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EFEITO DA 1NTERACAO DE MICRORGANISMOS BENEFICOS ASSOCIADOS
AO GENERO Ananas ssp. EM MUDAS MICROPROPAGADAS DE
ABACAXIZEIROS

RESUMO: O abacaxi esta entre as frutas tropicais mais consumidas no mundo e o
Brasil se destaca como um dos maiores produtores. Entretanto, a ocorréncia da
murcha do abacaxizeiro, doenca causada por um complexo viral (PMWaV) pode
comprometer a planta e causar impactos na produtividade. A doenca gera perda de
turgescéncia dos tecidos foliares e do fruto e pode acarretar a morte da planta.
Assim, se tem buscado uma forma de viabilizar mudas de abacaxizeiros, livres de
virus, e que possam vir acompanhadas de agentes promotores de crescimento a fim
de reduzir de forma significativa seu tempo de aclimatizacdo e cultivo em campo,
permitindo a produgéo de plantas sadias e com vigor. Pensando nisso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o comportamento de microrganismos associados ao género
Ananas, na promocdo de crescimento, tanto em condicdo de casa de vegetacdo
como em canteiro, assim como, no auxilio da defesa da planta contra a murcha do
abacaxizeiro em campo. Plantas da cultivar BRS Imperial que se encontravam em
condicBes de campo a 15 meses e que receberam tratamento com microrganismos
benéficos ainda em fase do cultivo in vitro, foram submetidas a indexacao viral para
detectar o efeito da microbiolizacdo sobre a defesa da planta contra a infeccéo pelo
virus da murcha. Paralelo a isso, uma escala de notas foi desenvolvida para
identificar os sintomas iniciais e mais severos da doenca. Posteriormente, plantas da
variedade Pérola provenientes de cultura de tecidos foram conduzidas para casa de
vegetacao, e logo depois do processo de adaptacdo foram submetidas a inoculacdo
por microrganismos associados ao género Ananas, sendo avaliadas periodicamente
guanto ao desenvolvimento vegetativo. Apos 90 dias, essas plantas foram
encaminhadas para canteiro e la também passaram por avaliacdes periddicas.
Observou-se gque nas plantas que se encontravam em condi¢cdo de campo todos 0s
tratamentos apresentaram pelo menos uma planta infectada com o virus PMWaV e
que, de acordo com a escala de notas, algumas plantas infectadas ndo estavam
apresentando sintomas naquele periodo de avaliacdo. As plantas da variedade
Pérola que estavam em condicdo de casa de vegetacdo mostraram que a
inoculacdo com os microrganismos foi eficiente e causou crescimento diferenciado
em relacdo ao controle que ndo foi microbiolizado e apresentou resultados bem
inferiores aos demais tratamentos. O mesmo comportamento foi notado quando
essas plantas passaram para o ambiente em condicdo de canteiro. Pesquisas
devem ser aprimoradas para entender mais a fundo o papel desses microrganismos
e obter respostas mais consistentes quanto as suas potencialidades para garantir a
qualidade da muda do abacaxizeiro, ndo apenas como potencial promotor de
crescimento, mas também para promover inducdo de resisténcia a murcha do
abacaxizeiro.

Palavras-chave: Abacaxi; Murcha do abacaxizeiro; Promotores de crescimento;
Resisténcia



ABSTRACT: Pineapple is among the most consumed tropical fruits in the world and
Brazil stands out as one of the largest producers. However, the occurrence of
pineapple wilt, a disease caused by a viral complex (PMWaV) can compromise the
plant and impact productivity. The disease causes loss of turgidity in the leaf tissues
and fruit and can cause the death of the plant. Thus, a way has been sought to make
pineapple seedlings viable, free of viruses, and that may be accompanied by growth-
promoting agents in order to significantly reduce their acclimatization and cultivation
time in the field, allowing the production of healthy and plants with vigor. With this in
mind, the objective of this work was to evaluate the behavior of microorganisms
associated with the genus Ananas, in promoting growth, both in greenhouse
conditions and in beds, as well as in helping to defend the plant against the wilt of
pineapples in the field. Plants of the BRS Imperial cultivar that had been in field
conditions for 15 months and that would have received treatment with beneficial
microorganisms still in the stage of in vitro cultivation, were subjected to viral
indexing to detect which of the treatments were free or infected with the wilt virus.
Parallel to this, a scale of grades was developed to identify the initial and most
severe symptoms of the disease. Subsequently, plants of Pérola variety from tissue
culture were taken to a greenhouse, and soon after the adaptation process they were
subjected to inoculation by microorganisms associated with the genus Ananas, being
periodically evaluated for plant growth. After 90 days, these plants were sent to the
flower bed site and also underwent periodic evaluations there. What could be noticed
was that in the plants that were in field condition, all treatments presented at least
one plant infected with the PMWaV virus and that, according to the scale of notes,
some infected plants were not showing symptoms in that period evaluation. Plants of
vc Pérola that were in a greenhouse condition showed that inoculation with
microorganisms was efficient and caused different growth between treatments and in
relation to the control that did not receive any type of microbiolozation and that
presented results well below the other treatments, the same behavior was noticed
when these plants passed into the flower bed. Research must be improved to better
understand the role of these microorganisms and obtain more consistent answers as
to their potential to guarantee the quality of the cultivated pineapple seedling, not
only as a potential growth promoter, but also to promote the induction of wilt
resistance of the pineapple.

Keywords: Pineapple; Pineapple wilt; Growth promoters; Resistance
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1.0 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O abacaxi (Ananas comosus (L) Merril) € um fruto originario das Américas e
se tornou simbolo de regides tropicais e subtropicais, sendo difundido para todo o
mundo, em razdo de sua aparéncia, aroma e sabor caracteristico (CRESTANI et al.
2010). Esta fruteira pertence a familia Bromeliaceae, a qual engloba a 3.646
espécies distribuidas em 78 géneros e é uma das maiores familias de plantas
originarias do “Novo Mundo” (GOUDA et al. 2020).

O Brasil € um dos centros de origem e diversidade do género, que abriga
duas espécies, Ananas comosus composta por diploides auto-incompativeis,
propagados vegetativamente a partir de rebentos axilares e da coroa do fruto, e A.
macrodontes, um tetraploide autofértii e sem coroa que se reproduz por meio de
sementes e estoldes. A espécie A. comosus € composta de cinco variedades
botanicas: A. comosus var. microstachys, A. comosus var. parguazensis; A.
comosus var. comosus; A. comosus var. erectifolius; e A. comosus var bracteatus
(COPPENS D’EECKEMBRUGGE et al. 2018).

A producao de abacaxi esta voltada para o atendimento do consumo da fruta
in natura, producdo de frutas secas ou processadas e sucos (ROHRBACH &
JONHSON, 2003). Entretanto, estudos mais recentes tém demonstrado sua
potencialidade para varios usos (SOUZA et al., 2018a), como ornamental (SOUZA et
al., 2012; SOUZA et al., 2014), fonte de fibra para industrias variadas (SENA NETO
et al., 2015) como uma fonte de moléculas bioativas com propriedades medicinais e
atividade anticancer (GUEDES et al., 2018), e atividade anti-helmintica
(RODRIGUES et al., 2020). Assim como toda planta cultivada, o abacaxizeiro tem
sua producdo significantemente afetada pela ocorréncia de estresses abidticos e
bidticos, como é o caso de déficit hidrico e ocorréncia de pragas e doencas.

Dentre as principais enfermidades que acometem o abacaxi estdo a fusariose
e a murcha associada a cochonilha (VENTURA et al.,, 2009). O programa de
melhoramento genético de abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura ja lancou
trés cultivares resistentes a fusariose, 0 BRS Ajuba (CABRAL & MATOS, 2008),
BRS Vitéria (VENTURA et al., 2009) e BRS Imperial (CABRAL & MATOS, 2009),
como uma alternativa ao cultivo da variedade Pérola. Entretanto, esses mesmos

materiais, que sao resistentes a fusariose sédo altamente susceptiveis a murcha do
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abacaxizeiro, devido a um de seus parentais ser a cultivar Smooth Cayenne,
reconhecidamente suscetivel a murcha. Essa cultivar apresenta frutos com
caracteristicas apropriadas para 0 consumo in natura e para O processamento
industrial, gracas as suas propriedades sensoriais e fisico-quimicas. No entanto,
ocorrem perdas de rendimento variaveis na producdo desta cultivar, jA que a
presenca da cochonilha da murcha do abacaxizeiro em todas as regifes de cultivo
(MATOS & REINHARD, 2009).

1.1 A murcha do abacaxizeiro associada a cochonilha

Essa doenca € causada pelo Pineapple mealybug wilt-associated virus
(PMWaV), em associacdo com a cochonilha (Dysmicoccus brevipes) que é
considerada um fator limitante para a producao de abacaxi, pois sua atuacao reduz
o desenvolvimento da planta, além de restringir a expansédo da produgéo (SANTA-
CECILIA et al. 2004; GUERRA et al. 2020).

Em relacdo ao complexo viral, ja foram caracterizadas trés espécies,
denominadas Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaV-1, PMWaV-2 e
PMWaV-3), que se diferenciam pela sequéncia e organizagdo do genoma (MELZER
et al., 2001; 2008; SETHER et al., 2009). A literatura cita a existéncia de mais duas
espécies, o PMWaV-4 e PMWaV-5 (SETHER et al., 2005; GAMBLEY et al., 2008).
Estudos atuais descrevem a caracterizacdo gendmica adicional dos varios virus
associados & murcha da cochonilha do abacaxi (PMWaV) usando sequenciamento
de alto rendimento (HTS). O genoma PMWaV-1 completo foi descrito anteriormente,
mas os genomas de PMWaV-2, PMWaV-3 e espécies PMWaV-4 e PMWaV-5 ainda
demandam uma caracterizacdo completa. Os autores, com base nos resultados
obtidos, sugerem que PMWaV-4 seja designado PMWaV-1 cepa 4 (MN539275),
além de terem obtido um novo isolado de PMWaV-1 (MN539276) e terem
complementado as sequéncias disponiveis dos genomas de PMWaV-2 (MN539272
e MN539273) e PMWaV-3 (MN53 9274) em suas regides 5' terminais (GREEN et
al., 2020).

A doenca caracteriza-se por apresentar sintomas que iniciam no
ressecamento das raizes seguido de descoloracdo gradual das folhas e dobramento
dos bordos, as folhas curvam-se em dire¢cao ao solo e as pontas secam perdendo
completamente a turgescéncia (VENTURA & COSTA, 2002).
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De acordo com Cunha, et al. (1994), 42 dias ap6és a infestacdo da cochonilha,
o desenvolvimento radicular ja é afetado, porém a sintomatologia foliar se evidencia
de dois a trés meses apoés a infeccdo, pois ocorre um periodo de incubacdo que
pode ser muito variavel a depender da idade da planta e do periodo alimentar das
cochonilhas.

Aléem da D. brevipes, outra espécie de cochonilha, a Dysmicoccus
neobrevipes é relatada como vetor da murcha em todas as regides que produzem
abacaxi (JAHN et al., 2003). A diferenca relatada por Gonzales-Hernandez et al.
(1999) é que a D. brevipes infesta raizes, folhas, frutos, flores e coroa, enquanto a
D. neobrevipes infesta apenas folhas, frutos e coroas. De facil reconhecimento, a
cochonilha tem forma oval alongada e é recoberta por uma secrecéo serosa branca,
sem a qual aparece sua coloracdo rosada. A fémea pode chegar até 3mm de
comprimento (BEARDSLEY, 1993).

