

Diferentes estudos tém sido realizados visando a reducdo do periodo de
aclimatizacdo do abacaxizeiro, com o intuito de acelerar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, como a aplicacdo de reguladores de crescimento
(CATUNDA et al, 2008), emprego de diferentes substratos usados no
enraizamento (WEBER et al., 2003; MOREIRA et al., 2006), aplicacdo de &cidos
hamicos (BALDOTTO et al., 2009) e a aplicacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (WEBER et al., 2003; BALDOTTO et al., 2010).

Em relacéo ao substrato de cultivo, este deve possuir capacidade de reter
umidade e ndo compactar excessivamente, comprometendo a drenagem e a
aeracao radicular (SOUZA JUNIOR et al., 2001) além de possuir nutrientes para
as plantas. A escolha adequada do substrato pode reduzir a mortalidade das
plantas e melhorar as condi¢des nutricionais (MOREIRA et al., 2006).

O uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas associados a

um substrato adequado pode ter efeitos benéficos, tornando-se uma alternativa
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vidvel na reducéo do periodo de aclimatizagdo das plantas de abacaxizeiros e na
melhoria das caracteristicas fisiologicas, fazendo com que tenham melhor
adaptacao as condi¢cdes de campo.

Dentre os efeitos benéficos observados pelo uso desses microrganismos,
podem ser citados o aumento na taxa de germinagcdo de sementes, maior
rendimento na cultura, aumento na taxa de sobrevivéncia apds o transplantio e
tolerancia a estresses bioticos e abidticos (VESSEY, 2003).

Atuam através de diversos mecanismos de acdo, podendo-se citar a
producdo de substancias antimicrobianas e sintese de reguladores de
crescimento como o acido indolacético (AIA) (POLLI et al.,, 2012). Essa auxina
atua como um mensageiro quimico e exerce um papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento nas plantas (CASTRO; VIEIRA, 2001).

O uso desses microrganismos vem sendo utilizado com sucesso em
diferentes culturas. Kozusny-Andreani et al. (2012), trabalhando com mudas de
Salsa (Petroselinum crispum) obtiveram 100% de germinag¢do, aumento de massa
fresca de parte aérea e melhor desenvolvimento de raizes, em virtude da
aplicacdo de rizobactérias promotoras de crescimento.

Cunha et al. (2013) utilizaram isolados de rizobactérias com o intuito de
otimizar o processo de producdo de mudas de Sibipiruna (Caesalpinia pluviosa),
como resultado tiveram um aumento na porcentagem de germinacdo das
sementes e aumento de massa seca do sistema radicular.

Baldotto et al. (2010) selecionaram estirpes de bactérias promotoras de
crescimento em plantas abacaxizeiro ‘Vitéria’ com o objetivo de promover uma
melhor adaptacdo da planta na aclimatizacdo. Observaram aumentos em mais de
50% no crescimento da planta e nas caracteristicas nutricionais. Diante disso, o
trabalho objetivou avaliar o crescimento das plantas de abacaxizeiros no periodo
de aclimatizacdo utilizando diferentes substratos comerciais com aplicacdo de
rizobactérias produtoras de acido indolacético, em plantas provenientes de cultivo

in vitro com o intuido de reduzir o longo periodo de aclimatizacao.
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MATERIAL E METODOS

Selecédo dos isolados

Foram utilizados 200 isolados, obtidos a partir da rizosfera de
abacaxizeiros sadios, mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e fruticultura. Atualmente esses isolados encontram-se na colecao
microbiolégica do Laboratério de Microbiologia Agricola e Residuos Orgéanicos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Estes foram submetidos a ensaios para
deteccdo in vitro da capacidade de sintese de acido indolacético (AlA). Para isso,
os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura TSA
(trypticase soy agar) 1/10 enriquecido com 5 mM de L-Triptofano (1,021 g L™). Em
seguida, o meio de cultura foi coberto com uma membrana de nitrocelulose e as
placas de Petri incubadas a 28 °C, por 24 horas. ApGs este periodo, as
membranas foram removidas do meio de cultura e saturadas com solucdo de
Salkowski. Os isolados que proporcionaram o aparecimento de halo avermelhado
na membrana, no periodo entre 30 minutos e 2 horas, foram considerados
produtores de AIA (CATTELLAN, 1999). Foram utilizadas trés repeticbes para
cada isolado. Dos 200 isolados testados de rizobactérias, 26 foram selecionados

por terem apresentado formacgéo de halo avermelhado.

