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LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS E NOMENCLATURAS

5*3C: Composicéo isotépica do carbono

12C: 1s6topo de Carbono com energia de excitagéo igual a 12

13C: Is6topo de Carbono com energia de excitagéo igual a 13

A: Taxa fotossintética liquida

ABA: Acido abscisico

ABA': Acido abscisico dissociado

ABAH: Acido abscisico protonado

ACC: 1-aminociclopropano -1-carboxilato

AlA: &cido-indol acético

Anmanha: Taxa fotossintética liquida mensurada pela manha

Anoite: Taxa fotossintética liquida mensurada a noite

ATP: Adenosina trifosfato

B1: Tratamento inoculado com a bactéria Burkholderia silvatlantica UENF11711
B1RH: Tratamento inoculado com a bactéria Burkholderia silvatlantica
UENF11711 e submetido ao estresse hidrico

B2: Tratamento inoculado com a bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54
B2RH: Tratamento inoculado com a bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 e
submetido ao estresse hidrico

BPCV: Bactéria Promotora do Crescimento Vegetal

C: Tratamento Controle

Ca: Calcio elementar

CAM: Metabolismo Acido das Crassulaceas
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CO,: Dioxido de carbono

CRA: Capacidade de Retencéo de Agua

CRH: Tratamento Controle submetido ao estresse hidrico

DPV: Déficit de pressédo de vapor

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

DPV foha-ar manha: DEficit de pressdo de vapor entre a folha e o ar mensurado pela
manha

DPV foha-ar noite: DEficit de pressao de vapor entre a folha e o ar mensurado a noite
E: Transpiracéo

Emanna: Transpiragdo mensurada pela manha

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Enoite: Transpiracdo mensurada a noite

ERO: Espécie Reativa de oxigénio

FBN: Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio

FFF: Fluxo de fotons fotossintéticos

Folha D: Folha D que forma um angulo de 45° entre o nivel do solo e um eixo
imaginario que passa pelo centro da planta

F/Fm: Rendimento quantico maximo do fotossistema Il

gs: Condutancia estomética

Os manha. condutancia estomatica mensurada pela manha

Os noite: CONdutancia estomética mensurada a noite

H,O,: Perdxido de Hidrogénio

IBGE: Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

INCAPER: Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensao Rural

IRGA: Analisador de gas a infravermelho

JMV: Meio de cultura para crescimento de bactérias do género Burkholderia
JNFb: Meio de cultura para crescimento de bactérias do género Herbaspirillum
K: Potassio elementar

N2: Nitrogénio atomosférico

N: Nitrogénio elementar

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato desidrogenase

NHs: Amonia

NMP: Namero Mais Provavel

MDH: Malato desidrogenase
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Mg: Magnésio elementar

MSPA: Massa seca da parte aérea

MSR: Massa seca das raizes

O,: Oxigénio

OAA: Oxaloacetato

P: Fosforo elementar

pa: Concentracdo de CO, do ar

PDB: Padrao “Pee Dee Belemnite” para determinagdo da composigao isotopica
do carbono

PEP: Fosfoenol-piruvato

PEPC: Fosfoenol-piruvato carboxilase

pH: Potencial hidrogeniénico

PI: Indice fotossintético (do inglés, “Photosynthetic index”)
pi: Taxa de CO; intercelular

PSII: Fotossistema |l

QA: Quinona A

Rb é a relacdo **C/ **C do padrdo PDB

Rs: relacéo **C/**C da amostra (“Pee Dee Belemnite”)
Rubisco: Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase-Oxigenase
RuBP: Ribulose 1,5 Bisfosfato

SOD: superoxido dismutase

TO: Inicio da imposicéo do estresse hidrico

T°: 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; Analise de mudas de abacaxizeiro ‘vitéria’
inoculado com bactérias promotoras do crescimento vegetal submetidas a
estresse hidrico durante aclimatizac&o; Orientadora: D. Sc. Alena Torres Netto

O objetivo desse trabalho foi estudar respostas ecofisiolégicas e de
promocdo do crescimento resultantes da interacdo das BPCV no abacaxizeiro
‘Vitéria’ submetido ao estresse hidrico durante aclimatizacdo. O experimento foi
constituido de: tratamentos com inoculacao de bactérias Burkholderia silvatlantica
(B1) e Herbaspirillum seropedicae (B2) irrigados e com restricdo hidrica total
(B1RH e B2RH), e tratamentos controle sem bactérias (com restricdo hidrica -
CRH e sem restricdo hidrica -C). Depois de 24 horas da inoculacdo bacteriana e
ao final do experimento, realizou-se a contagem do Numero Mais Provavel de
bactérias diazotréficas associadas as raizes das plantas. Apos 120 dias de
adaptacdo das mudas, foram impostas as restricbes hidricas (T0), e foram
avaliadas a cada 4 dias, as trocas gasosas (pela manhd e a noite), a
fluorescéncia da clorofila a, e a intensidade de verde. As avaliagdes foram
realizadas até quando se atingiram valores de taxa fotossintética liquida préxima
de zero pela manhd (estresse maximo), momento este em que foi feita a
reirrigacdo dos tratamentos, e entdo as mesmas avalia¢cdes foram realizadas 48
horas depois. Foram realizadas: analises biométricas, teor de nutrientes foliares,
discriminagéo isotopica do carbono e observacdo dos estdmatos por microscopia

eletrdnica de varredura. Apesar da existéncia de elevada populacdo de bactérias
XV



diazotréficas associadas naturalmente as plantas, foi possivel observar que a
inoculagéo das duas bactérias foi efetiva. O estresse hidrico causou reducéo no
NMP dos tratamentos controle (com uso do meio JNFb) e contendo B2, entretanto
os tratamentos inoculados mantiveram uma maior populacéo do que os controles.
N&o foram observadas diferengas significativas em relagcdo ao teor de nutrientes
foliar. A presenca de B1 nédo alterou o crescimento da parte aérea em relacéo ao
controle, mas foi observada uma maior tendéncia ao crescimento de raiz naqueles
tratamentos, mostrados pelos valores de Massa Seca de Raiz, que teve seu
padrao alterado em resposta ao estresse, representando um mecanismo de
tolerancia. B2 apesar de ter promovido efeito negativo no crescimento, induziu
tolerancia ao estresse hidrico, traduzida pela elevada recuperacdo da taxa
fotossintética liquida apds a reirrigacdo. O tratamento B1RH também apresentou
tal recuperacdo, embora menor, algo ndo observado para o tratamento CRH.
Esse detalhe ficou evidenciado pela tendéncia a maior discrimina¢do do **C no
material coletado dois dias ap0s a reirrigacdo nos tratamentos B1IRH e B2RH, que
apresentaram médias estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados. As trocas
gasosas medidas a noite ndo foram alteradas com os tratamentos. As reducdes
nas trocas gasosas pela manha (efeitos estométicos) foram acompanhadas por
efeitos ndo-estomaticos, mostrados pelos valores de F,/Fr, e PI, entretanto, houve
recuperacao nesses parametros apés a reirrigacdo. A inoculacdo de B1 manteve
as meédias da intensidade de verde do tratamento B1RH estaveis e
estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados. Por fim, houve alteracdo na
densidade estoméatica e no comprimento e largura do poro estomatico devido a
inoculacdo bacteriana, que alterou o padrdo também em resposta ao estresse.
Conclui-se que as bactérias utilizadas possuem potencial para uso durante a
aclimatizacdo de mudas de abacaxizeiro no sentido de amenizar os efeitos

deletérios do estresse hidrico.

Palavras-chave: capacidade fotossintética, metabolismo acido das crassulaceas,

Ananas comosus.
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ABSTRACT

SILVA, Jefferson Rangel da; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro 2014; Analysis of pineapple ‘Vitéria' 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
'Vitéria' 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 (TO) 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 **C in material collected 2 days after re-irrigation in BIRH 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 F.,/F, and Pl 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.
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1. INTRODUCAO

A cultura do abacaxizeiro é de grande importancia para a fruticultura
brasileira, sendo o pais 0 segundo maior produtor mundial de frutos (FAO, 2013).
Pela adaptabilidade, € considerada uma das culturas mais promissoras da
fruticultura brasileira (Reinhardt et al., 2000).

A micropropagacdo é uma das técnicas de propagacado vegetativa que
vem ganhando forca para a cultura do abacaxi, devido a possibilidade de se obter
uma rapida producdo de plantas livres de doencas (Pospisilova et al., 1992),
demandar menor espaco fisico (Grattapaglia e Machado, 1990) e producdo de
maior quantidade de mudas por unidade de tempo, além de serem geneticamente
semelhantes e com caracteristicas de tamanho uniforme (Hartmann et al., 1990).

Por outro lado, é necesséario considerar que o0s explantes oriundos de
cultivo in vitro sdo crescidos em pequenos frascos, com baixa intensidade
luminosa, em meio artificial contendo sacarose, sais minerais, vitaminas,
reguladores de crescimento, em concentracdes mais altas que em condi¢des
naturais (Nowak, 1998), além de ndo permitirem troca de gases (Budden-dorf-
Joosten e Woltering, 1994). Esta técnica, apesar das inUmeras vantagens, produz
plantas com caracteristicas peculiares, como estdmatos nao-funcionais (Ziv et al.
1987; Cassells e Walsh, 1994), baixa atividade foto-autotréfica (Deng e Donnelly,
1993; Pospisilova et al., 1992) e sistema radicular com poucos pelos (Preece e
Sutter, 1991). Tais caracteristicas fazem com que as plantas tenham dificuldade

de se adaptar as novas condi¢cfes, durante a aclimatizacdo. Um dos estresses ao



qgual as plantas sdo submetidas durante essa fase é o estresse hidrico, e este é 0
responsavel por grande parte das perdas que ocorrem com a utilizacdo da
micropropagacao (Barboza et al., 2006).

O abacaxizeiro, para reduzir as perdas de agua em condi¢des de estresse
hidrico, pode absorver o CO, atmosférico durante a noite, periodo em que a
temperatura esta mais amena, realizando a fixagédo fotossintética do carbono por
meio do Metabolismo Acido das Crassulaceas, do inglés “Crassulacean Acid
Metabolism” (CAM) (Borland e Griffiths, 1989; Medina et al., 1994; Sayed, 2001,
Cushman, 2001).