Um componente importante para o complexo da murcha do abacaxizeiro s&o
as formigas doceiras (Pheidole e Solenopsis), que se alimentam da secrecao
acucarada produzida pelas cochonilhas. Essas formigas que vivem em simbiose por
protocooperagdo com as cochonilhas, protegem as colonias com uma cobertura de
restos organicos, das intempéries e dos inimigos naturais. Além disso, atuam como
agentes de dispersdo na cultura transportando as cochonilhas jovens dos
hospedeiros nativos e restos de cultura para novos plantios (SANCHES & MATOS,
1999).

O sistema de propagacao vegetativo do abacaxizeiro dissemina a doenga por
meio do plantio de mudas infectadas. Ndo existem ainda fontes de resisténcia
identificadas para o complexo viral PMWaV, demandando novas abordagens na
busca por solucdes. Dentre essas novas abordagens o uso de microrganismos
associados tem despontado como um estudo promissor e com um grande potencial
de aplicacdo prética, tanto no que tange a producdo de mudas como na busca por

tolerancia ou resisténcia.
1.2 Micropropagacéo do Abacaxizeiro
Conforme ja explicitado nos topicos anteriores, a forma de propagacdo

vegetativa do abacaxizeiro, seja pelo método convencional de producédo de mudas a

partir de brotacOes laterais da planta (mudas tipos filhote e rebentdo), ou mesmo
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pelo plantio da coroa, implica em materiais vegetais com potencial de disseminacao
de pragas e doencas, comprometendo os novos plantios, assim como a taxa de
propagacédo obtida é muito baixa, considerando que a demanda de mudas para um
hectare de abacaxi pode variar de 25.000 a 40.000 (REINHARDT & SOUZA, 2000).

Para aumentar e acelerar essa taxa de multiplicacdo, algumas estratégias
foram desenvolvidas, como a producdo de mudas por seccionamento de talo
(REINHARDT & CUNHA, 2006) ou por técnicas de micropropagacdo (SOUZA et al.,
2013; REINHARDT et al., 2018). A micropropagacao € uma das técnicas de cultura
de tecidos vegetais que permite a obtencdo de mudas em larga escala e vem sendo
realizada com éxito para a cultura do abacaxizeiro (BARBOZA, 1999; GUERRA et
al., 1999; ALBUQUERQUE et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2001; VESCO et al., 2001;
FIROOZABADY & GUTTERSON, 2003; SOUZA et al., 2003; SOUZA et al., 2013).

Esta técnica tem o potencial de produzir um elevado nimero de plantas
sadias e uniformes, desde que o material de partida seja sadio ou quando seja
associada ao procedimento de cultivo de &pices caulinares em tamanhos bem
reduzidos e que permite a eliminacdo de virus. (SILVA et al., 2016; GUERRA et al.,
2020).

Assim, 0 uso dessa técnica deveria amenizar, ndo apenas o problema da
baixa taxa de multiplicacdo do abacaxizeiro por propagacdo convencional, mas
também a disseminacdo de mudas infectadas (SOUZA et al., 2009). Entretanto, a
adocao desse tipo de muda tem sido muito lenta por parte dos produtores, devido
principalmente ao custo elevado da planta que é resultado do longo tempo de
aclimatizacao, que é o periodo de adaptacado que a planta precisa apés sua saida do
laboratério.

Estudos tém sido conduzidos com vistas a entender os eventos fisiologicos
que ocorrem durante essa fase, assim como reduzir esse tempo a fim de otimizar o
sistema como um todo (VILLALOBO et al., 2012.; SCHERER et al., 2015 ). Uma das
estratégias que podem ser usadas para reduzir esse tempo de aclimatizagdo de
mudas micropropagadas € a microbiolizagdo, ou seja, a inoculagcdo de
microorganismos benéficos que sejam promotores de crescimento e possam

acelerar o desenvolvimento desse tipo de material (SOUZA, 2017).
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1.3 Microrganismos Benéficos, promocdao de crescimento e tolerancia as

doengas

Existe um interesse permanente em conhecer o0s beneficios dos
microrganismos nas diferentes culturas, devido a importancia global e local no
equilibrio dindmico dos ecossistemas para utilizagdo em estratégias no manejo
integrado de doencas e pragas, além da reducdo de produtos quimicos na
agricultura, contribuindo assim para a saude e produtividade das safras. (GARCIA et
al., 2015; LAILI et al., 2017; ALVAREZ et al., 2018).

Ao longo dos anos, pesquisas demonstraram que as bactérias e os fungos
tém uma intima interacdo com suas plantas hospedeiras e sdo capazes de promover
0 crescimento da planta assim como a resisténcia contra patdbgenos e parasitas,
além de aprimorar resisténcia a condi¢cdes de estresse bidtico e abibtico, tornando
as plantas mais tolerantes a altas temperaturas, secas prolongadas, salinidade,
acidez do solo e outras condi¢cées de seu habitat de crescimento. (WHIPPS, 2001;
CARDOSO & ESTRADA-BONILLA, 2019).

O sistema de cultivo intensivo,é um dos principais fatores que causam
desequilibrios de nutrientes, e manutencdo de patdégenos em ambiente de cultivo,
diminuindo a fertilidade do solo, e a produtividade, além de alterar a qualidade dos
alimentos (SINGH et al., 2017). Dessa forma, os microrganismos de importancia
agricola podem representar uma estratégia ecologica chave para reduzir o uso de
produtos quimicos na agricultura, bem como para melhorar a produtividade das
culturas (BHATTACHARYYA et al., 2016).

O uso de microrganismos promotores de crescimento pode ser util no
desenvolvimento de estratégias para facilitar o crescimento de plantas em condicdes
normais, bem como em diversas condicBes de estresse abiotico. A aplicacdo de
microrganismos com o0 objetivo de melhorar a disponibilidade de nutrientes para as
plantas é uma pratica importante e necessaria para uma agricultura sustentavel
(MAJEED et al.; CHAUHAN et al., 2015; GODOY, 2020). Aumentos significativos no
crescimento e rendimento de safras agronomicamente importantes em resposta a
inoculagdo com microrganismos promotores de crescimento de plantas tém sido
relatados repetidamente (YADAV et al., 2017).

Organismos que estao presentes na rizosfera podem ter efeitos profundos no

crescimento, nutricdo e saude das plantas em agroecossistemas. Estes organismos
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também podem afetar direta ou indiretamente a composicdo e biomassa da planta
em ecossistemas naturais. Numerosos organismos contribuem para esses
processos, levando a inumeras interacdes entre plantas, antagonistas e
mutualisticas simbiontes, tanto abaixo do solo quanto acima do solo (PHILIPPOT et
al., 2013).

Os microrganismos que compdem o0 microbioma associado das plantas
conferem vantagens produtivas as plantas uma vez que podem estar associados a
promocao de crescimento vegetal e controle biolégico. Estes microrganismos podem
promover crescimento em plantas pela producéo de fito-hormonios, solubilizacao de
fosfato, producéo de siderdéforos, inibicdo da biossintese do etileno e inducdo da
resisténcia a fitopatdbgenos (BALDOTTO et al., 2010).

No caso do abacaxizeiro, os estudos da diversidade microbiana associada as
planta sdo ainda escassos, apesar de se acreditar que Ananas spp. mantém
relacbes com uma grande variedade de microrganismos fitopatogénicos ou
benéficos. Souza et al.,, (2019) quantificaram e compararam a diversidade de
microrganismos cultivaveis considerados benéficos tanto em solo rizosférico, quanto
em tecidos internos de Ananas spp. oriundos de trés ambientes diferentes:
populacbes naturais, areas de cultivo comercial e um banco de germoplasma
conservado ex situ por quase 40 anos. Os resultados permitiram o agrupamento de
isolados de diferentes ambientes e fragdes, como os de solo, raiz e caule, no mesmo
grupo, deixando evidente que existe correspondéncia na distribuicdo da microbiota
benéfica (grupos funcionais) do solo para as partes aéreas de plantas. Além disso,
as analises de correlacdo indicaram que as plantas estdo sempre exigindo 0s
mesmos grupos de microrganismos para sustentar o crescimento adequado das
plantas.

Com base nos resultados desse trabalho plantas micropropagadas de abacaxi
da cultivar BRS Imperial foram inoculadas, ainda na etapa in vitro, com diferentes
grupos desses microrganismos a fim de se avaliar seu efeito no crescimento dessas
plantas em fase de aclimatizagcdo (SOUZA et al., 2018b). Essas mesmas plantas
foram levadas a campo para avaliagdes posteriores, principalmente no que se refere
a tolerancia ao virus da murcha do abacaxizeiro e que constitui 0 primeiro capitulo
desse trabalho.

Por outro lado, plantas micropropagadas da variedade Pérola foram

inoculadas em casa de vegetacdo por grupos de microrganismos igualmente
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advindos desse trabalho a fim de se avaliar o potencial de promog&o de crescimento
dos mesmos e cujos resultados estdo no segundo capitulo desta dissertacgéo.

Todo esse potencial de acdo precisa ser mais bem compreendido na cultura
do abacaxizeiro a fim de promover a busca por solu¢cdes mais sustentaveis e que
possam promover uma melhoria no sistema de cultivo. Em vista disso esse trabalho
teve como objetivo avaliar o comportamento de microrganismos associados ao
género Ananas, na promocdo de crescimento, tanto em condicdo de casa de
vegetacdo como em canteiro, assim como, no auxilio da defesa da planta contra a

murcha do abacaxizeiro em campo.
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CAPITULO 1

DETECCAO DO COMPLEXO VIRAL DA MURCHA DO ABACAXIZEIRO EM
PLANTAS MICROPROPAGADAS DE ‘BRS IMPERIAL’ TRATADAS COM
MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AO GENERO Ananas ssp.
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RESUMO: O PMWaV é o agente responsavel por causar a murcha do abacaxizeiro,
uma doenca transmitida pelas cochonilhas Dysmicoccus brevipes e D. neobrevipes
que sdo os vetores das trés espécies virais, PMWaV 1, 2 e 3. A murcha do
abacaxizeiro causa perda de producéo e por isso, busca-se uma forma de viabilizar
o uso de mudas micropropagadas de abacaxi, livre de virus, acompanhadas de
agentes promotores de crescimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenga
de PMWaVs (1, 2 e 3) em plantas de BRS Imperial em condi¢cdes de campo,
infectadas naturalmente com o virus. Essas plantas foram obtidas por meio de
micropropagacao de matrizes livres de virus, e foram inocuadas com
microrganismos benéficos ainda na condicdo in vitro. Foram 18 tratamentos, cada
um com um mix de isolados de bactérias ou fungos provenientes do solo e
endofiticos de raizes, caules e folhas de ambiente natural ou cultivado, além do
controle. As mudas microbiolizadas foram plantadas em campo e avaliou-se o efeito
destes microrganismos na resposta do abacaxizeiro a murcha. As avalia¢cdes foram
feitas por meio da indexacdo das plantas e por uma escala de notas visual dos
sintomas em condi¢bes de campo que foi desenvolvida neste estudo. Os resultados
mostraram que todos os tratamentos estavam com pelo menos uma planta
infectada. O controle e os tratamentos BEFPAC (Bactérias endofiticas de Folhas de
Plantas de Ambiente Cultivado), PSAN (Pseudomonas de Solo de Ambiente
Natural), BASAN (Bacillus de Solo de Ambiente Natural), FEFPAN (Fungos
Endofiticos de Folhas de Plantas de Ambiente Natural), FERPAC (Fungos
Endofiticos de Raiz de Planta de Ambiente Cultivado), FTSAC (Fungos Totais de
Solo de Ambiente Cultivado) e BECPAN (Bactérias Endofiticas de Caule de Plantas
de Ambiente Natural), apresentaram 100% das plantas infectadas. O tratamento
PSAC (Pseudomonas de Solo de Ambiente Cultivados) e BTSAC (Bactérias Totais
de Solo de Ambiente Cultivado) apresentaram um numero baixo de plantas
infectadas com 23,07 e 25% respectivamente. TSAC (Trichoderma de Solo de
Ambiente Cultivado) foi Unico tratamento que ndo apresentou infec¢do por PMWaV-
1. As andlises mostraram também que a presenca do virus PMWaV-2 foi menor nos
tratamentos testados, com 37,28% do total de plantas infectadas. A escala de nota
desenvolvida mostrou-se eficiente para classificar os diferentes niveis de severidade
dos sintomas causados pelo virus da murcha do abacaxizeiro.

