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B1RH: Tratamento inoculado com a bactéria Burkholderia silvatlantica 

UENF11711 e submetido ao estresse hídrico 

B2: Tratamento inoculado com a bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 

B2RH: Tratamento inoculado com a bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 e 

submetido ao estresse hídrico 

BPCV: Bactéria Promotora do Crescimento Vegetal 

C: Tratamento Controle 

Ca: Cálcio elementar 

CAM: Metabolismo Ácido das Crassuláceas 
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CO2: Dióxido de carbono 

CRA: Capacidade de Retenção de Água 

CRH: Tratamento Controle submetido ao estresse hídrico 

DPV: Déficit de pressão de vapor 

DPV folha-ar: Déficit de pressão de vapor entre a folha e o ar 

DPV folha-ar manhã: Déficit de pressão de vapor entre a folha e o ar mensurado pela 

manhã 

DPV folha-ar noite: Déficit de pressão de vapor entre a folha e o ar mensurado à noite 

E: Transpiração 

Emanhã: Transpiração mensurada pela manhã 

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

Enoite: Transpiração mensurada à noite 

ERO: Espécie Reativa de oxigênio 

FBN: Fixação Biológica de Nitrogênio 

FFF: Fluxo de fótons fotossintéticos 

Folha D: Folha D que forma um ângulo de 45° entre o nível do solo e um eixo 

imaginário que passa pelo centro da planta 

Fv/Fm: Rendimento quântico máximo do fotossistema II 

gs: Condutância estomática  

gs manhã: condutância estomática mensurada pela manhã 

gs noite: condutância estomática mensurada à noite 

H2O2: Peróxido de Hidrogênio 

IBGE: Intituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

INCAPER: Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensão Rural 

IRGA: Analisador de gás a infravermelho 

JMV: Meio de cultura para crescimento de bactérias do gênero Burkholderia 

JNFb: Meio de cultura para crescimento de bactérias do gênero Herbaspirillum 

K: Potássio elementar 

N2: Nitrogênio atomosférico 

N: Nitrogênio elementar 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato desidrogenase 

NH3: Amônia 

NMP: Número Mais Provável 

MDH: Malato desidrogenase 
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Mg: Magnésio elementar 

MSPA: Massa seca da parte aérea 

MSR: Massa seca das raízes 

O2: Oxigênio 

OAA: Oxaloacetato 

P: Fósforo elementar 

pa: Concentração de CO2 do ar 

PDB: Padrão “Pee Dee Belemnite” para determinação da composição isotópica 

do carbono 

PEP: Fosfoenol-piruvato 

PEPC: Fosfoenol-piruvato carboxilase 

pH: Potencial hidrogeniônico 

PI: Índice fotossintético (do inglês, “Photosynthetic index”) 

pi: Taxa de CO2 intercelular  

PSII: Fotossistema II 

QA: Quinona A 

Rb é a relação 13C/ 12C do padrão PDB 

Rs: relação 13C/12C da amostra (“Pee Dee Belemnite”) 

Rubisco: Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase-Oxigenase 

RuBP: Ribulose 1,5 Bisfosfato 

SOD: superóxido dismutase 

T0: Início da imposição do estresse hídrico 

Tº: Temperatura em graus Celsius 

UR: Umidade relativa 
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RESUMO 

 

 

 

SILVA, Jefferson Rangel da; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; fevereiro 2014; Análise de mudas de abacaxizeiro ‘vitória’ 
inoculado com bactérias promotoras do crescimento vegetal submetidas a 
estresse hídrico durante aclimatização; Orientadora: D. Sc. Alena Torres Netto 
 

O objetivo desse trabalho foi estudar respostas ecofisiológicas e de 

promoção do crescimento resultantes da interação das BPCV no abacaxizeiro 

„Vitória‟ submetido ao estresse hídrico durante aclimatização. O experimento foi 

constituído de: tratamentos com inoculação de bactérias Burkholderia silvatlantica 

(B1) e Herbaspirillum seropedicae (B2) irrigados e com restrição hídrica total 

(B1RH e B2RH), e tratamentos controle sem bactérias (com restrição hídrica - 

CRH e sem restrição hídrica -C). Depois de 24 horas da inoculação bacteriana e 

ao final do experimento, realizou-se a contagem do Número Mais Provável de 

bactérias diazotróficas associadas às raízes das plantas. Após 120 dias de 

adaptação das mudas, foram impostas as restrições hídricas (T0), e foram 

avaliadas a cada 4 dias, as trocas gasosas (pela manhã e à noite), a 

fluorescência da clorofila a, e a intensidade de verde. As avaliações foram 

realizadas até quando se atingiram valores de taxa fotossintética líquida próxima 

de zero pela manhã (estresse máximo), momento este em que foi feita a 

reirrigação dos tratamentos, e então as mesmas avaliações foram realizadas 48 

horas depois. Foram realizadas: análises biométricas, teor de nutrientes foliares, 

discriminação isotópica do carbono e observação dos estômatos por microscopia 

eletrônica de varredura. Apesar da existência de elevada população de bactérias 



 

xvi 
 

diazotróficas associadas naturalmente às plantas, foi possível observar que a 

inoculação das duas bactérias foi efetiva. O estresse hídrico causou redução no 

NMP dos tratamentos controle (com uso do meio JNFb) e contendo B2, entretanto 

os tratamentos inoculados mantiveram uma maior população do que os controles. 

Não foram observadas diferenças significativas em relação ao teor de nutrientes 

foliar. A presença de B1 não alterou o crescimento da parte aérea em relação ao 

controle, mas foi observada uma maior tendência ao crescimento de raiz naqueles 

tratamentos, mostrados pelos valores de Massa Seca de Raiz, que teve seu 

padrão alterado em resposta ao estresse, representando um mecanismo de 

tolerância. B2 apesar de ter promovido efeito negativo no crescimento, induziu 

tolerância ao estresse hídrico, traduzida pela elevada recuperação da taxa 

fotossintética líquida após a reirrigação. O tratamento B1RH também apresentou 

tal recuperação, embora menor, algo não observado para o tratamento CRH. 

Esse detalhe ficou evidenciado pela tendência a maior discriminação do 13C no 

material coletado dois dias após a reirrigação nos tratamentos B1RH e B2RH, que 

apresentaram médias estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados. As trocas 

gasosas medidas à noite não foram alteradas com os tratamentos. As reduções 

nas trocas gasosas pela manhã (efeitos estomáticos) foram acompanhadas por 

efeitos não-estomáticos, mostrados pelos valores de Fv/Fm e PI, entretanto, houve 

recuperação nesses parâmetros após a reirrigação. A inoculação de B1 manteve 

as médias da intensidade de verde do tratamento B1RH estáveis e 

estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados. Por fim, houve alteração na 

densidade estomática e no comprimento e largura do poro estomático devido à 

inoculação bacteriana, que alterou o padrão também em resposta ao estresse. 

Conclui-se que as bactérias utilizadas possuem potencial para uso durante a 

aclimatização de mudas de abacaxizeiro no sentido de amenizar os efeitos 

deletérios do estresse hídrico. 

 

Palavras-chave: capacidade fotossintética, metabolismo ácido das crassuláceas, 

Ananas comosus. 
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ABSTRACT 
 

 
 
 
 

SILVA, Jefferson Rangel da; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro; fevereiro 2014; Analysis of pineapple  ‘Vitória' inoculated with plant 

growth-promoting bacteria subjected to water stress during acclimatization; 

Supervisor: D. Sc. Alena Torres Netto 

 

The aim of this work was to study the ecophysiological and growth 

promotion effects of the interaction of PGPB with seedlings of micropropagated 

'Vitória' pineapple under water stress. The experiment consisted of treatments 

inoculated with the bacteria Burkholderia silvatlantica (B1) and Herbaspirillum 

seropedicae (B2) irrigated and with the total water restriction (B1RH) and (B2RH) 

and control treatments without bacteria (with water restriction - CRH and no water 

restriction - C). After 24 h of bacterial inoculation and at the end of the experiment, 

was determined the Most Probable Number (MNP) of diazotrophic bacteria 

associated with plant roots. After 120 days of seedlings adaptation, the water 

restrictions were imposed (T0) and were measured every 4 days, gas exchange 

(morning and night), chlorophyll a fluorescence and the green leaf intensity. The 

evaluations were conducted until the net photosynthetic rate reached values close 

to zero (maximum stress), and at this time it was made the rewatering, so it was 

repeated the same evaluations 48 hours later. Biometric evaluations, foliar 

nutrients content, carbon isotope discrimination and stomatal observations by 

scanning electron microscopy were also performed. Despite the existence of a 
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large population of diazotrophic bacteria associated naturally to plants, it was 

observed that inoculation of both bacteria was effective. The water stress caused 

a reduction in the MNP of bacteria, except for the treatment containing B1, 

nevertheless, inoculated treatments maintained a higher population than the 

controls. No significant differences in relation to the content of foliar nutrients were 

observed. The presence of B1 did not change the pattern of shoot growth 

compared to control, but there was a tendency to greater root growth in those 

treatments, showed by the MSR values, which had its pattern changed in 

response to stress was observed, representing a tolerance mechanism. Despite of 

promoted negative effect on growth, B2 induced tolerance to water stress, 

reflected by the high recovery of net photosynthetic rate in response to rewatering. 

The B1RH treatments also showed a recovery, but smaller, something was not 

observed to CRH. This detail was evidenced by the tendency to greater 

discrimination of 13C in material collected 2 days after re-irrigation in B1RH and 

B2RH treatments, which had values statistically equal to the irrigated treatments. 

The gas exchange measurements at night were not changed by treatments. The 

decreases in net photosynthetic in the morning (stomatal effects) were related with 

non-stomatal effects, showed by Fv/Fm and PI values, however, there was 

recovery in these parameters after re-irrigation. B1 inoculation kept the intensity of 

green of the B1RH treatment stable and statistically equal to the irrigated ones. 

There was also differences in the density, length and width of the stomatal pore 

due the bacterial inoculation, which also changed the pattern in response to 

stress. Is possible to concluded that the used bacteria have potential for mitigate 

water stress during the acclimatization of pineapple plants. 

 

Keywords: photosynthetic capacity, crassulacean acid metabolism, Ananas 

comosus. 



 
 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

     1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A cultura do abacaxizeiro é de grande importância para a fruticultura 

brasileira, sendo o país o segundo maior produtor mundial de frutos (FAO, 2013). 

Pela adaptabilidade, é considerada uma das culturas mais promissoras da 

fruticultura brasileira (Reinhardt et al., 2000). 

A micropropagação é uma das técnicas de propagação vegetativa que 

vem ganhando força para a cultura do abacaxi, devido à possibilidade de se obter 

uma rápida produção de plantas livres de doenças (Pospisilová et al., 1992), 

demandar menor espaço físico (Grattapaglia e Machado, 1990) e produção de 

maior quantidade de mudas por unidade de tempo, além de serem geneticamente 

semelhantes e com características de tamanho uniforme (Hartmann et al., 1990).  

Por outro lado, é necessário considerar que os explantes oriundos de 

cultivo in vitro são crescidos em pequenos frascos, com baixa intensidade 

luminosa, em meio artificial contendo sacarose, sais minerais, vitaminas, 

reguladores de crescimento, em concentrações mais altas que em condições 

naturais (Nowak, 1998), além de não permitirem troca de gases (Budden-dorf-

Joosten e Woltering, 1994). Esta técnica, apesar das inúmeras vantagens, produz 

plantas com características peculiares, como estômatos não-funcionais (Ziv et al. 

1987; Cassells e Walsh, 1994), baixa atividade foto-autotrófica (Deng e Donnelly, 

1993; Pospisilová et al., 1992) e sistema radicular com poucos pelos (Preece e 

Sutter, 1991). Tais características fazem com que as plantas tenham dificuldade 

de se adaptar às novas condições, durante a aclimatização. Um dos estresses ao 
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qual as plantas são submetidas durante essa fase é o estresse hídrico, e este é o 

responsável por grande parte das perdas que ocorrem com a utilização da 

micropropagação (Barboza et al., 2006). 

O abacaxizeiro, para reduzir as perdas de água em condições de estresse 

hídrico, pode absorver o CO2 atmosférico durante a noite, período em que a 

temperatura está mais amena, realizando a fixação fotossintética do carbono por 

meio do Metabolismo Ácido das Crassuláceas, do inglês “Crassulacean Acid 

Metabolism” (CAM) (Borland e Griffiths, 1989; Medina et al., 1994; Sayed, 2001; 

Cushman, 2001).   

 Apesar de ser uma vantagem na proteção contra o estresse hídrico, o 

processo é limitado, e a produção dos carboidratos é reduzida, limitando o 

desenvolvimento das plantas, e consequentemente, a fase de aclimatização se 

torna mais prolongada, onerando o processo. Em condições nas quais as plantas 

não estejam sofrendo estresse hídrico, a cultura pode fixar o CO2 por meio 

apenas do ciclo de Calvin (metabolismo C3), abrindo os estômatos durante o dia, 

o que melhora seu desenvolvimento (Taiz e Zeiger, 2013). 

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal pode ser uma 

alternativa viável nesse sentido, pois podem auxiliar no desenvolvimento de 

plantas sob condições de estresse, devido ao estímulo a produção de 

fitohormônios e fixação biológica de nitrogênio, que em conjunto com outras 

características induzidas por esses micro-organismos, atuam no sentido de 

reduzir os efeitos negativos que o estresse pode causar no desenvolvimento das 

plantas (Bashan e Hoguin, 1997; Zaied et al., 2003; Potters et al., 2007). 

Pouco se sabe sobre os efeitos que as bactérias promotoras de 

crescimento vegetal impõem sobre a fisiologia das plantas, havendo apenas 

suposições de que determinados efeitos são consequência de uma melhora na 

fotossíntese e aumento no conteúdo relativo de água (Creus et al., 2004, Zhang et 

al., 2008).  

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar as respostas: 1. 

Ecofisiológicas - Trocas gasosas; Fluorescência da clorofila a, Estimativa do 

conteúdo de clorofila, Composição isotópica do carbono, Densidade, diâmetro e 

comprimento dos estômatos, 2. Nutricionais e 3. Promoção de crescimento em 

plantas de abacaxizeiro „Vitória‟ micropropagadas, submetidas ao estresse hídrico 
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e inoculadas com as bactérias promotoras do crescimento vegetal Burkholderia 

silvatlantica UENF117111 e Herbaspirillum seropedicae HRC54. 

Tal investigação visa encontrar respostas a respeito da interação planta-

bactéria, no sentido de atenuação dos efeitos deletérios do estresse e melhorar o 

desenvolvimento das mudas, para que haja embasamento para estudos futuros, 

os quais possam viabilizar o uso de bioinoculantes em produções comerciais, 

reduzindo as perdas e os custos de produção de mudas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1- A cultura do abacaxizeiro 

 

De acordo com Py et al. (1984), o abacaxizeiro é originário da região 

compreendida entre 15° N e 30° S de latitude e 60° W de longitude, o que inclui 

as zonas central e sul do Brasil, o nordeste da Argentina e o Paraguai.  

O abacaxizeiro é uma planta monocotiledônea (Liliopsida), herbácea 

perene da família Bromeliaceae, cujas espécies podem ser divididas em dois 

grupos distintos, em relação aos seus habitats, sendo consideradas epífitas ou 

terrestres. Os abacaxis pertencem ao segundo grupo, mais precisamente ao 

gênero Ananas, mesmo apresentando algumas características epífitas, como a 

capacidade de armazenar água no tecido de suas folhas e também nas axilas 

(Collins, 1960; Ochse et al., 1961). 

O gênero Ananas apresenta um fruto do tipo sincarpo, formado pela 

coalescência dos frutos individuais, das brácteas adjacentes e do eixo da 

inflorescência (Py, 1969). 

Dentro do gênero Ananas está contido o abacaxi (Ananas comosus L. 

Merril) e outras espécies que são utilizadas para produção de fibras ou para 

ornamentação, abrangendo todas as cultivares plantadas nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. O fruto geralmente atinge 15 centímetros de comprimento, 

tem polpa abundante, sucosa e de sabor agradável, quando atinge a maturação. 
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Uma característica marcante da espécie é a ausência ou escassez de sementes 

(Cunha e Cabral, 1999). 

Com relação à classificação das folhas, utiliza-se o seu formato e a 

posição na planta, da mais velha e externa para a mais jovem e interna em A, B, 

C, D, E e F (Figura 1). A folha D é a mais importante do ponto de vista de manejo 

da planta, sendo a mais jovem dentre as folhas adultas e metabolicamente a mais 

ativa de todas, por isso, é a folha utilizada na análise do crescimento e do estudo 

nutricional da planta. Em geral, a folha D forma um ângulo de 45° entre o nível do 

solo e um eixo imaginário que passa pelo centro da planta, apresentando os 

bordos da parte inferior perpendicular à base (Py et al., 1984). 

 
 
 

 

 
 

Figura 1. Representação esquemática e classificação das folhas de abacaxizeiro 
(Ananas comosus) de acordo com a posição na planta e seu formato (Fonte: Py, 
1969). 
 
 
 
2.1.1- Importância econômica 

 

A cultura do abacaxi está amplamente disseminada nos países da região 

tropical e o Brasil destaca-se como segundo produtor, perdendo apenas para a 

Tailândia, juntamente com a Costa Rica e as Filipinas Esses quatro países 

concentram 43,33% da produção mundial do fruto (FAO, 2013). 



6 
 

 

No ano de 2013, houve uma produção de 1.697.734 frutos no Brasil, 

sendo a produção distribuída principalmente nas regiões Nordeste, Sudeste e 

Norte, 36,18%; 30,58%; e 26,00%, respectivamente. Na região Sudeste, Minas 

Gerais é o maior produtor, seguido pelo Rio de Janeiro, que teve uma produção 

de 133.093 frutos em 2012, o que corresponde a 25,39 % da produção da região 

Sudeste, e a 8,04% da produção nacional (IBGE, 2012). 

O fruto não é apreciado apenas pelas propriedades sensoriais, mas 

também pelo seu valor nutritivo, devido ao seu alto teor de açúcar, vitaminas e 

minerais, podendo ser utilizado in natura ou industrializado, sendo elaborada uma 

infinidade de subprodutos (Carvalho e Cunha, 1999). 

 

2.1.2- Exigências Climáticas  

 

O abacaxizeiro, por ser originário de regiões que se caracterizam por 

apresentar clima quente e distribuição pluvial bastante irregular, é considerado 

uma planta rústica e resistente a condições adversas (Cunha, 1999). 

O crescimento e o desenvolvimento do abacaxizeiro são bastante 

influenciados pela temperatura, e a faixa ótima para o crescimento das raízes e 

das folhas está entre 22°C e 32°C, mais especificamente entre 29° e 32°C 

(Sanford, 1962). Seu crescimento é bastante reduzido quando temperaturas 

baixas prevalecem (Green, 1963), pois há uma redução na absorção de nutrientes 

e na produção (Cunha, 1999). 

O abacaxizeiro é mais produtivo em áreas extensivamente ensolaradas, 

entretanto, não existe uma extensão específica do comprimento do dia para que 

haja o crescimento ideal e florescimento (Hepton, 2003).  

Mesmo em regiões onde a disponibilidade de água é limitada, o 

abacaxizeiro pode manter bons níveis de produtividade, pois a planta possui um 

bom aproveitamento da água (Green, 1963). Porém, a deficiência hídrica atrasa o 

desenvolvimento da planta e do fruto, como também pode ocasionar problemas 

na diferenciação floral. O ideal é que se forneça em torno de 60 a 100 mm por 

mês de água para a cultura, em épocas de escassez de chuva (Py, 1969). 

Com relação à Umidade Relativa do ar, ocorre um desenvolvimento 

satisfatório da cultura em valores próximos a 75% (Green, 1963). 
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2.1.3- Exigências Edáficas e Nutricionais 

 

O abacaxizeiro desenvolve um sistema radicular limitado e frágil, que se 

concentra principalmente nos primeiros 15 a 20 cm da superfície do solo. Por 

esse fato, exigem solos com boa aeração e drenagem (Souza, 1999). Assim, seu 

melhor desenvolvimento se dá em solos com textura média (15 a 35% de argila e 

mais de 15% de areia), sem impedimentos a uma livre drenagem do excesso de 

água (Souza, 1999). Ainda, a cultura se desenvolve melhor em solos ácidos, com 

uma faixa de pH que vai de 4,5 a 5,5 (Py et al., 1984). 

O bom desenvolvimento das raízes apresenta grande relevância para o 

cultivo, pois a absorção de água e de elementos minerais depende, em grande 

parte, da extensão do contato entre as raízes e o solo, sendo que quanto mais 

numerosas e melhor distribuídas, melhor é a nutrição vegetal (Malavolta, 1980). 

O estado nutricional das plantas de abacaxizeiro tem grande influência no 

crescimento e, consequentemente, na qualidade dos frutos e produtividade 

(Malézieux e Bartholomew, 2003).  

Indicadores do estado nutricional de plantas incluem sintomas visuais de 

deficiência e níveis críticos de nutrientes em tecidos de referência em plantas, 

sendo no abacaxizeiro esse tecido a folha D, pois é a única que pode ser 

facilmente identificada e é a folha mais jovem e fisiologicamente madura na planta 

(Malézieux e Bartholomew, 2003).  

O potássio na cultura do abacaxizeiro é considerado o elemento da 

qualidade. O mesmo é requerido em grande quantidade na cultura. É responsável 

pelo carregamento da sacarose no floema e, assim, na taxa de transporte dos 

fotoassimilados da fonte para o dreno. Sua falta causa não somente a redução no 

crescimento e produção das plantas, mas também afeta a qualidade dos frutos 

(Reis et al., 2012). Veloso et al. (2001), ao avaliar a resposta do abacaxizeiro a 

adição de potássio, mostraram que com o aumento da quantidade de potássio 

aplicado por planta, houve uma redução na acidez e incremento do comprimento 

e diâmetro do fruto, tendo assim ganho de produtividade. 

O abacaxizeiro também requer grandes quantidades de nitrogênio para o 

seu desenvolvimento (Souza, 1999). Providenciar adequados suprimentos de 

nitrogênio é essencial para manter altas taxas de crescimento e produtividade 

(Malézieux e Bartholomew, 2003). Resultados encontrados por alguns autores 
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mostram que quanto maior a disponibilidade desse elemento, maior a taxa de 

crescimento vegetativo do abacaxizeiro (Silva et al., 2012, Weber et al., 2003a, 

Weber et al., 2003b). Além disso, tanto a área da folha quanto o número delas 

decrescem quando existe deficiência desse elemento, reduzindo também a 

massa e o peso dos frutos (Malézieux e Bartholomew, 2003).  

Com relação ao fósforo, apesar de ser requerido em menores 

quantidades e geralmente não ser um problema para o desenvolvimento do 

abacaxizeiro, o crescimento de todas as partes da planta também é reduzido 

como resultado da deficiência desse nutriente (Malézieux e Bartholomew, 2003). 

De acordo com Gonçalves e Carvalho (2000), a deficiência de fósforo leva a 

formação de frutos pequenos com coloração avermelhada ou arroxeada. 

Como a maioria dos solos não consegue suprir as exigências da maioria 

dos macronutrientes e micronutrientes, para sustentar o crescimento e obter boas 

produtividades, é importante providenciar o abastecimento dos nutrientes em 

quantidades adequadas, por meio de adubação (Souza, 1999).  

 

2.1.4- Cultivares 

 

Na escolha de uma cultivar de abacaxi para a implantação de plantios 

comerciais, o agricultor deve considerar, entre outros fatores, a disponibilidade e 

qualidade das mudas e o destino da produção. Qualquer que seja a cultivar 

utilizada, o agricultor deve se preocupar com a manutenção das características 

morfo-agronômicas. Embora o abacaxizeiro seja uma planta de propagação 

predominantemente vegetativa, o uso contínuo do mesmo material de plantio 

pode proporcionar a degeneração do clone, pelo surgimento de pragas e 

doenças, e o aparecimento de plantas com características diferentes do padrão 

da cultivar (Cunha, 1999). 

As cultivares mais plantadas no mundo são Smooth Cayenne, Singapore 

Spanish, Queen, Spañola Roja, Pérola (Pernambuco) e Perolera. Cerca de 70% 

do plantio mundial é da cultivar Smooth Cayenne. No Brasil, a mais plantada é a 

„Pérola‟ (Cunha, 2007). 