Apesar de ser uma vantagem na protecdo contra o estresse hidrico, o
processo é limitado, e a producdo dos carboidratos é reduzida, limitando o
desenvolvimento das plantas, e consequentemente, a fase de aclimatizacédo se
torna mais prolongada, onerando o processo. Em condi¢des nas quais as plantas
ndo estejam sofrendo estresse hidrico, a cultura pode fixar o CO, por meio
apenas do ciclo de Calvin (metabolismo C3), abrindo os estématos durante o dia,
o que melhora seu desenvolvimento (Taiz e Zeiger, 2013).

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal pode ser uma
alternativa viavel nesse sentido, pois podem auxiliar no desenvolvimento de
plantas sob condicbes de estresse, devido ao estimulo a producdo de
fitohormdnios e fixacdo bioldgica de nitrogénio, que em conjunto com outras
caracteristicas induzidas por esses micro-organismos, atuam no sentido de
reduzir os efeitos negativos que o0 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 imp6em sobre a fisiologia das plantas, havendo apenas
suposi¢coes de que determinados efeitos sdo consequéncia de uma melhora na
fotossintese e aumento no conteldo relativo de agua (Creus et al., 2004, Zhang et
al., 2008).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar as respostas: 1.
Ecofisiologicas - Trocas gasosas; Fluorescéncia da clorofila a, Estimativa do
conteudo de clorofila, Composicéo isotopica do carbono, Densidade, diametro e
comprimento dos estdmatos, 2. Nutricionais e 3. Promog¢édo de crescimento em

plantas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ micropropagadas, submetidas ao estresse hidrico



e inoculadas com as bactérias promotoras do crescimento vegetal Burkholderia
silvatlantica UENF117111 e Herbaspirillum seropedicae HRC54.

Tal investigacao visa encontrar respostas a respeito da interacdo planta-
bactéria, no sentido de atenuacéo dos efeitos deletérios do estresse e melhorar o
desenvolvimento das mudas, para que haja embasamento para estudos futuros,
0S quais possam viabilizar o uso de bioinoculantes em produgdées comerciais,

reduzindo as perdas e os custos de producédo de mudas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- A cultura do abacaxizeiro

De acordo com Py et al. (1984), o abacaxizeiro € originario da regido
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 € uma planta monocotiledénea (Liliopsida), herbacea
perene da familia Bromeliaceae, cujas espécies podem ser divididas em dois
grupos distintos, em relacdo aos seus habitats, sendo consideradas epifitas ou
terrestres. Os abacaxis pertencem ao segundo grupo, mais precisamente ao
género Ananas, mesmo apresentando algumas caracteristicas epifitas, como a
capacidade de armazenar 4gua no tecido de suas folhas e também nas axilas
(Collins, 1960; Ochse et al., 1961).

O género Ananas apresenta um fruto do tipo sincarpo, formado pela
coalescéncia dos frutos individuais, das bracteas adjacentes e do eixo da
inflorescéncia (Py, 1969).

Dentro do género Ananas esta contido o abacaxi (Ananas comosus L.
Merril) e outras espécies que sao utilizadas para producédo de fibras ou para
ornamentacgao, abrangendo todas as cultivares plantadas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. O fruto geralmente atinge 15 centimetros de comprimento,

tem polpa abundante, sucosa e de sabor agradavel, quando atinge a maturacao.



Uma caracteristica marcante da espécie é a auséncia ou escassez de sementes
(Cunha e Cabral, 1999).

Com relacdo a classificacdo das folhas, utiliza-se o seu formato e a
posicdo 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 analise do crescimento e do estudo
nutricional da planta. Em geral, a folha D forma um angulo de 45° entre o nivel do
solo e um eixo imagindrio que passa pelo centro da planta, apresentando os

bordos da parte inferior perpendicular & base (Py et al., 1984).
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Figura 1. Representagdo esquematica e classificacdo das folhas de abacaxizeiro
(Ananas comosus) de acordo com a posicao na planta e seu formato (Fonte: Py,
1969).

2.1.1- Importancia econémica

A cultura do abacaxi esta amplamente disseminada nos paises da regiao
tropical e o Brasil destaca-se como segundo produtor, perdendo apenas para a
Tailandia, juntamente com a Costa Rica e as Filipinas Esses quatro paises

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



No ano de 2013, houve uma produgédo de 1.697.734 frutos no Brasil,
sendo a producao distribuida principalmente nas regides Nordeste, Sudeste e
Norte, 36,18%; 30,58%; e 26,00%, respectivamente. Na regido Sudeste, Minas
Gerais € 0 maior produtor, seguido pelo Rio de Janeiro, que teve uma producédo
de 133.093 frutos em 2012, o que corresponde a 25,39 % da producéo da regiao
Sudeste, e a 8,04% da producgéao nacional (IBGE, 2012).

O fruto ndo é apreciado apenas pelas propriedades sensoriais, mas
também pelo seu valor nutritivo, devido ao seu alto teor de acucar, vitaminas e
minerais, podendo ser utilizado in natura ou industrializado, sendo elaborada uma

infinidade de subprodutos (Carvalho e Cunha, 1999).

2.1.2- Exigéncias Climéaticas

O abacaxizeiro, por ser originario de regides que se caracterizam por
apresentar clima quente e distribuicdo pluvial bastante irregular, é considerado
uma planta rustica e resistente a condi¢cdes adversas (Cunha, 1999).

O crescimento e o desenvolvimento do abacaxizeiro sao bastante
influenciados pela temperatura, e a faixa O6tima para o crescimento das raizes e
das folhas estad entre 22°C e 32°C, mais especificamente entre 29° e 32°C
(Sanford, 1962). Seu crescimento € bastante reduzido quando temperaturas
baixas prevalecem (Green, 1963), pois ha uma reducao na absorcao de nutrientes
e na producéao (Cunha, 1999).

O abacaxizeiro é mais produtivo em areas extensivamente ensolaradas,
entretanto, ndo existe uma extensao especifica do comprimento do dia para que
haja o crescimento ideal e florescimento (Hepton, 2003).

Mesmo em regibes onde a disponibilidade de &gua é limitada, o
abacaxizeiro pode manter bons niveis de produtividade, pois a planta possui um
bom aproveitamento da agua (Green, 1963). Porém, a deficiéncia hidrica atrasa o
desenvolvimento da planta e do fruto, como também pode ocasionar problemas
na diferenciacao floral. O ideal é que se forneca em torno de 60 a 100 mm por
més de agua para a cultura, em épocas de escassez de chuva (Py, 1969).

Com relacdo & Umidade Relativa do ar, ocorre um desenvolvimento

satisfatdrio da cultura em valores proximos a 75% (Green, 1963).



2.1.3- Exigéncias Edaficas e Nutricionais

O abacaxizeiro desenvolve um sistema radicular limitado e fragil, que se
concentra principalmente nos primeiros 15 a 20 cm da superficie do solo. Por
esse fato, exigem solos com boa aeracao e drenagem (Souza, 1999). Assim, seu
melhor desenvolvimento se da 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
agua (Souza, 1999). Ainda, a cultura se desenvolve melhor em solos acidos, com
uma faixa de pH que vai de 4,5 a 5,5 (Py et al., 1984).

O bom desenvolvimento das raizes apresenta grande relevancia para o
cultivo, pois a absorcdo de agua e de elementos minerais depende, em grande
parte, da extensdo do contato entre as raizes e o0 solo, sendo que quanto mais
numerosas e melhor distribuidas, melhor € a nutricdo vegetal (Malavolta, 1980).

O estado nutricional das plantas de abacaxizeiro tem grande influéncia no
crescimento e, consequentemente, na qualidade dos frutos e produtividade
(Malézieux e Bartholomew, 2003).

Indicadores do estado nutricional de plantas incluem sintomas visuais de
deficiéncia e niveis criticos de nutrientes em tecidos de referéncia em plantas,
sendo no abacaxizeiro esse tecido a folha D, pois € a Unica que pode ser
facilmente identificada e é a folha mais jovem e fisiologicamente madura na planta
(Malézieux e Bartholomew, 2003).

O potassio na cultura do abacaxizeiro € considerado o elemento da
qualidade. O mesmo é requerido em grande quantidade na cultura. E responséavel
pelo carregamento da sacarose no floema e, assim, na taxa de transporte dos
fotoassimilados da fonte para o dreno. Sua falta causa ndo somente a redu¢ao no
crescimento e producdo das plantas, mas também afeta a qualidade dos frutos
(Reis et al., 2012). Veloso et al. (2001), ao avaliar a resposta do abacaxizeiro a
adicdo de potassio, mostraram que com o0 aumento da quantidade de potassio
aplicado por planta, houve uma redugao na acidez e incremento do comprimento
e diametro do fruto, tendo assim ganho de produtividade.

O abacaxizeiro também requer grandes quantidades de nitrogénio para o
seu desenvolvimento (Souza, 1999). Providenciar adequados suprimentos de
nitrogénio € essencial para manter altas taxas de crescimento e produtividade

(Malézieux e Bartholomew, 2003). Resultados encontrados por alguns autores



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 area da folha quanto o numero delas
decrescem quando existe deficiencia desse elemento, reduzindo também a
massa e 0 peso dos frutos (Malézieux e Bartholomew, 2003).

Com relagcdo ao fésforo, apesar de ser requerido em menores
guantidades e geralmente ndo ser um problema para o desenvolvimento do
abacaxizeiro, o crescimento de todas as partes da planta também é reduzido
como resultado da deficiéncia desse nutriente (Malézieux e Bartholomew, 2003).
De acordo com Gongalves e Carvalho (2000), a deficiéncia de fosforo leva a
formacdo de frutos pequenos com coloracao avermelhada ou arroxeada.

Como a maioria dos solos ndo consegue suprir as exigéncias da maioria
dos macronutrientes e micronutrientes, para sustentar o crescimento e obter boas

produtividades, € importante providenciar o abastecimento dos nutrientes em

guantidades adequadas, por meio de adubacao (Souza, 1999).