Palavras-chave: Campo; Cochonilha; Escala de notas; Virus
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ABSTRACT: PMWaV is the agent responsible for causing pineapple wilt, a disease
transmitted by scale insects Dysmicoccus brevipes and D. neobrevipes that are the
vectors of the three viral species, PMWaV 1, 2 and 3. The wilt of pineapple causes
loss of production and therefore, a way is sought to make the use of
micropropagated pineapple seedlings, virus-free, accompanied by growth-promoting
agents feasible. The objective of this work was to evaluate the presence of PMWaVs
(1, 2 and 3) in BRS Imperial plants in field conditions, naturally infected with the virus.
These plants were obtained by micropropagation of virus-free matrices, and were
inoculated with beneficial microorganisms still in vitro condition.There were 18
treatments, each with a mix of isolates of bacteria or fungi from the soil and
endophytic roots, stems and leaves from a natural or cultivated environment and the
control. The microbiolized seedlings were planted in the field and the effect of these
microorganisms on the pineapple's response to wilt was evaluated. The evaluations
were made through the indexing of the plants and a scale of visual notes of
symptoms in field conditions that was developed in this study. The results showed
that all treatments had at least one infected plant. The control and treatments
BEFPAC (Endophytic Bacteria on Leaves of Cultivated Environment Plants), PSAN
(Pseudomonas of Soil of Natural Environment), BASAN (Bacillus of Soil of Natural
Environment), FEFPAN (Endophytic Fungi of Leaves of Natural Environment Plants),
FERPAC (Endophytic Fungi of Plant Root of Cultivated Environment), FTSAC (Total
Fungi of Soil of Cultivated Environment) and BECPAN (Endophytic Stem Bacteria of
Plants of Natural Environment), presented 100% of the infected plants. The treatment
PSAC (Pseudomonas of Soil of Cultivated Environment) and BTSAC (Total
Cultivated Environment Soil Bacteria) showed a low number of infected plants with
23,07 and 25% respectively. TSAC (Trichoderma of Soil of Cultivated Environment)
was the only treatment that did not present infection by PMWaV-1. The analyzes also
showed that the presence of the PMWaV-2 virus was lower among treatments, with
37,28% of the total infected plants. The grade scale developed was efficient to
classify the different levels of severity of the symptoms caused by the pineapple wilt
virus.

Keywords: Field; Mealybug; Scale of notes; Virus
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1.0 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se na producdo de abacaxi, assumindo grande importancia
econbmica no mercado internacional de frutas, reforcando a relevancia para o
desenvolvimento de atividades voltadas para a conservagdo dos recursos genéticos
da espécie (CABRAL et al.,, 2004). O abacaxi Esta entre as frutas tropicais mais
apreciadas no mundo com uma producdo global que atingiu 27,4 milhGes de
toneladas em 2017. Foi constatado crescimento de 12,52% na producéo da fruta no
periodo entre 2012 e 2017 (FAOSTAT, 2019). O Brasil € o segundo maior produtor
mundial de fruta, com uma producao de 2,69 milhdes de toneladas e que pode ser

encontrada na forma de cultivo na maioria dos estados do pais (FAOSTAT, 2019).

Para garantir uma boa comercializagdo, a cultura do abacaxizeiro apesar de
ser adaptado a clima seco (REINHARDT et al., 2000), exige uma boa disponibilidade
hidrica além de tecnologias e conhecimentos adequados que possibilitem éxito
econdmico (SANCHES & MATOS, 2013).

A producdo de abacaxi corre grandes riscos devido as doencas que a
acometem, destacando-se a murcha do abacaxizeiro, considerada a principal
doenca em nivel mundial (SETHER & HU, 2002). A murcha é causada pelo
complexo viral do Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaV) com trés
espécies ja caracterizadas, denominados PMWaV-1, PMWaV-2, e PMWaV-3, que
se diferenciam pela sequéncia e organizacdo do genoma (MELZER et al., 2001,
2008; SETHER et al., 2009). No campo, os virus sdo transmitidos pela cochonilha
Dysmicoccus brevipes e D. neobrevipes. (CULIK, 2009).

A espécie D. brevipes tem distribuicdo mais global do que D. neobrevipes,
ocorrendo em quase todos os lugares onde o abacaxi € cultivado. Ambas as
espécies, apareceram pela primeira vez no Havai em 1905. Na Tailandia, a D.
neobrevipes foi descoberta em 1988, infestando arvores, mas néo tem sido relatada
em abacaxizeiros. No Brasil, apenas a D. brevipes foi relatada em 1931 (AMORIM,
2011).

A cochonilha D. brevipes ocasiona o enfraquecimento das plantas devido a
sucgcdo da seiva que associada a infeccdo pelo PMWaV impede a frutificacéo
normal, podendo ocasionar também a morte das plantas antes do periodo
reprodutivo (CULIK et al., 2008).
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O virus apresenta infec¢do sistémica, prejudicando o desenvolvimento do
sistema radicular do abacaxizeiro e induzindo sintomas foliares que podem
apresentar coloracdo vermelho-bronzeada, margens curvadas e pontas enroladas e
necrosadas (MATOS & MEISSNER FILHO, 2013). Muitas vezes as plantas doentes
ndo apresentam sintomas visuais e assim as mudas dessas plantas assintomaticas
podem levar a doenga para novos locais (AMORIM, 2011).

O manejo da doenca é realizado pelo plantio de mudas livres de virus e o
controle da cochonilha vetora. Uma nova proposta para reduzir os danos devidos a
infeccdo pelo PMWaV € a utilizacdo de microrganismos benéficos que atuem na
inducdo da resisténcia do abacaxizeiro a fitopatbgenos, como por exemplo, 0s
microrganismos habitantes do solo e endofiticos (SUN et al. 2015).

Os microrganismos benéficos aumentam a capacidade da planta em resistir
as pragas e doencas, sobretudo por melhorar o desempenho e crescimento vegetal,
refletindo também no ganho em produtividade (CHAPARRO et al., 2014).

Desta forma, o estudo de bactérias e fungos que compdem o microbioma
rizosférico e endofitico associado ao género Ananas apresenta potencial para a
descoberta de ferramentas biotecnologicas de interesse agricola, com foco no

7

controle de fitopatégenos. Assim, € cada vez maior o nimero de pesquisas que
visam a bioprospeccdo de microrganismos benéficos a planta, além da sua
aplicacdo para o melhoramento de cultivares. Vale destacar que estudos sobre a
composicdo da microbiota e suas interacdes com o género Ananas spp. ainda séo
escassos (SOUZA, 2017).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia do virus
PMWaV em plantas de ‘BRS Imperial’ inoculadas com microrganismos benéficos
associados ao género Ananas, assim como estabelecer uma escala de notas para

classificacao visual da severidade de sintomas da murcha do abacaxizeiro.

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram avaliados abacaxizeiros da cultivar ‘BRS Imperial’ cultivados no campo

experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz
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das Almas, Bahia, area com ocorréncia elevada de D. brevipes e PMWaV. Plantas
obtidas por micropropagacao a partir de matrizes livres de virus foram inoculadas
ainda em condi¢fes in vitro com microrganismos benéficos associados ao género
Anana ssp. Foram separados tubos de ensaio nos quais foram introduzidos 10 g de
substrato autoclavado. Nesses tubos de ensaio foram adicionados ao substrato, 4
mL de meio liquido contendo sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com BAP 0,20 mg L-1 , o qual teve seu o pH ajustado para 5,7. Apos
a insercdo do meio liquido ao substrato nos tubos de ensaio que foram autoclavados
a 121°C durante 20 minutos. Para cada uma das suspensdes bacterianas, as
absorbancias foram definidas e ajustadas para 0,1 (A = 550 nm) que corresponde a
108 ufc/mL (SOUZA, 2011; CUNHA et al., 2006), ja para os tratamentos com fungos
todas as suspensdes foram ajustadas para concentracdo de 107 esporos.mL™ pela
contagem de esporos em hemacitdmetro do tipo Neubauer. As suspensdes com
bactérias foram semeadas nos substratos esterilizados e as plantas foram inseridas
trés dias ap6s a semeadura. Para os tratamentos com fungos, as plantas foram
inseridas no substrato dez dias apds a semeadura. Feito isso, os tratamentos foram
mantidos em pré-aclimatizagdo a 22 °C e 12 horas de fotoperiodo, por 42 dias.
Posteriormente, as mudas foram aclimatizadas em casa de vegetacdo, passando
por canteiro e em seguida campo. Foram testados 18 tratamentos, cada um
composto de mix de isolados de bactérias ou fungos provenientes do solo e
organismos endofiticos de raizes, caules e folhas de ambiente natural ou cultivado
(Tabela 1), além do controle que ndo recebeu microrganismos, totalizando 19
tratamentos. Cada tratamento foi composto por um numero variavel de repeticdes,
totalizando 177 plantas. 210 dias apdés a microbiolizacdo, as mudas foram
encaminhadas para o campo. No momento das avaliagdes, as plantas estavam em
condicdo de campo h& 15 meses, sujeitas a infestacdo natural das cochonilhas e
consequente infecgdo pelos PMWaVs (Figura 1.A).
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Tabela 1. Grupos de microrganismos que compdem os tratamentos inoculados
em plantas de abacaxizeiros da cultivar ‘BRS Imperial’.

TRATAMENTOS SIGLAS
Controle CONTROLE
Bactérias endofiticas de raiz de plantas de ambiente natural BERPAN
Bactérias endofiticas de raiz de plantas de ambiente cultivado BERPAC
Bacillus de solo de ambiente natural BASAN
Bacillus de solo de ambiente cultivado BSAC
Pseudomonas de solo de ambiente cultivado PSAC
Pseudomonas de solo de ambiente natural PSAN
Bactérias totais de solo ambiente cultivado BTSAC
Bactérias totais de solo de ambiente natural BTSAN
Fungos endofiticos de folhas de plantas de ambiente natural FEFPAN
Fungos endofiticos de raiz de planta de ambiente cultivado FERPAC
Fungos totais de solo de ambiente cultivado FTSAC
Bactérias endofiticas de caule de plantas de ambiente natural BECPAN
Bactérias endofiticas de folhas de plantas de ambiente cultivado BEFPAC
Bactérias endofiticas de folhas de plantas de ambiente natural BEFPAN
Bactérias endofiticas de caule de plantas de ambiente cultivado BECPAC
Actinobactérias de solo de ambiente natural ASAN
Actinobactérias de solo de ambiente cultivado ASAC
Trichoderma de solo de ambiente cultivado TSAC

2.2 Extracdo do RNA total para realizacdo das analises de indexacéao para o
PMWaV em plantas de abacaxizeiro

A amostra biolégica consistiu de uma folha intermediaria de cada planta de
abacaxizeiro. ApoOs a coleta, as amostras foram lavadas em agua corrente e agua
destilada, depois, secadas com papel toalha e em seguida realizada a extracdo do
RNA total. Para as extracdes, foram utilizadas aproximadamente 100 mg de amostra
foliar, retirado da parte basal aclorofilada da folha (Figura 1.B). Utilizou-se plantas de
abacaxi livre de virus provenientes do laboratério de cultura de tecido como controle
negativo e plantas previamente indexadas e diagnosticadas como positivas para 0s

trés virus como controle positivo.
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Figura 1. Plantas da cultivar BRS Imperial em condi¢des de campo, 15 mesesapds o plantio (A).
Folha de abacaxizeiro proveniente do campo com a parte aclorofilada em destaque (B).