Teste de antibiose reciproca

Estudos relativos & producao de substancias antimicrobianas entre os isolados
selecionados no ensaio anterior foram realizados, vislumbrando a possibilidade do uso
dos mesmos em combinagbes. Realizou-se o teste de dupla camada adaptado de
Stonier (1960), onde os isolados foram, inicialmente, incubados em placa de Petri
contendo meio nutriente agar (NA) a 28 °C, por 24 horas. Decorrido esse intervalo, as
colénias foram mortas por exposicdo a vapores de cloroformio. Rizobactérias
possivelmente inibidas foram adicionadas a 10 mL de meio NA semi-fundente e a
seqguir vertidos sobre o mesmo meio de cultura contendo o isolado inibidor. O
aparecimento de halos de inibicéo foi verificado por inspecdes diarias durante quatro
dias. Foram feitas trés repeticdes para cada teste com rizobactéria.
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Ensaio de crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro em
substratos suplementados com rizobactérias na fase de aclimatizagéo.

Foram utilizadas mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘BRS Imperial’ do
quinto subcultivo em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem
regulador com cerca de 3 cm de altura. As plantas foram aclimatizadas em
tubetes de 240 cm?® contendo diferentes substratos comerciais e mantidas em
telado com sombrite de 70 % e umidade relativa variando de 70 a 80 %.

Os substratos comerciais foram:

Tratamentos

Turfa

Fibra de coco

Vivatto®

Vivatto® + Fibra de coco (1:1)
Fibra de coco + Vermiculita (3:1)
Fibra de coco + Turfa (1:1)

As rizobactérias foram aplicadas aos substratos em combinacdes de trés
isolados. Esses isolados foram crescidos em meio caldo nutriente por 24 horas a
28 °C. Em seguida, 200 pL foram adicionados em placas de Petri contendo meio
NA, onde foram mantidas por 24 horas, na mesma temperatura anterior. Foram
aplicados ao substrato 20 mL na forma de solucdo aquosa, ajustada para 10°
UFC mL™, e na proporcédo de 0,1 mL cm™ de substrato. As aplicacbes das
rizobactérias tiveram inicio no dia do transplantio e a cada 15 dias até os 180
dias. Foram feitas trés avaliacbes apdés 60, 120 e 180 dias apdés o
estabelecimento das plantas em substrato. Foram avaliadas as seguintes
variaveis: altura da planta (cm), namero de folhas, comprimento da raiz (cm),
massa fresca (g) e massa seca (g) da parte aérea e do sistema radicular.

Além das variaveis avaliadas, foi calculado um indice de crescimento (IC)
para cada substrato, englobando todas as variaveis. Para o célculo, a média das
repeticbes de cada variavel do tratamento controle foi considerada como valor
100. Foram feitas as comparacdes por meio de regra de trés em relacdo as
repeticbes das variaveis onde as rizobactérias foram aplicadas. Somados os sete

valores atribuidos, o controle apresentava IC igual a 700.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 X 6 (auséncia e presenca de rizobactéria X seis substratos comerciais)
com 30 plantas por tratamento, sendo cada avaliagdo, composta por cinco
plantas, pois as analises foram destrutivas. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, pelo programa SAS (SAS Intitute, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecédo dos isolados

Dos 200 isolados testados quanto a producdo de acido indolacético, 26
foram considerados positivos por apresentar formacao de halo avermelhado.

Os 26 isolados de rizobactérias considerados positivos, passaram por o
teste de antibiose reciproca, para que pudesse fazer uso de combinacdes. Cinco
deles apresentaram restricdes entre si, sendo assim descartado para o ensaio de
casa de vegetacao.

A escolha dos trés isolados se deu principalmente, em funcdo de

apresentarem um rapido crescimento em meio de cultura.