2.1.4- Cultivares

Na escolha de uma cultivar de abacaxi para a implantacdo de plantios
comerciais, o agricultor deve considerar, entre outros fatores, a disponibilidade e
qualidade das mudas e o destino da producdo. Qualquer que seja a cultivar
utilizada, o agricultor deve se preocupar com a manutencdo das caracteristicas
morfo-agronémicas. Embora o abacaxizeiro seja uma planta de propagacao
predominantemente vegetativa, o0 uso continuo do mesmo material de plantio
pode proporcionar a degeneracdo do clone, pelo surgimento de pragas e
doencas, e o0 aparecimento de plantas com caracteristicas diferentes do padréo
da cultivar (Cunha, 1999).

As cultivares mais plantadas no mundo sdo Smooth Cayenne, Singapore
Spanish, Queen, Spafola 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, doenca fungica causada pelo Fusarium subglutinans (Nelson
et al., 1983), é a doenca mais importante do abacaxizeiro no Brasil, sendo que as

mudas constituem a principal fonte de disseminagdo da doenca (Matos, 1987),



gue esta presente nas principais regibes produtoras de abacaxi do pais,
provocando perdas elevadas na producédo de frutos (Pissara, 1978). As principais
cultivares que possuem participacdo expressiva na producdo mundial de abacaxi
sao susceptiveis a doenca, dentre elas a cv. Smooth Cayenne e a Pérola (Matos
et al., 1991).

2.1.4.1- Caracteristicas da cv. Vitoria

A cv. Vitoria, originaria do cruzamento das cultivares Primavera e Smooth
Cayenne, é resistente a fusariose, sendo indicada para as regifes produtoras
onde a fusariose é o fator limitante a producdo. Além disso, possui alta
produtividade, folhas sem espinhos e frutos de qualidade (Meletti et al., 2011). Em
comparacdo a cv. Pérola e a cv. Smooth Cayenne, a cv. Vitdria apresenta
caracteristicas agrondmicas semelhantes ou superiores. Esse genotipo foi
desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural —
INCAPER-ES em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
EMBRAPA, e lancado em 2006 (Ventura et al., 2006).

A cv. Vitoria 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 tém polpa branca, elevados teores de aclUcares (média de
15,8 °Brix) e excelente sabor nas analises quimicas e sensoriais, sugerindo que
suas caracteristicas relativas a acidez sao superiores as do abacaxi ‘Pérola’ e
‘Smooth Cayenne’ (Ventura et al., 2006).

Esta cultivar apresenta ainda uma maior resisténcia ao transporte em pos-
colheita. Outras caracteristicas favoraveis da cultivar Vitéria sdo o formato
cilindrico dos frutos, casca de cor amarela na maturagcdo, pesando em torno de
1,5 kg. Os frutos obtidos podem ser destinados ao mercado de consumo in natura

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

2.1.5- Métodos de propagacéao

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 expansdo da abacaxicultura (Reinhardt, 2002;
Reinhardt et al., 2002)

O abacaxizeiro é uma planta perene, ndo propagada comercialmente via
sementes, as quais sao geralmente vestigiais (abortadas), em razdo das
cultivares serem auto-incompativeis e/ou, apresentarem baixa fertilidade (Cabral
et al., 2003).

A propagacao do abacaxizeiro é vegetativa e é feita comercialmente por
diversas partes das plantas matriz, tais como as gemas de secdes do caule,
rebentdo (brotacdo da base do caule), filhote (brotacdo do pedunculo), filhote-
rebentdo (brotacdo da regido de inser¢cdo do pedunculo no caule) e coroa
(brotagao do apice do fruto) (Coppens d’Eeckenbrugge e Leal, 2003).

A qualidade (vigor e sanidade) de tais mudas depende das condicGes
ambientais onde séo produzidas e do manejo dado a cultura (Reinhardt e Cunha,
1999).

Outro método de grande importancia para a cultura € a micropropagacao,
feita em laboratérios comerciais denominados biofabricas. Esta técnica produz
mudas uniformes, sadias, de alto vigor e ja enraizadas, o que facilita o
planejamento durante o desenvolvimento da cultura, e posterior comercializagéo

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

2.1.5.1- Micropropagacao

A intensificacdo do uso da micropropagacdo para abacaxizeiro frente a
um cenario de grande demanda de material vegetal deve-se ao fato de que é uma
técnica de multiplicacdo rapida de cultivares em comparacdo com os métodos
convencionais de propagacao (Smith et al., 2003).

A micropropagacdo baseia-se na totipotencialidade das células* e deve
ser entendida como propagacao in vitro. A micropropagacao permite a obtencéo
de uma grande gquantidade de plantas utilizando pequena quantidade de material
vegetal original, restringindo ou minimizando a limitagdo que a baixa oferta de
mudas constitui para a expansao das culturas (Souza et al., 2009).

Em comparacdo com as técnicas de propagacdo tradicional, a
micropropagacao apresenta significativas vantagens, dentre as quais a

possibilidade de propagar rapidamente em larga-escala novos genétipos 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).
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plantas livres de doencas (Souza et al., 2009).

No entanto, o uso generalizado da micropropagacao ainda continua
sendo limitado nos dias de hoje, devido ao alto custo de producéo. Estes custos
sdo atribuidos principalmente a uma baixa taxa de crescimento, uma perda
significativa de mudas in vitro (devido a contaminacdo microbiana e desordens
fisiologicas e morfoldgicas), a baixa sobrevivéncia das mudas no campo e aos
altos custos com méo de obra (Xiao e Kozai, 2006; Houllou-Kido et al., 2009).

Na maior parte, a técnica de micropropagacado convencional € realizada
utilizando-se recipientes de pequeno porte com meio de cultura com &gar ou
outros agentes geleificantes, contendo nutrientes minerais e sacarose como fonte
de carbono para o metabolismo das plantas, um baixo fluxo de fétons
fotossintéticos (FFF), o qual é fornecido geralmente por lampadas fluorescentes,
sendo que os frascos fechados ndo permitem a troca de gases. Tais
caracteristicas fazem com que o método exija a fase de aclimatizacdo antes de
levar as mudas para o campo (Cui et al., 2000; Dary et al., 2001; Fuentes et al.,
2007).

A fase de aclimatizacdo é a transferéncia para condicbes de casa de
vegetacdo. Nessa fase objetiva-se assegurar a sobrevivéncia das mudas sob
condigéo ex vitro (Gonzalez-Olmedo et al., 2005), sendo esse periodo, de acordo
com Teixeira et al. (2001), seis a oito meses de duracdo, e dependendo do
substrato e da nutricdo 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, sao
direta ou indiretamente relacionadas as caracteristicas fotomixotréficas* ou
heterotréficas do crescimento das mudas in vitro no sistema de micropropagacao
convencional, em que o acucar 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 transicAo do mecanismo heterotrofico para foto-
autotrofico em plantas micropropagadas ocorre em virtude das alteracbes
epigenéticas anatbmicas e fisiologicas, induzidas pelas condi¢cdes in vitro
(Campostrini e Otoni, 1996) e, portanto, tal processo requer a realizacdo de

determinadas investigagdes, para que a aclimatiza¢céo venha a ter mais sucesso.

*Fotomixotréfica - 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 absor¢édo do CO, do ar em torno do explante (Kozai, 1991).
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Ha tempos se sabe que a aclimatizacdo é considerada uma fase critica da
micropropagacdo, sendo um dos maiores obstaculos a aplicagdo pratica da
cultura de tecidos na propagacédo de plantas, devido a grande diferenca entre as
condi¢cbes laboratoriais e as condicbes do ambiente ex vitro (Read e Fellman,
1985, Zhang et al., 2009).

Apesar das inumeras vantagens, a micropropagacao produz plantas com
caracteristicas peculiares como: parte aérea pequena, menor quantidade de cera
cuticular e epicuticular nas folhas (Fuchigami et al., 1981), tecidos com reduzida
resisténcia mecanica (menos colénquima e esclerénquima), maior contetdo de
agua, estdmatos nao-funcionais (Ziv et al. 1987; Cassells e Walsh, 1994), folhas
finas, pequenas, com poucos tricomas (Wetzstein e Sommer, 1982), com baixa
atividade foto-autotréfica (Deng e Donnelly, 1993; Pospisilova et al., 1992),
sistema radicular com poucos pelos (Preece e Sutter, 1991) e dificuldade de
controlar a perda de agua, quando submetidas as condi¢cdes do ambiente natural,
com aumento da demanda evaporativa (Albany et al., 2005; Barboza et al., 2006).

Os estdbmatos possuem consideravel importancia nesse sentido, pois o
movimento de 4gua contida nos espacos intercelulares para a atmosfera ocorre
quase que completamente por difusdo do vapor de agua através deles, cujo
principal mecanismo de controle € a resisténcia estomatica (Taiz e Zeiger, 2013).

Um dos problemas enfrentados pela técnica que pode ser citado € que
durante o cultivo in vitro, as plantas recebem uma pequena intensidade de fluxo
de fotons fotossintéticos (FFF), e na aclimatizacdo, o FFF € muito maior, tornando
as plantas susceptiveis a estresses por luz. Essa alta radiacédo fornecida durante
a aclimatizacdo pode levar a fotoinibicdo crénica (Krause e Weis, 1991;
Huylenbroeck et al., 1995).

Portanto, quando transplantadas para condicbes ex vitro, sdo mais
susceptiveis aos estresses ambientais e passiveis de perdas mais frequentes
(Preece e Sutter, 1991). Assim, a perda de vigor e a subsequente morte devido ao
dessecamento sdo dois sérios problemas que ocorrem com plantas transferidas
das condic¢des in vitro para casa de vegetagcdo (Barboza et al.,, 2006, Sutter e
Hutzell, 1984).

Se as condicdbes ambientais (luz, temperatura e umidade) forem
desfavoraveis durante a aclimatizagdo, o crescimento das mudas pode ser

prejudicado, retardando o tempo para disponibiliza-las ao produtor (Pereira et al.,
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2005). Logo, a manipulagdo das condicbes de aclimatizacdo pode reduzir as
perdas (Preece e Sutter, 1991; Desjardins, 1995), no entanto ndo sem custos
adicionais aos produtores.