A fusariose, doença fúngica causada pelo Fusarium subglutinans (Nelson 

et al., 1983), é a doença mais importante do abacaxizeiro no Brasil, sendo que as 

mudas constituem a principal fonte de disseminação da doença (Matos, 1987), 
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que está presente nas principais regiões produtoras de abacaxi do país, 

provocando perdas elevadas na produção de frutos (Pissara, 1978). As principais 

cultivares que possuem participação expressiva na produção mundial de abacaxi 

são susceptíveis à doença, dentre elas a cv. Smooth Cayenne e a Pérola (Matos 

et al., 1991). 

 

2.1.4.1- Características da cv. Vitória 

  

A cv. Vitória, originária do cruzamento das cultivares Primavera e Smooth 

Cayenne, é resistente à fusariose, sendo indicada para as regiões produtoras 

onde a fusariose é o fator limitante à produção. Além disso, possui alta 

produtividade, folhas sem espinhos e frutos de qualidade (Meletti et al., 2011). Em 

comparação à cv. Pérola e à cv. Smooth Cayenne, a cv. Vitória apresenta 

características agronômicas semelhantes ou superiores. Esse genótipo foi 

desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural – 

INCAPER-ES em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - 

EMBRAPA, e lançado em 2006 (Ventura et al., 2006). 

A cv. Vitória possui praticamente o mesmo porte da cv. Pérola, além de 

possuir plantas vigorosas, apresentar bom perfilhamento, bom desenvolvimento e 

crescimento, e produzir frutos quando maduros, de excelente qualidade para o 

mercado. Os frutos têm polpa branca, elevados teores de açúcares (média de 

15,8 °Brix) e excelente sabor nas análises químicas e sensoriais, sugerindo que 

suas características relativas à acidez são superiores às do abacaxi „Pérola‟ e 

„Smooth Cayenne‟ (Ventura et al., 2006).  

Esta cultivar apresenta ainda uma maior resistência ao transporte em pós-

colheita. Outras características favoráveis da cultivar Vitória são o formato 

cilíndrico dos frutos, casca de cor amarela na maturação, pesando em torno de 

1,5 kg. Os frutos obtidos podem ser destinados ao mercado de consumo in natura 

e para a agroindústria (Ventura et al., 2006). 

 

2.1.5- Métodos de propagação 

 

O sucesso da abacaxicultura depende da qualidade da muda (Reinhardt e 

Cunha, 1999), sendo que a pequena oferta de mudas de boa qualidade é um dos 
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fatores que mais limitam a expansão da abacaxicultura (Reinhardt, 2002; 

Reinhardt et al., 2002) 

O abacaxizeiro é uma planta perene, não propagada comercialmente via 

sementes, as quais são geralmente vestigiais (abortadas), em razão das 

cultivares serem auto-incompatíveis e/ou, apresentarem baixa fertilidade (Cabral 

et al., 2003). 

A propagação do abacaxizeiro é vegetativa e é feita comercialmente por 

diversas partes das plantas matriz, tais como as gemas de seções do caule, 

rebentão (brotação da base do caule), filhote (brotação do pedúnculo), filhote-

rebentão (brotação da região de inserção do pedúnculo no caule) e coroa 

(brotação do ápice do fruto) (Coppens d‟Eeckenbrugge e Leal, 2003).  

A qualidade (vigor e sanidade) de tais mudas depende das condições 

ambientais onde são produzidas e do manejo dado à cultura (Reinhardt e Cunha, 

1999). 

Outro método de grande importância para a cultura é a micropropagação, 

feita em laboratórios comerciais denominados biofábricas. Esta técnica produz 

mudas uniformes, sadias, de alto vigor e já enraizadas, o que facilita o 

planejamento durante o desenvolvimento da cultura, e posterior comercialização 

das mudas (Coppens d‟Eeckenbrugge e Leal, 2003). 

 

2.1.5.1- Micropropagação 

 

A intensificação do uso da micropropagação para abacaxizeiro frente a 

um cenário de grande demanda de material vegetal deve-se ao fato de que é uma 

técnica de multiplicação rápida de cultivares em comparação com os métodos 

convencionais de propagação (Smith et al., 2003). 

A micropropagação baseia-se na totipotencialidade das células* e deve 

ser entendida como propagação in vitro. A micropropagação permite a obtenção 

de uma grande quantidade de plantas utilizando pequena quantidade de material 

vegetal original, restringindo ou minimizando a limitação que a baixa oferta de 

mudas constitui para a expansão das culturas (Souza et al., 2009). 

Em comparação com as técnicas de propagação tradicional, a 

micropropagação apresenta significativas vantagens, dentre as quais a 

possibilidade de propagar rapidamente em larga-escala novos genótipos e obter  

* Totipotencialidade das céluas - a capacidade da célula de conservar sua genética total para o 
desenvolvimento de uma planta completa (Taiz e Zeiger, 2013). 



11 
 

 

plantas livres de doenças (Souza et al., 2009). 

No entanto, o uso generalizado da micropropagação ainda continua 

sendo limitado nos dias de hoje, devido ao alto custo de produção. Estes custos 

são atribuídos principalmente a uma baixa taxa de crescimento, uma perda 

significativa de mudas in vitro (devido à contaminação microbiana e desordens 

fisiológicas e morfológicas), a baixa sobrevivência das mudas no campo e aos 

altos custos com mão de obra (Xiao e Kozai, 2006; Houllou-Kido et al., 2009). 

Na maior parte, a técnica de micropropagação convencional é realizada 

utilizando-se recipientes de pequeno porte com meio de cultura com ágar ou 

outros agentes geleificantes, contendo nutrientes minerais e sacarose como fonte 

de carbono para o metabolismo das plantas, um baixo fluxo de fótons 

fotossintéticos (FFF), o qual é fornecido geralmente por lâmpadas fluorescentes, 

sendo que os frascos fechados não permitem a troca de gases. Tais 

características fazem com que o método exija a fase de aclimatização antes de 

levar as mudas para o campo (Cui et al., 2000; Dary et al., 2001; Fuentes et al., 

2007). 

A fase de aclimatização é a transferência para condições de casa de 

vegetação. Nessa fase objetiva-se assegurar a sobrevivência das mudas sob 

condição ex vitro (González-Olmedo et al., 2005), sendo esse período, de acordo 

com Teixeira et al. (2001), seis a oito meses de duração, e dependendo do 

substrato e da nutrição das plantas pode levar até dez meses (Folliot e Marchal, 

1990).  

As perdas das mudas, tanto na fase in vitro quanto na fase ex vitro, são 

direta ou indiretamente relacionadas às características fotomixotróficas* ou 

heterotróficas do crescimento das mudas in vitro no sistema de micropropagação 

convencional, em que o açúcar no meio de cultura é a fonte de carbono e energia 

principal ou exclusiva para a planta em crescimento (Nguyen e Kozai, 2001; Khan 

et al., 2003; Zhang et al., 2009). 

A dificuldade de transição do mecanismo heterotrófico para foto-

autotrófico em plantas micropropagadas ocorre em virtude das alterações 

epigenéticas anatômicas e fisiológicas, induzidas pelas condições in vitro 

(Campostrini e Otoni, 1996) e, portanto, tal processo requer a realização de 

determinadas investigações, para que a aclimatização venha a ter mais sucesso. 

*Fotomixotrófica - cultivo in vitro misto, ou seja, as mudas além de incrementarem a matéria 
seca por meio de componentes adicionados ao meio de cultivo, também podem incrementar a 
matéria seca por meio da absorção do CO2 do ar em torno do explante (Kozai, 1991). 
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Há tempos se sabe que a aclimatização é considerada uma fase crítica da 

micropropagação, sendo um dos maiores obstáculos à aplicação prática da 

cultura de tecidos na propagação de plantas, devido à grande diferença entre as 

condições laboratoriais e as condições do ambiente ex vitro (Read e Fellman, 

1985, Zhang et al., 2009).  

Apesar das inúmeras vantagens, a micropropagação produz plantas com 

características peculiares como: parte aérea pequena, menor quantidade de cera 

cuticular e epicuticular nas folhas (Fuchigami et al., 1981), tecidos com reduzida 

resistência mecânica (menos colênquima e esclerênquima), maior conteúdo de 

água, estômatos não-funcionais (Ziv et al. 1987; Cassells e Walsh, 1994), folhas 

finas, pequenas, com poucos tricomas (Wetzstein e Sommer, 1982), com baixa 

atividade foto-autotrófica (Deng e Donnelly, 1993; Pospisilová et al., 1992), 

sistema radicular com poucos pelos (Preece e Sutter, 1991) e dificuldade de 

controlar a perda de água, quando submetidas às condições do ambiente natural, 

com aumento da demanda evaporativa (Albany et al., 2005; Barboza et al., 2006). 

Os estômatos possuem considerável importância nesse sentido, pois o 

movimento de água contida nos espaços intercelulares para a atmosfera ocorre 

quase que completamente por difusão do vapor de água através deles, cujo 

principal mecanismo de controle é a resistência estomática (Taiz e Zeiger, 2013). 

Um dos problemas enfrentados pela técnica que pode ser citado é que 

durante o cultivo in vitro, as plantas recebem uma pequena intensidade de fluxo 

de fótons fotossintéticos (FFF), e na aclimatização, o FFF é muito maior, tornando 

as plantas susceptíveis a estresses por luz. Essa alta radiação fornecida durante 

a aclimatização pode levar a fotoinibição crônica (Krause e Weis, 1991; 

Huylenbroeck et al., 1995). 

Portanto, quando transplantadas para condições ex vitro, são mais 

susceptíveis aos estresses ambientais e passíveis de perdas mais frequentes 

(Preece e Sutter, 1991). Assim, a perda de vigor e a subsequente morte devido ao 

dessecamento são dois sérios problemas que ocorrem com plantas transferidas 

das condições in vitro para casa de vegetação (Barboza et al., 2006, Sutter e 

Hutzell, 1984). 

Se as condições ambientais (luz, temperatura e umidade) forem 

desfavoráveis durante a aclimatização, o crescimento das mudas pode ser 

prejudicado, retardando o tempo para disponibilizá-las ao produtor (Pereira et al., 
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2005). Logo, a manipulação das condições de aclimatização pode reduzir as 

perdas (Preece e Sutter, 1991; Desjardins, 1995), no entanto não sem custos 

adicionais aos produtores. 

Dentre os métodos que favorecem o crescimento das mudas após a 

aclimatização estão incluídas técnicas como: enraizamento ex vitro ou in vivo 

(Biasi, 1996; Pasqual e Lopes, 1991), escolha do substrato adequado (Normah et 

al., 1995), uso de micorrizas (Corsato, 1993) e uso de bactérias promotoras do 

crescimento vegetal (Baldotto et al., 2010). 

 

2.1.6 Aspectos Fisiológicos - Metabolismo Ácido das Crassuláceas – 

“Crassulacean Acid Metabolism” (CAM) 

 

A maioria das plantas superiores assimila o CO2 atmosférico por meio do 

metabolismo C3. Entretanto, em condições de limitação de disponibilidade desse 

gás, a enzima Ribulose-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) pode utilizar o 

O2 como substrato, processo esse conhecido como fotorrespiração, que é 

dispendioso e limita a fotossíntese. Como alternativas bioquímicas, as plantas 

desenvolveram o metabolismo C4 e o metabolismo ácido das crassuláceas (CAM) 

para reduzir a atividade oxigenase da Rubisco, por meio da concentração do CO2 

próximo do seu sítio de atuação (Lüttge, 2004). 

A fotossíntese por meio do metabolismo CAM consiste na carboxilação 

noturna do fosfoenolpiruvato (PEP), utilizando o CO2 atmosférico, dando origem 

ao oxaloacetato (OAA). Essa reação mediada pela fosfoenolpiruvato carboxilase 

(PEPC). O OAA é então reduzida a malato, pela malato desidrogenase (MDH), e 

consequentemente é transportada para o vacúolo e estocado na forma de ácido 

málico, gerando a acidificação noturna nas folhas. No período diurno, os 

estômatos se mantêm fechados e o ácido málico é remobilizado para o 

citoplasma e descarboxilado pela enzima do tipo málica, produzindo o CO2 que é 

refixado no cloroplasto pela Rubisco, sendo, portanto, um mecanismo de 

concentração de CO2, com uma separação temporal dos eventos, que reduz a 

frequência com que a fotorrespiração ocorre (Dodd et al., 2002; Herrera 2009; 

Silveira et al., 2010). 

Apesar de parecer, esse mecanismo não opera simplesmente como um 

ciclo dia-noite, como descrito acima. De fato, existe uma enorme plasticidade em 
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formas e funções, podendo ser otimizado dependendo de respostas a condições 

ambientais (Lüttge, 2008). A melhor maneira de se descrever essas opções é por 

meio da divisão do ciclo em 4 fases, de acordo com Osmond (1978): a fase I 

representa a abertura estomática noturna, com a captura do CO2, fixação e 

armazenamento como ácido málico. A fase III representa a etapa na qual os 

estômatos estão em sua maior parte fechados durante o dia, com a remobilização 

do CO2 e sua assimilação. As fases II e IV são fases intermediárias, que incluem, 

respectivamente, o fechamento estomático progressivo no início da manhã, com 

início do processo de descarboxilação do malato e sua abertura no final da tarde, 

que, geralmente, ocorre quando as reservas de malato já estão esgotadas.    

Dependendo da extensão dessas duas fases (II e IV), influenciado por 

fatores ambientais e endógenos, o CO2 pode ser capturado e assimilado 

diretamente pela Rubisco, através do metabolismo C3, podendo haver uma 

grande contribuição na produtividade das plantas (Lüttge, 2008). 

Dentre as plantas que assimilam o carbono atmosférico por meio do 

metabolismo CAM, o abacaxizeiro é a cultura de maior importância econômica 

(Zhu et al. 1997). Segundo Côte (1988), o abacaxizeiro pode atingir taxas de 

assimilação de CO2 diurnas maiores do que no período noturno, dependendo das 

condições de cultivo, entretanto, esses valores são, de maneira geral, menores do 

que os de plantas com metabolismo C3, pois aquelas apresentam folhas com 

menor condutância à difusão de gás, mesmo quando os estômatos estão 

amplamente abertos. Além disso, a concentração de Rubisco por unidade de área 

de folha pode ser menor, e contribuir para tal fato (Winter et al., 1982).  

No caso do abacaxizeiro, a condutância estomática e a transpiração são 

fortemente correlacionadas com o ritmo de captura do CO2 (Côte et al., 1993). As 

taxas de transpiração mais baixa são encontradas nas fases I, II e III e as mais 

altas durante a fase IV (Malézieux et al., 2003). Portanto, Ao abrir seus 

estômatos, em horários de baixas taxas de evapotranspiração, como no período 

noturno, ocorre um aumento da eficiência do uso da água, e isso faz com que 

essas plantas possam sobreviver em condições com pouca disponibilidade 

hídrica, sendo umas das vantagens do metabolismo em questão (Lüttge, 2004).  

Entretanto, dependendo da duração do período luminoso, a reserva do 

ácido málico pode terminar e consequentemente a proporção entre O2/CO2 pode 

aumentar, devido à liberação do O2 pelo complexo de evolução do oxigênio no 
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fotossistema II e, portanto, a atividade oxigenase da rubisco pode ser favorecida 

(Lüttge, 2002). Dessa forma, ocorre uma redução na eficiência da conversão do 

carbono atmosférico em carboidratos, tendo uma correlação direta com o 

crescimento das plantas. 

O abacaxizeiro é classificado como uma planta CAM constitutiva (Zhu et 

al. 1997, Antony et al. 2008), ou seja, plantas jovens podem fixar o carbono 

atmosférico por meio do metabolismo C3, na ausência de estresses abióticos, 

principalmente o hídrico, acelerando o desenvolvimento (Freschi et al., 2010). 

Outras condições de cultivo, como salinidade, temperaturas altas, intensidade ou 

qualidade de luz, também contribuem para o grau de alternância entre o CAM e o 

metabolismo C3 (Neivola et al., 2005, Aragón et al., 2011). Essa regulação 

depende de expressão gênica em resposta a sinais de estresse (Cushman, 2001). 

Além disso, essa capacidade de alternância entre o CAM e C3 é fortemente 

associada com a maturidade fotossintética do tecido. Logo, as plantas sempre 

atuam como CAM em tecidos maduros, independente se as condições ambientais 

são estressantes ou não e a definição do momento em que isso irá ocorrer está 

ligados a fatores ontogenéticos (Freschi et al., 2010; Winter et al. 2008). 

Para ter uma ideia da influência das condições de cultivo no metabolismo, 

podemos citar o efeito da temperatura. De acordo com Zhu et al. (1999), o 

aumento da temperatura aumenta a proporção de CO2 que é fixado no período 

noturno em relação ao total. 

Da mesma maneira, a irradiância pode alterar o padrão de fixação do 

CO2. Por exemplo, altas irradiâncias diminuem a duração da fase III e aumentam 

a duração da fase IV, quando comparado a situações de baixa irradiância (Nose 

et al., 1986). Além disso, em altas irradiâncias, enquanto os estômatos 

permanecem abertos na fase III, as taxas fotossintéticas são mais elevadas do 

que em situações de menor intensidade de luz (Malézieux et al., 2003). 

Entretanto, como dito anteriormente, o fator que é mais significativo para 

essas alterações na assimilação do carbono atmosférico é a disponibilidade 

hídrica (Freschi et al., 2010). 
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2.1.6.1 – Importância da Irrigação na Aclimatização: 

 

A irrigação é uma prática de grande importância no processo de 

aclimatização, já que a água é um dos fatores que mais limita a produção das 

mudas, e tem como função controlar a umidade relativa do ambiente (Bomfim et 

al., 2011).  

O manejo de irrigação, mais especificamente a freqüência de aplicação 

da água, é essencial para o estabelecimento e para o adequado crescimento de 

mudas micropropagadas em condições de aclimatização, já que irrigações 

excessivas ou deficientes costumam afetar negativamente o desenvolvimento 

vegetal (Farias e Saad, 2005).  

As irrigações muito freqüentes e com lâminas reduzidas, como são feitas 

no processo de aclimatização convencional por meio da técnica de aspersão, 

costumam molhar somente alguns centímetros da camada superficial do 

substrato, o que facilita a maior perda de água pelo processo de evaporação e 

acaba prejudicando o desenvolvimento do sistema radicular das mudas, tendo em 

vista que o crescimento das raízes pode ser limitado à porção superficial do 

substrato (Farias e Saad, 2005; Bomfim et al., 2011; Faria et al., 2012). 

Além disso, a alta frequência de irrigação com reduzida lâmina de água, 

por favorecer o processo de evaporação, ainda pode promover o secamento do 

substrato (Bomfim et al., 2011). Para Kramer e Boyer (1995), o secamento do 

material reduz o potencial de água e provoca a contração das raízes e do 

substrato, e essa contração acaba reduzindo o contato do substrato com a raiz, 

aumentando a resistência à absorção de água. 

 

2.1.6.1.1- Estresse Hídrico 

 

O estresse é uma força ou condição adversa que inibe o funcionamento 

normal do sistema biológico do indivíduo (Jones e Jones, 1989), sendo o estresse 

hídrico causado tanto pelo excesso quanto pela escassez de água, porém, a 

primeira situação leva a uma redução na disponibilidade de oxigênio para as 

raízes (Mahajan e Tuteja, 2005). 

Segundo Cunha (1999), em condições de seca, observa-se no 

abacaxizeiro um amarelecimento da planta, e uma redução na emissão de folhas, 
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as quais perdem a turgescência, tornam-se estreitas e eretas, adquirem uma cor 

arroxeada e os bordos do limbo enrolam-se para baixo. Em casos extremos, pode 

haver um ressecamento também das raízes e do pedúnculo, este último 

causando o tombamento dos frutos (Py et al., 1984). 

Tais sintomas, algumas vezes, podem ser confundidos com a murcha do 

abacaxizeiro causada pelo vírus do gênero Ampelovirus que é transmitido pela 

cochonilha Dysmicoccus brevipes (Sether et al., 2005). A planta infectada 

geralmente possui menor porte, apresenta folhas avermelhadas com pontas 

secas, poucas raízes, sendo arrancadas com facilidade, podendo morrer (Sether 

et al., 2002). 

O estresse hídrico não afeta o abacaxizeiro apenas durante a fase adulta. 

Durante o processo de aclimatização, o estresse hídrico tem sido relatado como a 

principal causa de mortalidade de plântulas durante essa etapa da 

micropropagação, tendo como resultado a perda excessiva de água pelas 

plântulas (Barboza et al., 2006). A alta umidade relativa do recipiente de cultivo 

(próxima de 100%) e a baixa irradiância são os principais fatores que provocam 

alterações na estrutura e funcionamento dos tecidos, causando a baixa 

capacidade das mudas produzidas in vitro de controlar a perda de água, quando 

submetidas às condições de aclimatização, com aumento da demanda 

evaporativa (Albany et al., 2005; Barboza et al., 2006). 

A densidade estomática, sua estrutura e funcionalidade são os principais 

responsáveis pela perda de água durante o processo de aclimatização (Barboza 

et al., 2006; Hazarika, 2006). 

Liu e Zhu (1998) descrevem que a parte aérea normalmente é mais 

sensível à deficiência hídrica, do que as raízes, apesar de haver uma determinada 

relação para tal: redução na parte aérea também reduz a taxa transpiratória, e o 

aumento do sistema radicular visa explorar novas áreas do solo em procura de 

água. 

Hu e Shimidahalter (1998) relatam que o estresse hídrico altera vários 

processos bioquímico-fisiológicos, desde a taxa fotossintética até a síntese 

proteica e acúmulo de solutos. 
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2.1.6.1.1.1 - Efeitos Fisiológicos 

 

Geralmente, a primeira resposta de todas as plantas a baixa 

disponibilidade hídrica é o fechamento dos estômatos. O estresse hídrico pode se 

tornar tão severo que até mesmo plantas CAM podem ser submetidas à situação 

de ter que escolher entre a dessecação ou ficar sem assimilar o CO2 (Matiz et al., 

2013). Em primeira instância, as fases II e IV são eliminadas e os estômatos 

permanecem fechados ao longo de todo período luminoso, restringindo a perda 

de água pela transpiração. Em casos ainda mais severos, os estômatos podem 

permanecer fechados até mesmo durante a noite, e o CAM irá representar uma 

opção de sobrevivência, por meio da reciclagem interna do CO2 (Lüttge, 2008; 

Osmond, 1978).  

O fechamento estomático pode se dar em resposta ao aumento na 

concentração de ácido abscísico (ABA) nas raízes, que consequentemente é 

transportado para as folhas. A partir dos vasos terminais do xilema até a 

epiderme, o transporte via apoplasto do ABA é influenciado, dentre outros fatores, 

pelo pH, pela biossíntese e pelo metabolismo deste fitormônio. O ABA é 

distribuído aos compartimentos celulares das folhas através da difusão pela 

membrana por meio de gradientes de pH. O ABA atravessa as membranas na 

forma protonada (ABAH) e nos compartimentos alcalinos (citosol ou estroma do 

cloroplasto), ele dissocia-se no ânion ABA-. Na regulação do movimento 

estomático, o primeiro local de ação do ABA é a membrana externa da célula-

guarda. Em condições de estresse hídrico, o pH do apoplasto e a capacidade de 

troca do ânion (ABA-) são aumentados, favorecendo o rápido acúmulo de ABA na 

célula guarda, que resulta no fechamento dos estômatos (Hartung et al., 1990). 

Esse fechamento estomático, apesar de aumentar a eficiência do uso da 

água, também limita a entrada de CO2 atmosférico, restringindo a fotossíntese 

(Taiz e Zeiger, 2013; Faria et al., 1996). 

Em Mesembryanthemum crystallinum, o modelo de planta CAM 

(facultativo) mais intensivamente estudado, aumenta o seu nível endógeno de 

ABA, durante a indução do metabolismo CAM em resposta a estresse hídrico 

(Taybi e Cushman, 2002), enquanto que a aplicação exógena desse hormônio 

pode induzir a expressão e atividade de muitas enzimas do metabolismo CAM, 
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até mesmo na ausência de restrições ambientais, o que sugere que o ABA está 

fortemente ligado à ativação de tal metabolismo (Taybi et al., 1995).  

A taxa transpiratória, influenciada pela síntese de ABA, afeta a 

temperatura da folha, a qual pode ser menor que a do ar, quando a radiação 

incidente é baixa, ou maior que a do ar, quando a radiação é alta e, em ambos os 

casos, essa temperatura é reduzida pelo aumento da transpiração (Angelocci, 

2002). Por isso, a medida da temperatura da folha é utilizada, como indicador da 

taxa de transpiração e, consequentemente, da disponibilidade hídrica (Idso et al., 

1986). 