Procedeu-se as extracdes de RNA através do método do reagente Trizol®,
seguindo as recomendac¢des do fabricante. As amostras coletadas foram maceradas
em nitrogénio liquido, adicionados ao macerado 1 mL de Trizol® e incubado por 5
minutos em temperatura ambiente. O macerado foi transferido para microtubos de
1,5 mL, sendo adicionados 200 mL de cloroférmio, agitando-se vigorosamente por
30 segundos e a amostra foi incubada por 3 minutos em temperatura ambiente.
Logo apos, centrifugou as amostras a 12.000 G a 4° C por 15 minutos. Transferiu-se
a fase aquosa para novo tubo, adicionou-se 500uL de alcool isopropilico, incubou-se
por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se a 12.000 G por 10 minutos a
4°C. Desprezou-se 0 sobrenadante e o pellet foi lavado com e 1000 uL de alcool
etilico 75 % (v/v) e centrifugou-se a 11.500 G por 5 minutos, a 4°C. Removeu-se 0
sobrenadante e o pellet foi deixado por aproximadamente 10 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram ressususpendidas em 30 pL de agua livre de
nucleases, incubadas em banho-mariaa 50 °C por 10 minutos e armazenada a -
80°C. Para confirmar a qualidade dos RNAs extraidos, amostras foram avaliadas em
eletroforese em gel de agarose a 1% em TAE 1X a voltagem de 80mV por 30
minutos, e a quantidade do RNA nas amostras foi estimado por espectrofotometria
de UV em aparelho Nanovue (GE Healthcare). O RNA total foi tratado com a Turbo
DNAse® (ThermoFisher) para remocdo do DNA gendmico e a concentracdo do RNA

de cada amostra foi padronizado para 100 ng/uL.
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2.3 Identificagcdo das espécies do PMWaV por RT-PCR

A reacdo da transcricao reversa (RT) consistiu em duas etapas consecutivas.
Durante a primeira etapa foram adicionados em um microtubo: 1ug de RNA total,
0,25ug Random Primer e o volume foi completado para 12uL com &agua livre de
nucleases. A amostra foi incubada por 10 minutos a 70 °C em termociclador, e em
seguida transferida para o gelo. A segunda etapa consistiu em adicionar 1 puL da
mistura de dNTPs a 10 mM, 2uL do tampéao da reagao, 1uL da enzima transcriptase
reversa (M-MLV, ThermoFisher). A Reacéo final foi incubada em termociclador a
37°C por uma hora e em seguida por 10 minutos a 80°C.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando
oligonucleotideos especificos para o PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 (Tabela 2).
A reacdo consistiu de 3,0uL de cDNA, 2,50uL do tampao da reacdo, 1,50uL de
MgCl, nmol, 1uL de dNTPs a 2,5 mM, 1uL (1U) da Tag Platinum DNA Polimerase
(ThermoFisher) e 1uL de cada oligonucleotideo a 10 mM. O volume da reacao foi
completado para 25uL adicionando-se agua livre de nucleases. O processo de
amplificagcéo consistiu de uma desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de
38 ciclos a 94°C por 45 segundos, anelamento dos primers a 48°C por 40 segundos
e extensao a 72°C por 7 minutos. Os amplicons foram visualizados por eletroforese

em gel de agarose a 1,5%.

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas
reacOes, de acordo com Sether et al. (2001) e (2005).

Oligonucleotideos Sequéncia
PMWaV-1F 5-ACAGGAAGGACAACACTCAC-3’
PMWaV-1R 5-CGCACAAACTTCAAGCAATC-3’
PMWaV-2F 5-CATACGAACTAGACTCATACG-3
PMWaV-2R 5-CCATCCACCAATTTTACTAC-3
PMWaV-3F 5-AGTTCACTGTAGATTTCGGA-3’
PMWaV-3R 5-ATTGATGGATGTGTATCG-3’

2.4 Andlise da severidade dos sintomas

Apés a confirmagdo de plantas positivas para o virus, foi estabelecida uma

escala de notas para a classificacéo visual da severidade dos sintomas da murcha
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do abacaxizeiro em condicbes de campo. A escala de notas foi desenvolvida com
base nos sintomas caracteristicos provocados pela murcha do abacaxizeiro através
de uma avaliacéo visual dos acessos de abacaxi do banco ativo de germoplasma da
Embrapa Mandioca e Fruticultura de Cruz das Almas, BA. Foram selecionados
dezenove acessos e desses, seis foram escolhidos para compor a escala de
severidade. Os sintomas foram observados levando em consideragcédo plantas
sintomaticas e plantas assintomaticas. A escala considerou notas de 0 a 5 com

niveis de severidade crescentes (Figura 2).

Figura 2. A) 0: Folha com aspecto sadio, sem sintomas visiveis de murcha. B) Nivel 1: A folha
comeca a apresentar pontos de avermelhamento. C) Nivel 2: Avermelhamento mais acentuado,
pontos de amarelecimento e inicio de ressecamento das pontas. D) Nivel 3: Aumento do
ressecamento das pontas da folha. E) Nivel 4: As bordas se dobram e o ressecamento das pontas
comeca a se espalhar em direcao a base. F) Nivel 5: A folha perde turgescéncia e ocorre necrose por
quase toda a folha com a borda toda dobrada, causando um comprometimento total das folhas e
posterior morte do abacaxizeiro.

A reacao média de cada tratamento foi calculada através da média aritmética
das notas das plantas avaliadas. Essa caracteristica foi utilizada para discriminar as

planta em cinco classes de reagdo a doenca, sendo: 0,1 - 1,0 = inicio dos sintomas
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(IS); 1,1 - 2,0 = severidade baixa (SB); 2,1 -3,0 = severidade mediana (SM); 3,1- 4,0
= severidade alta (SA); 4,1 - 5,0= severidade extrema (SE). (Figura 3).

Foi calculado o indice de severidade da doenca (ID) de acordo com o indice
de McKinney (1923), pela expresséao: ID = [Z(grau da escala x frequéncia)/(numero
total de unidades x grau méximo da escala)]x100, utilizando-se os dados de
severidade obtidos com a escala de notas. Apéds se obter a ID para cada planta, os
dados foram submetidos a analise de variancia e as meédias agrupadas pelo teste de
Scott-Knott (P < 0,05). As analises foram efetuadas com o auxilio do programa R (R

Development Core Team, 2018).
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Figura 3. Classificagdo de nota representada pela média aritmética das notas das plantas avaliadas.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas 177 plantas da cultivar ‘BRS Imperial’
distribuidas em 19 tratamentos, dos quais apenas 51 plantas (28,82%) estavam
livres da infeccdo por PMWaV até o momento da avaliacdo (15 meses apos o plantio
em campo). Todos os tratamentos avaliados apresentaram ocorréncia de pelo
menos um dos trés virus.

Ao considerar todas as plantas analisadas, foi observado maior prevaléncia
do PMWaV-3 com 62,14% das plantas infectadas, seguido do PMWaV-1 com
43,50% e PMWaV-2 com 37,28% (Figura 4). A frequéncia avaliada das trés espécies

de PMWaV também considerou infec¢do simples e mista (Figura 5), a qual mostra
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que a maioria das plantas (24,30%) estavam infectadas com os trés virus. A
apresentacao da frequéncia detalhada esta na Tabela 3.
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Figura 4. Frequéncia considerando infeccdo por PMWaV simples ou mista, os valores ndo somam
100%. Cruz das Almas — BA, out/2020.
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Figura 5. Frequéncia considerando infeccdo por PMWaV simples e mista. Cruz das Almas — BA,
out/2020.
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Considerando as infeccdes por tratamento, além do controle, os tratamentos
com BEFPAC (Bactéria Endofitica de Folha de Planta de Ambiente Cultivado),
PSAN (Pseudomonas de Solo de Ambiente Natural), BASAN (Bacillus de Solo de
Ambiente Natural), FEFPAN (Fungos Endofiticos de Folhas de Plantas de Ambiente
Natural), FERPAC (Fungos Endofiticos de Raiz de Planta de Ambiente Cultivado),
FTSAC (Fungos Totais de Solo de Ambiente Cultivado) e BECPAN (Bactérias
Endofiticas de Caule de Plantas de Ambiente Natural) apresentaram 100% das
plantas infectadas (Tabela 3).

Com excecao das plantas tratadas com PSAC (Pseudomonas de Solo de
Ambiente Cultivado) e TSAC (Trichoderma de Solo de Ambiente Cultivado), todos os
outros tratamentos apresentaram infeccdo mista. As plantas destes tratamentos
podem ter adquirido os virus em sucessivas inoculagées, com um virus de cada vez,
ou com inoculacdes duplas ou triplas.

A auséncia de infeccdo apenas pelo PMWaV-2 aconteceu na maioria dos
tratamentos, somente cinco tratamentos exibiram essa infecgdo e com um namero
baixo de plantas dentre eles. Os tratamentos PSAC e BASAN por sua vez nao
apresentaram infeccao pelo virus PMWaV-2, nem em infec¢do Unica e tampouco em
infeccdo mista. A baixa incidéncia do PMWaV-2 no controle indica que a presenca
de microrganismos, aparentemente ndo teve relacdo com a auséncia desse virus.
Apesar de todos os virus pertencerem ao género Ampelovirus e serem adquiridos e
transmitidos por D. brevipes e D. neobrevipes, o PMWaV-2 difere filogeneticamente
do PMWaV-1 e do PMWaV-3, que sdo mais semelhantes, o que poderia explicar
esta diferenca na taxa de transmissao (SETHER et al., 2009).

PSAC ainda apresentou o menor niumero de plantas infectadas, seguido do
tratamento com BTSAC (Bactérias Totais de Solo de Ambiente Cultivado),
apresentando 23,07% e 25% das plantas afetadas, respectivamente. Bactérias de
solo promovem inumeros efeitos vantajosos como, fixacdo de nitrogénio, producéo
de fito hormonio, enzimas, sideréforos, solubilizacdo de potassio, zinco e controle de
doencas por supressao ou morte de fitopatdgenos, além de produzir uma ampla
gama de metabdlitos secundéarios devido a varios mecanismos de secre¢do e
efetuar reagdes bioquimicas com enzimas liticas (NAYAK, 2017). A microbiota
associada as plantas no ambiente de cultivo pode se sobressair em relacdo aos

outros por possuirem interagcbes bem estabelecidas com a cultura, apresentando
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relativa importancia quando se considera a selecdo de microrganismos benéficos
(SOUZA, 2017).