Dentre os métodos que favorecem o crescimento das mudas apds a
aclimatizacado estdo incluidas 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 Fisiologicos - Metabolismo Acido das Crassulaceas -
“Crassulacean Acid Metabolism” (CAM)

A maioria das plantas superiores assimila o CO, atmosférico por meio do
metabolismo Cj;. Entretanto, em condi¢Oes de limitacdo de disponibilidade desse
gas, a enzima Ribulose-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) pode utilizar o
O, como substrato, processo esse conhecido como fotorrespiracdo, que €
dispendioso e limita a fotossintese. Como alternativas bioquimicas, as plantas
desenvolveram o metabolismo C, e o metabolismo &cido das crassulaceas (CAM)
para reduzir a atividade oxigenase da Rubisco, por meio da concentracédo do CO,
préximo do seu sitio de atuacédo (Luttge, 2004).

A fotossintese por meio do metabolismo CAM consiste na carboxilagdo
noturna do fosfoenolpiruvato (PEP), utilizando o CO, atmosférico, dando origem
ao oxaloacetato (OAA). Essa reacdo mediada pela fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC). O OAA é entédo reduzida a malato, pela malato desidrogenase (MDH), e
consequentemente é transportada para o vacuolo e estocado na forma de acido
malico, gerando a acidificacdo noturna nas folhas. No periodo diurno, os
estbmatos se mantém fechados e o acido malico é remobilizado para o
citoplasma e descarboxilado pela enzima do tipo malica, produzindo o CO, que é
refixado no cloroplasto pela Rubisco, sendo, portanto, um mecanismo de
concentracdo de CO,, com uma separacao temporal dos eventos, que reduz a
frequéncia com que a fotorrespiracdo ocorre (Dodd et al., 2002; Herrera 2009;
Silveira et al., 2010).

Apesar de parecer, esse mecanismo nao opera simplesmente como um

ciclo dia-noite, como descrito acima. De fato, existe uma enorme plasticidade em
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formas e fungdes, podendo ser otimizado dependendo de respostas a condi¢cdes
ambientais (Luttge, 2008). A melhor maneira de se descrever essas opc¢des € por
meio da divisdo do ciclo em 4 fases, de acordo com Osmond (1978): a fase |
representa a abertura estomatica noturna, com a captura do CO,, fixacdo e
armazenamento como acido malico. A fase lll representa a etapa na qual os
estdbmatos estdo em sua maior parte fechados durante o dia, com a remobilizacao
do CO, e sua assimilacédo. As fases Il e IV sao fases intermediarias, que incluem,
respectivamente, o fechamento estomatico progressivo no inicio da manha, com
inicio do processo de descarboxilacdo do malato e sua abertura no final da tarde,
que, geralmente, ocorre quando as reservas de malato ja estdo esgotadas.

Dependendo da extensdo dessas duas fases (Il e 1V), influenciado por
fatores ambientais e enddgenos, o CO, pode ser capturado e assimilado
diretamente pela Rubisco, através do metabolismo C;, podendo haver uma
grande contribuicdo na produtividade das plantas (Littge, 2008).

Dentre as plantas que assimilam o carbono atmosférico por meio do
metabolismo CAM, o abacaxizeiro é a cultura de maior importancia econdmica
(Zhu et al. 1997). Segundo Cote (1988), o abacaxizeiro pode atingir taxas de
assimilacao de CO, diurnas maiores do que no periodo noturno, dependendo das
condicBes de cultivo, entretanto, esses valores sao, de maneira geral, menores do
gue os de plantas com metabolismo Cjs, pois aquelas apresentam folhas com
menor condutadncia a difusdo de gas, mesmo quando 0s estdmatos estdo
amplamente abertos. Além disso, a concentracdo de Rubisco por unidade de area
de folha pode ser menor, e contribuir para tal fato (Winter et al., 1982).

No caso do abacaxizeiro, a condutancia estomatica e a transpiracdo sao
fortemente correlacionadas com o ritmo de captura do CO, (Cote et al., 1993). As
taxas de transpiracdo mais baixa sdo encontradas nas fases I, Il e lll e as mais
altas durante a fase IV (Malézieux et al., 2003). Portanto, Ao abrir seus
estbmatos, em horarios de baixas taxas de evapotranspiracdo, como no periodo
noturno, ocorre um aumento da eficiéncia do uso da agua, e isso faz com que
essas plantas possam sobreviver em condicbes com pouca disponibilidade
hidrica, sendo umas das vantagens do metabolismo em questao (Luttge, 2004).

Entretanto, dependendo da duracdo do periodo luminoso, a reserva do
acido malico pode terminar e consequentemente a proporcdo entre O,/CO, pode

aumentar, devido a liberacdo do O, pelo complexo de evolugdo do oxigénio no
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fotossistema Il e, portanto, a atividade oxigenase da rubisco pode ser favorecida
(Luttge, 2002). Dessa forma, ocorre uma reducao na eficiéncia da conversdo do
carbono atmosférico em carboidratos, tendo uma correlacdo direta com o
crescimento das plantas.

O abacaxizeiro € 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 auséncia de estresses abioticos,
principalmente o hidrico, acelerando o desenvolvimento (Freschi et al., 2010).
Outras condic¢des de cultivo, como salinidade, temperaturas altas, intensidade ou
qualidade de luz, também contribuem para o grau de alternancia entre o CAM e o
metabolismo C;3; (Neivola et al., 2005, Aragén et al., 2011). Essa regulacao
depende de expressao génica em resposta a sinais de estresse (Cushman, 2001).
Além disso, essa capacidade de alternancia 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 condi¢cdes ambientais
sdo estressantes ou ndo e a definicdo do momento em que iSso ira ocorrer esta
ligados a fatores ontogenéticos (Freschi et al., 2010; Winter et al. 2008).

Para ter uma ideia da influéncia das condi¢des de cultivo no metabolismo,
podemos citar o efeito da temperatura. De acordo com Zhu et al. (1999), o
aumento da temperatura aumenta a propor¢cdo de CO, que é fixado no periodo
noturno em relagcéo ao total.

Da mesma maneira, a irradiancia pode alterar o padréo de fixacdo do
CO,. Por exemplo, altas irradiancias diminuem a duracédo da fase Ill e aumentam
a duracédo da fase IV, quando comparado a situacdes de baixa irradiancia (Nose
et al., 1986). Além disso, em altas irradiancias, enquanto os estbmatos
permanecem abertos na fase lll, as taxas fotossintéticas sdo mais elevadas do
que em situacBes de menor intensidade de luz (Malézieux et al., 2003).

Entretanto, como dito anteriormente, o fator que € mais significativo para
essas alteragbes na assimilagdo do carbono atmosférico € a disponibilidade
hidrica (Freschi et al., 2010).
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2.1.6.1 — Importancia da Irrigagao na Aclimatizacéo:

A irrigacdo é uma pratica de grande importancia no processo de
aclimatizacao, ja que a agua € um dos fatores que mais limita a producdo das
mudas, e tem como funcdo controlar a umidade relativa do ambiente (Bomfim et
al., 2011).

O manejo de irrigacdo, mais especificamente a frequéncia de aplicacéo
da agua, € essencial para o estabelecimento e para o adequado crescimento de
mudas micropropagadas em condi¢cbes de aclimatizacdo, ja que irrigacdes
excessivas ou deficientes costumam afetar negativamente o desenvolvimento
vegetal (Farias e Saad, 2005).

As irrigacBes muito frequentes e com laminas reduzidas, como séao feitas
no processo de aclimatizacdo convencional por meio da técnica de aspersao,
costumam molhar somente alguns centimetros da camada superficial do
substrato, o que facilita a maior perda de agua pelo processo de evaporacao e
acaba prejudicando o desenvolvimento do sistema radicular das mudas, tendo em
vista que o crescimento das raizes pode ser limitado a porcdo superficial do
substrato (Farias e Saad, 2005; Bomfim et al., 2011; Faria et al., 2012).

Além disso, a alta frequéncia de irrigacdo com reduzida lamina de agua,
por favorecer o processo de evaporacao, ainda pode promover o secamento do
substrato (Bomfim et al., 2011). Para Kramer e Boyer (1995), o secamento do
material reduz o potencial de 4gua e provoca a contracdo das raizes e do
substrato, e essa contracdo acaba reduzindo o contato do substrato com a raiz,

aumentando a resisténcia a absor¢céo de agua.

2.1.6.1.1- Estresse Hidrico

O estresse € uma forca ou condicdo adversa que inibe o funcionamento
normal do sistema biolégico do individuo (Jones e Jones, 1989), sendo o estresse
hidrico causado tanto pelo excesso quanto pela escassez de agua, porém, a
primeira situacdo leva a uma reducdo na disponibilidade de oxigénio para as
raizes (Mahajan e Tuteja, 2005).

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

abacaxizeiro um amarelecimento da planta, e uma reducéao na emissao de folhas,
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as quais perdem a turgescéncia, 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 raizes e do pedunculo, este ultimo
causando o tombamento dos frutos (Py et al., 1984).

Tais sintomas, algumas vezes, podem ser confundidos com a murcha do
abacaxizeiro causada pelo virus do género 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 raizes, sendo arrancadas com facilidade, podendo morrer (Sether
et al., 2002).

O estresse hidrico ndo afeta o abacaxizeiro apenas durante a fase adulta.
Durante o processo de aclimatizacdo, o estresse hidrico tem sido relatado como a
principal causa de mortalidade de plantulas durante essa etapa da
micropropagacdo, tendo como resultado a perda excessiva de &agua pelas
plantulas (Barboza et al., 2006). A alta umidade relativa do recipiente de cultivo
(proxima de 100%) e a baixa irradiancia sao os principais fatores que provocam
alteracbes na estrutura e funcionamento dos tecidos, causando a baixa
capacidade das mudas produzidas in vitro de controlar a perda de agua, quando
submetidas as condicbes de aclimatizacdo, com aumento da demanda
evaporativa (Albany et al., 2005; Barboza et al., 2006).

A densidade estomatica, sua estrutura e funcionalidade s&o os principais
responsaveis pela perda de agua durante o processo de aclimatizacdo (Barboza
et al., 2006; Hazarika, 2006).