Dessa forma, possíveis alterações na condutância estomática podem 

causar um aumento na temperatura foliar (Jones, 2002). De acordo com Vítolo et 

al., (2012), o primeiro dano imposto quando a temperatura excede a faixa ótima 

para fotossíntese é a perda de estabilidade e desorganização das membranas, 

que irão afetar a estabilidade do aparato fotossintético. No caso do abacaxizeiro, 

a temperatura da folha e da planta podem atingir valores muito altos, devido a 

baixa taxa transpiratória e a pouca circulação de ar em torno das folhas, devido a 

arquitetura da planta (Malézieux et al., 2003). 

A deficiência hídrica não afeta apenas a funcionalidade dos estômatos, 

mas sim o processo fotossintético como um todo (efeitos não-estomáticos). Na 

fotossíntese, a luz é absorvida por pigmentos do complexo-antena, que quando 

excitados, transferem energia para os centros de reação dos fotossistemas I e II 

(PSI e PSII) (Young e Frank, 1996). Dessa forma, a redução na fixação de CO2 

também pode ser limitada por situações, como a redução no transporte de 

elétrons, que leva ao decréscimo na síntese de ATP e NADPH, ou até mesmo 

efeitos bioquímicos, como limitações na eficiência carboxilativa e/ou na 

quantidade e atividade da enzima Rubisco e outras enzimas do metabolismo de 

carbono (Wise et al., 1991; Lu e Zhang, 1999). 

A deficiência de CO2, ATP ou RuBP, assim como a inibição da Rubisco, 

pode comprometer o Ciclo de Calvin e o acúmulo do primeiro aceptor dos elétrons 

fotossintéticos, o NADPH. Se concomitantemente ocorrerem condições de alta 

irradiância, haverá uma sobrecarga energética nos componentes antena e de 

transporte de elétrons, que assim não conseguem canalizar a energia para 

processos bioquímicos, o que poderá provocar danos no aparato fotossintético 

(Haupt-Herting e Fock, 2000). 
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Desta maneira, o excesso de energia necessita ser dissipado em vias 

alternativas. Uma possibilidade é a emissão dessa energia na forma de calor 

(Krause e Weiss, 1991) que está relacionada à diminuição da atividade do PSII 

(Faria et al., 1998). 

Segundo Meyer e Genty (1999), a fluorescência da clorofila permite 

verificar a atividade do transporte de elétrons da fase fotoquímica, fornecendo 

uma análise detalhada da inibição desta fase da fotossíntese, induzida pelo 

estresse.  

A eficiência quântica máxima do PSII (Fv/Fm) pode variar numa faixa de 

0,75 a 0,85 em plantas não submetidas a estresses, ou seja, de 100 fótons que 

chegam ao PSII, 75 a 85 deles são usados para reduzir Quinona a (Qa), 

mostrando uma ótima eficiência do PSII, que é capaz de capturar nessas 

condições maior quantidade de energia. (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). 

 A diminuição da relação Fv/Fm é um bom indicador de efeito foto-

inibitório, quando as plantas estão submetidas a diversos tipos de estresse 

mesmo antes dos sintomas aparecerem (Angelopoulos et al., 1996; Yang et al., 

1996; Faria et al., 1998). Sendo assim, a medição da fluorescência da clorofila a é 

uma técnica rápida, precisa e não-destrutiva para detectar o desequilíbrio 

energético e metabólico da fotossíntese (Araus et al., 1998). Para os estresses 

ambientais que não causam modificações na relação Fv/Fm, pode-se utilizar o 

índice fotossintético ou “Photosynthetic index” (PI).  

Esta variável proposta por Strasser et al (2000) é um índice que integra 

três componentes independentes: densidade dos centros de reação ativos (RCs); 

eficiência no transporte de elétrons após Qa ter sido reduzida e a probabilidade 

de que um fóton absorvido seja capaz de reduzir Qa. A variável PI mostra a 

atividade dos fotossistema I e II e pode avaliar o desempenho da planta sob 

condição de estresse, sendo capaz de fornecer informações precisas do que a 

relação Fv/Fm, por avaliar o funcionamento dos dois fotossistemas (Strasser et al., 

2004). 

O metabolismo CAM parece ser também uma espécie de proteção contra 

a fotoinibição. Experimentos medindo a fluorescência da clorofila em Clusia minor, 

que pode atuar tanto como CAM como C3, mostrou que a fotoinibição, quando 

ocorre, é mais provável de ser observado durante a fase IV do CAM, quando os 

estômatos estão abertos e as plantas fixam o CO2 via Rubisco, do que na fase III 
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(Haang-Kerwer, 1994). Resta saber, se ao longo de um estresse hídrico, o 

comportamento será o mesmo, já que esse tipo de comportamento parece ser 

contraditório com o fato de o metabolismo CAM ser expresso justamente em 

condições de estresse. Ou seja, se a fase IV ocorre, as plantas em tese não estão 

sofrendo danos abióticos, que levam a fotoinibição. 

O teor de clorofila está diretamente relacionado à fase fotoquímica da 

fotossíntese, pois são os pigmentos responsáveis pela captura de luz, sendo 

essenciais na conversão da radiação luminosa em energia química, na forma de 

ATP e NADPH (Jesus e Marenco, 2008). A intensidade de verde, representada 

pelo índice SPAD pode ser utilizada nesse sentido, pois estresses abióticos 

podem influenciar no teor de clorofila foliar. De acordo com Torres Netto et al. 

(2002), em mamoeiro, os valores elevados do índice SPAD indicam bom 

conteúdo de nitrogênio (N) no tecido foliar, bem como pigmentos fotossintéticos, 

uma vez que o índice SPAD apresenta relação direta com a concentração das 

clorofilas e de Nitrogênio foliar. 

Outra questão a ser observada, é com relação a espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Plantas em condições de deficiência hídrica possuem baixa 

capacidade de assimilar o CO2. A contínua absorção de luz em tais condições 

resulta em um excesso de energia que não pode ser utilizada, e se não for 

dissipada, pode promover uma grande produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO), incluindo superóxidos, os oxigênios singleto, hidroxilas, e peróxidos de 

hidrogênio (H2O2), e esses compostos podem ser prejudiciais a estruturas de 

proteínas, lipídios, carboidratos e ácidos nucléicos (DaCosta e Huang, 2001; 

Smirnoff, 1993).  

O H2O2 tem sido associado à indução do metabolismo do tipo CAM, ou 

quando aplicado de forma exógena, em concentrações relativamente altas, ou 

também quando aumenta seus níveis endógenos (Slesak et al., 2008). 

Sistemas enzimáticos e não enzimáticos foram desenvolvidos nas plantas 

para proteção contra esses EROs. Alguns exemplos são as enzimas catalase e 

peroxidase (Asada, 1999). E é exatamente o equilíbrio entre a produção de ERO 

e atividades antioxidante enzimática que determina se ocorrerá sinalização 

oxidativa ou danos, apesar disso variar entre espécies vegetais, cultivar, 

intensidade e duração do estresse (Da Costa e Huang, 2007). 



22 
 

 

Entretanto, a produção de enzimas responsáveis pela eliminação de 

EROs pode ser interrompida devido ao estresse hídrico, ou haver um 

desbalanceamento entre sua produção e das ERO, resultando em aumento da 

peroxidação de lipídeos, o que leva a danos a membrana celular, além de 

degradar proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos (Chowdhury e Choudhuri 1985; 

Zhang e Kirkham, 1994; Jagtap eBhargava, 1995, Bailly et al. 1996; Dat et al., 

1998). 

Em mudas oriundas de micropropagação, o estresse hídrico e a 

fotoinibição atuam em conjunto aumentando a formação de EROs em tais plantas 

(Smirnoff, 1988; Foyer et al., 1994). 

Em plantas CAM, as alterações que ocorrem em seu metabolismo ao 

longo do dia requer que haja uma regulação específica para produção de uma 

série de enzimas. Enzimas como a superóxido dismutase (SOD) e a catalase 

incrementam seus níveis durante o dia e reduzem a noite, como uma espécie de 

proteção a elevação na concentração das espécies reativas que ocorre no 

período diurno (Slesak et al., 2002). Portanto, a ativação do metabolismo CAM 

está fortemente ligado às condições ambientais.  

A deficiência hídrica é tida como o fator que mais afeta esse processo 

(Freschi et al. 2010). Assim, a disponibilidade hídrica é um fator chave e pode 

influenciar no tempo de permanência e sobrevivência das mudas de abacaxizeiro 

nessa fase, tendo em vista a limitação desse metabolismo em assimilar o CO2 

atmosférico quando comparado com os metabolismos C3 e C4, que apesar de 

permitir a sobrevivência do abacaxizeiro em condições de estresse, faz com que 

as plantas tenham um crescimento lento, além de poder resultar em outros efeitos 

como estresses por alta temperatura ou até mesmo fotoinibição (Almeida et al., 

2002). 

 

2.2- Discriminação Isotópica do Carbono 

 

Existem duas formas de ocorrência natural do carbono, 12C e 13C. A 

maioria do carbono encontrado na natureza se encontra na forma de 12C (98,9%). 

Esses isótopos estão desigualmente distribuídos entre os diferentes compostos, e 

essa distribuição pode revelar informações sobre a física, química e processos 

metabólicos envolvidos na transformação do carbono (Franquhar et al., 1989). 
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As propriedades químicas do 13C são idênticas as do 12C, mas devido à 

leve diferença de massa (2,3%), a maioria das plantas assimila menos o primeiro. 

Em outras palavras, as plantas discriminam contra os isótopos mais pesados de 

carbono e elas têm razões de 13C para 12C menores do que as encontradas no 

CO2 atmosférico (Taiz e Zeiger, 2013). 

Em contraste com as técnicas de trocas gasosas que medem a taxa 

fotossintética em um dado momento, a composição isotópica do carbono (δ13C) 

integra a taxa de CO2 intercelular (pi) com a concentração de CO2 do ar (pa) a 

longo prazo (Osório et al., 1998). 

Embora o δ 13C da planta inteira seja controlado pela assimilação e 

difusão do CO2 nas folhas, a partição interna e o metabolismo primário dos 

assimilados também podem produzir diferentes δ 13C entre os diferentes órgãos 

da planta (Ghashghaie et al., 2001; Brugnoli e Farquhar, 2000). 

No sítio de carboxilação da Rubisco, o 13C apresenta uma baixa 

reatividade intrínseca, comparada com o 12C. Por outro lado, os estromas 

discriminam menos o 13C do que a Rubisco (Brugnoli e Farquhar, 2000; Bacon, 

2004).  

A presença de duas rotas de carboxilação em plantas CAM, uma mediada 

pela PEPC e outra pela Rubisco, determina as diferenças na δ 13C. Essas 

diferenças são dadas pelas características de fracionamento da PEPC e Rubisco. 

Assim, os valores de δ 13C encontrados nas plantas são indicativos de quanto do 

CO2 é fixado pela Rubisco (durante o dia) ou PEPC (à noite).  

Consequentemente, crescimento dependente da fixação noturna de CO2 gera 

valores menos negativos de δ 13C (planta CAM), enquanto que crescimento 

dependente de fixação de CO2 atmosférico durante o dia resulta em valores mais 

negativos de δ 13C (planta C3) (Osmond et al., 1973). 

Em resposta a diferentes condições ambientais, o 13C pode ser usado 

para avaliar a eficiência intrínseca do uso da água em muitas espécies de plantas 

(Le Roux et al., 1996; Osório et al., 1998; Robinson et al., 2000; Araus et al., 

2003; Gaudillére et al., 2002). Assim, ao longo da fase de crescimento, a 

composição isotópica do carbono reflete o efeito do status hídrico da planta no 

processo fotossintético (de Souza et al., 2005). 

Plantas CAM constitutiva tem valores de δ13C estáveis na faixa de 2-10% 

(Farquhar, et al., 1989 e Grifiths, 1992) e esses valores refletem a contribuição 
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relativa do CO2 fixado a noite e dia em relação ao total de ganho de carbono 

(Grifiths, 1992). Como dito anteriormente, as condições ambientais podem alterar 

a quantidade relativa de CO2, fixados durante o dia e a noite, e 

consequentemente, alterar os valores da discriminação isotópica (Grifiths, 1992).  

 

2.3 - Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal 

 

Diversos processos são mediados por microrganismos do solo 

desempenhando papel importante na ciclagem de nutrientes. Um desses 

processos é a fixação biológica de nitrogênio atmosférico, que é realizada por 

microrganismos procarióticos conhecidos como diazotróficos, e nesse grupo está 

incluso uma grande quantidade de bactérias (Moreira et al., 2010). 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é o processo realizado pela 

enzima nitrogenase, presente nas bactérias fixadoras de nitrogênio (também 

chamadas de diazotróficas), em que há a transformação do nitrogênio atmosférico 

(N2) em amônia (NH3), forma assimilável pelos vegetais (Nunes et al., 2003; Marin 

et al., 1999). Exatamente por essa habilidade em converter nitrogênio atmosférico 

em substâncias nitrogenadas utilizáveis pelas plantas, essas bactérias também 

são reconhecidas como bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Tal 

processo é de suma importância visto que aproximadamente 65% de nitrogênio 

mineral aplicado com a adubação é perdido pela emissão de gases e/ou erosão 

(Bhattacharjee et al. 2008; Adesemoye e Kloepper 2009). 

As bactérias fixadoras de nitrogênio de vida livre e associadas às plantas 

não leguminosas têm sido amplamente estudadas nas últimas décadas, desde o 

isolamento de Beijerinckia fluminense da rizosfera de cana-de-açúcar (Döbereiner 

e Ruschel, 1958) e com a reidentificação de Azospirillum lipoferum isolado de 

raízes de diversas gramíneas forrageiras e cereais (Döbereiner e Day, 1976). 

Além do processo de FBN, as BPCV podem auxiliar o desenvolvimento 

de plantas por outros mecanismos, como: solubilização de fosfatos pela liberação 

de ácidos orgânicos (Pedraza et al., 2008. Moreira et al., 2010); oxidação de 

sulfatos (Banerjee e Yesmin, 2002); produção de sideróforos* (Katiayar e Goel, 

2004); inibição de organismos antagônicos (Dobbelaere et al., 2003); indução de 

resistência sistêmica ao patógeno pelo hospedeiro (Berg, 2009); alteração da 

respiração das raízes e das atividades de enzimas da via glicolítica e do ciclo dos 

*Sideróforos - Sideróforos são peptídeos de síntese não-ribossômica com altíssima afinidade 

por ferro produzidos por microorganismos, incluindo as bactérias presentes na rizosfera 
(Neilands, 1984). 
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ácidos tricarboxílicos e produção de nitritos (Okon e Labandera-Gonzales, 1994; 

Basha e Holguin, 1997); produção de antibióticos e outras moléculas bioativas 

(Strobel, 2002); aplicação nos processos de bioremediação (Lodewyckx et al., 

2002) e nas técnicas de transgenia (Baldani et al., 2002). As BPCV podem 

também estar associadas a produção de hormônios, que interferem no 

crescimento das plantas (Bashan e Hoguin, 1997; Zaied et al., 2003). 

Dentre essas substâncias estão as auxinas, que podem ser produzidas 

por bactérias; que, quando em associação com as plantas, podem promover o 

crescimento vegetal (Patten e Glick, 1996; Ryu e Patten, 2008; Kochar et al., 

2011; Lópezvaldez et al., 2011). Algumas bactérias também estimulam a 

produção de giberelinas e citocininas, tendo efeito similar (Reynders e Vlassak, 

1979; Tien et al., 1979; Zimmer et al., 1988; Bottini et al., 1989). 

Algumas bactérias podem interferir ainda na produção de etileno, através 

da degradação do 1-aminociclopropano -1-carboxilato (ACC), que é o precursor 

do etileno, devido atuação da enzima ACC deaminase (Glick et al., 1998). A 

redução dos níveis endógenos desse hormônio leva a diminuição dos efeitos 

inibitórios do crescimento vegetal, retarda o processo de senescência, promove 

um maior desenvolvimento de pelos radiculares (Arshad e Frankenberger Jr., 

1998; Khalid et al., 2004; Pierik et al., 2006) e ainda permite o crescimento das 

plantas sobre condições de estresse (Neiverth, 2011). 

De maneira geral, a produção de fitohormônios e seu balanço adequado 

pode alterar a morfologia das raízes, aumentando o número e o comprimento 

dessas, e estimulando o desenvolvimento de um maior número de raízes laterais 

(Sala et al., 2007; Spaepen et al., 2008). O aumento do número e volume de raiz, 

associado com o aumento na quantidade de H+-ATPase na parede celular das 

células das raízes permite que se tenha uma maior absorção de água e nutrientes 

(Baldani e Baldani, 2005).  

Os abacaxizeiros micropropagados apresentam crescimento bastante 

lento na fase ex vitro, que depende do substrato, da nutrição das plantas e do seu 

metabolismo, que pode alternar entre o C3 e o CAM (Côte et al., 1993), assim, 

devido aos mecanismos citados anteriormente, a aplicação de bactérias 

diazotróficas e promotoras de crescimento em mudas micropropagadas poderia 

vir a ser uma alternativa para reduzir o período de aclimatação das mudas e os 

estresses que essas sofrem durante essa fase (Weber et al., 2003). 
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2.3.1- Bactérias Endofíticas 

  

Na interação associativa, as bactérias podem ser encontradas na 

superfície da raíz, na camada mais interna do córtex (associação epifítica) ou no 

interior da raiz, colmo, e, especialmente nos espaços inter/intracelular do 

parênquima, vasos condutores podendo chegar à parte aérea da planta 

(associação endofítica) (Baldani e Baldani, 2005). 

O termo endofítico inclui todos os organismos que são capazes de 

colonizar, em algum momento do seu ciclo de vida, o interior dos tecidos das 

plantas sem causar aparente dano ao hospedeiro. Os organismos endofíticos 

podem ser divididos em obrigatórios, que estão presentes no espaço 

inter/intracelular de raízes das plantas, e os facultativos, que podem também 

colonizar a rizosfera (Baldani et al., 1997). 

As bactérias endofíticas são encontradas geralmente em maior número 

nas raízes, decrescendo progressivamente dos caules as folhas (Olivares et al., 

1996; Roesch et al., 2006), mostrando que a raiz é a principal porta de entrada 

para as bactérias.  

A penetração pode ocorrer por meio de aberturas naturais que surgem 

durante o crescimento das plantas; pelas junções das raízes secundárias com as 

primárias; através dos pêlos radiculares; ou ainda através dos estômatos ou 

tricomas danificados (James et al. 2002). Quando a entrada não é realizada pelas 

aberturas naturais, as bactérias utilizam pectinases e celulases para degradar a 

parede celular da planta hospedeira (Sala et al., 2007). Para ocorrer a 

colonização intercelular, a parede celular deve ser degradada (Neiverth, 2011). 

O ápice das raízes é considerado uma das regiões de colonização 

primária, principalmente na zona de alongamento e diferenciação celular, onde as 

bactérias podem invadir inter/intracelularmente, penetrando nos tecidos mais 

centrais antes da diferenciação dos vasos condutores e da endoderme, que mais 

tarde irá construir um limite, devido incrustação de lignina e suberina da estria de 

Caspary (Reinhold-Hurek e Hurek, 1998). 

De acordo com James e Olivares (1998), o espaço intracelular e o lumem 

do xilema são considerados os locais ideais para a localização das bactérias 

endofíticas devido ao suplemento de nutrientes e circulação de produtos 
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benéficos oriundos das bactérias associadas. Além disso, há o favorecimento da 

expansão da colonização das bactérias por toda planta e seu estabelecimento. 

Tem sido demonstrado que estirpes isoladas de uma espécie vegetal são 

mais aptas a se restabelecer nas raízes, quando inoculadas na mesma espécie 

vegetal, sendo denominadas estirpes homólogas (Baldani e Baldani, 2005). Além 

disso, admite-se ser o genótipo da planta fator-chave para obtenção dos efeitos 

positivos da inoculação das bactérias diazotróficas endofíticas (Reis et al., 2000). 

Esse sucesso é devido ao fato de que o interior das plantas está protegido de 

outros microrganismos além de terem maior acesso aos nutrientes 

disponibilizados pelas plantas (Baldani e Baldani 2005; Sala et al., 2007; Wichern 

et al., 2008). Além disso, há ainda a competição dos microorganismos endofíticos 

com os demais microorganismos presentes no solo ou substrato, quando ocorre a 

inoculação (Baldani et al., 1986). 

Os exsudados liberados pelas raízes das plantas (lisados e ácidos 

orgânicos) selecionam as bactérias inoculadas. Tais produtos estão envolvidos na 

quimiotaxia das bactérias em direção as raízes, levando a seleção das bactérias 

(Antonyuk e Evseeva, 2006; Sala et al., 2007). 

 

2.3.1.1 – Os gêneros Herbaspirillum e Burkholderia 

 

O gênero Herbaspirillum tem sua ocorrência um pouco mais restrita do 

que as demais espécies de diazotróficos atualmente conhecidas. H. seropedicae 

foi isolada primeiramente por Baldani et al. (1986), em associação com raízes de 

arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), e apresenta 

baixa sobrevivência em solo sem cultivo (Baldani et al., 1992, Baldani et al., 

1996).  

Esse gênero apresenta uma alta capacidade de fixação de nitrogênio. 

Para se ter uma ideia, dependendo da estirpe e da variedade de arroz, algumas 

espécies de Herbaspirillum podem fixar de 19 a 54% do nitrogênio requerido por 

esta cultura (Kennedy et al., 2004). 

Espécies de Herbaspirillum também podem contribuir para o crescimento 

vegetal através de outros fatores, além da FBN. Na espécie H. seropedicae foi 

detectada a produção de ácido indol acético (AIA) e giberelinas A1 e A3 (Bastián 
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et al., 1998, Radwan et al., 2002). Além disso, foi detectada a presença da enzima 

ACC deaminase em Herbspirillum seropedicae (Zhu et al., 2012) 

As bactérias pertencentes ao gênero Burkholderia podem ser patógenos 

humanos, animais e vegetais (Burkholder, 1950; Isles et al., 1984; Whitlock et al., 

2007), e também promotores do crescimento vegetal (TrânVan et al., 2000; Peix t 

al., 2001) e degradadores de poluentes (Zhang et al., 2000). Diversas espécies do 

gênero Burkholderia também são capazes de fixar nitrogênio atmosférico em 

simbose, vida livre ou em associações com vegetais (Moreira et al., 2010). 

Segundo Baldani et al. (1995) quando Burkholderia foi inoculada numa 

mistura com H. seropedicae em plantas de arroz foram responsáveis por 19 a 

35% do N acumulado na planta via FBN. Além da fixação de nitrogênio (N), 

bactérias do gênero Burkholderia podem solubilizar fosfato e sideróforos, 

sintetizar AIA, além de atuar como antagonista a patógenos, como o fungo 

Fusarim subglutinans f. sp. ananas (Baldoto, 2009, Jiang e Hartung, 2008, 

Luvizotto, et al., 2008, Vandamme et al., 2007). Estirpes de Burkholderia também 

podem auxiliar no crescimento vegetal mantendo baixos os níveis de etileno na 

planta por meio da ação da enzima ACC deaminase (Glick et al., 1998). 

 

2.3.1.2 – Efeitos das BPCV na tolerância de plantas a condição de estresse 

 

Devido às características citadas anteriormente, as BPCV podem utilizar 

mecanismos comuns de mitigação a estresses ambientais como deficiência ou 

excesso de água, deficiência nutricional ou toxicidade por metais pesados 

(Potters et al., 2007). 

Atualmente sabe-se que existe uma estreita relação entre a expressão de 

genes e a resposta de plantas com relação à tolerância a estresses bióticos e 

abióticos, fazendo com que as plantas sobrevivam a condições como, por 

exemplo, o estresse hídrico, sendo que a utilização de microrganismos benéficos 

pode ajudar na expressão de tais genes (Saravanakumar et al., 2011).  

Saravanakumar et al. (2011) observaram uma maior resistência de Vigna 

radiata a estresse hídrico quando utilizou a bactéria Pseudomonas fluorescens, 

assim como uma maior atividade das enzimas catalase e peroxidase, que são 

responsáveis pela eliminação de H2O2 formado devido à indução do estresse. 
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Dentre os compostos exsudados pelas BPCV podemos incluir osmólitos 

que podem agir sinergisticamente com os osmo-tolerantes produzidos pelas 

plantas como glicina-betaína e prolina aumentando a tolerância ao estresse 

hídrico (Yuwono et al., 2005). Por isso é comum se observar aumento no 

conteúdo relativo de água, potencial hídrico foliar, fração apoplástica de água em 

plantas inoculadas com essas bactérias (Casanovas et al., 2002; Dimkpa et al., 

2009). 