Bactérias benéficas associadas a plantas sdo conhecidas por suprimir
doencas diretamente através do antagonismo microbiano ou indiretamente por
inducdo de resisténcia em plantas. Inducdo de resisténcia confere na planta uma
capacidade defensiva aumentada. Tais mecanismos desencadeiam respostas
celulares, com rapida transducdo do sinal, logo, 0s genes sdo sistematicamente
ativados, o que resulta no aumento ou alteracdo da sintese proteica, induzindo
mudancas metabdlicas especificas na planta (SOUZA, 2020), ativando sua
resisténcia latente, impedindo ou dificultando a infeccdo pelo patégeno e o
consequente desenvolvimento da doenca (SILVA JR. & BEHLAU, 2018).

Tabela 3. Prevaléncia detalhada, considerando infeccdo simples e mista, entre e dentro dos tratamentos

avaliados.
Ne PMWaV _ PMWaV _ PMWaV __ PMWaV __ PMWaV __ PMWaV  PMWaV
Tratamentos infectados|Testados 1 2 3 1/2 1/3 2/3 1/2/3
CONTROLE 10|10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (90%) 1 (10%) 0 (0%)
BECPAC 8|12 (66,6%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%) 2(16,6%) 5 (41,6%)
ASAN 719 (77,7%) 2(22,2%) 1(11,1%) 1 (11,1%) 0 (0%) 2(222%) 0(0%)  1(11,1%)
BTSAN 719 (77,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (22,2%) 5 (55,5%)
BEFPAC 12|12 (100%) 0 (0%) 0(0%)  2(16,6%)  0(0%) 0(0%)  4(333%) 6 (50%)
BEFPAN 6|13 (46,1%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (23%) 0(0%)  2@154%)  0(0%) 1 (7,7%)
PSAC 3|13 (23%) 2(15,4%)  0(0%) 1 (7,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
ASAC 3|8 (37,5%) 0 (0%) 0(0%)  1(125%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (25%)
PSAN 10/10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 2 (20%) 7 (70%)
TSAC 4|7 (57,1%) 0(0%)  3(42,8%) 1(14,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
BASAN 5/5 (100%) 2 (40%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%) 2 (40%) 0 (0%) 0 (0%)
FEFPAN 414 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 3 (75%)
FERPAC 4|4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
FTSAC 2|2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%)
BECPAN 10]10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (60%) 0(0%) 1(10%)  2(20%)  1(10%)
BTSAC 3|12 (25%) 0 (0%) 0(0%)  2(16,6%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (8,3%)
BERPAC 8|11 (72,7%) 0(0%)  2@182%)  0(0%) 1(91%) 2(182%)  0(0%)  3(27,2%)
BERPAN 10|13 (76,9%) 1(7,7%)  1(7,7%) 2(154%) 0(0%)  2(154%) 0(0%)  4(30,7%)
BSAC 1013 (76,9%) 2(15,4%) 1(7,7%) 4(30,7%)  0(0%) 1 (7,7%) 0(0%)  2(15,4%)
TOTAL 126[177 (71,2%) 9(5,1%)  8(45%)  29(16,4%)  1(0,6%)  22(12,4%) 14(7,90%) 43(24,3%)

Os tratamentos também foram avaliados quanto a severidade da murcha de

acordo com uma escala de notas. Para essa avaliacdo a escala de notas
desenvolvida se mostrou eficiente. Das 177 plantas, 71 (40,1%) n&o apresentaram
sintomas de murcha e nenhuma planta apresentou o nivel extremo da doencga, nivel

5. Apenas 13 (7,34%) plantas foram identificadas com nivel 4 indicando uma alta
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severidade. Os niveis com maior nimero de plantas sintomaticas foram 1 e 2 com
44 (24,85%) e 34 (19,21%) plantas respectivamente. Um total de 15 (8,48%) plantas

foram identificadas com o nivel 3 de severidade (Tabela 4).

Entre os tratamentos avaliados, BSAC (Bacillus de Solo de Ambiente
Cultivado) e PSAC (Pseudomonas de Solo de Ambiente Cultivados) apresentaram
maiores numeros de plantas sem sintomas, ambos com 10 (76,92%), sendo que
BSAC apresentou 76,92% das plantas infectadas pelo virus da murcha, ou seja, das
plantas infectadas, apenas trés apresentaram sintomas. Essa observacéo pode levar
a crer que o grupo de isolados destes microrganismos, apesar de nao impedir a
planta de ser infectada, pode proporcionar uma melhor resposta a infeccéo viral.
Existem evidéncias da inducdo de mecanismos de resisténcia através de Bacillus
spp. contra fungos, bactérias e nematodides fitopatogénicos, mas sdo escassos
estudos relacionados a inducéo de resisténcia contra virus (SAMANIEGO-GAMEZ et
al. 2017). Bacillus spp. ja sédo considerados uma alternativa ecolodgica e bio-segura
aos fungicidas e bactericidas quimicos tradicionais devido a sua capacidade
intrinseca de induzir vias antiestresse em plantas (LASTOCHKINA et al., 2019).
Sugere-se que 0s mecanismos de tal acdo incluam: competicdo por
espaco/nutrientes com patdgenos, producdo de varias substancias bioativas com
atividade antibibticas, e compostos degradadores da parede célular, inducdo de
resisténcia sistémica e também por meio da promocdo da saude das plantas,
manifestando assim um grande potencial (MACHADO et al., 2012; PAGE et al.,
2019; LASTOCHKINA et al., 2019).

Muitos tratamentos apresentaram sintomas intermediarios e mais severos,
mas também, apresentaram um numero elevado de plantas sem sintomas, como é o
caso dos tratamentos BERPAN, BERPAC, BTSAC, PSAC, BEFPAN e BTSAN. E
importante ressaltar que apesar da area ter infestacdo natural de cochonilha e virus,
a disseminacdo da cochonilha é aleatéria e lenta pela sua baixa mobilidade que
depende muito de formigas para se disseminar em uma area, a associacao
simbidtica das cochonilhas com as formigas favorece sua movimentacdo para as
plantas vizinhas, surgindo sintomas da murcha em reboleira. Sem as formigas, as
populacdes de cochonilhas sdo pequenas e lentas, o que reduz o fluxo de infestacéo
e probabilidade de perda da producéo (JANH et al., 2003). Além disso, o0 surgimento

dos sintomas de murcha e a sua intensidade estao também ligados, ao ambiente e a
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planta, como vigor, idade e cultivar (MATOS et al.,, 2007). O real impacto dos

tratamentos deve ser avaliado em plantas forcadamente inoculadas.

Tabela 4. Prevaléncia viral, exibindo diferentes niveis de severidade nos tratamentos avaliados.

Niveis de severidade

Tratamento n 0 1 2 3 4 5

CONTROLE 10 0 (0%) 5 (50%) 1 (10%) 2 (20%) 2 (20%) 0 (0%)
BECPAC 12 4 (33,3%) 4 (33,3%) 4 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
ASAN 9 0 (0%) 5 (55,5%) 2 (22,2%) 0 (0%) 2 (22,2%) 0 (0%)
BTSAN 9 5(55,5%) 0 (0%) 0 (0%) 1(11,1%) 3(33,3%) 0 (0%)
BEFPAC 12 4 (33,3%) 6 (50%) 1(8,3%) 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%)
BEFPAN 13 7 (53,8%) 3 (23%) 2 (15,4%) 1(7,7%) 0 (0%) 0 (0%)
PSAC 13 10 (76,9%) 0 (0%) 1(7,7%) 2 (15,4%) 0(0%) 0 (0%)
ASAC 8 5(62,5%) 0 (0%) 3(37,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
PSAN 10 2 (20%) 1 (10%) 7 (70%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
TSAC 7 3(42,8%) 0 (0%) 0 (0%) 1(14,3%) 3(42,8%) 0 (0%)
BASAN 5 1 (20%) 1 (20%) 3 (60%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
FEFPAN 4 0 (0%) 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
FERPAC 4 0 (0%) 3 (75%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
FTSAC 2 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%)
BECPAN 10 2 (20%) 3 (30%) 1 (10%) 2 (20%) 2 (20%) 0 (0%)
BTSAC 12 9 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (25%) 0 (0%) 0 (0%)
BERPAC 11 4 (36,4%) 4 (36,7%) 3(27,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
BERPAN 13 5(38,5%) 6 (46,1%) 1(7,7%) 1(7,7%) 0 (0%) 0 (0%)
BSAC 13 10(76,9%) 2 (15,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7,7%) 0 (0%)
TOTAL 177 71(40,1%) 44(24,8%) 34(19,2%) 15(8,5%) 13(7,3%) 0 (0%)

0: Folha com aspecto sadio, sem sintomas visiveis de murcha. 1: A folha comeca a apresentar pontos de

avermelhamento. 2: Avermelhamento mais acentuado, pontos de amarelecimento e inicio de ressecamento

das pontas. 3: Aumento do ressecamento das pontas da folha. 4: As bordas se dobram e o ressecamento

das pontas comeca a se espalhar em direcdo a base. 5: A folha perde turgescéncia e ocorre necrose por

quase toda a folha com a borda toda dobrada, causando um comprometimento total das folhas e posterior

morte do abacaxizeiro.

Quanto a classificagdo da doenca, houve diferenca significativa entre os

tratamentos (Tabela 5). Dez tratamentos apresentaram severidade variando de 8,9 a

25,0 e os outros nove tratamentos obtiveram severidade com intervalos entre 30,0 e

50,0. Entre todos os tratamentos avaliados apenas trés apresentaram uma

severidade mediana, incluindo o controle. A maioria dos tratamentos apresentou

reacao com inicio dos sintomas (IS), e sete tratamentos apresentaram reacdo com

severidade baixa (SB).



Tabela 5. indice de severidade da murcha do abacaxizeiro em ‘BRS
Imperial’ 15 meses apos o plantio.

Classe da doencga

Tratamentos Média® Reac3o’ Severidade (%)*
BSAC 0,46 IS 8,9b
PSAC 0,6 IS 13,7 b

BTSAC 0,75 IS 150b
ASAC 0,75 IS 16,66 b
BEFPAN 0,76 IS 18,4 b
BERPAN 0,8 IS 16,0b
BEFPAC 0,9 IS 14,66 b
BERPAC 0,9 IS 18,66 b
BECPAC 1,0 IS 20,0b
FERPAC 1,25 SB 25,0b
BASAN 1,4 SB 30,0a
PSAN 1,5 SB 30,56 a
BTSAN 1,6 SB 33,36 a
FEFPAN 1,75 SB 35,0a
ASAN 1,8 SB 35,56 a
BECPAN 1,9 SB 33,3a

CONTROLE 2,1 M 38,3a

TSAC 2,1 SM 42,2 a
FTSAC 2,5 SM 50,0 a
CV (%) 37,1

Classe de reacdo da doenca conforme escala de notas de 0 a 5. “Reacdo da
doenca: 0,1 - 1,0 = inicio dos sintomas (IS); 1,1 - 2,0 = severidade baixa (SB); 2,1 -
3,0 = severidade mediana (SM); 3,1 - 4,0 = severidade alta (SA); 4,1 - 5,0=
severidade extrema (SE). *Severidade da doenca, calculada pelo indice de
Mckinney (1923), com a utilizacdo das frequéncias de classes de doenca
considerando escala de notas de a 0 a 5. Médias seguidas pela mesma letra nas
colunas néo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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4.0 CONCLUSOES

Plantas de abacaxizeiros da cultivar BRS Imperial tratadas com
Pseudomonas de Solo de Ambiente Cultivado (PSAC) e Bactérias Totais de Solo de
Ambiente Cultivado (BTSAC) sob condi¢cdes naturais apresentam as mais baixas
incidéncias do PMWaV, assim como Bacillus de Solo de Ambiente Cultivado (BSAC)

apresentou uma melhor resposta aos sintomas tipicos da mucha do abacaxieio.
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CAPITULO 2