Liu e Zhu (1998) descrevem que a parte aérea normalmente € mais
sensivel a deficiéncia hidrica, do que as raizes, apesar de haver uma determinada
relacdo para tal: reducdo na parte aérea também reduz a taxa transpiratoria, e 0
aumento do sistema radicular visa explorar novas areas do solo em procura de
agua.

Hu e Shimidahalter (1998) relatam que o estresse hidrico altera varios
processos bioquimico-fisioloégicos, desde a taxa fotossintética até a sintese

proteica e acumulo de solutos.
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2.1.6.1.1.1 - Efeitos Fisiologicos

Geralmente, a primeira resposta de todas as plantas a baixa
disponibilidade hidrica € o fechamento dos estématos. O estresse hidrico pode se
tornar tdo severo que até mesmo plantas CAM podem ser submetidas a situacéo
de ter que escolher entre a dessecacao ou ficar sem assimilar o CO, (Matiz et al.,
2013). Em primeira instancia, as fases Il e IV sédo eliminadas e os estbmatos
permanecem fechados ao longo de todo periodo luminoso, restringindo a perda
de agua pela transpiracdo. Em casos ainda mais severos, os estdmatos podem
permanecer fechados até mesmo durante a noite, e 0 CAM ir4 representar uma
opcao de sobrevivéncia, por meio da reciclagem interna do CO, (Luttge, 2008;
Osmond, 1978).

O fechamento estomético pode se dar em resposta a0 aumento na
concentracdo de &cido abscisico (ABA) nas raizes, 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 biossintese e pelo metabolismo deste fitormbénio. O ABA é
distribuido aos compartimentos celulares das folhas através da difusdo 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 anion ABA". Na regulagdo do movimento
estomatico, o primeiro local de acdo do ABA é a membrana externa da célula-
guarda. Em condicbes de estresse hidrico, o pH do apoplasto e a capacidade de
troca do anion (ABA") sdo aumentados, favorecendo o rapido acamulo de ABA na
célula guarda, que resulta no fechamento dos estdmatos (Hartung et al., 1990).

Esse fechamento estomatico, apesar de aumentar a eficiéncia do uso da
agua, também limita a entrada de CO, atmosférico, restringindo a fotossintese
(Taiz e Zeiger, 2013; Faria et al., 1996).

Em Mesembryanthemum crystallinum, o modelo de planta CAM
(facultativo) mais intensivamente estudado, aumenta o seu nivel enddégeno de
ABA, durante a indugcdo do metabolismo CAM em resposta a estresse hidrico
(Taybi e Cushman, 2002), enquanto que a aplicagcdo exdgena desse hormoénio

pode induzir a expresséo e atividade de muitas enzimas do metabolismo CAM,
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até mesmo na auséncia de restricbes ambientais, o0 que sugere que o ABA esta
fortemente ligado a ativacao de tal metabolismo (Taybi et al., 1995).

A taxa transpiratéria, influenciada pela sintese de ABA, afeta a
temperatura da folha, a qual pode ser menor que a do ar, quando a radiacao
incidente é baixa, ou maior que a do ar, quando a radiacao € alta e, em ambos os
casos, essa temperatura € reduzida pelo aumento da transpiragdo (Angelocci,
2002). Por isso, a medida da temperatura da folha € utilizada, como indicador da
taxa de transpiracdo e, consequentemente, da disponibilidade hidrica (Idso et al.,
1986).

Dessa forma, possiveis alteracBes na conduténcia estomatica podem
causar um aumento na temperatura foliar (Jones, 2002). De acordo com Vitolo et
al., (2012), o primeiro dano imposto quando a temperatura excede a faixa 6tima
para fotossintese € a perda de estabilidade e desorganizacdo das membranas,
que irdo 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 transpiratdria e a pouca circulacdo de ar em torno das folhas, devido a
arquitetura da planta (Malézieux et al., 2003).

A deficiéncia hidrica ndo afeta apenas a funcionalidade dos estématos,
mas sim o processo fotossintético como um todo (efeitos ndo-estomaticos). Na
fotossintese, a luz é absorvida por pigmentos do complexo-antena, que quando
excitados, transferem energia para os centros de reacao dos fotossistemas | e Il
(PSI e PSII) (Young e Frank, 1996). Dessa forma, a reducao na fixagcdo de CO;
também pode ser limitada por situacdes, como a reducdo no transporte de
elétrons, que leva ao decréscimo na sintese de ATP e NADPH, ou até mesmo
efeitos bioquimicos, como limitagbes na eficiéncia 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 deficiéncia de CO,, ATP ou RuBP, assim como a inibicdo da Rubisco,
pode comprometer o Ciclo de Calvin e o acumulo do primeiro aceptor dos elétrons
fotossintéticos, o NADPH. Se concomitantemente ocorrerem condigdes de alta
irradiancia, havera uma sobrecarga energética nos componentes antena e de
transporte de elétrons, que assim ndo conseguem canalizar a energia para
processos bioguimicos, o que podera provocar danos no aparato fotossintético
(Haupt-Herting e Fock, 2000).
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Desta maneira, 0 excesso de energia necessita ser dissipado em vias
alternativas. Uma possibilidade é a emissdo dessa energia na forma de calor
(Krause e Weiss, 1991) que esta relacionada a diminuicdo da atividade do PSII
(Faria et al., 1998).

Segundo Meyer e Genty (1999), a fluorescéncia da clorofila permite
verificar a atividade do transporte de elétrons da fase fotoquimica, fornecendo
uma andlise detalhada da inibicdo desta fase da fotossintese, induzida pelo
estresse.

A eficiéncia quantica méxima do PSIl (F./Fy,) pode variar numa faixa de
0,75 a 0,85 em plantas ndo submetidas a estresses, ou seja, de 100 fétons que
chegam ao PSIl, 75 a 85 deles sdo usados para reduzir Quinona a (Qa),
mostrando uma Otima eficiéncia do PSIl, que é capaz de capturar nessas
condi¢Bes maior quantidade de energia. (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989).

A diminuicdo da relagdo F,/F, € um bom indicador de efeito foto-
inibitério, quando as plantas estdo 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 medi¢éo da fluorescéncia da clorofila a é
uma técnica rapida, precisa e nado-destrutiva para detectar o desequilibrio
energético e metabdlico da fotossintese (Araus et al., 1998). Para os estresses
ambientais que ndo causam modificacbes na relacdo F.,/Fn, pode-se utilizar o
indice fotossintético ou “Photosynthetic index” (PI).

Esta variavel proposta por Strasser et al (2000) é um indice que integra
trés componentes independentes: densidade dos centros de reacédo ativos (RCs);
eficiéncia no transporte de elétrons apos Qa ter sido reduzida e a probabilidade
de que um féton absorvido seja capaz de reduzir Qa. A variavel Pl mostra a
atividade dos fotossistema | e Il e pode avaliar o desempenho da planta sob
condicdo de estresse, sendo capaz de fornecer informacdes precisas do que a
relacdo F./Fn, por avaliar o funcionamento dos dois fotossistemas (Strasser et al.,
2004).

O metabolismo CAM parece ser também uma espécie de prote¢cédo contra
a fotoinibicdo. Experimentos medindo a fluorescéncia da clorofila em Clusia minor,
que pode atuar tanto como CAM como Cs, mostrou que a fotoinibicdo, quando
ocorre, € mais provavel de ser observado durante a fase IV do CAM, quando o0s

estbmatos estdo abertos e as plantas fixam o CO, via Rubisco, do que na fase Il
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(Haang-Kerwer, 1994). Resta saber, se ao longo de um estresse hidrico, o
comportamento sera 0 mesmo, ja que esse tipo de comportamento parece ser
contraditorio com o fato de o metabolismo CAM ser expresso justamente em
condicOes de estresse. Ou seja, se a fase IV ocorre, as plantas em tese néo estéo
sofrendo danos abiéticos, que levam a fotoinibigao.

O teor de clorofila esta diretamente relacionado a fase fotoquimica da
fotossintese, pois sdo os pigmentos responsaveis pela captura de luz, sendo
essenciais na conversao da radiacado luminosa em energia quimica, na forma de
ATP e NADPH (Jesus e Marenco, 2008). A intensidade de verde, representada
pelo indice SPAD pode ser utilizada nesse sentido, pois estresses abidticos
podem influenciar no teor de clorofila foliar. De acordo com Torres Netto et al.
(2002), em mamoeiro, os valores elevados do indice SPAD indicam bom
conteudo de nitrogénio (N) no tecido foliar, bem como pigmentos fotossintéticos,
uma vez que o indice SPAD apresenta relacao direta com a concentracdo das
clorofilas e de Nitrogénio foliar.

Outra questdo a ser observada, € com relacdo a espécies reativas de
oxigénio (EROSs). Plantas em condi¢cbes de deficiéncia hidrica possuem baixa
capacidade de assimilar o CO,. A continua absorcédo de luz em tais condi¢des
resulta em um excesso de energia que ndao pode ser utilizada, e se ndo for
dissipada, pode promover uma grande producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), incluindo superéxidos, os oxigénios singleto, hidroxilas, e peréxidos de
hidrogénio (H,0,), e esses compostos podem ser prejudiciais a estruturas de
proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos (DaCosta e Huang, 2001;
Smirnoff, 1993).

O H,0, tem sido associado a inducdo do metabolismo do tipo CAM, ou
quando aplicado de forma exdgena, em concentracfes relativamente altas, ou
também quando aumenta seus niveis enddégenos (Slesak et al., 2008).

Sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos foram desenvolvidos nas plantas
para protecdo contra esses EROs. Alguns exemplos séo as enzimas catalase e
peroxidase (Asada, 1999). E é exatamente o equilibrio entre a producédo de ERO
e atividades antioxidante enzimatica que determina se ocorrera sinalizacao
oxidativa ou danos, apesar disso variar entre espécies vegetais, cultivar,

intensidade e duracao do estresse (Da Costa e Huang, 2007).
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Entretanto, a producdo de enzimas responséveis pela eliminacdo de
EROs pode ser interrompida devido ao estresse hidrico, ou haver um
desbalanceamento entre sua producdo e das ERO, resultando em aumento da
peroxidacdo de lipideos, o que leva a danos a membrana celular, além de
degradar proteinas, acidos 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 micropropagacdo, o estresse hidrico e a
fotoinibigdo atuam em conjunto aumentando a formagéo de EROs em tais plantas
(Smirnoff, 1988; Foyer et al., 1994).