A inoculação de bactérias endofíticas também pode aumentar a 

expressão de aquaporinas (Zawoznik et al., 2011), que são proteínas de canal 

responsáveis pelo transporte de água e pequenas moléculas neutras através da 

membrana celular, agindo no ajustamento do fluxo de água em condições críticas 

da planta (Kaldenhoff e Fischer, 2006). Essas proteínas também são 

fundamentais para aumentar a taxa de transporte de gases nas células, como o 

CO2, que é transportado por difusão (Prasad et al. 1998, Terashima e Ono 2002). 

Creus et al. (2004) relataram que a inoculação de bactérias do gênero 

Azospirillum em plantas de cereais submetidas a estresses hídricos apresentaram 

maiores conteúdos de magnésio (Mg), potássio (K) e cálcio (Ca). 

Dobbelaere et al. (1999) e Cassan et al. (2001) relatam que a influência 

de BPCV sobre a produção de fitohormônios que permitem alterações fisiológicas 

e morfológicas que conferem uma melhor tolerância ao estresse hídrico.  

Segundo Pereyra et al. (2006), a inoculação de bactérias alteram a 

elasticidade das paredes celulares das raízes e poderia ser, segundo esse autor, 

um dos primeiros passos para a promoção da tolerância de plantas a deficiência 

de água, pois ocorre um incremento na produção de raiz e biomassa de maneira 

geral (Dimkpa et al., 2009). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

3.1- Localização: 

 

O experimento foi realizado entre os meses de junho e novembro de 

2013, em condições de casa de vegetação sob estrutura telada, localizada no 

campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em 

Campos dos Goytacazes-RJ, (21º44‟47” S e 41º18‟24” W e 10 m de altitude). 

 

3.2- Material Vegetal: 

  

Foram utilizadas plantas de abacaxizeiro „Vitória‟, oriundas de cultivo in 

vitro, cedidas pelo Laboratório de Biotecnologia BioMudas de Venda Nova do 

Imigrante – ES. Tais plantas foram doadas com 30 dias de aclimatização em 

bandejas de 200 células, como volume da célula igual 14 mL, contendo o 

substrato Vivatto®.  

 

3.3- Crescimento Bacteriano, Transplantio e Inoculação: 

 

Foram utilizadas as bactérias diazotróficas endofíticas: Burkholderia 

silvatlantica UENF 117111, isoladas de plantas de abacaxizeiro (Santos, 2008) e 

Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC-54, isoladas de cana de açúcar (Olivares, 

1997), sendo as duas bactérias endofíticas e fixadoras de nitrogênio.  
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Os isolados bacterianos foram provenientes da coleção de bactérias 

diazotróficas do Laboratório de Biologia Celular e Tecidual, da Universidade 

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro – LBCT/UENF. Estas cresceram em 

meio líquido DYGS (Döbereiner et al., 1995) por 24 h, em agitador a 120 rpm, a 

30ºC. 

Aos 60 dias de aclimatização, as plantas foram transplantadas da bandeja 

para vasos de 1L no final da tarde, para evitar as temperaturas mais altas, que 

podem levar à desidratação das mudas. Suas características biométricas podem 

ser observadas no Quadro 1.  

 
 

 
Quadro 1. Características Biométricas médias da mudas no dia do transplantio, 

aos 60 dias de aclimatização 

 
 

 Altura de planta 

(mm) 

Diâmetro da roseta 

(mm) 

Número de Folhas 

 34,9 67,26 10 

Desvio Padrão 0,41 0,83 0,95 

CV(%) 11,69 12,48 9,65 

n = 90 
 
 

Foi utilizado o substrato comercial Vivatto®, cuja análise química, 

conforme recomendação da Embrapa (2009) se encontra no Quadro 2. 

 
 
 
Quadro 2. Análise Química do substrato comercial Vivatto® 
 
 

pH P K Ca Mg Al H +Al Na C MO S.B. T t m V Fe Cu Zn Mn

g/Kg g/dm
3

5,9 484 961 15,7 6,2 0,0 6,7 0,93 6,96 120,0 25,3 32,0 25,3 0 79 87,0 1,2 18,6 49,2

mg/dm
3  cmol c /dm

3 
cmol c /dm

3  % mg/dm³                                           

 

Conforme as recomendações Embrapa (2009): C = dicromatometria em meio ácido; P e K
+
 = 

extrator Carolina do Norte; Ca
2+

, Mg
2+

 e Al
3+ 

= extrator KCl 1mol L
-1

 (Análises feitas no Laboratório 
de Análise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes, 
RJ). Onde: C= teor de carbono orgânico; pH= potencial hidrogeniônico em água; P e K= fósforo e 
potássio disponível; Ca

2+
, Mg

3+
= cálcio e magnésio trocável; H+Al= acidez potencial; SB= soma de 

bases (K
+
, Ca

2+
, Mg

3+
); T= capacidade de troca de cátions= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de 

troca de cátions= SB+Al
3+

; m= saturação de Al
3+

 ; V= saturação por bases. 
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O substrato não foi autoclavado, para uma melhor representação de 

condições reais de cultivo. De acordo com informações retiradas da embalagem 

do substrato utilizado, o mesmo apresentava Capacidade de Retenção de Água 

(CRA) de 40% e Porosidade Total igual a 90%. 

No mesmo dia em que foi feito o transplantio das mudas para os vasos, 

foi feita a inoculação das bactérias com auxílio de pipeta automática. Para tanto, 

foram aplicados 10 mL do meio DYGS + bactérias, ao redor das mudas, como 

mostra a Figura 2. 

 
 
 

 
 
 

Figura 2. Inoculação das Bactérias. 
 
 
 

O procedimento foi o mesmo para os tratamentos sem bactérias, porém, 

foram aplicados 10 mL do meio de DYGS, sem crescimento bacteriano. 

A inoculação de bactérias e aplicação do meio DYGS autoclavado foram 

feitas apenas no transplantio das mudas para os vasos.  

 

3.4- Tratamentos: 

 

O experimento foi constituído dos seguintes fatores em estudo:  

 Tratamento com aplicação da bactéria Burkholderia silvatlantica (UENF 

117111), sem restrição hídrica (B1); 
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 Tratamento com aplicação da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe 

54 (HRC-54) sem restrição hídrica (B2); 

 Tratamento com aplicação da bactéria Burkholderia silvatlantica (UENF 

117111), com restrição hídrica (B1+RH); 

 Tratamento com aplicação da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe 

54 (HRC-54), com restrição hídrica (B2+RH); 

 Tratamento controle, sem aplicação de bactérias (aplicação de meio DYGS 

autoclavado) e sem restrição hídrica (C); 

 Tratamento controle sem aplicação de bactéria (aplicação de meio DYGS 

autoclavado) e com restrição hídrica (C+RH). 

 

Quadro 3. Tratamentos 
 
 

Bactérias Aplicação de restrição 

hídrica 

Nome do Tratamento 

UENF 117111  Não B1 

HRC – 54  Não B2 

UENF 117111  Sim B1RH 

HRC – 54  Sim B2RH 

Sem bactéria Não C 

Sem bactéria Sim CRH 

 
 

 

3.5- Condições de Cultivo e Aplicação da Restrição Hídrica: 

 

As plantas não receberam irrigação nas primeiras 16 horas após o 

transplantio para que as bactérias tivessem maior tempo de contato com o 

sistema radicular. 

Após esse período, a irrigação foi feita duas vezes ao dia, dependendo do 

nível de umidade do substrato, até a saturação do mesmo. De acordo com a CRA 

do substrato, a saturação era atingida com volume de água em torno de 400 mL, 

que corresponde a 40% do volume do substrato presente no vaso, que era de 

aproximadamente 1L. A água foi aplicada diretamente ao substrato com auxílio de 
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mangueira. No dia 11 de outubro, após o período de adaptação, 120 dias, os 

tratamentos com restrição hídrica foram aplicados. 

A imposição da restrição hídrica foi feita até o dia em que a taxa 

fotossintética líquida de tais tratamentos atingiu valores próximos a zero (estresse 

máximo – 24 dias). Então, as plantas foram reirrigadas por dois dias para que 

fosse avaliada a recuperação dos tratamentos supracitados. Os tratamentos não 

submetidos à restrição hídrica foram mantidos até o final do experimento. 

Todos os tratamentos foram adubados, uma vez por mês com o adubo 

Ouro Verde® e com o formulado 14-16-18, cedidos pela BioMudas, ambos na 

concentração de 2 g.L-1 sendo usado o volume de 10 mL por vaso. Os adubos 

aplicados em dias diferentes e respeitando o intervalo de dois dias entre as 

aplicações. A adubação foi realizada apenas antes da imposição da restrição 

hídrica.   

As condições ambientais da casa de vegetação (temperatura (T°), fluxo 

de fótons fotossintético (FFF) e umidade relativa do ar (UR)) foram monitoradas 

pelo sensor Data Logger WatchDog® (Spectrum Technology, IIlinois – Estados 

Unidos da América). As coletas dos dados foram feitas em intervalos de 30 

minutos durante todo o experimento. A partir dos dados de T° e UR, foi obtido o 

déficit de pressão de vapor do ar (DPV), segundo equação proposta por Jones 

(1992). 

 

DPV = 0,61137 * exp (17,502 * T° / 240,97 + T°) * (1,0 – (UR% / 100)), 

 
onde: 
 
DPV: Déficit de Pressão de Vapor; 

exp: Exponencial; 

T°: Temperatura em graus Celsius; 

UR%: Umidade Relativa. 

Os valores máximos, mínimos e médios desses parâmetros descritos 

anteriormente se encontram na Figura 3. 
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Figura 3. Fluxo de Fótons Fotossintéticos - FFF (A), Temperatura (B), Umidade 
relativa (C) e Déficit de Pressão de Vapor do ar - DPV (D) durante o período 
experimental. As setas indicam o início da imposição da restrição hídrica e os 
asteriscos indicam o dia em que foi feita a reirrigação. 

 
 
 

Foi feito também, um acompanhamento da umidade do substrato, 

utilizando um medidor de umidade de solo, modelo MO750 – Extech, com o qual 

foram feitas 30 amostragens (em 15 plantas não irrigadas e 15 irrigadas) a cada 4 

dias, após o início da imposição da restrição hídrica nos devidos tratamentos. O 

medidor fornece índices de 0 a 50, de acordo com a umidade do substrato, sendo 

que quanto maior o índice, maior a umidade. Dessa forma, considerou-se o valor 

de 50, correspondendo a 100% de umidade no substrato, e com base nos dados 

obtidos, fez-se a conversão dos índices para porcentagem de umidade do 

substrato, como apresentado na Figura 4. 
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Figura 4. Percentual de Umidade do substrato irrigado e sob restrição hídrica ao 
longo do período de imposição do estresse. A seta indica o início da imposição da 
restrição hídrica e o asterisco indica o dia em que foi feita a reirrigação. 

 
 
 
3.6- Contagem Bacteriana 

 

Tal procedimento foi realizado 24 horas após a inoculação das bactérias e 

ao final do experimento, sendo a amostragem feita em 2 plantas. Foram adotados 

os procedimentos descritos por Döbereiner et al. (1995), em que amostras de 

raízes das plantas (1 g) foram lavadas em água corrente e posteriormente foram 

maceradas, diluídas serialmente e semeadas em meios semissólidos sem adição 

de N. Para os tratamentos contendo a bactéria Burkholderia silvatlantica, foi 

utilizado o meio JMV. Para os tratamentos contendo a bactéria Herbaspirillum 

seropedicae, foi utilizado o meio JNFb (Döbereiner et al.,1999). Para os 

tratamentos controle, a contagem foi realizada com uso dos dois meios. A 

quantificação dos níveis populacionais se deu pela expressão do número mais 

provável (NMP) pela consulta a Tabela de Mc Crady, sete dias após a incubação 

dos frascos contendo o meio de cultura a 30 °C.  
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3.7- Métodos empregados para caracterização da promoção do crescimento 

vegetal: 

 

No dia da imposição do estresse hídrico (120 dias após a inoculação das 

bactérias) e no último dia do experimento, foram determinados: 

 

Altura  

A altura da base da planta até o ápice da folha mais ereta foi determinada 

por meio de uma régua milimétrica;  

 

Diâmetro  

 

O diâmetro da roseta foi determinado medindo-se o comprimento de 

ponta a ponta das folhas mais opostas das mudas, com auxílio de uma régua 

milimétrica. 

 

Número de Folhas 

 

O número de folhas foi determinado através da contagem desses órgãos.  

 

3.7.1- Análises destrutivas 

 

Ao final do experimento, foram feitas análises destrutivas. Assim, as 

plantas tiveram parte aérea separada das raízes e, portanto, além das variáveis 

citadas acima, foram determinados: 

 

Área Foliar  

 

As folhas foram separadas e a área foliar foi determinada com o auxílio do 

medidor de área foliar de bancada (modelo LI-3100 - LI-COR, Lincoln, NE, USA). 
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Massa Seca de Parte Aérea e de Raiz (MSPA e MSR) 

 

Após a determinação da área foliar, as partes foram postas em envelopes 

de papel, separadamente, e colocadas para secar em estufa de ventilação 

forçada a 70 ºC, e após 72 horas foram, então, pesadas para obtenção das 

medidas de massa seca (parte aérea e do sistema radicular). 

 

3.8- Análise Nutricional 

 

Após a determinação da massa da matéria seca, toda a parte aérea das 

mudas de abacaxizeiro foi macerada em almofariz. As avaliações foram feitas no 

Centro de Análises da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ - 

Campus Dr. Leonel Miranda, Campos dos Goytacazes - RJ. 

Foram pesados 100 mg por repetição de cada tratamento. O material 

triturado foi submetido à oxidação por meio da digestão sulfúrica (H2SO4 e H2O2), 

obtendo-se um extrato onde serão determinados os teores de macronutrientes. O 

N foi determinado pelo método de Nessler (Jackson, 1965). O P foi determinado 

colorimetricamente pelo método azul de molibdato (Malavolta et al., 1997) por 

espectofotometria, e o K por meio da espectrofotometria de emissão de chama. 

Os nutrientes Ca e Mg foram determinados pelo espectrofotômetro de absorção 

atômica (Zeiss, AAS4 - Alemanha). 

 

3.9- Métodos empregados para determinar a capacidade fotossintética: 

 

Após a aplicação da restrição hídrica, foram feitas as seguintes avaliações: 

 

Trocas Gasosas 

 

Foram feitas determinações das trocas gasosas (fotossíntese - A, μmol 

CO2 m
-2s-1), condutância estomática (gs, molm-2s-1), transpiração (E, mmolm 2s -1) 

e déficit de pressão de vapor entre a folha e o ar (DVPfolha-ar), KPa)), utilizando o 

analisador de gás infravermelho LI 6200 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Tais 

avaliações foram feitas a cada 4 dias, a partir do primeiro dia do início da 

imposição do estresse hídrico, entre 07:00 h e 09:00 h e entre 20:30h e 23:30 h, 
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sendo que no dia do início da aplicação da restrição hídrica (tempo zero – T0), o 

procedimento foi realizado apenas no período da manhã. A medição foi feita em 

uma parte central da folha D da muda e utilizou-se luz artificial por meio de LED`s 

vermelhos a uma intensidade de 600 μmol m-2 s-1. Essas avaliações foram feitas 

até que a taxa fotossintética líquida dos tratamentos sob restrição hídrica fosse 

próxima de zero (estresse máximo). Em seguida, todos os tratamentos foram 

irrigados e dois dias depois, esse procedimento foi repetido para avaliar a 

recuperação das plantas que receberam a restrição hídrica, e nesse momento o 

experimento foi finalizado. 

 

Intensidade de verde  

 

Foram feitas as avaliações para aferir a intensidade de verde, por meio do 

medidor portátil de clorofila SPAD-502 Chlorophyll Meter (Minolta, Japão). Foram 

realizadas cinco leituras em cada planta, em folhas distintas, escolhidas 

aleatoriamente, para obtenção da média de cada planta. Tal avaliação foi 

realizada logo após a determinação das trocas gasosas, sendo feitas 5 medidas 

por planta, para determinação da média. 

 

Rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm) e Índice 

Fotossintético ―photosynthetic index‖ (PI) 

 

O rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm) e o índice 

fotossintético (PI) foram medidas por meio do fluorímetro não-modulado, modelo 

Pocket PEA Chorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments – King‟s Lynn, 

Norfolk).  

Durante as medidas, foram utilizadas pinças para adaptação dos 

cloroplastos ao escuro, para que todos os centros de reação do fotossistema II 

(PSII) adquirissemm a condição de “abertos” e a perda de calor fosse mínima 

(Strasser et al, 2000). Após essa adaptação, um único pulso forte de luz 1s-1 

(3500 μmol m-2 s-1) foi aplicado com a ajuda de três diodos emissores de luz (650 

nm). 

Essas avaliações foram realizadas logo após e na mesma folha em que 

foram realizadas as determinações de trocas gasosas. 



40 
 

 

3.10 - Densidade estomática, diâmetro e comprimento do poro estomático: 
 

 Quando a fotossíntese das plantas atingiu valores próximos a zero, a 

parte mediana da folha “D” foi fixada em glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato. 

Em seguida foram lavadas por três vezes em tampão fosfato e desidratadas em 

série etanólica crescente. Após seleção, as amostras foram transferidas para o 

equipamento Critical Point Drying Apparatus (Mod CPD 030, Bal-tec). Após 

secagem, foram metalizadas utilizando o Automatic Sputter Coater SCD 050, Bal-

tec. Finalizado este processo, as amostras estavam prontas para observação no 

microscópio eletrônico de varredura DSEM 962 (Zeiss). As imagens foram 

analisadas com o objetivo de se determinar o número de estômatos por área 

(densidade) e o comprimento e largura central do poro estomático. Para 

determinação da densidade, contou-se o número de estômatos em áreas 

determinadas. Com relação à largura e ao comprimento do poro, as medidas 

foram feitas com auxílio de uma régua. Para todas as análises, levou-se em 

consideração o valor da escala de cada imagem e utilizou-se a parte basal das 

folhas.  

 

3.11 - Determinação da Composição isotópica do carbono: 

 

No dia do estresse máximo e na recuperação, a parte aérea das plantas 

foi coletada e colocada na estufa à 70 °C por 72h para a determinação da 

composição isótopica. Para tanto, as folhas secas foram moídas em moinho de 

Faca Tipo Willy - MSSL-031, e sub amostras de 1mg foram pesadas em cápsula 

de estanho e analisadas, no Laboratório de Ciências Ambientais (Grupo de 

Biogeoquímica de Ecossistemas Aquáticos – UENF). As razões isotópicas foram 

determinadas em espectrômetro de massa isotópica Thermo Delta V Advantage 

acoplado a analisador elementar Flash 2000 onde é feita a combustão. Os 

compostos orgânicos, oxidados na presença de oxigênio ultrapuro e de 

catalisador, são transformados em CO2 e N2 e H2O. Estes gases são separados 

em linha por cromatografia antes da análise isotópica que também se processa 

em linha. Os resultados são obtidos inicialmente relativos a padrões de trabalho 

para depois serem expressos em relação ao carbonato da formação Pee Dee 

(Belemnite) para δ13C (Meyers, 1994; Cloern et al., 2002). Os resultados da 

composição isotópica do carbono foram expressos em termos de δ13C(‰). Vale 
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ressaltar que a primeira coleta do material para análise foi realizada no período da 

manhã (estresse máximo) e a segunda foi realizada à noite (recuperação). 

 

3.12 - Delineamento Estatístico: 

 

O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado. Foram no total 

seis tratamentos. As análises de altura, diâmetro, número de folha foram 

determinados em 15 repetições. Para área foliar e massa seca de parte aérea e 

de raiz, foram utilizadas 10 repetições. A fixação das amostras para microscopia 

foi feita em folhas de três plantas por tratamento, sendo que a largura central do 

poro estomático e seu comprimento foram determinados em 15 repetições 

(estômatos) e a densidade estomática foi medida em 5 repetições (imagens). As 

medições de trocas gasosas, Fv/Fm, PI, Intensidade de verde foram feitas em 4 

plantas. E por fim, as avaliações de nutrientes foliar e composição isotópica do 

carbono foram feitas em 3 repetições. Os dados foram submetidos à análise de 

variância, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT 7.0 BETA - 2013. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

 

 

4.1 – Contagem Bacteriana 

 

As bactérias endofíticas são encontradas geralmente em maior número 

nas raízes, decrescendo progressivamente do caule às folhas, o que mostra que 

o sistema radicular é a principal porta de entrada para esses microrganismos 

(Olivares et al., 1996). 

Quando a bactéria diazotrófica é introduzida, por inoculação, em plantas 

expostas a condições que não são in vitro, a multiplicação e o estabelecimento na 

rizosfera são fatores importantes para obtenção dos benefícios propiciados por 

essas na associação com plantas não-leguminosas, uma vez que precisam 

competir tanto com os microrganismos presentes no substrato como com os 

existentes no interior da planta, que podem ter maior acesso aos nutrientes 

disponibilizados (Baldani et al., 1986; Baldani e Baldani, 2005). Dessa forma, o 

processo de colonização de raízes e da planta, de maneira geral, por bactérias 

específicas não é tarefa fácil, e sua quantificação deve ser realizada utilizando 

meios de cultura semiespecíficos e que sejam, de alguma forma, seletivos como é 

o caso dos meios JNFb e JMV. Eles não possuem nitrogênio em sua composição, 

e, portanto, só permitem o crescimento de microrganismos capazes de fixar o 

nitrogênio atmosférico (Döbereiner et al., 1999). 

De acordo com Döbereiner et al. (1999), o meio de cultura JNFb é 

adequado para efetuar o isolamento de Hebaspirillum spp., enquanto que o meio 
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de cultura JMV é utilizado para o isolamento e purificação de bactérias 

diazotróficas do gênero Burkholderia. Isso explica a utilização dos dois meios de 

cultura para a contagem dos respectivos microrganismos e o porquê da utilização 

dos dois meios de cultura para os tratamentos controle. Sendo assim, as 

discussões nesse sentido serão sempre realizadas comparando-se os valores 

obtidos nas contagens (Quadro 4 e 5) dos tratamentos controle e inoculados, 

utilizando o mesmo meio de cultura. 

O Quadro 4 representa o Número Mais Provável (NMP) de bactérias 

diazotróficas associadas às raízes do abacaxizeiro „Vitória‟ 24 horas após a 

inoculação bacteriana. Podemos observar que tanto a inoculação da bactéria 

Burkholderia silvatlantica UENF 117111 (B1) quanto da Herbaspirillum 

seropedicae estirpe HRC-54 (B2) promoveu um aumento de aproximadamente 3 

vezes na população de bactérias diazotróficas em relação ao tratamento Controle. 

 
 
 

Quadro 4. Contagem do Número Mais Provável (NMP) de bactérias diazotróficas 
em um grama de raiz do abacaxizeiro „Vitória‟ 24 horas após a inoculação 
bacteriana. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; B1 – 
Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B2 – 
Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54 
 

 
* Representa a população de bactérias diazotróficas associadas naturalmente à 
planta hospedeira. 
 

 

O aumento encontrado não foi substancial a ponto de haver alteração em 

escala logarítmica, como o obtido por outros autores. Marques Júnior et al. (2008) 

ao realizarem estudos com inoculação de H. seropedicae em cana-de-açúcar, 

evidenciaram aumentos de 5 unidades logarítmicas na população bacteriana 

associada à planta. Conceição et al. (2008) ao introduzirem essa mesma bactéria, 

porém em milho, obtiveram aumentos em 4 unidades logarítmicas decorrentes da 

Tratamentos Meio de 
cultura 

Número Mais Provável de Bactérias 
Diazotróficas por grama de raiz  

  24 horas após inoculação 
C* JNFb 1,98 x 106 

C * JMV 1,75 x 107 

B1 JMV 4,83 x 107 
B2 JNFb 6,00 x 106 
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introdução do microrganismo em questão. Já Baldotto et al. (2010), obtiveram 

elevação na população bacteriana, resultante da inoculação de Burkholderia spp., 

em 3 unidades logarítmicas. Nesses três trabalhos, os tratamentos inoculados 

apresentavam populações bacterianas na ordem de 106 a 107. 