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS ASSOCIADAS AO GENERO
Ananas ssp. NA PROMOGCAO DE CRESCIMENTO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DA VARIEDADE PEROLA
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RESUMO: Tendo em vista a importancia do setor produtivo de abacaxi no Brasil, o
uso de novas abordagens capazes de promover melhorias no cultivo tornando-o
mais sustentavel € de total relevancia. As primeiras etapas de producdo de mudas
de abacaxi micropropagadas envolvem o cultivo em casa de vegetacédo e canteiro,
sendo ambas as etapas onerosas e de lento desenvolvimento das plantas. Estudos
anteriores demonstraram que microrganismos benéficos podem contribuir para o
bom desenvolvimento do abacaxizeiro em diferentes etapas do cultivo, como é o
caso da producdo de mudas in vitro. Diante disso, esse trabalho teve por objetivo
avaliar o potencial de promocdo de crescimento de bactérias provenientes do
microbioma associado de Ananas spp. em plantas micropropagadas da variedade
Pérola durante as etapas de casa de vegetacdo e canteiro. Para a conducdo do
experimento, as plantas que tinham sido multiplicadas no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura foram levadas para casa de
vegetacdo onde passaram pelo processo de aclimatizacdo, logo apds foram
transferidas para tubetes de polietileno e posteriormente microbiolizadas com
isolados de bactérias benéficas ao género Ananas, provenientes de ambientes de
ocorréncia natural e cultivado, as quais passaram por avaliacdes periédicas (15, 30,
45, 60, 75, 90 dias apds a microbiolizacdo - DAM). O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com 51 repeticbes em casa de vegetacdo e 48 repeticdes
em canteiro. Ao final dos 90 DAM, foram retiradas trés plantas de cada tratamento e
submetidas as seguintes avaliagdes: comprimento da raiz principal (cm), massa
fresca da parte aérea (g), massa fresca das raizes (g), peso seco da parte aérea (Q)
e peso seco das raizes (g). Logo apos, as plantas foram encaminhadas para o
canteiro onde passaram por avaliacdes periddicas (30, 45, 60, 75, 90 dias apos o
plantio - DAP). Ao final dos 90 dias em casa de vegetacdo as Bactérias Totais de
Solo de Ambiente Natural (BTSAN) apresentaram melhor média para altura da
planta, comprimento da folha D, didmetro da folha D, nimero de folhas, massa
fresca e seca da parte aérea. Pseudomonas de Solo de Ambiente Cultivado (PSAC)
apresentou melhor média para diametro da copa. Em fase de canteiro, ao final dos
90 dias BTSAN também apresentou melhores médias para altura da planta,
didmetro da copa, comprimento da folha D, diametro d folha D, numero de folhas e
massa fresca e seca da parte aérea.

Palavras-chave: Abacaxi; Cultivo; Microbiolizacdo; Promoc¢ao de crescimento
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ABSTRACT: In view of the importance of the pineapple production sector in Brazil,
the use of new approaches capable of promoting improvements in cultivation making
it more sustainable is of utmost importance. The first stages of production of
micropropagated pineapple seedlings involve cultivation in a greenhouse and flower
bed, both of which are costly and slow to develop. Previous studies have shown that
beneficial microorganisms can contribute to the good development of pineapples in
different stages of cultivation, such as the production of seedlings in vitro. Therefore,
this work aimed to evaluate the potential for promoting the growth of bacteria from
the associated microbiome of Ananas spp. in micropropagated plants of the Pérola
variety during the greenhouse and flower bed stages. For the conduct of the
experiment, the plants that had been multiplied at the Vegetable Tissue Culture
Laboratory of Embrapa Mandioca and Fruticultura were taken to a greenhouse where
they went through the acclimatization process, shortly after they were transferred to
polyethylene tubes and later microbiolized with isolates of beneficial bacteria to the
genus Ananas, from naturally occurring and cultivated environments, which
underwent periodic evaluations (15,30, 45, 60, 75, 90 days after microbiolization -
DAM). The design used was completely randomized with 51 replications in a
greenhouse and 48 replicates in a flower bed. At the end of the 90 DAM, three plants
were removed from each treatment and subjected to the following evaluations: length
of the main root (cm), fresh weight of the aerial part (g), fresh weight of the roots (g),
dry weight of the aerial part (g) and dry weight of the roots (g). Soon after, the plants
were sent to the site where they underwent periodic evaluations (30, 45, 60, 75, 90
days after planting - DAP). At the end of 90 days in a greenhouse as Total Soll
Bacteria of Natural Environment (BTSAN) average best average for plant height, leaf
length D, leaf diameter D, number of leaves, fresh and dry mass of the aerial part.
Cultivated Environment Soil Pseudomonas (PSAC) showed the best average canopy
diameter. In the construction phase, at the end of the 90 days BTSAN also presented
the best averages for plant height, crown diameter, leaf length D, leaf diameter D,
number of leaves and fresh and dry mass of the aerial part.

Keywords: Pineapple; Cultivation; Microbiolization; Growth promotion
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1.0 INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr.) €é uma planta perene
monocotiledénea pertencente a familia Bromeliaceae e esta entre as frutas tropicais
mais populares, ficando atras apenas da banana em termos de comércio
internacional. E considerado economicamente uma das culturas mais valiosas do
mundo. (STEINGASS et al. 2015, 2016; FANG et al. 2016; LOBO & PAULL, 2017).

E a Gnica espécie da familia Bromeliaceae cultivada comercialmente para
seus frutos que além de saborosos, contém quantidades consideraveis de vitaminas,
polifendis e outros compostos potencialmente promotores da saude (WANG et al.,
2020).

O abacaxizeiro mantém diferentes relagbes com uma gama ampla de
microrganismos, incluindo tanto os fitopatégenos quanto aqueles que compdem o
grupo de microrganismos benéficos, os quais podem estar no solo ou ocupando
seus tecidos internos (WEBER et al., 2013; SOUZA, 2017).

Microrganismos benéficos associados a plantas estdo recentemente
atingindo maior atencéo, pois desempenham um papel importante no aprimoramento
da produtividade das lavouras, como também proporcionam resisténcia contra as
condicBes de estresse (YADAV & YADAYV, 2018), além disso, tém provado ser uma
alternativa amigavel para a aplicacéo de pesticidas e fertilizantes quimicos (Pll et al.,
2015; VEJAN et al., 2016).

A atual biodiversidade de microrganismos promotores de crescimento
pertence a diferentes grupos, incluindo Actinobacteria, Azospirillum, Bacillus,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Pseudomonas e Spirochaetes. Essas bactérias
ocorrem naturalmente no solo e colonizam agressivamente as raizes das plantas e
as beneficiam, proporcionando a promocdo do crescimento diretamente por
solubilizacédo de fésforo, potassio e zinco, producdo de &cidos indolacéticos, acido
giberélico, citocinina, fixacdo biologica de nitrogénio ou indiretamente por producao
de amoénia, cianeto de hidrogénio, sideréforo e biocontrole contra diferentes
patdgenos de plantas (YADAV et al., 2017).

Isso quer dizer, que as bactérias promotoras de crescimento de plantas
possuem varias habilidades que afetam diretamente o metabolismo das plantas,
fornecendo nutrientes que geralmente sdo escassos e promovendo o crescimento

das raizes e a proliferacédo de pelos radiculares, o que pode melhorar a absorgéo de
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agua e nutrientes do solo e, consequentemente, melhorar o crescimento e a
produtividade da planta (FERREIRA, 2020).

Com isso, a introducéo de bactérias na forma de inoculantes biolégicos pode
ser bastante vantajosa para o setor agricola, sendo uma das tecnologias mais
eficientes em substituir métodos convencionais de adubacdo com fertilizantes
minerais (MELLO, 2019).

Diante disso, esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de promocéao
de crescimento de bactérias provenientes do microbioma associado de Ananas spp.
em plantas micropropagadas da variedade Pérola durante as etapas de casa de
vegetacgao e canteiro.

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As plantas da variedade Pérola foram obtidas por micropropagacéo a partir de
matrizes livres de virus e se encontravam em condi¢do in vitro no Laboratério de
Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de

Cruz das Almas, Bahia.

2.2 Isolados bacterianos e Microbiolizacao

De acordo com o trabalho anteriormente desenvolvido de Souza (2017), as
bactérias utilizadas no experimento foram obtidas de amostras de solo e de plantas
do género Ananas ssp., provenientes de ambientes de ocorréncia natural e
cultivado, adquiridas em expedi¢cdes de coleta. Tais amostras, entre fungos e
bactérias foram coletadas em trés estados, Bahia, Mato Grosso e Rondénia, e foram
submetidas a quantificacdo das populacdes de bactérias e fungos por meio da
contagem de unidades formadoras de colénia em meios de cultura basicos. Foram
obtidos um total de 829 isolados, sendo 385 fungicos e 444 bacterianos.

Os grupos de isolados desses microrganismos foram ranqueados mostrando
melhores resultados em relacdo ao crescimento de abacaxizeiros in vitro, casa de
vegetagcdo, canteiro e campo em experimentos anteriormente desenvolvidos na

Embrapa Mandioca e Fruticultura. Seguindo essas informagdes, quatro grupos de
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isolados de bactérias foram selecionados para o presente estudo: Pseudomonas de
Solo de Ambiente Cultivado (PSAC) que apresentaram um bom desempenho em
condi¢gbes in vitro e em casa de vegetacdo, Pseudomonas de Solo de Ambiente
Natural (PSAN) que, assim com PSAC também apresentou um bom resultado em
condi¢cbes de casa de vegetacao, e por este motivo, este grupo foi escolhido para
compor um tratamento conjunto (PSAC+PSAN). Bactérias Endofiticas de Caule de
Planta de Ambiente Cultivado (BECPAC) que exibiram melhor desempenho em
condi¢cbes de canteiro e Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural (BTSAN) que
apresentaram um bom desempenho no campo (Dados nao publicados).

Essas bactérias totalizaram 40 isolados que passaram pelo processo de
reativacdo, sendo, 8 isolados de PSAC; 12 isolados de PSAN, 10 isolados de
BECPAC e 10 isolados de BTSAN. Para isso, os isolados mantidos em preservacao
(meio nutriente liquido + 15% de glicerol) foram reativados por meio da transferéncia
de 100uL de suspensdo de cada isolado, para o meio nutriente liquido (2,59 de
peptona, 0,759 de extrato de carne, 2,5¢g cloreto de sédio, 0,759 extrato de levedura
e agua destilada), e logo apos, transferidos para mesa de agitacdo por 42 horas.
Apébs o periodo de incubacéo, foi produzido um mix para cada grupo descrito, 0S
quais foram reunidos em diferentes recipientes e tiveram as absorbancias definidas
e ajustadas para 0,1 (A=550 nm) que corresponde a 10® UFC mL™ (SOUZA, 2011;
CUNHA et al., 2006). Posteriormente a este processo, as plantas de abacaxizeiros
gque se encontravam em casa de vegetacdo passaram pelo processo de
microbiolizagao via solo.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 51 repeticdes em
casa de vegetacdo e 48 repeticbes em fase de canteiro. Isso porque, para
complementar os dados, as plantas da casa de vegetacdo, antes de serem
encaminhadas para canteiro, foram submetidas a avalia¢cdes destrutivas, onde foram
retiradas ao acaso trés plantas de cada tratamento, passando por avaliagdo de
massa seca e fresca da parte aérea e radicular, a mesma coisa foi feita na fase de
canteiro. As variaveis avaliadas em cada fase foram: (i) altura da planta (cm); (ii)
diametro da copa (cm); (iii) comprimento da folha D (cm); (iv) didametro da folha D
(cm) e (v) numero de folhas.