Em plantas CAM, as alteracdes que ocorrem em seu metabolismo ao
longo do dia requer que haja uma regulacédo especifica para producdo de uma
série de enzimas. Enzimas como a superéxido dismutase (SOD) e a catalase
incrementam seus niveis durante o dia e reduzem a noite, como uma espécie de
protecdo a elevacdo na concentracdo das espécies reativas que ocorre no
periodo diurno (Slesak et al., 2002). Portanto, a ativacdo do metabolismo CAM
esta fortemente ligado as condigbes ambientais.

A deficiéncia hidrica é tida como o fator que mais afeta esse processo
(Freschi et al. 2010). Assim, a disponibilidade hidrica é um fator chave e pode
influenciar no tempo de permanéncia e sobrevivéncia das mudas de abacaxizeiro
nessa fase, tendo em vista a limitagdo desse metabolismo em assimilar o CO;
atmosférico quando comparado com os metabolismos C3 e C4, que apesar de
permitir a sobrevivéncia do abacaxizeiro em condicbes 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 fotoinibicdo (Almeida et al.,
2002).

2.2- Discriminacao Isotopica do Carbono

Existem duas formas de ocorréncia natural do carbono, **C e *C. A
maioria do carbono encontrado na natureza se encontra na forma de **C (98,9%).
Esses isétopos estao desigualmente distribuidos entre os diferentes compostos, e
essa distribuicdo pode revelar informacfes sobre a fisica, quimica e processos

metabdlicos envolvidos na transformacao do carbono (Franquhar et al., 1989).
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As propriedades quimicas do **C s&o idénticas as do *?C, mas devido a
leve diferenca de massa (2,3%), a maioria das plantas assimila menos o primeiro.
Em outras palavras, as plantas discriminam contra os isétopos mais pesados de
carbono e elas tém razdes de '3C para *C menores do que as encontradas no
CO, atmosférico (Taiz e Zeiger, 2013).

Em contraste com as técnicas de trocas gasosas que medem a taxa
fotossintética em um dado momento, a composicdo isotépica do carbono (3*3C)
integra a taxa de CO; intercelular (pi) com a concentracdo de CO, do ar (pa) a
longo prazo (Osorio et al., 1998).

Embora o & *C da planta inteira seja controlado pela assimilacdo e
difusdo do CO, nas folhas, a particdo interna e o metabolismo primario dos
assimilados também podem produzir diferentes 3 *C entre os diferentes 6rgéos
da planta (Ghashghaie et al., 2001; Brugnoli e Farquhar, 2000).

No sitio de carboxilacdo da Rubisco, o '3C apresenta uma baixa
reatividade intrinseca, comparada com o *?C. Por outro lado, os estromas
discriminam menos o **C do que a Rubisco (Brugnoli e Farquhar, 2000; Bacon,
2004).

A presenca de duas rotas de carboxilacdo em plantas CAM, uma mediada
pela PEPC e outra pela Rubisco, determina as diferencas na & '°C. Essas
diferencas sdo dadas pelas caracteristicas de fracionamento da PEPC e Rubisco.
Assim, os valores de 5 **C encontrados nas plantas sdo indicativos de quanto do
CO, ¢é fixado pela Rubisco (durante o dia) ou PEPC (a noite).
Consequentemente, crescimento dependente da fixacdo noturna de CO, gera
valores menos negativos de & '3C (planta CAM), enquanto que crescimento
dependente de fixacdo de CO, atmosférico durante o dia resulta em valores mais
negativos de & **C (planta C3) (Osmond et al., 1973).

Em resposta a diferentes condicdes ambientais, o **C pode ser usado
para avaliar a eficiéncia intrinseca do uso da agua em muitas espécies de plantas
(Le Roux et al., 1996; Osorio et al., 1998; Robinson et al., 2000; Araus et al.,
2003; Gaudilléere et al., 2002). Assim, ao longo da fase de crescimento, a
composicao isotopica do carbono reflete o efeito do status hidrico da planta no
processo fotossintético (de Souza et al., 2005).

Plantas CAM constitutiva tem valores de 5°C estaveis na faixa de 2-10%
(Farquhar, et al., 1989 e Grifiths, 1992) e esses valores refletem a contribuicéo
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relativa do CO, fixado a noite e dia em relacdo ao total de ganho de carbono
(Grifiths, 1992). Como dito anteriormente, as condigcdes ambientais podem alterar
a quantidade relativa de CO,, fixados durante o dia e a noite, e

consequentemente, alterar os valores da discriminacéo isotopica (Grifiths, 1992).

2.3 - Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Diversos processos sao mediados por microrganismos do solo
desempenhando papel importante na ciclagem de nutrientes. Um desses
processos é a fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico, que é realizada por
microrganismos procarioticos conhecidos como diazotréficos, e nesse grupo esta
incluso uma grande quantidade de bactérias (Moreira et al., 2010).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é o processo realizado pela
enzima nitrogenase, presente nas bactérias fixadoras de nitrogénio (também
chamadas de diazotréficas), em que ha a transformacéo do nitrogénio atmosférico
(N2) em aménia (NH3), forma assimilavel pelos vegetais (Nunes et al., 2003; Marin
et al., 1999). Exatamente por essa habilidade em converter nitrogénio atmosférico
em substancias nitrogenadas utilizaveis pelas plantas, essas bactérias também
sao reconhecidas como bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Tal
processo é de suma importancia visto que aproximadamente 65% de nitrogénio
mineral aplicado com a adubacao é perdido pela emissdo de gases e/ou erosao
(Bhattacharjee et al. 2008; Adesemoye e Kloepper 2009).

As bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre e associadas as plantas
nao leguminosas tém sido amplamente estudadas nas ultimas décadas, desde o
isolamento de Beijerinckia fluminense da rizosfera de cana-de-acucar (Débereiner
e Ruschel, 1958) e com a reidentificacdo de Azospirillum lipoferum isolado de
raizes de diversas gramineas forrageiras e cereais (D6bereiner e Day, 1976).

Além do processo de FBN, as BPCV podem auxiliar o desenvolvimento
de plantas por outros mecanismos, como: solubilizacao de fosfatos pela liberagao
de acidos orgéanicos (Pedraza et al., 2008. Moreira et al.,, 2010); oxidacdo de
sulfatos (Banerjee e Yesmin, 2002); producao de sideroforos* (Katiayar e Goel,
2004); inibicdo de organismos antagonicos (Dobbelaere et al., 2003); inducdo de
resisténcia sistémica ao patdégeno pelo hospedeiro (Berg, 2009); alteracdo da
respiracdo das raizes e das atividades de enzimas da via glicolitica e do ciclo dos
*Sideroforos - Siderdforos sao peptideos de sintese nao-ribossdmica com altissima afinidade

por ferro produzidos por microorganismos, incluindo as bactérias presentes na rizosfera
(Neilands, 1984).



25

acidos tricarboxilicos e producéo de nitritos (Okon e Labandera-Gonzales, 1994;
Basha e Holguin, 1997); producdo de antibiticos e outras moléculas bioativas
(Strobel, 2002); aplicacdo nos processos de bioremediacdo (Lodewyckx et al.,
2002) e nas técnicas de transgenia (Baldani et al., 2002). As BPCV podem
também estar associadas a producdo de horménios, que interferem no
crescimento das plantas (Bashan e Hoguin, 1997; Zaied et al., 2003).

Dentre essas substancias estdo as auxinas, que podem ser produzidas
por bactérias; que, quando em associacdo com as plantas, podem promover o
crescimento vegetal (Patten e Glick, 1996; Ryu e Patten, 2008; Kochar et al.,
2011; Lopezvaldez et al., 2011). Algumas bactérias também estimulam a
producdo 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 producéo de etileno, através
da degradacao do l-aminociclopropano -1-carboxilato (ACC), que € o precursor
do etileno, devido atuacdo da enzima ACC deaminase (Glick et al., 1998). A
reducdo dos niveis enddgenos desse horménio leva a diminuicdo dos efeitos
inibitérios do crescimento vegetal, retarda o processo de senescéncia, 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 condi¢des de estresse (Neiverth, 2011).

De maneira geral, a producao de fitohorménios e seu balanco adequado
pode alterar a morfologia das raizes, aumentando o nimero e o comprimento
dessas, e estimulando o desenvolvimento de um maior niUmero de raizes laterais
(Sala et al., 2007; Spaepen et al., 2008). O aumento do numero e volume de raiz,
associado com o aumento na quantidade de H'-ATPase na parede celular das
células das raizes permite que se tenha uma maior absorcdo de agua e nutrientes
(Baldani e Baldani, 2005).

Os abacaxizeiros micropropagados apresentam crescimento bastante
lento na fase ex vitro, que depende do substrato, da nutricdo das plantas e do seu
metabolismo, que pode alternar entre o C3 e o CAM (Céte et al., 1993), assim,
devido aos mecanismos citados anteriormente, a aplicacdo de bactérias
diazotréficas e promotoras de crescimento em mudas micropropagadas poderia
vir a ser uma alternativa para reduzir o periodo de aclimatacdo das mudas e 0s

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

Na interacdo associativa, as bactérias podem ser encontradas na
superficie da raiz, na camada mais interna do cortex (associacdo epifitica) ou no
interior da raiz, colmo, e, especialmente nos espacos inter/intracelular do
parénquima, vasos condutores podendo chegar a parte aérea da planta
(associacao endofitica) (Baldani e Baldani, 2005).

O termo endofitico inclui todos os organismos que sao 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 endofiticos
podem ser divididos em obrigatorios, que estdo presentes no espaco
inter/intracelular de raizes das plantas, e os facultativos, que podem também
colonizar a rizosfera (Baldani et al., 1997).

As bactérias endofiticas sdo encontradas geralmente em maior nimero
nas raizes, 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 penetracdo pode ocorrer por meio de aberturas naturais que surgem
durante o crescimento das plantas; pelas juncfes das raizes secundarias com as
primarias; através dos pélos radiculares; ou ainda através dos estdmatos ou
tricomas danificados (James et al. 2002). Quando a entrada nao 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
colonizacéo intercelular, a parede celular deve ser degradada (Neiverth, 2011).