Aclimatizacdo das plantas

Foi observada diferenca significativa para todas as varidveis analisadas,
para todos os tratamentos bem como, para todos os periodos de avaliacao
(Tabela 1). Apos 60 dias de aclimatizacao, o cultivo das plantas em fibra de coco
+ vivatto® com a presenca das rizobactérias foi o que apresentou a maior altura
de plantas, comprimento da raiz, massa fresca e seca da parte aérea e raiz, com
resultados significativamente superiores a auséncia de rizobactérias nesse
mesmo substrato. Em contrapartida, o cultivo das plantas em turfa néo
proporcionou um bom desenvolvimento das plantas conforme as variaveis
analisadas. O tratamento fibra de coco com adi¢&o das rizobactérias, foi superior
apenas para a variavel numero de folhas, quando comparados aos demais
tratamentos.

A composicdo fibra de coco + vermiculita com aplicacdo das bactérias
proporcionou um ganho na matéria fresca da raiz.

De forma geral aos 60 dias, as rizobactérias demonstram uma maior
homogeneizacdo diminuindo as diferengcas entre 0s substratos, isso é
considerado um efeito positivo, visto que os substratos tém acgéo direta sobre o

crescimento das plantas.
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Aos 120 dias de aclimatizacao (Tabela 1), o Vivatto® com a combinagao de
bactérias, mostrou-se como o melhor substrato de cultivo, promovendo um maior
crescimento para as plantas, com um maior incremento para numero de folhas,
comprimento da raiz e matéria seca da parte aérea; nas demais variaveis nao
apresentou diferenga significativa.

A combinagéo de fibra de coco + turfa com adicdo das bactérias também
apresentou resultados significativos para massa fresca da parte aérea, massa
fresca e seca da raiz.

Os demais tratamentos ndo se mostraram eficientes para o cultivo de
abacaxizeiro pelas varidveis analisadas. Novamente o tratamento composto por
Turfa ndo apresentou bom desempenho para nenhuma das variaveis analisadas.

A variavel comprimento de raiz nessa avaliacdo demonstra uma
homogeneidade maior entre os tratamentos quando na presenca de bactérias,
muito embora sé haja diferenca signifivativa no tratamento Vivatto®.
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Tabela 1. Aclimatizacéo de plantas de abacaxizeiros (A. comosus var. comosus) cv. BRS Imperial em diferentes substratos na

presenca e auséncia de rizobactérias aos 60, 120 e 180 dias de avaliagdo apos plantio.