Como podemos observar no Quadro 4, os valores obtidos nesse 

experimento para todos os tratamentos (incluindo o C), 24 horas após a 

inoculação, também se encontravam nessa mesma ordem de grandeza (106 a 

107), o que mostra que o diferencial para se ter obtido um menor incremento no 

NMP dos tratamentos inoculados em relação aos controles foi a alta carga 

bacteriana associada naturalmente à planta hospedeira.   

Para os tratamentos não inoculados, a constatação da presença de 

bactérias, ainda que em menor quantidade do que os demais tratamentos, 24 

horas após a inoculação, condiz com Weber et al. (1999). Rosenblueth e 

Martínez-Romero (2004) também encontraram estirpes associadas naturalmente 

às plantas que eram igualmente competitivas para colonizar a rizosfera e os 

tecidos internos do sistema radicular. Além disso, a presença natural de bactérias 

diazotróficas associadas ao abacaxizeiro já foi relatada por Baldotto (2009).  

Uma possibilidade para explicar o alto nível populacional de bactérias 

diazotróficas nas plantas controle é a contaminação com as bactérias 

provenientes das plantas inoculadas ou durante a manipulação do inóculo. 

Segundo Leifert e Cassells (2001) a contaminação de plantas não é rara. Além 

disso, as bactérias diazotróficas colonizam as mudas com muita facilidade (Weber 

et al., 2003a). Entretanto, essa possibilidade pode praticamente ser descartada, 

pois a inoculação das mudas foi feita separadamente, tratamento por tratamento, 

sempre trocando as ponteiras, sendo os tratamentos deixados separados uns dos 

outros. Além disso, havia grande cuidado com respingos durante a irrigação. 

Dessa forma, a existência natural de bactérias diazotróficas pode ser 

atribuída ao fato de que as mudas, no presente trabalho, foram inoculadas 60 dias 

após a sua retirada do ambiente in vitro para a aclimatização. Assim, a exposição 

das plantas às condições de casa de vegetação aliada à presença de uma 

considerável carga de matéria orgânica no substrato, de 120 g/dm3 (Quadro 2), 

fez com que houvesse um aumento natural no número de bactérias associadas às 

plantas, e consequentemente, obteve-se um menor efeito do inoculante no 

incremento populacional. 
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O substrato é um fator primordial no processo de inoculação, 

principalmente quando o inoculante é disposto sobre ele. Weber et al. (2003b), 

destacam a importância do substrato utilizado, principalmente com relação à 

capacidade de formação de agregados ao redor das raízes, o que pode facilitar o 

processo de estabelecimento bacteriano nas mesmas.  Weber et al. (2003a) ao 

inocularem a bactéria diazotrófica endofítica Asaia bogorensis em mudas 

micropropagadas de abacaxizeiro obtiveram valores diferenciados de NMP em 

função do substrato utilizado, chegando em média a um aumento de uma unidade 

logarítmica nos tratamentos inoculados com relação ao controle. Para alguns 

substratos, não houve alteração na unidade logarítmica, apesar de ter havido 

aumento populacional, como o que ocorreu no presente trabalho. Isso evidência 

que a aplicação das bactérias via substrato, gera valores menores de incremento 

no NMP de bactérias diazotróficas em relação às plantas controle. 

A eficiência no aumento na população bacteriana, portanto, é influenciada 

pelo momento, pelas condições em que as plantas se encontram e pela forma 

como a inoculação é realizada. Baldotto et al. (2010) por exemplo, obtiveram 

maiores incrementos nos valores de NMP nos tratamentos inoculados em relação 

ao controle, quando comparado com o presente trabalho, devido à inoculação e, 

consequentemente, à contagem do NMP terem sido realizadas no momento da 

retirada das plantas das condições in vitro. Já Marques Júnior et al. (2008), só 

conseguiram o grande aumento populacional, quando os toletes de cana foram 

previamente tratados termicamente para desinfestação. Além disso, tanto 

Baldotto et al. (2010) como Conceição et al. (2008), fizeram a inoculação por 

imersão das raízes das plantas e da semente, respectivamente, sendo o segundo 

trabalho realizado in vitro. 

Os microrganismos associados naturalmente às plantas podem atuar de 

forma antagônica aos inoculados devido à competição, principalmente por 

carboidratos (Sturz e Christie 1995). Assim, a presença daqueles microrganismos 

pode ter influenciado para que o incremento no NMP em relação ao controle fosse 

baixo quando comparado com valores observados em outros trabalhos. 

Entretanto, ainda assim, a inoculação foi efetiva, resultando em aumentos no 

NMP. Além disso, de qualquer maneira, os níveis populacionais obtidos com a 

inoculação das duas bactérias, no presente trabalho, estão de acordo com a 

literatura e parecem ser satisfatórios. Baldotto (2009), por exemplo, ao inocular 
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Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10, em plântulas de abacaxizeiro, 

observou incrementos iniciais da população bacteriana e posterior decréscimo, 

estabilizando, após 21 dias de inoculação, em valores de aproximadamente 106 

células por grama de matéria fresca, e esse valor promoveu efeitos positivos na 

interação planta-bactéria, no que se refere à promoção do crescimento vegetal. 

Esse mesmo fato foi observado por James et al. (2002). 

O incremento populacional pode não ser diretamente proporcional às 

respostas relacionadas à promoção de crescimento vegetal. Weber et al. (2003b) 

encontraram respostas positivas resultantes da interação, mesmo com os valores 

de incremento populacional baixos.  Fato é que, as bactérias diazotróficas 

associadas naturalmente às plantas, podem promover tantos benefícios quanto as 

introduzidas por inoculação, já que não se sabe suas propriedades. 

O Quadro 5 apresenta os valores de NMP de bactérias diazotróficas no 

dia do estresse hídrico máximo. Como podemos observar, comparando os valores 

com o Quadro 4, houve a redução no NMP de todos os tratamentos, quando 

comparado com os valores obtidos 24 horas após a inoculação. Além disso, a 

imposição do estresse hídrico causou uma redução no NMP dos tratamentos 

controle (com uso do meio JNFb) e contendo B2, sendo os demais inalterados. 

Ainda assim, todos os tratamentos inoculados (estressados ou não) 

apresentavam populações bacterianas maiores do que seus respectivos 

controles. Isso é uma evidência de que a inoculação bacteriana, realizada no 

início do experimento, foi efetiva. 
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Quadro 5. Contagem do Número Mais Provável (NMP) de bactérias diazotróficas  
em um grama de raiz do abacaxizeiro „Vitória‟ no dia de estresse máximo (24 dias 
após o início da imposição da restrição hídrica). C – Tratamento controle, sem 
aplicação de bactérias; CRH – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e 
submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia 
silvatlantica UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia 
silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com 
inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com 
inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse 
hídrico. 
 

* Representa a população de bactérias diazotróficas associadas naturalmente à 
planta hospedeira. 
 
 

Estresses abióticos afetam o crescimento bacteriano dentro e fora da 

planta, como foi mostrado por Pereira et al. (2012), que obtiveram redução na 

população bacteriana em função do aumento da concentração salina no solo. 

Com relação ao estresse hídrico, especificamente, Lal e Rao (1990), já afirmavam 

que este contribui para a redução do NMP, fato posteriormente confirmado por 

Casanovas et al. (2002).  

Além desses trabalhos, podemos citar Creus et al. (2004), que 

acompanharam uma redução na população bacteriana, embora muito pequena, 

com o passar do tempo e em resposta ao estresse hídrico, tanto em plantas 

inoculadas a campo com Azospirillum brasilense, como em plantas controle. 

Esses resultados também estão de acordo com Medeiros (2013), que obteve 

respostas semelhantes ao inocular Herbaspirillum seropedicae em tomateiro e 

simular o estresse hídrico com Polietileno Glicol 6000. Ao final do experimento, 

foram obtidos menores valores de NMP de bactérias diazotróficas endofíticas do 

que os encontrados no início do experimento, corroborando com o presente 

trabalho. 

Tratamentos Meio de 
cultura 

Número Mais Provável de Bactérias 
Diazotróficas por grama de raiz  

C* JNFb 3,97 x 105 

C * JMV 7,12 x 106 

CRH*  JNFb 3,00 x 105 

CRH * JMV 7,12 x 106 

B1 JMV 1,40 x 107 

B1RH JMV 1,40 x 107 

B2 JNFb 4,50 x 106 

B2RH JNFb 1,47 x 106 
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4.2 - Caracterização da promoção do crescimento vegetal: 

 

O período de aclimatização do abacaxizeiro é considerado crítico por 

causa das baixas taxas de crescimento do sistema radicular e da parte aérea, 

extremamente dependente de condições climáticas favoráveis, principalmente no 

que se diz respeito à disponibilidade de luz, que deve ser fornecida em qualidade 

e quantidade ideais (Hapton, 2003). 

Nesta fase, ajustes estruturais e fisiológicos das plântulas às condições 

ex vitro são necessários para acomodar as mudas à fase subsequente de 

estabelecimento da cultura a campo (Barboza et al., 2006).  

Tecnologias que proporcionem uma promoção do crescimento das 

plântulas de abacaxizeiro podem ter impactos significativos na produção e 

adaptação das mudas oriundas de cultura de tecidos no ambiente de produção. O 

uso de BPCV é uma dessas alternativas biotecnológicas que trazem benefícios 

como melhoria no desenvolvimento a partir da colonização, inicialmente da 

rizosfera pelas bactérias em questão (Kloepper et al., 2004).  

A Figura 5 representa a altura e o diâmetro da roseta do abacaxizeiro 

„Vitória‟ submetido aos respectivos tratamentos no dia que antecedeu a 

submissão ao estresse hídrico (tempo zero). Podemos observar que nesse dia, o 

tratamento B2 apresentou menor valor de altura (Figura 5 – A), diferindo 

estatisticamente do tratamento C. Para diâmetro da roseta (Figura 5 – B), na 

mesma data, o tratamento contendo B2, também apresentou menor média, 

diferindo estatisticamente do tratamento B1. No tempo zero, não houve diferença 

estatística tanto para altura como para diâmetro entre o tratamento inoculado com 

B1 e o tratamento C.  

Nessa data, não houve diferença estatística entre os tratamentos para 

número de folhas (dados não apresentados). 
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Figura 5. Altura (A) e Diâmetro da roseta (B) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido 
aos respectivos tratamentos no tempo zero (antes da submissão ao estresse 
hídrico), 120 dias após a inoculação. Cada coluna representa média de 15 
repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente na 
mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C – Tratamento 
controle, sem aplicação de bactérias; B1 – Tratamento com inoculação de 
Burkholderia silvatlantica UENF117111; B2 – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54. 
 

 
 
O gênero Herbaspirillum tem sido utilizado com frequência no sentido de 

tentar melhorar o desenvolvimento e produção de diversas culturas. Canellas et 

al. (2012) aumentaram a produção de grãos de milho em 20% devido ao uso 

individualizado da bactéria Herbasprillum seropedicae estirpe Z67. Weber et al. 

(2000) obtiveram maior acúmulo de matéria fresca em bananeira „Prata-anã‟ 

durante a aclimatização em resposta a inoculação de bactérias do tipo 

Herbaspirillum. Conceição et al. (2008), ao utilizarem a Herbaspirillum 

seropedicae (Z67) induziram o crescimento radicular de plântulas de milho. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Radwan et al. (2004) ao inocularem 

bactérias do mesmo gênero em arroz e trigo. Por fim, Baldani et al. (2000) 

obtiveram incrementos no crescimento de plantas de arroz, devido à inoculação 

também da bactéria Herbasprillum seropedicae.  

Da mesma forma, as bactérias do gênero Burkholderia são 

potencialmente usadas na formulação de biofertilizantes, devido aos muitos 

mecanismos envolvidos na promoção do crescimento das plantas (Anandham et 

al., 2007). Baldotto et al. (2010) obtiveram para a aplicação de Burkholderia spp. 

em abacaxizeiro „Vitória‟, incrementos significativos sobre as plantas controle nos 

parâmetros de crescimento de parte aérea e sistema radicular. Weber et al. 

(2003b) constataram que plantas micropropagadas de abacaxizeiros das 

A B 
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cultivares Perolera, Primavera, Pérola e Smooth Cayenne beneficiam-se da 

associação com bactérias diazotróficas do gênero Burkholderia. Outras espécies, 

tais como tomateiro (Jiang e Hartung, 2008), arroz (Baldani et al., 2000), milho 

(Jiang e Hartung, 2008) e videira (Ait Barka et al., 2000) também se beneficiaram 

com a interação com a Burkholderia. 

Entretanto, nem sempre os resultados são consistentes ou simplesmente 

não se observam incrementos significativos no crescimento de plantas, como 

observado no presente trabalho (Figura 5). Aumentos significativos no 

crescimento de abacaxizeiro „Cayenne Champac‟ em resposta a inoculação da 

bactéria Asaia bogorensis também não foram obtidos por Weber et al. (2003a). 

Belimov et al. (2009) apesar de obterem respostas positivas resultantes 

da interação planta-bactéria, não obtiveram uma constância de resultados nos 

seus experimentos, sendo atribuídas às mudanças de metodologias e às 

condições de crescimento das plantas. Ou seja, os tratamentos utilizados nesse 

tipo de experimento são muito sutis e, portanto, vários fatores podem interferir nos 

resultados. 

Giro (2011) obteve resultados semelhantes ao do presente trabalho, no 

qual a inoculação da bactéria Burkholderia silvatlantica não promoveu efeito 

significativo na promoção do crescimento das plantas de abacaxizeiro „Vitória‟, 

sendo esse fato atribuído pelo autor, dentre outros fatores, pela presença de 

microrganismos no substrato, que continha vermicomposto, que podem ter 

competido com as bactérias introduzidas. Dessa forma, a ordem em que 

populações endofíticas são inoculadas e se estabelecem na planta pode afetar os 

efeitos da promoção de crescimento, devido, por exemplo, à competição por 

carboidratos (Sturz e Christie 1995, Marques Júnior et a., 2008). 

Portanto, parece existir um equilíbrio entre os microrganismos endofíticos 

e a planta, que em certas condições pode ser desbalanceado, ou seja, reduz-se a 

capacidade de estabelecimento das bactérias no hospedeiro, e 

consequentemente, os efeitos benéficos da interação (Rosenblueth e Martínez-

Romero, 2004). De fato, a presença de bactérias associadas naturalmente às 

plantas nesse experimento, como discutido no tópico anterior, pode ter 

contribuído para a não observação de maior crescimento das plantas bio-

inoculadas em comparação com as plantas que continham apenas a população 

de bactérias associadas naturalmente às plantas. 
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Com relação a B2 (Herbaspirillum seropedicae HRC54), a sua inoculação 

causou efeitos negativos no crescimento das plantas. Alguns microrganismos 

endofíticos que são benéficos podem atuar de maneira contrária, dependendo do 

estágio de desenvolvimento do hospedeiro e suas respostas de defesa, além das 

condições ambientais (Schulz e Boyle, 2005). Van Peer et al. (1990) destacam 

que, com frequência, são encontradas algumas bactérias endofíticas isoladas de 

plantas sadias que inibem o crescimento de tomate. Olivares et al. (1997) 

observaram que a presença de bactérias do gênero Herbaspirillum podem levar à 

formação de mosqueados em folhas de algumas variedades de cana-de-açúcar, 

mas em muitos hospedeiros não tem aparecimento de qualquer tipo de sintoma. 

Dessa forma, a bactéria pode se comportar de diversas maneiras dependendo da 

planta, e como foi observado no presente trabalho, a presença de B2 levou a 

redução na altura e diâmetro do abacaxizeiro. 

Vale a pena destacar que B2 não é uma estirpe nativa do abacaxizeiro 

como B1, e foi isolada de cana-de-açúcar. Isso pode ter contribuído para a 

obtenção dos resultados observados (Figura 5) já que esse tipo de situação 

aumenta a competição com os microrganismos nativos e dificulta o 

estabelecimento e, consequentemente, a observação dos efeitos benéficos 

resultantes da interação simbiótica (Sturz e Christie 1995). 

Se as bactérias, além de promoverem o crescimento das mudas, forem 

eficientes para reduzir estresses abióticos como o estresse hídrico, que é um dos 

problemas enfrentados por plantas micropropagadas durante a aclimatização e 

que também limita o crescimento e a produtividade de culturas no campo, será 

um grande avanço e terá validade para muitas situações, permitindo o melhor 

desenvolvimento vegetal (Barboza et al., 2006, Itzigsohn et al., 2000, Kramer e 

Boyer, 1995). 

 A Figura 6 representa a altura e o diâmetro da roseta do abacaxizeiro 

„Vitória‟ submetido aos respectivos tratamentos no dia do estresse máximo, 24 

dias após o início da imposição da restrição hídrica. Com relação a essa data, o 

mesmo que foi dito para o tempo zero pôde ser observado com relação aos 

tratamentos contendo B1 e os tratamentos controle (não diferiram 

estatisticamente para altura e diâmetro). Ou seja, nem a imposição da restrição 

hídrica e nem a inoculação de B1, causou mudanças nesses parâmetros 

biométricos.  
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Figura 6. Altura (A) e Diâmetro da roseta (B) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido 
aos respectivos tratamentos, no estresse máximo (24 dias após a suspensão da 
irrigação). Cada coluna representa média de 15 repetições. Médias seguidas por 
letras iguais não diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. C – Tratamento controle, sem aplicação de 
bactérias; CRH – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido 
ao estresse hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação 
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
 

 
 
Ainda observando a altura e o diâmetro da roseta (Figura 6), podemos 

notar que embora o tratamento B2 não tenha diferido estatisticamente dos demais 

tratamentos no estresse máximo, o tratamento B2RH apresentou as menores 

médias, diferindo estatisticamente em altura do tratamento B1RH em diâmetro 

dos tratamentos C e B1, reforçando o que foi dito anteriormente com relação à 

influência da inoculação da bactéria B2, em relação à resposta de crescimento, 

além de mostrar o efeito do estresse nas plantas com a presença dessa bactéria. 

O tratamento B1RH não diferiu estatisticamente de nenhum dos 

tratamentos irrigados (Figura 6), assim como o tratamento CRH. Dessa forma, 

não podemos dizer que isso tenha ocorrido devido à inoculação da bactéria, e 

provavelmente, se deve ao crescimento lento do abacaxizeiro e das suas 

características morfológicas e anatômicas que conferem naturalmente a essa 

planta tolerância a condições de falta de água (Cunha, 1999) e, portanto, o 

período de estresse hídrico (24 dias) pode não ter sido suficiente para se observar 

diferenças significativas entre os tratamentos. O mesmo ocorreu para os 

parâmetros área foliar, massa seca de parte aérea e número de folhas (também 

A B 
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no estresse máximo), e, portanto, os dados dessas variáveis não serão 

apresentados e não foi possível realizar melhores discussões nesse sentido. 

Segundo Yang et al. (2009), o termo “Tolerância Sistêmica Induzida” 

designa as mudanças físicas e químicas em plantas, resultantes da interação com 

BPCV, que resultam em aumento na tolerância a doenças, porém, pouco se sabe 

a respeito desse processo com relação a estresses abióticos. Pereyra et al. 

(2006), realizaram estudos nesse sentido, e obtiveram resultados em seu trabalho 

que mostravam esse fato, no qual a inoculação de Azospirillum pode contribuir 

para a proteção de trigo contra o estresse hídrico. Saravanakumar et al. (2011) 

observaram uma maior tolerância ao estresse hídrico nas plantas inoculadas com 

BPCV, representado pelo retardamento no aparecimento de sintomas visuais 

resultantes do estresse. Resultados semelhantes foram encontrados em 

Arabidopsis (Timmusk e Wagner, 1999) e em pimenta e tomate (Mayak et al., 

2004).  Além disso, Egamberdiyeva (2007) relata que os efeitos benéficos da 

interação com BPCV podem ser maximizados em condições desfavoráveis para o 

desenvolvimento das plantas. 

No presente trabalho, os resultados referentes aos parâmetros relativos 

ao crescimento de parte aérea (Figura 6) não traduziram que a presença das 

bactérias induziu algum tipo de tolerância ao estresse hídrico em relação às 

plantas controle, como nos trabalhos dos autores citados no parágrafo anterior. 

Entretanto, resultados interessantes nesse sentido foram observados no sistema 

radicular. 

Na figura 7, têm-se as médias dos valores, coletados no dia do estresse 

máximo de massa seca de raiz (MSR). Pode-se observar que os tratamentos 

contendo B2 e o tratamento C apresentaram os menores valores. Além disso, 

podese notar que não houve diferença significativa entre os dois tratamentos 

contendo B1, assim como entre os tratamentos contendo B2. Também pode-se 

ver que o tratamento CRH apresentou a maior média dentre os tratamentos, 

sendo significativamente diferente do tratamento C e dos tratamentos B2 e B2RH.  
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Figura 7. Massa Seca de Raiz (MSR) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos 
respectivos tratamentos no dia do estresse máximo (24 dias após a suspensão da 
irrigação). Cada coluna representa média de 10 repetições. Médias seguidas por 
letras iguais não diferem estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – 
Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; 
B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; 
B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e 
submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 

 
 
 
Quando as plantas estão sob estresse, o desenvolvimento das raízes é 

fundamental para a sobrevivência da planta (Burkart et al., 2004). O ABA 

produzido nas raízes, em decorrência do estresse, inibe a síntese de etileno, 

permitindo o maior crescimento radicular em condições de baixa disponibilidade 

hídrica, sendo uma estratégia de defesa da planta que permite explorar maior 

área de solo em busca de água (Sharp e Lenoble, 2002), o que explica a maior 

média de MSR observada para o tratamento CRH (Figura 7). 

As raízes podem ter o seu padrão de crescimento alterado pela 

colonização bacteriana, podendo ocorrer, por exemplo, um estímulo ao seu 

crescimento, aumentando o número de raízes laterais (Belimov et al., 2007, Long 

et al., 2008). Segundo Cassan et al. (2001), esse processo ocorre por meio de 

modificações no balanço hormonal.  

Alterações no crescimento radicular podem aumentar a absorção de 

água, refletindo no crescimento da parte aérea, fazendo com que as BPCV sejam 

responsáveis pela redução dos efeitos deletérios do estresse hídrico (Casanova 
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et al., 2002). Um mecanismo que pode promover a tolerância a estresses 

abióticos é a presença da ACC deaminase bacteriana, que impede que haja a 

produção de etileno nas raízes, mantendo o crescimento radicular (Belimov et al., 

2009, Glick et al., 1998), sendo esse processo já relatado para a bactéria B. 

silvatlantica (Onofre-Lemus et al., 2009, Perin et al., 2006). Também já foi 

relatada a presença de genes que codificam ACC deaminase em bactérias 

Herbaspirillum seropedicae (Zhu et al., 2012). Além disso, o crescimento das 

raízes e o estímulo à produção de raízes laterais podem ser estimulados pela 

produção de ácido indol acético – AIA, algo já observado para bactérias do 

gênero Herbaspirillum e Burkholderia (Adesemoye, et al., 2008, Bastián et al., 

1998, Gyaneshwar, et al., 2002, Mantelin e Touraine, 2004, Luvizotto, et al., 

2008).  

Dessa forma, esperava-se que os tratamentos B1 e B2 apresentassem 

maior MSR do que o tratamento C, devido às propriedades listadas no parágrafo 

anterior. Por meio da Figura 7, vemos que isso não ocorreu com relação a B2, 

entretanto, pode-se observar que os tratamentos contendo B1, apresentaram 

essa tendência, tendo maiores médias do que o tratamento C e B2, apesar de 

não existir diferença estatística entre eles. Ou seja, pode ter havido ou maior 

produção de auxinas ou alguma redução na síntese do etileno, devido à presença 

de B1 e da ACC deaminase bacteriana, culminando no maior crescimento 

radicular. 

Além disso, a inoculação das duas bactérias alterou o padrão de 

crescimento das raízes em resposta ao estresse hídrico, pois a presença de 

ambas não levou a um aumento nos valores de MSR nos tratamentos B1RH e 

B2RH, em relação a B1 e B2, respectivamente, como ocorreu para o tratamento 

CRH em comparação com C (Figura 7). Portanto, o tratamento CRH respondeu 

mais prontamente e de maneira esperada aos efeitos do estresse imposto nesse 

experimento, culminando no maior crescimento radicular, provavelmente pela 

inibição da síntese de etileno devido ao aumento na concentração de ABA pela 

ocasião do estresse hídrico. Como os tratamentos inoculados e submetidos ao 

déficit hídrico apresentaram médias estatisticamente iguais aos respectivos 

tratamentos irrigados, sugere-se que essas plantas tenham apresentado 

tolerância ao estresse ou sofrido menos aos efeitos deletérios do estresse. No 

caso do tratamento B1RH, isso se deve ao maior crescimento radicular pela 
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presença da bactéria, reduzindo o efeito prejudicial da ausência de água. O 

tratamento B2RH, da mesma forma, teve o seu padrão de crescimento em 

resposta ao estresse alterado, também provavelmente devido a mudanças 

hormonais, entretanto, nesse caso, o desenvolvimento do sistema radicular foi 

menor. 