O apice das raizes é considerado uma das regibes de colonizacéo
primaria, principalmente na zona de alongamento e diferenciacdo celular, onde as
bactérias podem invadir inter/intracelularmente, penetrando nos tecidos mais
centrais antes da diferenciacdo dos vasos condutores e da endoderme, que mais
tarde ira construir um limite, devido incrustacdo de lignina e suberina da estria de
Caspary (Reinhold-Hurek e Hurek, 1998).

De acordo com James e Olivares (1998), o espaco intracelular e o lumem
do xilema sdo considerados os locais ideais para a localizacdo das bactérias

endofiticas devido ao suplemento de nutrientes e circulagdo de produtos
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benéficos oriundos das bactérias associadas. Além disso, ha o favorecimento da
expanséao da colonizacdo das bactérias por toda planta e seu estabelecimento.

Tem sido demonstrado que estirpes isoladas de uma espécie vegetal sao
mais aptas a se restabelecer nas raizes, quando inoculadas na mesma espécie
vegetal, sendo denominadas estirpes homologas (Baldani e Baldani, 2005). Além
disso, admite-se ser o gendtipo da planta fator-chave para obtencdo dos efeitos
positivos da inoculagcédo das bactérias diazotréficas endofiticas (Reis et al., 2000).
Esse sucesso € devido ao fato de que o interior das plantas esta 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, ha ainda a competicdo dos microorganismos endofiticos
com os demais microorganismos presentes no solo ou substrato, quando ocorre a
inoculacéo (Baldani et al., 1986).

Os exsudados liberados pelas raizes das plantas (lisados e acidos
organicos) selecionam as bactérias inoculadas. Tais produtos estdo envolvidos na
guimiotaxia das bactérias em direcdo as raizes, levando a selecdo das bactérias
(Antonyuk e Evseeva, 2006; Sala et al., 2007).

2.3.1.1 — Os géneros Herbaspirillum e Burkholderia

O género Herbaspirillum tem sua ocorréncia um pouco mais restrita do
gue as demais espécies de diazotréficos atualmente conhecidas. H. seropedicae
foi isolada primeiramente por Baldani et al. (1986), em associacdo com raizes de
arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), e apresenta
baixa sobrevivéncia em solo sem cultivo (Baldani et al., 1992, Baldani et al.,
1996).

Esse género apresenta uma alta capacidade de fixacdo de nitrogénio.
Para se ter uma ideia, dependendo da estirpe e da variedade de arroz, algumas
especies de Herbaspirillum podem fixar de 19 a 54% do nitrogénio 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 producdo de &cido indol acético (AIA) e giberelinas Al e A3 (Bastian
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et al., 1998, Radwan et al., 2002). Além disso, foi detectada a presenca da enzima
ACC deaminase em Herbspirillum seropedicae (Zhu et al., 2012)

As bactérias pertencentes ao género Burkholderia podem ser patégenos
humanos, animais e vegetais (Burkholder, 1950; Isles et al., 1984; Whitlock et al.,
2007), e também promotores do crescimento vegetal (TranVan et al., 2000; Peix t
al., 2001) e degradadores de poluentes (Zhang et al., 2000). Diversas espécies do
género Burkholderia também s&o capazes de fixar nitrogénio atmosférico em
simbose, vida livre ou em associa¢des 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 responsaveis por 19 a
35% do N acumulado na planta via FBN. Além da fixacdo de nitrogénio (N),
bactérias do género Burkholderia podem solubilizar fosfato e sideroforos,
sintetizar AIA, além de atuar como antagonista a patdgenos, 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 niveis de etileno na

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

2.3.1.2 — Efeitos das BPCV na tolerancia de plantas a condi¢édo de estresse

Devido as caracteristicas citadas anteriormente, as BPCV podem utilizar
mecanismos comuns de mitigacdo a estresses ambientais como deficiéncia ou
excesso de agua, deficiéncia nutricional ou toxicidade por metais pesados
(Potters et al., 2007).

Atualmente sabe-se que existe uma estreita relacao entre a expressao de
genes e a resposta de plantas com relacdo a tolerancia a estresses bidticos e
abidticos, fazendo com que as plantas sobrevivam a condi¢des como, por
exemplo, o estresse hidrico, sendo que a utilizacdo de microrganismos benéficos
pode ajudar na expressao de tais genes (Saravanakumar et al., 2011).

Saravanakumar et al. (2011) observaram uma maior resisténcia de Vigha
radiata a estresse hidrico quando utilizou a bactéria Pseudomonas fluorescens,
assim como uma maior atividade das enzimas catalase e peroxidase, que séo

responsaveis pela eliminacéo de H,O, formado devido a indugéo do estresse.
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Dentre os compostos exsudados pelas BPCV podemos incluir osmoélitos
que podem agir sinergisticamente com o0s osmo-tolerantes produzidos pelas
plantas como glicina-betaina e prolina aumentando a tolerancia ao estresse
hidrico (Yuwono et al., 2005). Por isso € comum se observar aumento no
conteuddo relativo de agua, potencial hidrico foliar, fragdo apoplastica de agua em
plantas inoculadas com essas bactérias (Casanovas et al., 2002; Dimkpa et al.,
2009).

A inoculacdo de bactérias endofiticas também pode aumentar a
expressdo de aquaporinas (Zawoznik et al., 2011), que sédo proteinas de canal
responsaveis pelo transporte de 4gua e pequenas moléculas neutras através da
membrana celular, agindo no ajustamento do fluxo de 4gua em condicdes criticas
da planta (Kaldenhoff e Fischer, 2006). Essas proteinas também sao
fundamentais para aumentar a taxa de transporte de gases nas células, como o
CO,, que é transportado por difusdo (Prasad et al. 1998, Terashima e Ono 2002).

Creus et al. (2004) relataram que a inoculacdo de bactérias do género
Azospirillum em plantas de cereais submetidas a estresses hidricos apresentaram
maiores contetdos de magnésio (Mg), potassio (K) e célcio (Ca).

Dobbelaere et al. (1999) e Cassan et al. (2001) relatam que a influéncia
de BPCV sobre a producao de fitohormonios que permitem alteracdes fisioldgicas
e morfolégicas que conferem uma melhor tolerancia ao estresse hidrico.

Segundo Pereyra et al. (2006), a inoculacdo de bactérias alteram a
elasticidade das paredes celulares das raizes e poderia ser, segundo esse autor,
um dos primeiros passos para a promocao da tolerancia de plantas a deficiéncia
de agua, pois ocorre um incremento na producao de raiz e biomassa de maneira
geral (Dimkpa et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Localizacao:

O experimento foi realizado entre os meses de junho e novembro de
2013, em condi¢cdes de casa de vegetacdo sob estrutura telada, localizada no
campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em
Campos dos Goytacazes-RJ, (21°44°47” S e 41°18’24” W e 10 m de altitude).

3.2- Material Vegetal:

Foram utilizadas plantas de abacaxizeiro ‘Vitéria’, oriundas de cultivo in
vitro, cedidas pelo Laboratorio de Biotecnologia BioMudas de Venda Nova do
Imigrante — ES. Tais plantas foram doadas com 30 dias de aclimatizacdo em
bandejas de 200 células, como volume da célula igual 14 mL, contendo o
substrato Vivatto®.

3.3- Crescimento Bacteriano, Transplantio e Inoculagao:

Foram utilizadas as bactérias diazotroficas endofiticas: Burkholderia
silvatlantica UENF 117111, isoladas de plantas de abacaxizeiro (Santos, 2008) e
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC-54, isoladas de cana de acucar (Olivares,

1997), sendo as duas bactérias endofiticas e fixadoras de nitrogénio.
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Os isolados bacterianos foram provenientes da colecdo de bactérias
diazotroficas do Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual, da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — LBCT/UENF. Estas cresceram em
meio liquido DYGS (Ddbereiner et al., 1995) por 24 h, em agitador a 120 rpm, a
30°C.

Aos 60 dias de aclimatizacao, as plantas foram transplantadas da bandeja
para vasos de 1L no final da tarde, para evitar as temperaturas mais altas, que
podem levar a desidratacdo das mudas. Suas caracteristicas biométricas podem

ser observadas no Quadro 1.

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

aos 60 dias de aclimatizacao

Altura de planta Diametro da roseta  Numero de Folhas

(mm) (mm)
34,9 67,26 10
Desvio Padrao 0,41 0,83 0,95
CV(%) 11,69 12,48 9,65

n=90

Foi utilizado o substrato comercial Vivatto®, cuja andalise quimica,

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

Quadro 2. Analise Quimica do substrato comercial Vivatto®

pH P K Ca Mg Al HtAL N C MO SB T t m V. F Cu Zn M
‘ mgldm’ ’ cmol fdm® ’ gkg |g/dm3| emol .’ ’ B ‘ mg/dm?
b9 484 91 157 62 00 67 093 6% 1200 253 R0 B3 0 79 8710 12 186 492

Conforme as recomendacdes Embrapa (2009): C = dicromatometria em meio acido; P e K* =
extrator Carolina do Norte; Ca”*, Mg®* e AI** = extrator KCI 1mol L™ (Andlises feitas no Laboratério
de Analise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes,
RJ). Onde: C= teor de carbono orgénico; pH= potencial hidrogenidnico em agua; P e K= fésforo e
potassio disponivel; Ca®*, Mg*'= calcio e magnésio trocavel; H+Al= acidez potencial; SB= soma de
bases (K*, Ca®*, Mg®"); T= capacidade de troca de cations= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de
troca de cations= SB+AI*"; m= saturacao de AP v= saturacdo por bases.
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O substrato n&o foi autoclavado, para uma melhor representacado de
condi¢Oes reais de cultivo. De acordo com informagdes retiradas da embalagem
do substrato utilizado, 0 mesmo apresentava Capacidade de Retencido de Agua
(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 inoculagdo das bactérias com auxilio de pipeta automética. Para tanto,
foram aplicados 10 mL do meio DYGS + bactérias, ao redor das mudas, como

mostra a Figura 2.

Figura 2. Inoculagdo das Bactérias.