Altura da planta

Numero de folhas

Comprimento da raiz

Matéria fresca da parte

Matéria seca da parte

Matéria fresca da raiz

Matéria seca da raiz

Tratamentos (cm) (cm) aérea (g) aérea (g) © ©
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria Bactéria
60 dias
Turfa 5,12 cA 5,15 dA 12,25 bcA 12,75 bA 2,86 dA 2,85cA 0,67 dA 0,94 cA 0,07 dA 0,09 cA 0,09 aA 0,05 cA 0,02 aA 0,02 bcA
Fibra de coco 5,61 cA 5,53 cdA 10,86 cB 15,86 aA 12,40 abA 12,01 abA 1,38 cA 1,57 bcA 0,11 cA 0,13 bcA 0,11 aA 0,11 bA 0,03 aA 0,04 aA
Vivato 7,83 bA 7,88 abA S)f:‘ 15,00 aA 7,05 dB 9,43 bA 2,08 bA 2,51 abA 0,18 bA 0,22 abA 0,07 aA 0,10 bA 0,02 aA 0,03 abA
Fibra + Vivato 7,43 bB 8,66 aA 16,00 abA 15,57 aA 10,13 bcB 13,57 aA 2,67 aB 3,68 aA 0,23 aB 0,30 aA 0,08 aB 0,13 bA 0,02 aB 0,05 aA
Fibra + Verm. 6,44 bcA 7,00 bcA 115bcll-‘\1 16,14 aA 13,78 aA 14,70 aA 2,01 bB 3,10 aA 0,17 bB 0,27 aA 0,11 aB 0,17 aA 0,04 aA 0,05 aA
Fibra + Turfa 9,34 aA 9,07 aA 17,14 aA 16,67 aA 9,36 bcB 12,25 aA 2,78 aA 3,26 aA 0,26 aA 0,30 aA 0,07 aA 0,07 cA 0,03 aA 0,03 abA
Ccv 12,23** 17,24** 18,80** 30,18** 30,37** 48,03** 40,41**
120 dias
Turfa 5,78 bA 6,50 cA 7,83 bA 9,16 bA 1,30 cA 2,91 bA 0,84 bA 1,59 cA 0,08 bA 0,17 cA 0,05 bA 0,07 Ca 0,01 bA 0,02 bA
Fibra de coco 6,18 bA 6,22 cA 8,28 bA 10,57 bA 15,90 aA 14,10 aA 1,45 bA 1,92 cA 0,12 bA 0,16 cA 0,08 abA 0,13 bcA 0,03 bA 0,03 bA
Vivato 10,68 aA 12,53 abA 11,40 abB 14,66 aA 9,38 bB 14,93 aA 4,83abB 8,60 abA 0,39 bB 0,67 abA 0,14 abA 0,25 abA 0,04 abA 0,04 bA
Fibra + Vivato 10,34 aA 9,96 bA 13,14aA 13,00 abA 14,61 abA 16,61 aA 4,28abA 4,93 bcA 0,35 bA 0,41 bcA 0,12abA 0,15 abcA 0,03 bA 0,05 bA
Fibra + Verm. 5,98 bA 6,35 cA 8,16 bA 9,66 bA 9,23 bB 14,38 aA 1,38 bA 2,03 cA 0,15 bA 0,17 cA 0,10 abA 0,11 bcA 0,04 abA 0,06 abA
Fibra + Turfa 13,43 aA 13,93 aA 14,50 aA 14,50 aA 15,53 abA 17,68 aA 8,53 aB 11,55 aA 0,87 aA 0,99 aA 0,25 abA 0,32 aA 0,09 Aa 0,10 aA
Ccv 23,07** 20,67** 31,02%* 60,70** 61,76** 67,34** 66,55**
180 dias
Fibra de coco 6,07 dA 7,12 dA 10,42 bA 11,71 cA 16,81 aA 17,30 bA 1,77 bA 2,59 bA 0,15 cA 0,22 cA 0,06 bA 0,11dA 0,02 cA 0,04 cA
Vivato 15,10 aA 14,58 bA 17,60 aA 18,83 aA 17,50 aA 19,58 abA 17,55 aA 21,17 aA 1,57 aA 1,91 bA 0,59 aA 0,86 cA 0,17 abA 0,26 bA
Fibra + Vivato 12,13 bA 12,01 cA 16,50 aA 15,50 bA 15,71 aA 21,58 aA 11,00 aA 9,45 cA 0,91 abA 0,83 cA 0,34 abA 0,57 bcA 0,11 abcB 0,21 bA
Fibra + Verm. 8,66 CA 8,01 dA 11,16 bA 12,28 cA 18,05 aA 19,92 abA 3,28 bA 3,38 cA 0,29 bcA 0,31 cA 0,16 abA 0,18 cdA 0,06 bcA 0,07 cA
Fibra + Turfa 14,02 abB 18,20 aA 15,00 aB 18,50 aA 19,20 aA 20,58 abA 13,55 aB 29,68 aA 1,41 aB 2,95 aA 0,53 aB 1,57 aA 0,21 Ab 0,51 aA
Cv 11,80** 11,95* 14,12** 42,49%* 44, 77** 55,79** 51,16**

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailuscula na

probabilidade** altamente significativo com P < 0,01.

linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey a 1 % de
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Apés 180 dias de aclimatizacdo (Tabela 1), o tratamento composto por
turfa ja havia perdido todas as suas repeti¢cdes, devido a morte total das plantas.
Nos demais tratamentos foram feitas a Gltima avaliacao.

O tratamento de fibra de coco + turfa com adicdo das rizobactérias,
consolida ainda mais o seu efeito. E apds seis meses de aclimatizagéo foi o que
melhor promoveu o crescimento das plantas, aumentando o ganho de altura,
namero de folhas, massa fresca da parte aérea, massa seca de parte aérea,
massa fresca de raiz e massa seca de raiz.

O tratamento Vivatto® com adi¢do das bactérias promoveu um incremento
para numero de folhas e massa fresca da parte aérea.