Outro fator que deve ser destacado é que a presença de BPCV induz a 

produção de raízes laterias (Belimov et al., 2007, Long et al., 2008) que, 

consequentemente, são mais finas e têm menor contribuição para a MSR. Dessa 

forma, pode-se supor que as plantas inoculadas, principalmente com B2, podem 

ter investido mais na produção de raízes laterais, pela alteração no padrão de 

crescimento radicular e, portanto, foram observados menores valores de MSR. 

Além disso, a presença de pelos radiculares pode ter facilitado a absorção de 

água, deixando as plantas menos suscetíveis ao estresse.  

Portanto, B1 apresenta potencial para ser utilizada para melhorar a 

adaptação de mudas de abacaxizeiro micropropagadas durante a aclimatização, 

pois, como se sabe, mudas micropropagadas possuem reduzido desenvolvimento 

do sistema radicular, e esse se apresenta com poucos pelos (Preece e Sutter, 

1991). Assim, apesar de não ter promovido incrementos significativos no 

crescimento da parte aérea, há a tendência a uma maior produção de raízes, o 

que pode facilitar o estabelecimento das mudas a condição ex vitro e facilitar a 

absorção de água e nutrientes. 

Por fim, quando se fala em aclimatização de mudas, deseja-se que as 

plantas atinjam o mais rápido possível o tamanho ideal para que sejam levadas a 

campo, reduzindo os custos da técnica (Fuentes et al., 2007, González-Olmedo et 

al., 2005, Read e Fellman, 1985). Desse ponto de vista, o retardamento do 

crescimento observado devido à utilização de B2 pode ser um ponto negativo 

para a sua utilização em mudas de abacaxizeiro. Entretanto, sendo comprovada a 

sua atuação no sentido de amenizar os efeitos deletérios do estresse hídrico, sua 

utilização pode ter papel importante na aclimatização de mudas de abacaxizeiro, 

reduzindo inclusive a mortalidade de plantas pela perda excessiva de água 

(Barboza et al., 2006). 
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4.3 – Teores de Nutrientes Minerais 

 

Algumas propriedades, além da FBN, fazem com que as BPCV 

mantenham a nutrição da planta em níveis adequados, como por exemplo, a 

solubilização e aumento na absorção de fosfato, produção de sideróforos, 

aumento de absorção de nitratos pelas plantas e estímulo à produção de pelos 

radiculares (Gyaneshwar et al., 2002, Kloepper et a., 2007, Mantelin e Touraine, 

2004, Yang et al., 2009). 

A alteração no padrão de absorção de nutrientes pode se dar tanto pelo 

estímulo ao crescimento das raízes e o maior surgimento de pelos radiculares, 

pela produção de fitohormônios (Kloepper, et al., 2007) como devido à ativação 

da bomba de prótons ATPase (Mantelin e Touraine, 2004). 

A preocupação em se obter maiores informações a respeito se deve a 

necessidade de se buscar alternativas a utilização de adubação mineral, tanto do 

ponto de vista ambiental, como econômico e também devido à importância que 

esses nutrientes têm para o desenvolvimento das culturas. 

O nitrogênio (N) é um dos nutrientes minerais mais importantes para as 

plantas, e é considerado o principal componente de aminoácidos, proteínas, 

ácidos nucleicos, clorofilas e coenzimas, sendo um nutriente fundamental no 

processo de aclimatização de abacaxizeiro (Raven et al., 2007, Ribeiro et al., 

2011). 

De acordo com Raven et al. (2007), o fósforo (P) faz parte de compostos 

fosfatados (ATP e ADP), ácidos nucleicos, coenzimas e fosfolipídios. Malézieux e 

Bartholomew (2003) relatam que o abacaxizeiro é pouco exigente em fósforo, e a 

importância deste nutriente para a planta é principalmente na fase de 

diferenciação floral e no desenvolvimento do fruto. 

O potássio (K) é um nutriente que está envolvido na abertura e 

fechamento dos estômatos, regula a osmose e balanço iônico, além de ser um 

ativador de enzimas (Raven et al., 2007). Paula et al. (1991) relatam que a 

deficiência de potássio pode levar a perdas na produção e qualidade do fruto, 

devido à grande importância desse elemento ao abacaxizeiro. Segundo Malézieux 

e Bartolomeu (2003) a deficiência de K+ pode reduzir a fotossíntese, o 

crescimento da planta e o rendimento do fruto. 
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O cálcio (Ca) é o principal componente da parede celular e o movimento 

deste nutriente para a parte aérea é favorecido pela transpiração (Raven et al., 

2007). Durante a fase de aclimatização, a absorção de Ca é feita pelas raízes 

novas, daí a importância de se ter um bom espaço físico no recipiente de cultivo 

para que haja um bom volume radicular. Como a maior parte do Ca está na 

estrutura da parede celular, este nutriente tem uma baixa mobilidade, por isso 

quando em deficiência, os sintomas aparecem nas folhas novas (Raven et al., 

2007). 

O magnésio (Mg) é componente presente na molécula de clorofila. Esse 

nutriente ativa um grande número de enzimas, e facilita a absorção de outros 

nutrientes, principalmente o P. Quanto maior a concentração de Mg próxima à 

raiz, maior será a sua absorção (Raven et al., 2007). Por ser componente da 

clorofila, a deficiência de Mg poderá reduzir a concentração deste pigmento 

fotossintético, reduzindo a fotossíntese e, possivelmente, o crescimento da planta 

(Malézieux e Bartholomew, 2003). 

Diversos trabalhos foram realizados no sentido de estudar a influência da 

presença de bactérias endofíticas em relação à nutrição mineral de plantas. A 

utilização de BPCV em associação com Triticum aestivum permitiu a redução em 

25% na quantidade de fertilizante do tipo NPK usualmente utilizado para a cultura 

(Shaharoona et al., 2008). Resultados similares foram encontrados para tomate 

por Hernandez e Chailloux (2004), para trigo por Sala et al. (2007),e para cereais 

em condição de estresse hídrico por Creus et al. (2004) e em alface nas mesmas 

condições por Vivas et al. (2003). Baldotto et al. (2010) observaram incrementos 

no teor do nutrientes minerais em abacaxizeiro „Vitória‟ inoculado com bactérias 

do gênero Burkholderia.  O gênero Herbaspirillum também é conhecido pela sua 

capacidade de promover incrementos no teor de nutrientes minerais (Kennedy et 

al., 2004). Silva (2013) obteve incrementos nos teores de N, S e K em 

abacaxizeiro „Vitória‟ em resposta à aplicação conjunta de Burkholderia 

silvatlantica e Herbaspirillum seropedicae. 

Apesar das bactérias utilizadas no presente trabalho apresentarem 

características como a fixação biológica de nitrogênio (FBN) e solubilização de 

fosfato (Bastían, et al, 1998, Jiang e Hartung, 2008), esse incremento nutricional 

não foi obtido, como pode ser observado na Figura 8, que representa o teor de 

nutrientes foliar no abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos diferentes tratamentos. 
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Não houve influência dos tratamentos (inoculação das bactérias e imposição do 

estresse hídrico) no teor dos nutrientes avaliados (N, P, K, Ca e Mg). 
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Figura 8. Teores foliar de Nitrogênio (A), Potássio (B), Fósforo (C), Cálcio (D) e 
Magnésio (E) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetidos aos respectivos tratamentos, 
no dia do estresse máximo (24 dias após a suspensão da irrigação). Cada coluna 
representa média de 3 repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem 
estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C – 
Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – Tratamento controle, 
sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao 
estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 

A 
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 Os resultados encontrados podem ser explicados com base na literatura 

existente. Engamberdiyeva (2011) observou aumentos significativos nos teores de 

nutrientes foliares em milho em resposta à inoculação de BPCV apenas em solos 

pobres do ponto de vista nutricional. Sala et al. (2008) ao trabalharem com trigo 

inoculado com BPCV no campo obtiveram resultados menos expressivos com 

relação ao status nutricional das plantas, quando comparado com o trabalho 

realizado com substrato autoclavado em casa de vegetação que, 

consequentemente, apresentava uma carga menor de microrganismos nativos. 

Assim, a realização das adubações, o fato do substrato utilizado no presente 

experimento não ser inerte, e apresentar consideráveis quantidades de nutrientes 

(Quadro 2) e a presença de BPCV diazotróficas endofíticas associadas 

naturalmente às plantas controle que podem ter auxiliado em processos como a 

FBN, contribuíram para a não obtenção de diferenças significativas nos teores de 

nutrientes foliares avaliados (Figura 8). 

Pouco se sabe a respeito dos teores de macronutrientes que são 

satisfatórios para o desenvolvimento de mudas de abacaxizeiro durante a 

aclimatização. Couto (2011) obteve rápido crescimento de mudas de abacaxizeiro 

„Vitória‟ durante a aclimatização, com mudas que apresentavam os seguintes 

teores (em g.Kg-1) de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente: 10,80; 2,55; 30,55; 5,94; 

4,83. Obviamente, existem diversos fatores que impedem comparações mais 

precisas, como por exemplo, a idade das plantas e condições de cultivo. 

Entretanto, podemos notar que com exceção do K, os valores não são 

discrepantes dos obtidos neste trabalho (Figura 8).  

Somando-se o fato de que os tratamentos não diferiram estatisticamente 

nos teores de nutrientes avaliados, podemos então dizer que os resultados 

descritos até aqui e os que estão por serem discutidos nos tópicos subsequentes 

não se devem à influência de disponibilidade de nutrientes no substrato e 

absorção pelas plantas. 
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4.4 - Capacidade fotossintética: 

 

4.4.1 - Trocas Gasosas: 

 

O metabolismo CAM envolve uma separação temporal entre a absorção 

noturna do CO2 e sua fixação pela PEPC no citosol. Nesse processo ocorre a 

formação do malato e seu armazenamento no vacúolo à noite, e durante o dia, há 

a descarboxilação desse ácido para a liberação do CO2, que é refixado pela 

Rubisco no cloroplasto para a produção de carboidratos (Drennan e Nobel, 2000).  

 A Figura 9 representa os valores das medições realizadas no período da 

manhã da taxa fotossintética líquida (Amanhã), condutância estomática (gs manhã), 

transpiração (Emanhã) e déficit de pressão de vapor entre a folha e o ar (DPVfolha-ar 

manhã) ao longo do período de estresse hídrico. Podemos notar que houve muita 

alternância entre os valores e tratamentos ao longo do tempo.  Isso se deve à 

grande oscilação nas condições climáticas ao longo do período de avaliação das 

trocas gasosas, como podemos observar na Figura 3. Como foi destacado por 

Malézieux et al. (2003), Neivola et al. (2005) e Zhu et al. (2005), a resposta em 

relação à assimilação de CO2 e, consequentemente, os valores obtidos nas 

medições de trocas gasosas em plantas de abacaxizeiro são extremamente 

influenciadas pelas condições ambientais. 

 
 



 
 

 

 
 

Figura 9. Valores matinais da: taxa fotossintética líquida (A), condutância estomática (B), transpiração (C) e déficit de pressão de vapor 
entre a folha e o ar (D) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos respectivos tratamentos.  Cada símbolo representa média de 4 
repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. As setas indicam o momento da reirrigação. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – Tratamento 
controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – 
Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
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A influência das BPCV nas trocas gasoas em plantas vem sendo 

estudada em diversas culturas, e resultados promissores foram encontrados, no 

sentido dessas aumentarem a fotossíntese líquida. Zhang et al. (2008) 

observaram incrementos na atividade fotossintética em Arabidopsis em resposta à 

inoculação bacteriana. Canellas et al. (2012) obtiveram incrementos na taxa 

fotossintética em resposta à inoculação de Herbaspirillum seropedicae em plantas 

de milho. Resultados semelhantes não foram vistos no presente trabalho, como 

se pode observar no gráfico referente à Amanhã (Figura 9-A), no qual nota-se que, 

com excessão de alguns poucos dias, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos irrigados. O mesmo pode ser dito para os tratamentos não-irrigados.  

Osmond (1978) afirma que a contribuição da fase II para a fixação do 

carbono atmosférico é muito baixa, variando de 1 a 3% do total em plantas de 

abacaxi mantidas em condições controladas. Entretanto, o trabalho de Couto 

(2012) mostra que esses valores podem ser mais substanciais para o 

desenvolvimento da planta do que afirma o primeiro autor. Ao avaliar as trocas 

gasosas em abacaxizeiro „Vitória‟ e „IAC Fantástico‟, Couto (2012) obteve valores 

de taxa de A significativamente maiores para a cultivar „Vitória‟, e isso refletiu no 

maior crescimento das mudas durante a aclimatização. Além disso, segundo 

Malézieux et al. (2003), as condições ambientais podem alternar a extensão e a 

duração das 4 fases do metabolismo CAM, tendo efeito direto na contribuição da 

fase II para a assimilação do carbono atomosférico para as plantas. 

Os resultados de Amanhã obtidos no presente experimento (Figura 9 A) 

para os tratamentos irrigados são superiores aos obtidos para abacaxizeiro por 

Keller e Luttge (2005), por Aragón et al. (2012) e por Couto (2012), provavelmente 

devido ao fato das mudas serem mais velhas, sendo que quando as avaliações 

iniciaram, as mudas tinham cerca de 120 dias de aclimatização, enquanto que os 

demais autores avaliaram no máximo até 75 dias. Entretanto, os valores não se 

compararam aos obtidos por plantas C3, que podem chegar a 25 µmol CO2 m
-2s-1, 

como destacado por Aragón et al. (2012). De acordo com Côte (1988), isso se 

deve ao fato da difusão de gás nas folhas de abacaxizeiro ser baixa, mesmo 

quando os estômatos estão amplamente abertos. 

Plantas CAM quando submetidas a estresse hídrico, tem a sua 

fotossíntese líquida diurna cessada (Kluge e Ting, 1978, Malézieux et al., 2003). A 

velocidade com que a fotossíntese diurna cessa em plantas de abacaxizeiro, em 
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decorrência ao estresse hídrico, muda com a idade da planta, sendo que de 

acordo com Côte et al. (1993), isso pode variar de 4 a 15 dias, sendo maior a 

persistência da assimilação quanto maior for a planta. Observando a Figura 9 (A), 

notamos que o tratamento CRH foi o que primeiro apresentou valores médios 

significativamente menores do que todos os tratamentos irrigados, algo que 

ocorreu a partir dos 16 dias de estresse, sendo que os valores de Amanhã estavam 

bem próximos de zero, corroborando, portanto, com Côte et al. (1993). Porém, 

não havia diferença significativa entre esse tratamento e os demais tratamentos 

não-irrigados.  

Muitos trabalhos mostraram em diferentes culturas os efeitos benéficos da 

presença das BPCV na tolerância ao estresse hídrico, como em trigo (Creus et 

al., 2004, Pereyra et al., 2006, Chakraborty et al., 2013), envilha (Saravanakumar 

et al., 2011), Arabidopsis (Timmusk e Wagner, 1999), pimenta e tomate (Mayak et 

al., 2004), alface (Kohler et al., 2008), milho (Casanovas et al., 2002) e feijão 

(Figueiredo et al., 2008). Essa tolerância reflete nos valores de trocas gasosas. 

Han e Lee (2005) observaram aumentos na taxa fotossintética devido à 

inoculação de BPCV em alface submetida a estresse hídrico. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Vivas et al. (2003), para mesma cultura. Por fim, 

as BPCV parecem conferir tolerância também a outros estresses abióticos, 

refletindo nos valores de trocas gasosas. Amor e Cuadra-Crespo (2012) 

observaram maiores taxas fotossintéticas em plantas de pimenta inoculadas com 

BPCV submetidas a estresse salino.  

Como pode-se observar na Figura 9 (A), após a reirrigação, Amanhã do 

tratamento B2RH aumentou consideravelmente, apresentando média 

estatisticamente igual aos tratamentos irrigados e maior que o tratamento CRH, 

que por sua vez não mostrou tal recuperação.  O tratamento B1RH também 

mostrou uma pequena recuperação em virtude da reirrigação, apresentando 

média estatisticamente igual ao tratamento B1. O resultado dois dias após a 

reirrigação mostra que, apesar de não ter ficado evidente nas demais avaliações, 

a inoculação das duas bactérias, principalmente B2, induziu tolerância ao 

estresse hídrico, como os trabalhos citados no parágrafo anterior.  

Além disso, a fixação diurna do carbono é comumente reduzida por 

alguns dias de déficit hídrico, mas ela rapidamente é retomada com a reirrigação 

(Herrera et al., 1991; Zotz e Winter, 1993), algo não observado para o tratamento 



66 
 

 

CRH. Este fato mostra que o nível de estresse experimentado pelas plantas do 

tratamento CRH causou efeitos deletérios mais relevantes, já que as plantas não 

retomaram os valores de Amanhã, diferente do que ocorreu com as plantas 

inculadas, principalmente com B2RH, reforçando os efeitos benéficos da 

inoculação bacteriana. 

Na discussão a respeito dos valores de MSR feitas no tópico 4.2, conclui-

se que a presença das duas bactérias pode ter conferido algum tipo de tolerância 

ao estresse hídrico. Porém, ficou claro que o mecanismo utilizado por B2 foi 

diferente do apresentado por B1, já que as raízes daquelas tinham as menores 

médias de MSR, assim como outros parâmetros, como altura e diâmetro da 

roseta (Figuras 5 e 6). Portanto, resta elucidar os motivos que fizeram com que a 

inoculação, principalmente de B2, resultasse em uma pronta recuperação devido 

à reirrigação, já que B1 parece ter atuado no sentido de aumentar o crescimento 

radicular, facilitando a absorção de água. 

Sabe-se que o estresse hídrico pode causar prejuízos metabólicos como 

a redução na atividade da Rubisco (Bota et al., 2004). Entretanto, esse evento 

não necessariamente ocorre de maneira proporcional à redução da taxa 

fotossintética. De acordo com Flexas et al. (2006), o decréscimo na fotossíntese 

durante o estresse hídrico provavelmente não ocorre em decorrência de queda na 

atividade da Rubisco. Além disso, segundo Ennahli e Earl (2005) a manutenção 

da atividade dessa enzima pode ser importante para a recuperação da 

fotossíntese em decorrência da reirrigação. Dessa forma, a rápida e acentuada 

recuperação das plantas inoculadas com B2 pode se dever a esse fato. Ou seja, 

pode-se supor que a presença de B2, e até mesmo de B1 (que também 

apresentou uma pequena recuperação), evitou maiores danos a níveis 

bioquímicos. Consequentemente, quando as plantas foram reirrigadas 

apresentaram uma rápida retomada na taxa de assimilação de CO2, a valores 

estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados, devido à maior integridade da 

Rubisco.  

Entretanto, parecem haver mais fatores envolvidos no processo, pois 

existem diversos outros mecanismos descritos que fazem com que as BPCV 

tenham a capacidade de conferir tolerância ao estresse hídrico e que mostram a 

necessidade de realização de novos estudos para melhores explicações. Para 

Creu et al. (2004) esse fato está relacionado a incrementos no conteúdo de água, 



67 
 

 

no teor relativo de água, no potencial hídrico e fração de água no apoplasto. 

Conrath et al. (2006) associam a um acúmulo de proteínas de sinalização, 

produzidas devido à presença da bactéria, que se tornam ativas quando a planta 

é exposta a algum tipo de estresse hídrico.  

Outras duas situações que são importantes na proteção de plantas contra 

estresse hídrico e que já foram associadas com a presença de BPCV são: a 

produção de enzimas antioxidantes como a catalase e a consequente remoção de 

radicais livres que previnem contra danos às membranas (Chakraborty et al., 

2013, Dimpka et al., 2009, Gururani et al., 2012, Kasim, et al., 2013, Kohler et al., 

2008, Saravanakuma et al., 2011); e o acúmulo de prolina, glicina betaina e outros 

osmólitos, que podem atuar no ajuste osmótico e manter o potencial hídrico das 

plantas sobre situações de estresse (Bowler et al., 1992, Gururani et al., 2012, 

Hanson et al., 1979).  

De acordo com Belimov et al. (2009), a presença da ACC-deaminase 

bacteriana e a consequente redução na produção de etileno, além de permitirem 

um maior crescimento em plantas, podem proporcionar tolerância a estresses 

abióticos em plantas hospedeiras. Por fim, de acordo com Kasim et al. (2013), a 

presença das BPCV pode aumentar a produção de genes relacionados com o 

estresse hídrico e, consequentemente, promover tolerância às condições de 

estresse. 

Apesar de todas essas possibilidades, fica claro que ocorreram alterações 

de ordem física, química e/ou biológica desconhecidas nas plantas devido à 

interação com a bactéria (B2), causando uma “Tolerância Sistêmica Induzida” 

(Barriuso et al., 2008, Yang et al., 2009). A introdução de B2, que não é nativa do 

abacaxizeiro, pode ter causado algum efeito negativo brando nas plantas, como 

relatado na literatura, que pode ocorrer com bactérias endofíticas que são 

benéficas para algumas culturas (Schulz e Boyle, 2005). Isso pode ter 

desencadeado reações no abacaxizeiro, como uma espécie de rustificação que, 

embora tenha causado efeitos negativos no crescimento, o deixou menos 

susceptível a intempéries, como o estresse hídrico. 

Na Figura 9 (B e C), pode-se notar que, de maneira geral, gs manhã e Emanhã 

acompanharam o mesmo padrão observado para Amanhã. Ou seja, com poucas 

exceções, não houve diferença significativa entre os valores dos tratamentos 

irrigados. O mesmo pode ser dito para os tratamentos não-irrigados. Como 
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esperado, a redução em Amanhã dos tratamentos estressados, foi acompanhada 

pela redução na gs manhã e na Emanhã. Resultados semelhantes foram encontrados 

por Zhu et al. (2005), que observaram em seu trabalho uma grande redução na 

condutância estomática em função do estresse hídrico, que resultou na acentuada 

queda na fotossíntese no período diurno. Esse processo é algo comum em 

plantas CAM e bastante relatado por diversos autores (Kluge e Ting, 1978; 

Winter, 1985; Winter et al., 1992; Côte et al., 1993).  

Em situações de estresse, talvez o primeiro evento que possa ocorrer na 

planta é a síntese de ABA nas raízes e consequente transporte para as folhas que 

resulta em fechamento estomático (Hartung et al., 1990). Esse fechamento 

estomático, apesar de aumentar a eficiência do uso da água, pois reduz a 

transpiração, também limita a entrada de CO2 atmosférico, restringindo a 

fotossíntese (Taiz e Zeiger, 2013; Faria et al., 1996).  

Segundo Côte et al. (1993), no abacaxizeiro os ritmos da condutância 

estomática e da transpiração estão fortemente relacionados com o ritmo de 

absorção do CO2 atmosférico. Alguns trabalhos mostraram que o aumento na 

fotossíntese é acompanhado por aumentos nos valores de condutância 

estomática e transpiração em resposta à inoculação de BPCV como, por exemplo, 

em milho (Canellas et al., 2012), em pimenta (Amor e Cuadra-Crespo, 2012) e em 

alface (Han e Lee, 2005, Vivas et al, 2003). No presente trabalho, como dito 

anteriormente, isso não ficou nítido ao longo do período de estresse.  

Com relação aos dados de recuperação (Figura 9 A, B e C), houve uma 

tendência a um aumento em gs manhã e na Emanhã de todos os tratamentos, inclusive 

os irrigados, porém, apenas o tratamento B2RH apresentou o notável incremento 

na média dos valores de Amanhã em resposta à maior gs manhã, o que reforça ainda 

mais a sua recuperação em resposta à retomada do fornecimento de água. O 

tratamento CRH, apesar de ter apresentado maiores valores de gs manhã e de 

Emanhã, não alterou Amanhã na mesma proporção, o que torna mais destacada a sua 

ineficiência na recuperação, e o fato de que a recuperação de B2RH não está 

associada apenas a efeitos estomáticos e pode sim estar relacionado a eventos 

bioquímicos, como a atividade da Rubisco, pois do contrário, todos os tratamentos 

deveriam ter mostrado tal incremento em Amanhã, como B2RH. 