Os dados obtidos durante a fase de casa de vegetacdo e canteiro foram

submetidos a andlise de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott
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(P =< 0,05). As analises foram efetuadas com o auxilio do programa R (R
Development Core Team, 2018).

2.3 Fase casa de vegetacao

As plantas que se encontravam em condi¢do in vitro foram conduzidas a
aclimatizacdo em casa de vegetacao e ap0s o periodo de adaptacao, essas plantas
foram transferidas para tubetes de polietileno com volume de 290 cm®. Ap6s 15 dias
foram microbiolizadas via solo com auxilio de uma pipeta, adicionando 5mL de cada
indculo com concentracéo bacteriana de 102 UFC mL™ em seus devidos tratamentos.
(Figura 1). As plantas ndo microbiolizadas receberam apenas uma solu¢do de meio
nutriente liquido cada uma. Posteriormente passaram por avaliacdes periddicas (15,
30, 45, 60, 75, 90 dias apds a microbiolizacdo - DAM), adotando-se as variaveis ja

mencionadas anteriormente.

Figura 1. (A-B) Microbiolizac@o de plantas da variedade Pérola em condi¢do de casa de vegetagéo.
Cruz das Almas — BA, out/2020.

Ao final dos 90 dias foram retiradas ao acaso trés plantas de cada tratamento,
as quais foram submetidas a avaliacdes destrutivas de massa fresca e seca que
foram obtidas apos a fragmentacéo das plantas em sistema radicular e parte aérea,
gue foram pesadas para determinar primeiramente a massa fresca (g) e logo apoés,
armazenadas em saco de papel Kraft em estufa a 75°C por 72 horas e novamente

pesadas para obtengéo dos valores de massa seca (Q).
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2.4 Fase de Canteiro

Aos 90 dias as plantas foram encaminhadas ao canteiro e 30 dias ap0s o
plantio (DAP) também foram feitas avaliacbes de (i) altura da planta (cm); (ii)
diametro da copa (cm); (iii) comprimento da folha D (cm); (iv) diametro da folha D
(cm) e (v) numero de folhas. Além disso, ap6s 90 dias foram coletadas ao acaso trés
plantas de cada tratamento para avaliacdo de massa fresca (g) e seca (g) da parte

aérea.

Figura 2. (A) Plantio das plantas microbiolizadas e controle em canteiro. (B) Plantas microbiolizadas
em condi¢do de canteiro. (C) Plantas com 90 dias ap6s o plantio. Cruz das Almas — BA, out/2020.

3.0 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Fase Casa de Vegetacao

Durante o periodo de casa de vegetacdo ficou visualmente evidente a
diferenca entre os tratamentos quanto ao desenvolvimento das plantas, deixando
claro que a microbiolizacdo com as bactérias benéficas associadas ao género
Ananas ssp. apresentaram respostas distintas em cada um dos tratamentos (Figura
1).
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Figura 3. Efeito da microbiolizagdo em plantas da variedade Pérola em condi¢cbes de casa de
vegetacdo apds 90 dias. (A) Controle (ndo microbiolizado); (B) BECPAC (Bactérias Endofiticas de
Caule de Ambiente Cultivado); (C) PSAC+PSAN (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado +
Pseudomonas de Solo de Ambiente Natural); (D) PSAC (Pseudomonas de solo de Ambiente
Cultivado); (E) BTSAN (Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural). Cruz das Almas — BA,
out/2020.

De acordo com os resultados obtidos, houve diferenca significativa entre os
tratamentos das variaveis avaliadas aos 90 dias. BTSAN apresentou melhores
resultados em altura da planta com 14,3 cm, comprimento da folha D com 15,7 cm,
diametro da folha D com 1,97 cm e para o numero de folhas com 16,39. Para

didmetro da copa PSAC apresentou melhor resultado com 22,96 cm.

Tabela 1. Valores médios de crescimento da variedade Pérola, 90 dias apds a inoculagao.

90 dias
Variaveis

Altura da Diam. copa Comp. FolhaD Diam. Folha D N° de

Tratamento planta (cm) (cm) (cm) (cm) folhas
Controle 12,49 c 20,87 b 13,90 b 1,97 b 13,98 c
BECPAC 14,31 a 21,73 b 15,16 b 2,02 b 15,68 a
BTSAN 14,93 a 22,81 a 15,79 a 2,28 a 16,39 a
PSAC 13,63 b 22,96 a 14,55 a 2,20 a 15,0b
PSAC+PSAN 13,36 b 21,70 b 14,41 a 2,18 a 14,80 b
CV (%) 12,42 13,13 12,66 11,7 12,82

Controle (ndo microbiolizado); BECPAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente Cultivado);
BTSAN (Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural); PSAC (Pseudomonas de solo de Ambiente
Cultivado); PSAC+PSAN (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado + Pseudomonas de Solo de
Ambiente Natural). Na coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott Knott (5%).
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Pelos resultados, observa-se que BTSAN apresentou melhor média da massa
fresca da parte aérea com 27,23 g diferindo dos demais tratamentos. Quanto a
massa seca da parte aérea, houve diferenca significativa entre os tratamentos e
BTSAN apresentou melhor resultado com 2,74 g, seguido de PSAC com 2,36 g,
BECPAC com 2,12 g, PSAC+PSAN com 1,91 g e por ultimo o controle com 1,18 g.

PSAC+PSAN apresentou melhor resultado quanto a massa fresca e secada
do sistema radicular com 0,89 e 0,37 respectivamente.

Com relacéo a raiz principal, BTSAN apresentou maior média com 17,41 cm,
seguido de PSAC+PSAN com 16,96 cm, PSAC com 16,46 cm, BECPAC com 15,90

cm e controle com 14,43 cm.

Tabela 2. Valores médios da variedade Pérola, 90 dias apés a inoculacao.

90 dias
Variaveis
Raiz
Massa fresca Massa seca Massa fresca Massa seca  principal
Tratamento parte aérea (g) parte aérea (g) raizes (g) raizes (g) (cm)
Controle 11,93 c 1,18 ¢ 0,53 a 02b 14,43 a
BECPAC 20,03 b 2,12 b 0,66 a 0,33 a 159a
BTSAN 27,23 a 2,74 a 0,86 a 0,36 a 17,41 a
PSAC 23,02 b 2,36 a 0,86 a 0,35a 16,46 a
PSAC+PSAN 19,17 b 191b 0,89 a 0,37 a 16,96 a
CV (%) 9,49 11,8 23,3 19,32 21,21

Controle (ndo microbiolizado); BECPAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente Cultivado);
BTSAN (Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural); PSAC (Pseudomonas de solo de Ambiente
Cultivado); PSAC+PSAN (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado + Pseudomonas de Solo de
Ambiente Natural). Na coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de

Scott Knott (5%).

A figura 4 mostra o crescimento das plantas durante todo periodo de
avaliacdo, e nela pode-se perceber que entre os tratamentos descritos, na maioria
das variaveis avaliadas, altura da planta (Figura 4. A), comprimento da folha D
(Figura 4. C), diametro da folha D (Figura 4. D) e numero de folhas (Figura 4. E),
BTSAN evoluiu melhor ao longo dos 90 dias apds a microbiolizacéo.

Por outro lado, também se notou que, de acordo com os resultados de altura
da planta, didametro da copa (Figura 4. B), comprimento da folha D e numero de
folhas, o tratamento com BECPAC apresentou melhor desempenho no crescimento
das plantas aos 60 dias ap6s a microbiolizagdo com 12,08 cm, 19,81 cm, 14,80 e
13,08 cm respectivamente, exceto para o diametro da folha D (Figura 4. D) em que
manteve abaixo de PSAC e PSAC+PSAN que apresentaram melhor desempenho

neste periodo ambos com 1,98 cm.
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Figura 4. (A-E) Gréfico representativo dos 5 tratamentos (Controle, BECPAC, BTSAN, PSAC,
PSAC+PSAN) e cinco variaveis (altura da planta; diametro da copa, comprimento da folha D,

diametro da folha D e nimero de folhas).
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3.2 Fase de Canteiro

Durante a fase de canteiro as plantas continuaram demonstrando visualmente

crescimento distinto de acordo com cada tratamento (Figura 7).

A

Figura 5. Efeito da microbiolizacdo em plantas da variedade Pérola em condi¢des de canteiro apds 90
dias. (A) Controle (ndo microbiolizado); (B) BECPAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente
Cultivado); (C) PSAC+PSAN (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado + Pseudomonas de Solo
de Ambiente Natural); (D) PSAC (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado); (E) BTSAN
(Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural). Cruz das Almas — BA, out/2020.

Tabela 3. Valores médios de crescimento da variedade ‘BRS Pérola’ 90 dias apds o plantio em
condicbes de canteiro.

90 dias
Variaveis
A A Massa
Alturada  Diam. Comp. Folha Diam. NC de fresca da Massa seca
Tratamento planta Copa Folha D . da parte
D (cm) folhas parte aérea .

(cm) (cm) (cm) o) aérea (g)

Controle 210c 33,18 b 2551b 246c¢c 16,25b 64,55 b 7,42 b

BECPAC 21,85¢c 37,20 a 25,65 b 283b 16,27b 70,78 b 8,37b
BTSAN 2741a 3861la 29,85 a 3,10a 1895a 123,52a 13,60 a
PSAC 2564a 38,1la 29,60 a 286b 1868a 114,33a 12,51 a

PSAC+PSAN  23,88b 36,50 a 26,65 b 3,06 a 171a 79,37 b 8,92 b

CV (%) 12,42 13,13 12,66 11,70 12,82 20,72 21,4

Controle (ndo microbiolizado); BECPAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente Cultivado); BTSAN
(Bactérias Totais de Solo de Ambiente Natural); PSAC (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado);
PSAC+PSAN (Pseudomonas de solo de Ambiente Cultivado + Pseudomonas de Solo de Ambiente Natural). Na
coluna, médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Scott Knott (5%).
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A figura 6 mostra o crescimento das plantas durante o periodo de avaliacdo
no canteiro ao longo dos 90 dias e pode-se perceber que todos os tratamentos
apresentaram desempenhos satisfatérios em relacdo ao controle.

Nota-se que nesta fase, PSAC também se mostrou bastante eficiente quanto
ao desenvolvimento de crescimento das plantas nas variaveis de altura (Figura 6. A),
didmetro da copa (Figura 6. B), comprimento da folha D (Figura 6. C), nUmero de
folhnas (Figura 6. E) exceto para diametro da folha D (Figura 6. D), em que

PSAC+PSAN sobressairam ao longo dos 90 dias.
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Figura 6. (A-E) Gréfico representativo dos 5 tratamentos (Controle, BECPAC, BTSAN, PSAC,
PSAC+PSAN) e cinco variaveis (altura da planta; diametro da copa, nimero de folhas, diameto da
folha D e comprimento da folha D).
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De acordo com os resultados obtidos, houve diferenca significativa entre os
tratamentos para as variaveis avaliadas aos 90 dias. BTSAN apesentou melhor
média com relacdo a todas as variaveis. Como pode ser observado na tabela 3 para
a variavel altura das pantas, Os valores melhores resultados foram de 27,41 cm
(BTSAN), para o diametro da copa, o melhor tratamento foi BTSAM com 38,61 cm ,
para comprimento da folha D também houve supoerioridade do tratamento (BTSAN)
em relacdo aos demais. Para as variaveis diametro da folha D e numero de folhas o
tratamento BTSAN também foi superior aos demais com valores de de 3,10 cm e
de 18,95, respectivamente.