Fibra de coco + Vivatto com aplicacdo das rizobactérias foi a melhor
combinacgédo para crescimento de raiz nessa avaliacéo.

De maneira geral o substrato fibora de coco + turfa proporcionou os
melhores resultados, seguido de Vivatto® e fibra de coco + Vivatto®, ambos com
adicdo das bactérias. J4 a turfa quando testada isoladamente teve um efeito
negativo, afetando a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas, de tal maneira
que nao foi possivel realizar a Ultima avaliacdo em funcdo da perda total das
plantas.

Isso pode ter ocorrido em funcdo da baixa aeracdo do substrato, bem como
pela baixa drenagem de agua. Verificava-se, nho momento de irrigacdo das
plantas, que a 4gua necessitava de um tempo maior para penetrar por completo
no substrato.

Mesmo obtendo a mesma frequéncia de irrigacdo que o0s demais
substratos testados, a Turfa se mantinha sempre muito seca. Segundo Nascente
et al. (2005) plantas de abacaxizeiro tem preferéncia por solos de textura média
ou arenosa. Isso pode ter sido o responsavel pelo baixo desenvolvimento do
sistema radicular, e com isso uma diminuicdo na absorcdo de agua e nutrientes.
O que refletiu diretamente em um baixo crescimento da parte aérea das plantas e
no numero de folhas.

Os resultados de Menezes et al. (2000) estdo de acordo com os obtidos
nesse trabalho, ao utilizar o substrato turfa. Os autores verificaram que a baixa
aeracdo prejudicou o desenvolvimento do sistema radicular, possivelmente por
dificultar a difusdo do oxigénio pelas raizes, acarretando uma menor massa seca,

e ao comprometimento da parte aérea, consequentemente.
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Apesar da fibra de coco ser o substrato comumente utilizado pelas
biofabricas para a producdo de mudas de abacaxizeiro, verificou-se que ela
proporcionou baixo desenvolvimento das plantas quando comparado com o0s
demais substratos testados. Esse resultado também foi semelhante para a
mistura de fibra de coco + vermiculita.

J& o substrato tratamentos Vivatto® e a combinacdo de fibra de coco +
Vivatto® proporcionaram resultados satisfatorios, tanto na presenca quanto na
auséncia das rizobactérias, ambos com valores semelhantes, apresentando assim
como uma melhor alternativa para o cultivo de abacaxizeiro em aclimatizagao.
Esses resultados j& foram constatados por varios autores. Cunha Filho et al.
(2008) também verificaram que plantas de abacaxizeiro ornamental advindas do
cultivo in vitro, tinha um bom desenvolvimento quando cultivadas nos substratos
Plantmax® e fibra de coco. J& Moreira et al. (2006) ndo obtiveram bons resultados
com o substrato Plantmax® quando utilizado isoladamente, mas quando misturado
ao esterco, obtiveram-se resultados satisfatorios.

A combinacdo de fibra + turfa com adicdo dos microrganismos foi a que
proporcionou o melhor desempenho para a planta. Esse resultado provavelmente
se deve ao fato da mistura resultar numa boa aeracdo, boa drenagem de agua e
possivelmente uma grande quantidade de matéria organica, proveniente da turfa.
Pio et al. (2005) citaram que a fibra de coco proporcionou melhor enraizamento
em estacas de herbacea de figueira (Ficus carica L.), em funcéo de apresentarem
cerca de 50% de porosidade de aeracdo. E segundo Lamim et al. (2001), a turfa
seca tem cerca de 60% de matéria organica. Essa mistura possivelmente

favoreceu as plantas de forma bastante positiva.

Alguns trabalhos vém relatando a importancia da matéria organica para a
producdo de mudas de abacaxizeiro. Moreira et al. (2006), verificaram que
somente na presenca de solo ou do substrato comercial Plantmax® sem um
incremento de matéria organica, plantas de abacaxizeiro Pérola tiveram um
desenvolvimento muito baixo quando comparadas com plantas na presenca de
matéria organica. Os tratamentos que continham composto organico e esterco
proporcionaram um maior incremento para a planta, tanto de parte aérea, como

do sistema radicular.
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Isso também foi verificado no trabalho de Baldotto et al. (2009), onde
plantas de abacaxizeiro Vitoria tiveram ganhos no crescimento de parte aérea e
de raiz, quando cultivados com acidos humicos.