É sabido que o fechamento estomático leva à redução na transpiração 

foliar e, consequentemente, ocorre um aumento na temperatura das folhas e no 
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DPVfolha- ar (Nobel, 1991). Tal relação não foi observada no presente trabalho, 

como pode-se notar por meio da Figura 9 (D), na qual se vê que não foi 

observada diferença estatística entre os tratamentos durante todo o período de 

avaliação. Entretanto, a tendência ao aumento na gs manhã e na Emanhã dois dias 

após a reirrigação, resultou em uma tendência à redução no DPVfolha-ar manhã em 

todos os tratamentos. 

A ausência de resposta do DPVfolha-ar manhã em relação à imposição do 

estresse ou aplicação das bactérias, pode ser explicada pelas características 

anatômicas das folhas, com grandes quantidades de tricomas granulares e 

escamiformes, que permitem a temperatura foliar constante com o tempo (Aubert, 

1973, Barboza et al., 2006, Batagin et al., 2009, Malézieux et al., 2003). 

Desde que as reações bioquímicas do metabolismo CAM foram 

elucidadas, as suas consequências fisiológicas em plantas terrestres têm sido 

reconhecidas como uma melhoria do desempenho fotossintético em ambientes 

com limitações hídricas (Ranson e Thomas, 1960). Uma das características de 

plantas CAM é a sua plasticidade metabólica que é afetada pelas condições 

ambientais (Cushman e Bohnert, 1999). Dessa forma, plantas CAM podem 

maximizar o seu crescimento utilizando o metabolismo C3 em períodos de maior 

suplemento hídrico, mas podem também alternar para o CAM para reduzirem as 

perdas de água pela transpiração, enquanto mantêm a integridade fotossintética 

durante dias de baixa disponibilidade de água, resultando em maior eficiência no 

uso da água, já que essa é duas vezes maior na fase noturna do que no período 

diurno (Côte et al., 1993, Cushman et al., 2002). Ou seja, como resultado da 

assimilação noturna do CO2 atmosférico ocorre uma maior manutenção da água 

em relação a plantas C3, ao passo que o primeiro processo ocorre em horários de 

menor demanda evaporativa e maior gradiente de concentração de CO2 entre o ar 

e a folha (Winter e Smith, 1996). 

A Figura 10 representa os valores das trocas gasosas mensuradas no 

período noturno. Como pode-se ver, de maneira geral, não houve diferença 

estatística para esses parâmetros ao longo do tempo, na maioria dos dias 

avaliados. Assim, pode-se dizer que a aplicação dos tratamentos (aplicação de 

bactérias e estresse hídrico) não alterou esses parâmetros.



 

 

 

 
 
 

Figura 10. Valores noturnos da: taxa fotossintética líquida (A), condutância estomática (B), transpiração (C) e déficit de pressão de vapor 
entre a folha e o ar (D) do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido os respectivos tratamentos.  Cada símbolo representa média de 4 repetições. 
Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As 
setas indicam o momento da reirrigação. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – Tratamento controle, sem 
aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; 
B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com 
inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e 
submetido ao estresse hídrico. 
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A ausência de diferenças significativas em A mensurada nos dois 

períodos, em parte explica os parâmetros de crescimento que não diferiram 

estatísticamente, principalmente em relação aos tratamentos contendo B1 e os 

não-inoculados, como discutido no tópico 4.2. Entretanto, os valores 

significativamente menores dos tratamentos contendo B2 para alguns parâmetros 

de crescimento como, altura, diâmetro da roseta e MSR, não podem ser 

atribuídos à menor assimilação do carbono. 

Zhu et al. (2005) observaram as 4 fases típicas de plantas CAM 

constitutiva em seus experimentos com abacaxizeiro. Quando os mesmos autores 

impuseram estresse hídrico nas plantas, puderam notar que houve uma redução 

muito mais lenta na assimilação noturna do CO2 do que na diúrna, sendo que 

passados 15 dias da aplicação do estresse hídrico, a condutância estomática 

estava próxima de zero no período diurno, e o máximo de abertura era 

encontrado ao final do período noturno. Zhu et al., (2005) notaram também, após 

30 dias do início do estresse hídrico, que ainda existia considerável assimilação 

noturna de CO2, mostrando que a fase I do metabolismo CAM em abacaxi é 

menos sensível ao estresse hídrico. Resultados semelhantes foram observados 

no presente trabalho. Ou seja, a imposição do estresse reduziu gs manhã e, 

consequentemente, Amanhã e Emanhã dos tratamentos não-irrigados (Figura 9), 

porém o estresse não causou alterações nos parâmetros mensurados à noite 

(Figura 10).  

De fato, a taxa de assimilação do carbono noturna não é afetada no início 

do estresse hídrico, podendo ocorrer inclusive um aumento nesse valor no 

começo da fase I nos primeiros dias de imposição da restrição hídrica (Zhu, 

1996). Porém, esse fato não foi observado no presente trabalho, já que não 

existiu diferença estatística entre os tratamentos irrigados e não-irrigados. 

Todavia, sendo o estresse prolongado pode haver sim uma redução nos 

valores de trocas gasosas noturnas, até chegar ao ponto em que a fixação 

noturna do carbono cessa totalmente, podendo as plantas continuarem fixando o 

CO2 proveniente da respiração (Malézieux et al., 2003). A fixação noturna do CO2 

e/ou a reciclagem do CO2 proveniente da respiração pode ajudar a manter um 

balanço de carbono positivo (ou pelo menos evitar a perda de C) em condições de 

estresse (Herrera, 2009). Zhu et al (1995) observaram que o estresse hídrico 

prolongado resultou em pronunciada queda na condutância estomática e, 
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consequentemente, na fotossíntese líquida no período notuno. Dessa forma, o 

período de estresse hídrico imposto no presente trabalho não foi suficiente para 

observar semelhantes reduções. 

Geralmente, a proporção de CO2 que é fixado à noite por plantas de 

abacaxizeiro propagadas in vitro aumenta progressivamente à medida em que a 

planta vai aumentando o seu peso fresco durante a aclimatização, sendo que 

esse valor pode corresponder a 2/3 do total do carbono fixado (Côte, 1988, Côte 

et al., 1993). 

Em condições de estresse, essa proporção pode ser ainda maior. De 

acordo com Côte et al. (1993), sob estresse hídrico, a maior parte do CO2 é fixado 

durante à noite em plantas CAM. Esse detalhe foi observado no presente trabalho 

(Figuras 10 e 11), pois apesar dos valores de Anoite terem permanecido constantes 

ao longo do estresse, houve a redução nos valores diurnos, consequentemente 

aumentando a proporção com que Anoite contribuía para o processo. O dia do 

estresse máximo mostra bem essa questão, no qual a média de Anoite para os 

tratamentos não-irrigados ficaram em torno de 1,43 µmol CO2 m
-2 s-1, enquanto 

que os valores de Amanhã estavam em torno de 0,46 µmol CO2 m
-2 s-1. Além disso, 

vale lembrar que de acordo com Osmond (1978), a extensão da fase I é muito 

maior do que a fase II, principalmente em condições de estresse hídrico, 

aumentando a sua contribuição para a fotossíntese (Malézieux et al., 2003). 

A reirrigação dos tratamentos reduziu essa maior contribuição de Anoite do 

tratamento B2RH, principalmente quando comparado com CRH, que por sua vez 

aumentou suas taxas transpiratórias, apresentando consequentemente, uma 

redução na eficiência no uso da água.  

Em suma, os resultados de recuperação das trocas gasosas, 

principalmente da fotossíntese líquida após a reirrigação (Figura 9 e 10), aliados  

às alterações na MSR (Figura 7, ítem 4.1), mostram o potencial das duas 

bactérias em induzir tolerância ao estresse hídrico em abacaxizeiro. Em se 

tratando de aclimatização de plantas, as dúvidas que se tinham em relação à 

utilização de B2 nessa situação, devido a efeitos negativos em alguns parâmetros 

de crescimento, podem ser amenizadas, pois ela pode ter papel importante 

quando se fala em redução do estresse hídrico no qual as mudas são submetidas 

durante a aclimatização, podendo resultar em benefícios como uma redução na 
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taxa de mortalidade de mudas, que é um grande problema da micropropagação 

(Barboza et al., 2006, Sutter e Hutzell, 1984). 

 

4.4.2 - Determinação da Composição Isotópica do Carbono 

 

Um dos critérios para avaliar a operação do metabolismo CAM é o valor 

da composição isotópica do 13C da massa seca de órgãos fotossintetizantes 

(Winter e Holtum, 2002). As plantas CAM podem ter valores de δ13C 

intermediários entre os de plantas C3 e C4. Em plantas CAM que fixam o CO2 à 

noite via PEPC, o δ13C é semelhante ao de plantas C4 (menos negativos). 

Entretanto, quando algumas plantas CAM são bem hidratadas, elas podem fixar o 

carbono diretamente via Rubisco, e sob tais condições, a composição isotópica 

desloca-se mais na direção de plantas C3 (mais negativos) (Taiz e Zeiger, 2013). 

Isso se deve ao fato de que a Rubisco tem um valor de discriminação intrínseco 

contra 13C muito maior do que a PEPC (Farquahar et al., 1989). 

A Figura 11 representa os valores de δ13C do abacaxizeiro „Vitória‟ sob os 

diferentes tratamentos no dia do estresse máximo. Esperava-se que, devido às 

reduções em resposta ao estresse em Amanhã dos tratamentos não-irrigados 

(Figura 9-A), que os valores de δ13C desses estivessem menos negativos do que 

os obtidos para os tratamentos irrigados, devido à redução da contribuição do 

metabolismo C3 nos tratamentos com estresse para a assimilação total do 

carbono. Assim, as plantas não-irrigadas, por estarem utilizando em maior 

proporção a rota via PEPC, discriminariam menos o 13C em relação aos 

tratamentos irrigados, que por sua vez estariam assimilando o carbono em maior 

quantidade via metabolismo C3 (maior discriminação), mas isso não foi 

observado, como podemos ver pela Figura 11, na qual nota-se que não existiu 

diferença estatística entre os tratamentos. Embora, numericamente, o tratamento 

B2RH e CRH mostrem uma tendência a serem mais negativos do que B2 e C. 
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Figura 11. Composição isotópica do carbono (δ13C) do abacaxizeiro „Vitória‟ 
submetido aos respectivos tratamentos no dia do estresse máximo (24 dias após 
a suspensão da irrigação), com material coletado pela manhã. Cada coluna 
representa a média de 3 repetições. Médias seguidas por letras iguais não 
diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – 
Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; 
B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; 
B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e 
submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
 

 
 
Em contraste com as técnicas de trocas gasosas que medem a taxa 

fotossintética em um dado momento, a δ13C integra a taxa de CO2 intercelular (pi) 

com a concentração de CO2 do ar (pa) a longo prazo (Bacon, 2004, Osório et al., 

1998). É sabido que a carboxilação noturna, por meio da PEPC, leva a formação 

do ácido málico que é estocado nos vacúolos, sendo essa reserva degradada 

apenas durante o dia (Herrera 2009; Silveira et al., 2010).  Consequentemente, 

todo o 13C proveniente da assimilação noturna, que é menos discriminado pela 

PEPC, permanece estocado, e isso parece ter influenciado nessa avaliação, pois, 

como já mencionado no item 3.11, o material utilizado foi coletado no período da 

manhã, ou seja, após todo o período de acúmulo de ácido málico. Portanto, a 

coleta realizada nesse horário, com consequente conteúdo de ácido málico 

existente no vacúolo (mais rico em 13C), parece ter influenciado os valores 

obtidos. 
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De fato, esse resultado (Figura 11) está de acordo com o observado para 

Anoite nessa data (Figura 10-A), no qual também não existia diferença significativa 

entre os tratamentos. Sendo assim, os valores de δ13C reforçam que o estresse 

imposto não alterou a fotossíntese líquida noturna e a aplicação das bactérias 

também não promoveu tal mudança.  

Alguns trabalhos reportam a influência do estresse sobre os valores de 

δ13C em plantas CAM. De acordo com Zhu et al. (1999), plantas submetidas a 

estresse por altas temperaturas apresentaram menores valores de δ13C. 

Consequentemente, quanto mais baixos os valores de δ13C, menor a contribuição 

do metabolismo CAM para a produção de biomassa (Herrera, 2009). Em M. 

Crystallinum (planta CAM constitutiva), foi observada uma progressiva mudança 

nos valores de δ13C em folhas, indo de 26 para 16% ao longo de 4 meses de 

transição de disponibilidade hídrica para seca, indicando o aumento na 

importância do CAM na contribuição direta no ganho de carbono (Winter et al., 

1978). 

A Figura 12 representa os valores de δ13C do abacaxizeiro „Vitória‟ após a 

reirrigação. Nessa avaliação, que foi feita com o material coletado no início da 

noite, ficou mais clara a diferença entre os tratamentos, sendo mais um indício da 

interferência do horário de coleta do material nos resultados do estresse máximo 

(Figura 11). 
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Figura 12. Composição isotópica do carbono (δ13C) do abacaxizeiro „Vitória‟ 
submetido aos respectivos tratamentos dois dias após a reirrigação, com material 
coletado à noite. Cada coluna representa a média de 3 repetições. Médias 
seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente na mesma data, segundo 
o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C – Tratamento controle, sem aplicação 
de bactérias; CRH – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e 
submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia 
silvatlantica UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia 
silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com 
inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com 
inoculação de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse 
hídrico. 

 
 
 
Com relação aos resultados obtidos após a reirrigação (Figura 12), pode-

se notar que estes estão de acordo com o observado para Amanhã nessa data 

(Figura 9-A, item anterior). Como a δ13C em plantas reflete a relação entre a 

fotossíntese e a condutância estomática em um determinado intervalo (de Souza 

et al., 2005), pode-se ver que o tratamento B2RH, ao aumentar os valores de 

Amanhã em resposta à reirrigação e, consequentemente, aumentar à proporção 

com que o CO2 metabolizado via C3 elevou a discriminação contra o 13C, 

atingindo valores de δ13C mais negativos e estatisticamente iguais aos 

tratamentos com maiores médias de discriminação, como dos tratamentos B2 e C 

(irrigados). Ou seja, esse resultado exalta ainda mais e comprova o que foi dito 

em relação à recuperação de Amanhã após a reirrigação do tratamento B2RH. Essa 

recuperação também foi observada para o tratamento B1RH, mas não foi vista 

para o tratamento CRH, que apresentou a menor média de discriminação, 

mostrando que a reirrigação não elevou as taxas fotossintéticas diurnas desse 
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tratamento, mantendo a maior proporção de assilimação do carbono via PEPC, da 

mesma forma como ocorreu para os valores de Amanhã (Figura 9-A), que não 

apresentaram elevações, e, portanto, os efeitos do estresse hídrico foram mais 

prejudiciais para esse tratamento.  

Dessa forma, os dados observados na Figura 12 constituem um indício 

fortíssimo de que a utilização das bactérias, principalmente B2 é benéfica para o 

aumento à tolerância de plantas ao estresse hídrico. Além disso, segundo Taiz e 

Zeiger (2013) a maior discriminação do 13C significa que está ocorrendo maior 

participação direta da Rubisco no processo de fixação do CO2. Portanto, o 

aumento na discriminação contra o 13C é mais um indicativo de que a utilização 

das bactérias, principalmente de B2 manteve a maior integridade da Rubisco, 

favorecendo a rápida retomada da fotossíntese líquida diurna em resposta à 

reirrigação. Como destacado por Ennahli e Earl (2005), isso é um fator primordial 

para a pronta recuperação das taxas fotossintéticas em decorrência da 

reirrigação. 

  

4.4.3 - Rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm) e Índice 

Fotossintético “photosynthetic index”  (PI): 

 

A relação Fv/Fm baseia-se nos níveis de fluorescência variável (Fv) e 

fluorescência máxima (Fm) da clorofila para caracterizar a eficiência quântica 

máxima das reações fotoquímicas primárias em folhas adaptadas ao escuro 

(Bolhàr-Nordenkampf et al., 1989) 

Nos últimos anos, muitos autores têm demontrado que o status do 

aparato fotossintético é um indicador fisiológico muito útil para estudar a 

sensibilidade de plantas ao estresse hídrico (Strasser et al., 2010, Shao et al., 

2010). Sob condições de seca, a análise da fluorescência da clorofila a tem sido 

amplamente utilizada em ensaios que mostram as respostas fisiológicas de 

plantas devido à sua alta sensibilidade para identificar alterações no sistema 

fotossintético, especialmente no PSII (Mehta et al., 2010). Além disso, por ser um 

método não destrutivo é largamente aplicado na avaliação de espécies e 

genótipos com relação à tolerância ao estresse hídrico (Oukarroum et al., 2007, 

Redillas et al., 2011). Na figura 13 temos a relação Fv/Fm do abacaxizeiro 

submetido aos diferentes tratamentos, ao longo do período de avaliação. 
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Podemos notar que até o dia 23 de outubro, os valores de todos os tratamentos 

se mantiveram estatisticamente iguais. Isso significa que até essa data, o 

estresse não havia afetado a funcionalidade do PSII dos tratamentos.  

 
 

 
 

 
Figura 13. Eficiência quântica máxima do fotossistema II (Fv/Fm) do abacaxizeiro 
„Vitória‟  submetido aos respectivos tratamentos. Cada símbolo representa média 
de 4 repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente 
na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica o 
momento da reirrigação. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; 
CRH – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse 
hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação 
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
 
 
 

Essa resistência à redução na relação Fv/Fm em resposta ao estresse 

hídrico é uma característica do abacaxizeiro. Aragón et al. (2012) encontraram 

valores da relação Fv/Fm estatisticamente iguais após 8 semanas de avaliação em 

plantas de abacaxizeiro submetidas a estresse hídrico e plantas irrigadas. 

Obviamente, o fato dos autores terem trabalhado com plantas em ambiente com 

luz, temperatura e umidade relativa controlada favoreceram a essa maior 

persistência. 

Segundo Bolhàr-Nordenkampf et al. (1989) quando uma planta não está 

sob estresse, os valores de Fv/Fm considerados ideais devem permanecer entre 
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0,75 a 0,85, o que representa a probabilidade de 75 a 85% dos elétrons 

absorvidos pelos pigmentos fotossintéticos efetuarem a redução da quinona A 

(Qa) no PSII. Os tratamentos irrigados apresentaram valores dentro dessa faixa 

ótima durante todo o experimento (Figura 13). A partir do dia 27 de outubro (Figua 

13), percebe-se uma redução nos valores dos tratamentos com estresse, 

atingindo níveis abaixo do limite de 0,75 no dia do estresse máximo (4 de 

novembro), ou seja, a partir do dia 27 de outubro, os efeitos do estresse puderam 

ser visualizados por esse parâmetro, resultando em uma menor eficiência na 

utilização da energia luminosa no processo fotossintético. Contudo, as possíveis 

reduções nos valores de Fv/Fm podem representar tanto uma regulação 

fotoprotetora reversível como uma inativação irreversível do PSII  (Long et al., 

1994; Araus e Hogan, 1994). Como a reirrigação promoveu uma recuperação 

nesses valores, voltando a ficar acima de 0,75 em todos os tratamentos, pode-se 

então dizer que a redução nos valores da relação Fv/Fm foi uma resposta 

fotoprotetora reversível. 

Em condições de baixas taxas de assimilação de CO2 devido aos efeitos 

do estresse hídrico, o equilíbrio entre a atividade fotoquímica no PSII e a 

exigência de elétrons para a fotossíntese é afetada, resultando em uma 

superexcitação no sistema fotossintético e danos fotoinibitórios no centro de 

reação do PSII (Souza et a., 2004, Santos et al., 2006). Em plantas submetidas à 

deficiência hídrica, quando ocorre uma redução da fotossíntese e não se atribui 

essa redução aos fatores estomáticos, uma possível causa é a redução da 

atividade fotoquímica (Torres Netto, 2005). Como pode-se observar no presente 

trabalho, a redução nas trocas gasosas mensuradas pela manhã nos tratamentos 

não-irrigados (Figura 9) foi acompanhada pelas reduções nos valores da relação 

Fv/Fm (Figura 13), e portanto, foram observados tanto efeitos estomáticos quanto 

não-estomáticos em resposta ao estresse. 

Trabalhos que avaliam os efeitos da inoculação de BPCV na 

fluorescência da clorofila são escassos na literatura. De acordo com Zhang et al. 

(2008), a inoculação de BPCV em Arabidopsis promoveu aumento na eficiência 

do PSII, traduzidos pelos maiores valores da relação Fv/Fm em relação às plantas 

controle, o que implica no incremento de energia para esse fotossistema. O 

mesmo foi obtido por Gururani et al. (2012) em batata. Amor e Cuadra-Crespo 

(2012) mostraram que a presença de BPCV pode reduzir os impactos de estresse 
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salino sobre a relação Fv/Fm em plantas de pimenta. Resultados diferentes foram 

obtidos no presente trabalho, no qual não foi obtida diferença significativa na 

relação Fv/Fm entre os tratamentos irrigados. O mesmo ocorreu para os 

tratamentos não irrigados, mostrando a ausência de interferência da inoculação 

das duas bactérias nesse parâmetro. 

Em geral, a relação Fv/Fm é muito utilizada como um indicador de estresse 

em um grande número de estudos sobre a eficiência fotoquímica da planta. No 

entanto, em função das situações de estresse impostos, esta variável, que é 

calculada com base em Fv e em Fm, nem sempre é sensível, o suficiente, para 

observar as diferenças entre diversos tratamentos (Stirbet e Govindje, 2011, 

Živčák et al., 2008). 

Uma vez que nem sempre a variável Fv/Fm apresenta sensibilidade a um 

determinado estresse, Strasser et al, (2000) e (2004) criaram um índice mais 

sensível aos efeitos dos fatores do ambiente denominado índice fotossintético, ou 

photosynthetic index (PI). O PI é uma variável derivada do JIP-teste calculada a 

partir de três componentes que envolvem a densidade de centros de reação, a 

eficiência de captura e a eficiência do transporte de elétrons. Consequentemente, 

se qualquer um desses componentes for afetado, o efeito será percebido na 

planta, dando uma maior sensibilidade à variável quando comparada àquelas que 

baseiam-se em somente um componente na avaliação dos efeitos de diferentes 

estresses ambientais, como a relação Fv/Fm (Strasser et al., 2000, Jiang et al., 

2006, Christen et al., 2007, Oukarroum et al., 2007; Živčák et al., 2008). 

Embora os danos no aparato fotoquímico sejam tidos como resistentes ao 

estresse hídrico moderado (Cornic e Briantais, 1991; Havaux 1992; Živčák et al., 

2008) encontraram uma diminuição contínua do índice fotossintético como 

resultado da deficiência hídrica, enquanto que a relação Fv/Fm não foi 

praticamente afetada até o período mais severo de desidratação. Isto está de 

acordo com as descobertas de Genty et al., (1987); Christen et al., (2007) e 

Oukarroum et al., (2007), que consideram esse parâmetro (Fv/Fm) insensível às 

alterações iniciais da fotossíntese em decorrência do estresse hídrico. Resultados 

semelhantes não foram observados no presente trabalho, pois por meio da Figura 

14 que representa o PI do abacaxizeiro „Vitória‟ submetidos aos diferentes 

tratamentos, pode-senotar que os resultados estão de acordo e similares com o 
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que foi observado para a relação Fv/Fm. Dessa forma, a aplicação de bactérias 

não causou alterações perceptíveis na variável PI.  

 

 

 
 
 

Figura 14. Índice Fotossintético “photosynthetic index” (PI) do abacaxizeiro 
„Vitória‟ submetido aos respectivos tratamentos. Cada símbolo representa média 
de 4 repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente 
na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica o 
momento da reirrigação. C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; 
CRH – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse 
hídrico; B1 – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111; B1RH – Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação 
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de 
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
 
 
 

A grande oscilação nos valores de PI pode estar relacionada às 

condições ambientais, já que essa variável, assim como a relação Fv/Fm é 

extremamente sensível às variações nas características ambientais (Valentini et 

al., 1994, Campostrini, 2002). De maneira geral, os valores observados para PI 

dos tratamentos irrigados ao longo do período de avaliação estão de acordo com 

os resutados obtidos por Couto (2012) para abacaxizeiro „Vitória‟. 