Quanto a massa fresca da parte aérea houve diferenca significativa entre os
tratamentos os quais PSAC+PSAN (79,37 g) que por sua vez diferiram de BTSAN
(123,52 g) e PSAC (114,33 g). Esta mesma diferenca significativa também ocorreu
em relacdo a massa seca da parte aérea, PSAC com 12,51 g e BTSAN com 13,60 g
(Tabela 3). Nao foi possivel realizar analises de raizes pelo fato das plantas estarem
proximas, e como o sistema radicular € fasciculado e superficial ndo suportariam a
acao para a retirada completa das mesmas.

A andlise de componentes principais (PCA) para casa de vegetacdo e para
canteiro mostrou que as variaveis mensuradas foram eficientes para avaliar o
desenvolvimento das plantas de cada um dos tratamentos, Percebe-se que os
resultados para ambas as fases estao correlacionadas positivamente (Figura 7).
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Figura 7. Analise de Componente Principal (PCA) dos tratamentos com base nas variaveis avaliadas

apos 90 dias em casa de vegetacdo (setas vermelhas) e em canteiro (setas verdes).
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A PCA expicou 91,52% da variacdo dos dados. De acordo com Rencher
(2002), pelo menos 70% da variancia total devem ser explicadas pelos primeiros e o
segundo componentes principais. Esse resultado comprova os resultados anteriores,
mostrando que o controle formou um grupo separadamente que se distancia e se
distingue de todos os outros tratamentos. Os resultados ainda mostraram que
BTSAN apresentou maiores valores para a grande maioria das variaveis avaliadas.

Ficou evidente que todos os tratamentos que receberam mix de bactérias
foram capazes de promover crescimento das plantas ao longo do tempo,
sobressaindo-se em relacdo aquele que ndo recebeu nenhum tipo de inoculacéo
bacteriana, tanto em condi¢des de casa de vegetacdo quanto em canteiro. Sabe-se
que bactérias auxiliam no crescimento e desenvolvimento das plantas sendo
fundamentais para agricultura sustentavel e para a estabilidade ambiental. Esses
microrganismos sdo um caminho possivel para lidar com diferentes estresses
bidticos e abidticos (KUMAR et al., 2018). Assim, a temperatura no interior das
casas de vegetacao e diferentes tratos culturais podem interferir no crescimento da
planta (BERILLI et al., 2011). Por isso, ndo se exclui a possibilidade das plantas
microbiolizadas neste estudo terem resistido melhor a esses estresses.

Observou-se que durante o periodo de casa de vegetacdo, BECPAC
apresentou melhor desempenho aos 60 dias ap0s a microbiolizacdo na maioria das
variaveis avaliadas (exceto para diametro da folha D). De acordo com Oliveira et. al
(2019), as bactérias endofiticas vivem de maneira assintomatica e simbibtica no
interior das plantas, a relacdo enddfito-hospedeiro é regulada por vérias etapas
fisiolégicas bem evoluidas e caracteriza-se por um equilibrio entre a do
microrganismo e 0os mecanismos de defesa da planta. Além disso, isso mostra que
apesar de praticas agricolas com inimeras e constantes intervencfes, as bactérias
de ambiente cultivado podem apresentar relacées bem estabelecidas com a cultura.

No entanto, as plantas tratadas com BECPAC n&o continuaram apresentando
em fase de canteiro 0 mesmo desempenho que apresentaram na fase de casa de
vegetacdo. A interacdo entre planta e microrganismo é uma etapa essencial para a
maioria dos fatores relacionados ao crescimento das plantas, esta associacdo
depende de diversos elementos, como gendtipo, idade da planta, tipos de exsudatos
liberados, fatores edaficos, clima, interacdo da microbiota do solo, tudo isso facilita

ou dificulta esta associagao (SANTOS et. al, 2019). Isso pode sugerir que 0 grupo
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das bactérias que compls o tratamento, ndo se adaptou bem a mudanca de
ambiente, mas ainda assim se manteve a cima do controle.

Em contrapartida, Jayakumar et al. (2020) perceberam que bactérias
endofiticas isoladas em folhas de Ananas comosus, mostraram parametros de
crescimento aprimorados em mudas de Vigna radiata com relacdo ao comprimento
do caule, comprimento da raiz e nUmeros de raizes quando comparados ao controle,
observando que essas bactérias sdo uma boa alternativa para aplicacdo em campo
sob condi¢cbes agro-climaticas variaveis, pois além de promoverem o crescimento
das mudas, apresentaram propriedades de tolerancia a seca.

BTSAN por sua vez, apresentou melhor resultado na maioria das variaveis
avaliadas em casa de vegetacédo (altura da planta, diametro da folha D, nimero de
folhas, massa fresca e seca da parte aérea e raiz principal) e em todas as variaveis
avaliadas em fase de canteiro (altura da planta, diametro da copa, diametro da folha
D, nimero de folhas, massa fresca e seca da parte aérea) aos 90 dias apos a
microbiolizacdo e apds o plantio respectivamente. As bactérias do solo sdo muito
importantes nos ciclos biogeoquimicos e tém sido usadas na producdo de culturas
h& décadas. As interacbes planta-bactéria na rizosfera sdo os determinantes da
saude das plantas e da fertilidade do solo. Bactérias do solo de vida livre benéficas
para o crescimento das plantas sdo capazes de promover o crescimento
colonizando as raizes da planta (HAYAT et al. 2010). Desta forma, a capacidade que
esses microrganismos tém de promover o crescimento da planta pode ser usada
para obter uma rapida producdo da cultura, pois, bactérias promotoras de
crescimento em geral ao se associarem as plantas podem agir como, biofertilizantes
(aumentando a disponibilidade de nutrientes para a planta), fitoestimulantes (devido
a promocao de crescimento de plantas, geralmente através de hormdonios),
rizoremediadores (devido a degradacgéo de poluentes organicos) e biopesticidas pelo
controle de doencas (SANTOS et. al, 2019).

Importante lembrar que microrganismos presentes no solo sdo responsaveis
pela decomposi¢do da matéria organica, ciclagem de nutrientes e energia, liberacédo
de nutrientes em formas disponiveis as plantas e degradacdo de substancias
toxicas; eles promovem ainda, associacfes simbidticas com raizes de plantas,
atuam no controle bioldgico de patdgenos, e influenciam na solubilizacdo de
minerais e contribuem para a estruturacao e agregacao do solo (DUBEY et. al, 2006;
FERREIRA et. al, 2017).
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Observou-se também que os grupos de Pseudomonas apresentaram bons
resultados quanto ao incremento de massa fresca e seca da raiz em casa de
vegetacdo, notando-se que a combinacdo das Pseudomonas de solo de ambiente
cultivado e natural (PSAC+PSAN) apresentou o melhor resultado quanto as essas
variaveis, ja BTSAN apresentou melhor média quanto ao comprimento da raiz
principal. Pseudomonas sao rizobactérias que abrangem uma gama de organismos
muito versateis, com diversas caracteristicas, e para o interesse agronémico, sao
capazes de atuar na promocéao do crescimento de plantas, devido a sua capacidade
de induzir a producdo de &cido indolacético (AlIA), que promove o0 crescimento
radicular, faz com que a planta seja mais eficiente na absor¢cdo de agua e nutrientes
e, consequentemente, melhora seu desenvolvimento e produtividade (FREITAS, et
al, 2003).

Varios grupos de pesquisa ja relataram que a inoculacdo com rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas aumenta significativamente o crescimento da
raiz da cultura (NGO et al. 2019). Pelenkova et al. (2017), relataram que
Pseudomonas spp. benéficas tém a capacidade de influenciar a arquitetura da raiz
em Arabidopsis thaliana, inibindo o alongamento da raiz primaria e promovendo a
raiz lateral e a formacédo de pelos radiculares, demonstrado um papel crucial para a
auxina nesta interacdo planta-microrrganismo. Rizobactérias promotoras de
crescimento afetam a divisdo e a diferenciacdo celular, levando a mudancas na
arquitetura do sistema radicular, o que contribui para o aumento do crescimento do
rebento. Essas modificacdes sdo estabelecidas alterando as vias de sinalizacao
endogena da planta (VERBON & LIBERMAN, 2016).

Games et al. (2019) avaliaram os efeitos de rizobactérias em mudas de
bananeiras produzidas em cultura de tecidos e aclimatizadas em casa de vegetacéo
e observaram ainda que, as raizes das plantas de bananeiras inoculadas com
Pseudomonas apresentaram maior espessura, maior comprimento e volume de
raizes secundarias abundantes com boa arquitetura geral. Em particular, as plantas
tratadas com Pseudomonas fluorescens Ps006 mostraram um complexo radicular
maior do que as plantas n&o inoculadas, com mais ramos e raizes secundarias, e
um crescimento abundante da area pelifera, também. Essas bactérias também
apresentaram bons resultados para massa fresca e seca da parte aérea, com 12,86

e 1,179, respectivamente.
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Muitos estudos estdo sendo realizados com bactérias para promocao de
crescimento e resultados satisfatérios estdo sendo obtidos. Qessaoui et al. (2019)
por exemplo, inocularam cinco novos isolados de Pseudomonas em plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) em condi¢des de casa de vegetacéo, as quais foram
submetidas a avaliacdo de altura da planta, didmetro do colar e numero de folhas,
observaram que todos os cinco isolados promoveram o comprimento da planta e
aumentaram o didmetro do colar, assim como aumentou o numero de folhas.

Borah et al. (2019), isolaram bactérias endofiticas associadas ao cha
(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze), que € um produto economicamente importante na
safra de bebidas e constataram que essas bactérias foram capazes de aumentar os
parametros vegetativos, como peso seco e fresco da raiz e do caule das plantas em
condicbes de viveiro, além de demonstrarem multiplas caracteristica para a
promocao de crescimento tanto em testes in vivo quanto in vitro.

J4 Emami et al. (2019), caracterizaram bactérias rizosféricas e endofiticas
promotoras do crescimento de plantas e avaliaram seu impacto no crescimento de
cultivares de trigo em condi¢des in vitro e em casa de vegetacdo. Verificou-se que
0os parametros de crescimento da planta foram aumentados pela inoculagao
combinada de dois grupos de bactérias rizosféricas e endofiticas em comparacao
com inoculacdes individuais (respectivamente 33,7 e 37,8% de aumento na raiz e
peso seco da parte aérea), sugerindo que rizobactérias promotoras de crescimento
agiram sinergicamente como endofitos promotores de crescimento em solubilizagao
de fosfato.

Diante dos resultados, pode-se perceber a importancia de estudos da
microbiota associada ao género Ananas, pois, claramente o crescimento dos
abacaxizeiros foi influenciado pela microbiolizacdo, que resultou em crescimento da
parte aérea como também no incremento da biomassa. Os resultados indicam que
microrganismos podem acelerar o crescimento das plantas tanto em fase de casa de
vegetacdo quanto em fase de canteiro, diminuindo assim o tempo de produgéo e os

custos.
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4.0 CONCLUSOES

Os tratamentos com microrganismos associados ao género Ananas
mostraram-se eficientes quanto a promocao de crescimento das plantas tanto em
condicdo de casa de vegetacdo, quanto em condicdo de canteiro. Para a
aclimatizacdo de mudas de abacaxizeiro Pérola a aplicacdo de 5ml de suspencéo
bacteriana é capa de promover o crescimento da parte aérea e aumentar o

incremento das raizes.
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