Nos tratamentos com a presenca das rizobactérias, houve um incremento
para algumas variaveis analisadas, mostrando o efeito benéfico de sua aplicacao.
Resultado esse, semelhante ao encontrado por Weber et al. (2003), quando
utilizou bactérias diazotroficas em casa de vegetacdo, para a promocdo do
crescimento de diferentes cultivares de abacaxizeiros micropropagados. E
conseguiram com a aplicacdo dos microrganismos uma reducdo no tempo de
aclimatizacdo em cerca de 40 dias. Isso demonstra o grande potencial de uso
desses microrganismos para estimulo do crescimento de plantas. Podendo vir a
ser destinados a aplicacdo em larga escala por meio de formulados de
bioprodutos.

Um fato observado, e ndo esperado, ocorreu no comprimento da raiz, local
onde efetivamente as rizobactérias agiriam, e onde foram feitas aplicacfes até o
final do experimento. Na primeira avaliacdo houve diferencas significativas para
essa variavel entre trés tratamentos: fibra de coco + vivatto, fibra de coco +
Vermiculita e fibra de coco + turfa. J& na segunda avaliacdo esse numero caiu
para dois tratamentos: vivatto e fibra de coco + turfa, e na terceira avaliacao ja
nao se verificaram diferencas com os controles, onde ndo houve aplicacdo das
rizobactérias. Segundo Dobbelaere et al. (1999), uma das respostas da planta ao
ser feita a aplicacdo com microrganismos produtores de AIA é o crescimento das
raizes.

No entanto, Bashan & Holguin (1997) afirmam que somente esse
mecanismo de acdo ndo seria capaz de explicar o crescimento da planta, sendo
gue este é resultado da acao de varios mecanismos atuando em conjunto.

Nas figuras la e 1b pode-se visualizar a diferenga entre os tratamentos
com e sem inoculacdo dos microrganismos com 60 e 120 dias de aclimatizacao.
Na figura 1c e 1d ha uma comparacao entre o pior e o melhor tratamento. Isso
nos mostra a influéncia do tipo de substrato de cultivo para o crescimento de

plantas de abacaxizeiro e a influéncia das bactérias nesse processo.
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Figura 1. Plantas de abacaxizeiros cv. BRS Imperial em diferentes substratos na presenca e

auséncia de rizobactérias. a) Avaliacdo aos 60 dias apos aclimatizagdo. b) Avaliacao aos 120 dias
apoés aclimatizagdo. c¢) Tratamento Fibra de coco com rizobactéria aos 180 dias apés
aclimatizac@o. d) Fibra + Turfa com rizobactéria aos 180 dias apds aclimatizagdo. SB = sem
rizobactéria; CB = com rizobactéria; T = turfa; F = fibra de coco; S = substrato Vivatto®; V =

vermiculita.

De acordo com o indice de crescimento (Tabela 2), foi possivel observar
gue com 60 dias de aclimatizacdo a bactéria proporcionou efeitos positivos nas
plantas nos tratamentos Vivatto®, fibra de coco + Vivatto®, fibra de coco +
vermiculita e fibra de coco + turfa, quando comparado ao controle.

Com 120 dias o indice mostra ndo haver diferencas entre os tratamentos. E
com 180 os tratamentos fibra de coco, fibra de coco + Vivatto® e fibra de coco +
turfa na presenca de bactéria tiveram os melhores resultados. O que pode vir a
ser um indicativo para a reducéo do periodo de aclimatizacdo. Em um trabalho de
Baldotto et al. (2010) plantas de abacaxizeiro da variedade ’Vitoria’ foram
aclimatizadas em substratos Plantmax® e feitas aplicacbes com isolados de
bactérias diazotroficas. Verificou-se que o cultivo in vitro de plantulas de

abacaxizeiro com a aplicacdo de bactérias diazotréficas endofiticas e epifiticas
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pode melhorar a adaptacdo das mesmas ao ambiente ex vitro, reduzindo o
periodo de aclimatizacao.