 A imposição do estresse hídrico promoveu reduções nesse índice (Figura 

14) em relação aos tratamentos irrigados, de maneira igual ao que ocorreu com a 

relação Fv/Fm (Figura 13), comprovando a existência de efeitos não-estomáticos 

em resposta ao estresse imposto. Em decorrência da reirrigação, houve também 
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uma recuperação nos valores de PI, reforçando a ideia de que tais efeitos não-

estomáticos foram apenas uma estratégia de proteção e não foi causada uma 

inativação irreversível dos fotossistemas. Além disso, como todos os tratamentos 

não-irrigados mostraram uma rápida recuperação tanto na relação Fv/Fm como no 

PI após a reirrigação (Figura 13 e 14), fica claro que a pronta retomada do 

tratamento B2RH, no que diz respeito a fotossíntese líquida, como viu-se na 

Figura 9-A não se deveu a melhoria nos parâmetros relacionados com a 

fluorescência da clorofila, pois se assim fosse, o tratamento CRH também teria 

apresentado tal aumento em Amanhã, algo não observado. 

 

4.4.4 - Intensidade de verde: 

 

As clorofilas estão relacionadas com a eficiência fotossintética das plantas 

e, consequentemente, com o crescimento e adaptabilidade das mesmas aos 

diferentes ambientes (Jesus e Marenco, 2008).  

Segundo Hendry e Price (1993), o conteúdo de pigmentos fotossintéticos, 

principalmente as clorofilas, pode ser afetado devido à ação de fatores do 

ambiente como deficiências minerais, estresse hídrico, poluição industrial e 

temperatura infra ou supra-ótima. De acordo com Torres Netto et al. (2002 e 

2005), avaliações utilizando o Medidor Portátil de Clorofila, que fornecem 

resultados de intensidade de verde das folhas, apresentam uma boa correlação 

com os teores de N e clorofila. Portanto, sua determinação permite a realização 

de inferências a cerca do conteúdo de pigmentos fotossintéticos, sendo bastante 

útil no diagnóstico do nível de estresse que possa estar atuando sobre plantas. 

A intensidade de verde vem sendo estudada como uma das respostas à 

presença de BPCV e alguns resultados com incremento de teores de clorofila vêm 

sendo obtidos.  A aplicação de BPCV elevou a intensidade de verde em plantas 

de pimenta (Amor e Cuadra-Crespo, 2012), alface (Han e Lee, 2005), e 

Arabidopsis (Zhang et al. 2008).   

A Figura 15 representa a Intensidade de Verde do abacaxizeiro „Vitória‟ 

sob os diferentes tratamentos. De maneira geral, não foi obtida diferença 

estatística entre os tratamentos irrigados, com algumas exceções, como no 

primeiro dia, no qual o tratamento B2 apresentava média significativamente maior, 

porém, como não houve uma constância nos resultados nos dias subsequentes, 
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não se pode afirmar que essa diferença foi devido ao tratamento (inoculação de 

B2). Resultados semelhantes foram obtidos em milho inoculado com 

Herbaspirillum seropedicae (Canellas et al., 2012). Silva (2012), ao inocular as 

mesmas bactérias utilizadas no presente experimento em abacaxizeiro „Vitória‟ 

observou também a ausência de efeito da aplicação na intensidade de verde. 

 
 
 

 
 
 

Figura 15. Intensidade de Verde do abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos 
respectivos tratamentos. Cada símbolo representa média de 4 repetições. Médias 
seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente na mesma data, segundo 
o teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica o momento da reirrigação. 
C – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – Tratamento controle, 
sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao 
estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 
 

 
 

Com relação aos tratamentos inoculados, o tratamento CRH apresentou 

as menores médias com relação a esse parâmetro a partir do dia 23 de outubro, 

não sendo, entretanto, estatisticamente diferente dos demais tratamentos 

submetidos ao estresse hídrico. Reduções nos valores de intesidade de verde em 

resposta ao estresse hídrico foram relatadas por Aragón et al. (2012). O 

decréscimo da concentração de pigmentos fotossintéticos em resposta ao 
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estresse hídrico, pode também ter uma função adaptativa, diminuindo a captação 

de luz nessas plantas (Chaves, 2003). 

Pode-se observar que houve muita oscilação entre os valores ao longo do 

período de estresse (Figura 15). Tem sido demonstrado que a posição do 

cloroplasto pode variar durante o dia, de acordo com variações naturais das 

condições de luz e que a resposta do movimento dos cloroplastos à luz pode ser 

bastante rápida (Williams e Barkan, 2003).  Dessa forma, os valores de 

intensidade de verde obtidos no presente experimento podem ter sido 

influenciados pelas condições de luz, antes e durante as medições, algo também 

observado por Hoel e Solhaug, (1998) e por Martínez e Guiamet (2004). 

 Também houve uma redução nos valores da intensidade de verde dos 

tratamentos não-irrigados em relação aos irrigados com o desenvolvimento do 

estresse. Entretanto, o tratamento B1RH, a partir do dia 31 de outubro apresentou 

médias estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados, algo não observado 

para os demais tratamentos em restrição hídrica (Figura 15). Isso mostra certa 

tolerância conferida às plantas devido à inoculação da Burkholderia silvatlantica 

UENF11711, que pode conferir vantagens nesse sentido durante a aclimatização 

do abacaxizeiro. Os menores valores de intensidade de verde dos tratamentos 

não-irrigados em relação aos demais foram observados até o último dia de 

avaliação, sendo que esta resposta pode ter ocorrido devido à degradação de 

pigmentos fotossintéticos, como clorofila (em mais intensidade) e até mesmo de 

carotenoides, o que geralmente é relatado como consequência da deficiência 

hídrica (Azevedo, 2006, Colom e Vazzana, 2002). 

 
 
4.5 - Densidade estomática, diâmetro e comprimento do poro estomático: 
 

Os estômatos são estruturas fundamentais para as plantas, pois através 

deles ocorrem os processos de trocas gasosas e, portanto, qualquer variação em 

número e/ou tamanho pode acarretar maior ou menor eficiência da planta quanto 

à taxa fotossintética (Batagin et al., 2009). O aumento ou diminuição no número 

de estômatos interfere na resistência ao fluxo de CO2 e de água, ou seja, tem 

efeito direto na fotossíntese e transpiração (Silva et al., 1999). Nesse sentido, a 

superfície foliar propociona uma interfase importante entre a planta e seu meio, 

contribuindo significativamente para o balanço energético. A sobrevivência de 
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plantas em condições de estresse pode, portanto, depender das características 

de sua superfície e do espaço entre as duas epidermes (Silva et al. (1999). 

Nas folhas do abacaxizeiro, existem relativamente poucos estômatos por 

área (70-85 mm-2) com poros pequenos (Bartholomew e Kadzimin, 1977; Krauss, 

1949; Py, 1969). Essas e outras características anatômicas, como a presença de 

tricomas granulares (Aubert, 1973, Malézieux et al., 2003) e escamiformes 

(Barboza et al., 2006, Batagin et al., 2009), reduzem a taxa transpiratória da 

planta e conferem uma grande tolerância a condições de seca (Ekern, 1965, 

Larcher 2000). 

No presente trabalho, a inoculação bacteriana e o estresse hídrico 

promoveram alterações na densidade estomática, no comprimento e na largura 

do poro estomático no dia do estresse máximo, como pode-se observar no 

Quadro 6.  
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Quadro 6. Densidade Estomática, Comprimento do Poro Estomático e Largura 
Central do Poro Estomático nas folhas de abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos 
respectivos tratamentos no dia do estresse máximo, 24 dias após o início da 
imposição da restrição hídrica. Cada valor de Densidade Estomática representa a 
média de 5 repetições. Para os dois outros parâmetros, os valores representam a 
média de 15 repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem 
estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C – 
Tratamento controle, sem aplicação de bactérias; CRH – Tratamento controle, 
sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico; B1 – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH – Tratamento 
com inoculação de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao 
estresse hídrico; B2 – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54; B2RH – Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54 e submetido ao estresse hídrico. 

 
 

 
 
 
Com relação à densidade estomática, o tratamento CRH apresentou a 

maior média, diferindo do tratamento C e B1RH, que por sua vez apresentaram a 

menor média, diferindo estatisticamente do tratamento B1. Sabe-se que o 

aumento na densidade estomática é uma das respostas das plantas ao estresse 

hídrico (Silva et al., 1999, Zagdanska e kodzdój, 1994), como observado para o 

tratamento CRH. Ou seja, a presença da bactéria B1 fez com que a densidade 

estomática reduzisse em decorrência do estresse hídrico, algo não esperado. O 

comportamento das plantas devido à inoculação de B2 também foi controverso, já 

que a densidade estomática dos tratamentos contendo B2 não foi alterada pelo 

estresse.  

De acordo com Barboza et al. (2006) folhas de abacaxizeiro durante a 

aclimatização possuem em média 62 estômatos mm-2. Com exceção do 

tratamento B1RH, os valores de densidade estomática observados no presente 

trabalho (Quadro 6) foram superiores àqueles. 

Tratamento Densidade 
estomática 

(estômato/mm²) 

Comprimento do 
poro estomático 

(µm) 

Largura central 
do Poro 

estomático (µm) 

C 70 bc 7,31 abc 1,17 ab 

CRH 134 a 5,54   d 0,77  c 

B1 112ab 6,22 bcd 1,27 ab 

B1RH 28c 6,14  cd 1,16 ab 

B2 86 ab 7,44   a 1,22  a 

B2RH 87ab 7,41  ab 0,83 bc 

CV (%) 21,71 16,91 33,04 
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De acordo com Silva et al. (1999), o estresse hídrico promove um 

aumento na densidade estomática e uma redução na abertura dos poros, como 

foi observado para o tratamento CRH, que apresentou menor valor do 

comprimento do poro estomático, sendo a diferença significativa em relação ao C. 

Os tratamentos contendo B2 não diferiram entre si novamente, e apresentaram as 

maiores médias, mostrando novamente a influência da bactéria. Com relação à 

largura central do poro estomático, novamente o tratamento CRH apresentou a 

menor média, não diferindo apenas do tratamento B2RH. Da mesma forma com 

que para o comprimento, o tratamento B2 apresentou maior média, não diferindo 

dos outros dois tratamentos irrigados e do tratamento B1RH. 

Como já foi visto para as trocas gasosas, no dia do estresse máximo, as 

plantas dos tratamentos não-irrigados apresentavam valores significativamente 

iguais de Amanhã e gs manhã (Figura 9). Esse fato está de acordo com os resultados 

obtidos por Jones (1976), que encontrou condutâncias similares entre genótipos 

de cevada com diferentes densidades estomáticas. O autor atribuiu os resultados 

ao fato de que os genótipos com mais estômatos, possuíam aberturas dos poros 

menores do que o genótipo com menor densidade. Portanto, a maior densidade 

estomática do tratamento CRH foi compensada por menores valores no 

comprimento e largura do poro estomático, e, portanto, os valores de trocas 

gasosas foram os mesmos. 

Apesar das limitações dessa técnica, principalmente no que de refere a 

pequena área analisada, podemos dizer que a inoculação das duas bactérias 

alterou a densidade e abertura dos estômatos em resposta à deficiência hídrica, e 

isso pode ter tido influência direta na recuperação das plantas estressadas em 

virtude da reirrigação (principalmente em relação a B2RH), atuando de maneira 

conjunta com outros fatores, sejam eles de ordem bioquímica ou não, como 

observado para as trocas gasosas. 

Devido a esse fato e por ter ocorrido, também, mudanças em relação aos 

tratamentos irrigados, a utilização de BPCV pode vir a ser uma alternativa para a 

adaptação de mudas a condições de aclimatização, já que a dificuldade de 

adaptação das mudas oriundas de cultura de tecidos ao ambiente da casa de 

vegetação se deve à baixa eficiência estomática que pode levar à perda 

excessiva de água (Barboza et al., 2006, Silva et al., 2012). Portanto, fica clara a 



88 

 

necessidade de se realizar estudos mais avançados e específicos em relação a 

essa questão para maiores esclarecimentos. 

 Nas Figuras 16 e 17, apresentam-se imagens de microscopia eletrônica de 

varredura representativas, respectivamente, da densidade e abertura estomática 

em folhas do abacaxizeiro „Vitória‟ sob os diferentes tratamentos, nas quais 

podemos observar, por exemplo, a grande densidade estomática do tratamento 

CRH (Figura 16-B) em contraste com as menores densidades dos tratamentos 

B1RH e B2RH (Figura 16 - D e F), realçando o efeito da inoculação das bactérias; 

assim como veem-ses as diferenças existentes entre os tratamentos irrigados e 

entre todos de maneira geral. Da mesma forma, pode-se notar a reduzida 

abertura estomática do tratamento CRH em relação aos demais tratamentos 

(Figura 17). 
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Figura 16. Microscopia Eletrônica de Varredura, ilustrando a densidade 
estomática em abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos diferentes tratamentos. (A) 
Tratamento C - Tratamento controle, sem aplicação de bactérias, (B) Tratamento 
CRH; – Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse 
hídrico (C) Tratamento B1 - Tratamento com inoculação de Burkholderia 
silvatlantica UENF117111; (D) Tratamento B1RH - Tratamento com inoculação de 
Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; (E) 
Tratamento B2 - Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54e (F) Tratamento B2RH - Tratamento com inoculação de Herbaspirillum 
seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico.   

C 

A B 

D 
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Figura 17. Microscopia eletrônica de Varredura, ilustrando a abertura estomática 
em abacaxizeiro „Vitória‟ submetido aos diferentes tratamentos. . (A) Tratamento 
C - Tratamento controle, sem aplicação de bactérias, (B) Tratamento CRH; – 
Tratamento controle, sem aplicação de bactérias e submetido ao estresse hídrico 
(C) Tratamento B1 - Tratamento com inoculação de Burkholderia silvatlantica 
UENF117111; (D) Tratamento B1RH - Tratamento com inoculação de 
Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hídrico; (E) 
Tratamento B2 - Tratamento com inoculação de Herbaspirillum seropedicae 
HRC54e (F) Tratamento B2RH - Tratamento com inoculação de Herbaspirillum 
seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hídrico.   
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5 - RESUMO E CONCLUSÕES 

 

  

 

O trabalho teve como objetivo estudar as respostas: ecofisiológicas 

(trocas gasosas; fluorescência da clorofila a, estimativa do conteúdo de clorofila, 

composição isotópica do carbono, densidade, comprimento e largura dos 

estômatos), nutricionais e de promoção de crescimento em plantas de 

abacaxizeiro „Vitória‟ micropropagadas, submetidas ao estresse hídrico e 

inoculadas com as bactérias promotoras do crescimento vegetal Burkholderia 

silvatlantica UENF117111 e Herbaspirillum seropedicae HRC54 isoladamente. 

Pode-se observar que a inoculação tanto da bactéria Burkholderia 

silvatlantica UENF 117111 (B1) quanto da Herbaspirillum seropedicae estirpe 

HRC-54 (B2) promoveu um aumento de aproximadamente 3 vezes na população 

de bactérias diazotróficas em relação ao tratamento C. Além disso, existia de uma 

grande população de bactérias diazotróficas  associadas naturalmente às plantas, 

que está relacionada a características do substrato, que apresentavam 

considerável carga de matéria orgânica, e pelo fato de que as mudas já estavam 

por 60 dias sendo aclimatizadas. Dessa forma, o incremento na população das 

bactérias em resposta a inoculação não foi maior, devido à competição com os 

microrganismos já existentes e pela própria característica da inoculação, que foi 

via substrato, entretanto, ainda assim, a inoculação foi efetiva. Prova disso foi que 

ao final do experimento, as plantas dos tratamentos inoculados apresentaram 

maior NMP em comparação com os respectivos controles. O estresse hídrico 

levou a uma redução no NMP dos tratamentos controle (com uso de JNFb) e 

contendo B2. 
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Com relação ao teor de nutrientes foliares, nem a presença das bactérias, 

que têm características como a FBN, nem a imposição do estresse hídrico 

causaram alterações nesses parâmetros. Esse fato deve-se a características de 

cultivo, como a realização de adubações, utilização de um substrato rico do ponto 

de vista nutricional, e a existência das bactérias diazotróficas associadas 

naturalmente às plantas, que também podem ter auxiliado em processos como a 

FBN.  

O tratamento B1 não alterou o padrão de crescimento da parte aérea em 

relação ao controle, ou seja, com base nos resultados de crescimento da parte 

aérea, pode-se dizer que a introdução de B1 não causou efeitos negativos nas 

plantas, e na ocasião da imposição da restrição hídrica, as plantas mantiveram 

seu crescimento.  

Em relação à MSR, o tratamento CRH apresentou um incremento nesse 

valor em relação ao tratamento C, provavelmente pela inibição da síntese de 

etileno devido ao aumento na concentração de ABA pela ocasião do estresse 

hídrico, sendo este um mecanismo de defesa da planta a situações de estresse 

hídrico. A inoculação de B1 alterou esse padrão de crescimento radicular, pois 

houve uma tendência a uma maior produção de raiz, de B1 em relação ao 

tratamento C. Com a imposição do estresse, viu-se que os valores de MSR de B1 

e B1RH estavam iguais. Logo, a tendência a um maior crescimento do sistema 

radicular pela presença de B1, seja ela pela presença da ACC deaminase ou pela 

síntese de auxinas fez com que o as plantas respondessem de forma diferente ao 

estresse.  

Assim, B1 apresenta potencial para ser utilizada para facilitar a adaptação 

de mudas de abacaxizeiro micropropagadas durante a aclimatização, pois, apesar 

de não ter promovido incrementos significativos no crescimento da parte aérea, a 

tendência a uma maior produção de raízes pode facilitar o estabelecimento das 

mudas a condição ex vitro, deixando as plantas menos susceptíveis ao estresse 

hídrico. 

Por sua vez, a bactéria B2 apesar de ter promovido efeito negativo no 

crescimento, os resultados de MSR mostram que, de alguma forma, houve 

indução à tolerância contra o estresse hídrico, pelo fato da média do tratamento 

B2RH ter permanecido praticamente inalterada em relação a B2, apesar das 

médias desses tratamentos terem sido menores. Ou seja, as plantas não 
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responderam ao estresse da mesma forma que CRH, e o não incremento em 

MRS pode ser interpretado como uma menor suscetibilidade ao estresse. 

Essa provável indução à tolerância ao estresse hídrico promovido por B2 

ficou mais evidenciado com as medidas de trocas gasosas no período da manhã.  

Com a reirrigação, podemos observar que o tratamento B2RH retomou 

rapidamente a sua taxa fotossintética líquida, a valores estatisticamente iguais 

aos tratamentos irrigados. O tratamento CRH não mostrou essa recuperação, 

evidenciando que as plantas do tratamento B2RH apresentavam uma tolerância 

induzida pela presença da bactéria B2 ao estresse hídrico.  

Supõe-se que, o fato de B2 não ser nativa do abacaxizeiro, pode ter 

desencadeado uma série de reações no hospedeiro, deixando-o mais preparado 

às intempéries ambientais, como uma espécie de rustificação.  Dessa forma, B2 

pode ter atuado de diversas maneiras como na manutenção da atividade da 

Rubisco, mesmo em condições de ausência de água, resultando na pronta 

recuperação das taxas fotossintéticas. Entretanto, como existem outras diversas 

teorias a respeito de como as bactérias atuam na indução à tolerância ao 

estresse, é necessário a realização de novos estudos, mais específicos, para se 

elucidar essa questão.  

Fato é que a utilização de B2 na aclimatização do abacaxizeiro pode ser 

uma alternativa para reduzir o estresse hídrico a que as mudas são submetidas, 

devido às suas características anatômicas e fisiológicas inerentes das condições 

de cultivo in vitro. 

O tratamento B1RH apresentou uma leve recuperação em Amanhã em 

resposta a reirrigação, devido a maior tendência ao crescimento radicular, que 

facilitou a absorção de água. A não recuperação de CRH mostra que os efeitos do 

estresse nesse tratamento foram mais severos do que nos tratamentos 

inoculados e que, a inoculação bacteriana é uma alternativa para reduzir os 

efeitos deletérios do estresse hídrico. 

Os tratamentos não-irrigados mostraram uma certa tolerância à imposição 

do estresse hídrico, pois de maneira geral, até 12 dias após o início da restrição 

de água, não existia diferença significativa entre os tratamentos para Amanhã, 

sendo essa tolerância uma característica de plantas CAM. Após essa data, foi 

observada uma redução em gs manhã, com consequentes diminuições na Emanhã e 

Amanhã e, portanto, foram observados efeitos estomáticos em resposta ao 
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estresse. Os valores de DPV folha-ar manhã não responderam ao estresse da mesma 

forma, provavelmente pelas características anatômicas e morfológicas das folhas 

que mantêm a temperatura das mesmas, de maneira inalterada, mesmo com a 

ausência de água.  

Houve uma tendência a um aumento na gs manhã e na Emanhã de todos os 

tratamentos, após a reirrigação, porém, o tratamento CRH não apresentou 

incremento na média dos valores de Amanhã em resposta a maior gs manhã. Portanto, 

a recuperação dos tratamentos inoculados não está associada a efeitos 

estomáticos e pode sim estar relacionada a eventos bioquímicos, como a 

atividade da Rubisco, pois ao contrário, todos os tratamentos deveriam ter 

mostrado tal incremento em Amanhã, como B2RH. 

O estresse hídrico e a aplicação das bactérias não causaram alterações 

nas trocas gasosas no período noturno.  

Embora não tenha existido diferença significativa entre os tratamentos no 

dia do estresse máximo para δ13C, que pode ter sido influenciado pelo horário de 

coleta do material, os resultados após a reirrigação mostram que a presença de 

B2 aumentou a discriminação contra o 13C em virtude da retomada da atividade 

fotossintética diurna. O mesmo foi observado para o tratamento B1RH e não foi 

observado para CRH. Ou seja, os tratamentos inoculados (principalmente B2RH) 

assimilaram o CO2 em maior proporção pelo metabolismo C3, em relação ao 

CRH, após a reirrigação, com atuação direta da Rubisco, aumentando assim a 

discriminação contra o 13C, sendo mais um indício da manutenção da integridade 

dessa enzima pela presença das bactérias, e do efeito benéfico desses micro-

organismos na indução de tolerância ao estresse. 

Com relação a Fv/Fm e ao PI, pode-se perceber que não houve influência 

das bactérias nesses parâmetros. Também foi observada uma redução nesses 

valores em resposta ao estresse, quando comparado com os tratamentos 

irrigados, e com a reirrigação houve uma recuperação das médias, ficando a 

relação Fv/Fm, por exemplo, igual ou superior a 0,75 para todos os tratamentos 

nesse dia. Esses fatos mostram que, apesar do estresse ter promovido também 

efeitos não-estomáticos, esses foram respostas apenas fotoprotetoras e não uma 

inativação irreversível dos fotossistemas. 

Apesar das oscilações nos valores de intensidade de verde ao longo do 

experimento, pode-se observar que também existiu uma redução nos valores da 
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intensidade de verde dos tratamentos não-irrigados em relação aos irrigados com 

o desenvolvimento do estresse. Entretanto, o tratamento B1RH, a partir do dia 31 

de outubro apresentou médias estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados, 

algo não observado para os demais tratamentos estressados. Isso mostra certa 

tolerância conferida às plantas devido à inoculação de B2, que pode conferir 

vantagens nesse sentido durante a aclimatização do abacaxizeiro. Como os 

menores valores de intensidade de verde dos tratamentos não-irrigados em 

relação aos demais foram observados até o último dia de avaliação, conclui-se 

que pode ter ocorrido degradação dos pigmentos fotossintéticos devido à 

ausência de água. 

Esperava-se que com o estresse hídrico houvesse um aumento na 

densidade estomática e redução na abertura do poro. Como vimos esse padrão 

só foi seguido pelo tratamento CRH. Essas alterações em resposta à aplicação 

bacteriana, mostram que a utilização de BPCV pode vir a ser uma alternativa para 

a adaptação de mudas a condições de aclimatização, no sentido de melhorar a 

eficiência estomática. Entretanto, fica clara a necessidade de se realizar estudos 

mais avançados e específicos em relação a essa questão para maiores 

esclarecimentos dessa questão específica. 

Em suma, a aplicação das duas bactérias, causam efeitos diversos no 

desenvolvimento do abacaxizeiro. Entretanto, pode-se concluir que, tanto a 

Burkholderia silvatlantica UENF117111 como a Herbaspirillum seropedicae 

possuem potencial para uso durante a aclimatização de mudas de abacaxizeiro 

no sentido de amenizar estresses abióticos.  

Extrapolando os resultados para outras situações, as bactérias constituem 

uma opção importante para regiões que tem como característica possuir períodos 

de seca constante. Obviamente, novos estudos são necessários, pois como visto 

durante o trabalho, vários são os fatores que influenciam no sucesso da interação 

planta-bactéria, não podendo essa biotecnologia ser simplesmente transferida de 

uma situação para a outra. 
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