O que pode se observar também foi a grande influéncia do substrato de
cultivo para o crescimento da planta. A combinacao de fibra + turfa foi o substrato
que proporcionou um melhor desenvolvimento das mudas de abacaxizeiro em
fase de aclimatizagdo e que quando houve adicdo das bactérias isso foi
favorecido ainda mais.

Essa influéncia do tipo de substrato e da aplicacédo de bactérias também foi
constatado por Weber et al. (2003), onde o substrato formulado com a mistura de
casca de arroz carbonizada, vermiculita e vermicomposto, constitui na melhor
alternativa para aclimatacdo de mudas micropropagadas do abacaxizeiro, quando

comparou aos demais substratos testados.

Tabela 2. indice de crescimento das plantas de abacaxizeiros cv. BRS Imperial
em diferentes substratos na presenca e auséncia de rizobactérias aos 60, 120 e

180 dias de avaliacdo ap0s plantio.

60 dias 120 dias 180 dias
Tratamento Sem Com Sem Com Sem Com

bactéria bactéria bactéria bactéria bactéria bactéria
Turfa 700 aA 726 bA 700 aB 1.151 aA - -
Fibra de coco 700 aA 777 abA 700 aA 874 aA 700 aB 990 bA
Vivatto 700 bA 916 abA 700 aA 1.068 aA 700 aA 854 bcA
Fibra+vivatto 700 aB 974 aA 700 aA 817 aA 700 aB 871 bcA
Fibra+Vermiculita 700 bA 934 abA 700 aA 860 aA 700 aB 739 cA
Fibra+turfa 700 aA 754 abA 700 aA 811 aA 700 aB 1.333 aA
CV (%) 17,46** 43,28** 17,28**

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de tukey a 5 % de probabilidade.

De forma geral, o uso de rizobactérias teve um efeito positivo sobre as
plantas de BRS Imperial, demonstrando o grande potencial desses
microrganismos para a reducao dos longos periodos de aclimatizacdo exigidos
pela espécie. A combinacdo desses isolados em fibra de coco + turfa foi a
alternativa mais viavel para o plantio, visto que promoveu o crescimento das
plantas.

Esses resultados servem de subsidios para novos estudos na etapa de
aclimatizacao de plantas de abacaxizeiro, visando otimizar ainda mais o processo

de producdo de mudas, visto a grande importancia econémica da cultura.
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E possivel levar em consideracdo em estudos futuros outros aspectos nio
estudados nesse trabalho, como adubacao nitrogenada, comumente utilizada no
processo de producdo de mudas pelas biofabricas, podendo assim alcancar

resultados ainda mais satisfatorios.
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CONCLUSAO

A combinacédo de fibra de coco + turfa proporciona um melhor desempenho
da planta, sendo o mais indicado para cultivo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiros.

Vivatto® e Fibra + Vivatto® sdo alternativas de uso, em caso de

indisponibilidade dos materiais inicialmente propostos.

Rizobactérias produtoras de acido indolacético promovem o crescimento de

mudas de abacaxi em cultivo ex vitro, quando reaplicadas ao longo do tempo.
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CONSIDERACOES FINAIS

As rizobactérias produtoras de acido indolacético estudadas promovem o
crescimento de mudas de abacaxizeiro cultivadas em substrato na fase de pré-
aclimatizacao in vitro, por meio do aumento na matéria fresca e seca das plantas,
do sistema radicular, no numero de folhas, entre outros incrementos.

O uso de substrato na fase de aclimatizacdo teve um efeito positivo sobre
as plantas, uma vez que foi detectada atividade fotossintética.

No entanto plantas provenientes da pré-aclimatizagdo em substrato,
mesmo tendo havido a aplicacdo de rizobactérias, ndo se adaptaram bem as
condicBes de telado. Nesse caso, a melhor adaptacdo ocorreu para as plantas
vindas do cultivo em meio Murashige e Skoog.

O uso de rizobactérias na combinacao de fibra de coco + turfa foi a melhor
opcdo para aclimatizacdo de abacaxizeiro em plantas vindas de
micropropagacao.

Diante disso, se faz necessério que os estudos com esses microrganismos
tenham continuidade, para se possa chegar a formulagdes de bioprodutos, que
visam além de reducdo do custo de producdo na cultura do abacaxizeiro, uma

agricultura sustentavel e produtos livres de agroguimicos.
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