O procedimento foi 0 mesmo para os tratamentos sem bactérias, porém,
foram aplicados 10 mL do meio de DYGS, sem crescimento bacteriano.
A inoculacdo de bactérias e aplicacdo do meio DYGS autoclavado foram

feitas apenas no transplantio das mudas para 0s vasos.
3.4- Tratamentos:
O experimento foi constituido dos seguintes fatores em estudo:

e Tratamento com aplicagcdo da bactéria Burkholderia silvatlantica (UENF
117111), sem restricéo hidrica (B1);
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e Tratamento com aplicacdo da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe
54 (HRC-54) sem restricao hidrica (B2);

e Tratamento com aplicacdo da bactéria Burkholderia silvatlantica (UENF
117111), com restricdo hidrica (B1+RH);

e Tratamento com aplicacdo da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe
54 (HRC-54), com restricao hidrica (B2+RH);

e Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias (aplicacdo de meio DYGS
autoclavado) e sem restricédo hidrica (C);

e Tratamento controle sem aplicacdo de bactéria (aplicacdo de meio DYGS
autoclavado) e com restricdo hidrica (C+RH).

Quadro 3. Tratamentos

Bactérias Aplicacao de restricdo  Nome do Tratamento
hidrica
UENF 117111 Nao Bl
HRC — 54 Nao B2
UENF 117111 Sim B1RH
HRC - 54 Sim B2RH
Sem bactéria Nao C
Sem bactéria Sim CRH

3.5- Condi¢des de Cultivo e Aplicacao da Restricao Hidrica:

As plantas ndo receberam irrigagcdo nas primeiras 16 horas apds o
transplantio para que as bactérias tivessem maior tempo de contato com o
sistema radicular.

Apos esse periodo, a irrigacéo foi feita duas vezes ao dia, dependendo do
nivel de umidade do substrato, até a saturacdo do mesmo. De acordo com a CRA
do substrato, a saturagéo era atingida com volume de 4gua em torno de 400 mL,
gue corresponde a 40% do volume do substrato presente no vaso, que era de

aproximadamente 1L. A agua foi aplicada diretamente ao substrato com auxilio de
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mangueira. No dia 11 de outubro, apdés o periodo de adaptacdo, 120 dias, os
tratamentos com restricdo hidrica foram aplicados.

A imposicdo da restricdo hidrica foi feita até o dia em que a taxa
fotossintética liquida de tais tratamentos atingiu valores proximos a zero (estresse
maximo — 24 dias). Entdo, as plantas foram reirrigadas por dois dias para que
fosse avaliada a recuperagao dos tratamentos supracitados. Os tratamentos nao
submetidos a restricdo hidrica foram mantidos até o final do experimento.

Todos os tratamentos foram adubados, uma vez por més com o adubo
Ouro Verde® e com o formulado 14-16-18, cedidos pela BioMudas, ambos na
concentracdo de 2 g.L™ sendo usado o volume de 10 mL por vaso. Os adubos
aplicados em dias diferentes e respeitando o intervalo de dois dias entre as
aplicacoes. A adubacdo foi realizada apenas antes da imposicdo da restricao
hidrica.

As condicbes ambientais da casa de vegetacdo (temperatura (T°), fluxo
de fétons fotossintético (FFF) e umidade relativa do ar (UR)) foram monitoradas
pelo sensor Data Logger WatchDog® (Spectrum Technology, lllinois — 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 pressdo de vapor do ar (DPV), segundo equacdo proposta por Jones
(1992).

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

onde:

DPV: Déficit de Presséo de Vapor;
exp: Exponencial,
T°: Temperatura em graus Celsius;
UR%: Umidade Relativa.
Os valores maximos, minimos e médios desses parametros descritos

anteriormente se encontram na Figura 3.
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Figura 3. Fluxo de Fétons Fotossintéticos - FFF (A), Temperatura (B), Umidade
relativa (C) e Déficit de Pressédo de Vapor do ar - DPV (D) durante o periodo
experimental. As setas indicam o inicio da imposicao da restricdo hidrica e os
asteriscos indicam o dia em que foi feita a reirrigacéo.

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 néo irrigadas e 15 irrigadas) a cada 4

dias, apods o inicio da imposicdo da restricdo hidrica nos devidos tratamentos. O

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

gque quanto maior o indice, 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 conversdo dos indices para porcentagem de umidade do

substrato, como apresentado na Figura 4.



36

—e—ijrrigado —o—Restricdo Hidrica
40 -
35 -
30 -
25 -
20 - T
15 -

10 -
»

Umidade do Substrato (%)

0 T T T T T 1 T ] T
11/out. 15/out 19/out 23/out 27/out 31/out 04/nov 07/nov

Figura 4. Percentual de Umidade do substrato irrigado e sob restricdo hidrica ao
longo do periodo de imposicéo do estresse. A seta indica o inicio da imposicao da
restricdo hidrica e o asterisco indica o dia em que foi feita a reirrigacao.

3.6- Contagem Bacteriana

Tal procedimento foi realizado 24 horas apds a inoculacédo das bactérias e
ao final do experimento, sendo a amostragem feita em 2 plantas. Foram adotados
os procedimentos descritos por DoObereiner et al. (1995), em que amostras de
raizes das plantas (1 g) foram lavadas em agua corrente e posteriormente foram
maceradas, diluidas serialmente e semeadas em meios semissolidos sem adicdo
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 (Ddbereiner et al.,1999). Para os
tratamentos controle, a contagem foi realizada com uso dos dois meios. A
qguantificacdo dos niveis populacionais se deu pela expressao do nimero mais
provavel (NMP) pela consulta a Tabela de Mc Crady, sete dias apos a incubacao

dos frascos contendo o meio de cultura a 30 °C.
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3.7- Métodos empregados para caracterizagdo da promocdo do crescimento
vegetal:

No dia da imposicdo do estresse hidrico (120 dias ap0s a inoculacao das

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

Altura

A altura da base da planta até o apice da folha mais ereta foi determinada
por meio de uma régua milimétrica;

Diametro

O diametro da roseta foi determinado medindo-se o comprimento de
ponta a ponta das folhas mais opostas das mudas, com auxilio de uma régua
milimétrica.

Numero de Folhas

O namero de folhas foi determinado através da contagem desses 6rgéaos.
3.7.1- Andlises destrutivas

Ao final do experimento, foram feitas analises destrutivas. Assim, as
plantas tiveram parte aérea separada das raizes e, portanto, além das variaveis
citadas acima, foram determinados:

Area Foliar

As folhas foram separadas e a area foliar foi determinada com o auxilio do
medidor de area 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)

Apo6s a determinacéo da area foliar, as partes foram postas em envelopes
de papel, separadamente, e colocadas para secar em estufa de ventilacdo
forcada a 70 °C, e apOs 72 horas foram, entdo, pesadas para obtencdo das
medidas de massa seca (parte aérea e do sistema radicular).

3.8- Analise Nutricional

Apés a determinagdo da massa da matéria seca, toda a parte aérea das
mudas de abacaxizeiro foi macerada em almofariz. As avaliacGes foram feitas no
Centro de Analises da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ -
Campus Dr. Leonel Miranda, Campos dos Goytacazes - RJ.

Foram pesados 100 mg por repeticdo de cada tratamento. O material
triturado foi submetido a oxidagcéo por meio da digestéo sulfarica (H,SO4 e H,05),
obtendo-se um extrato onde serdo 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 0 K por meio da espectrofotometria de emissdo de chama.
Os nutrientes Ca e Mg foram determinados pelo espectrofotbmetro de absorcao

atomica (Zeiss, AAS4 - Alemanha).

3.9- Métodos empregados para determinar a capacidade fotossintética:
ApoOs a aplicacdo da restricdo hidrica, foram feitas as seguintes avaliagcdes:
Trocas Gasosas

Foram feitas determinagfes das trocas gasosas (fotossintese - A, umol
CO, m?s™), condutancia estomatica (gs, molm?s™), transpiragéo (E, mmolm s ™)
e déficit de pressao de vapor entre a folha e 0 ar (DVPsgiha-ar), KPa)), utilizando o
analisador de géas infravermelho LI 6200 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Tais
avaliacbes foram feitas a cada 4 dias, a partir do primeiro dia do inicio da
imposicao do estresse hidrico, 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 inicio da aplicacdo da restricdo hidrica (tempo zero — T0), o
procedimento foi realizado apenas no periodo da manha. A medicao 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 ymol m? s™. Essas avalia¢cdes foram feitas
até que a taxa fotossintética liquida dos tratamentos sob restricdo hidrica fosse
proxima de zero (estresse méximo). Em seguida, todos os tratamentos foram
irrigados e dois dias depois, esse procedimento foi repetido para avaliar a
recuperacdo das plantas que receberam a restricdo hidrica, e nesse momento o

experimento foi finalizado.

Intensidade de verde

Foram feitas as avaliacdes para aferir a intensidade de verde, por meio do
medidor portétil de clorofila SPAD-502 Chlorophyll Meter (Minolta, Japao). Foram
realizadas cinco leituras em cada planta, em folhas distintas, escolhidas
aleatoriamente, para obtencdo da média de cada planta. Tal avaliacdo foi
realizada logo apés a determinagdo das trocas gasosas, sendo feitas 5 medidas
por planta, para determinagdo da média.

Rendimento quéantico méaximo do fotossistema Il (F./F,) e indice

Fotossintético “photosynthetic index” (PI)

O rendimento quantico maximo do fotossistema Il (F./Fn) e o indice
fotossintético (Pl) foram medidas por meio do fluorimetro ndo-modulado, modelo
Pocket PEA Chorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King’s Lynn,
Norfolk).

Durante as medidas, foram utilizadas pincas para adaptacdo dos
cloroplastos ao escuro, para que todos os centros de reacao do fotossistema I
(PSII) adquirissemm a condigdo de “abertos” e a perda de calor fosse minima
(Strasser et al, 2000). Apds essa adaptacdo, um Unico pulso forte de luz 1s™
(3500 pmol m™?s™) foi aplicado com a ajuda de trés diodos emissores de luz (650
nm).

Essas avaliac6es foram realizadas logo apdés e na mesma folha em que

foram realizadas as determinacgdes de trocas gasosas.
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3.10 - Densidade estomaética, diametro e comprimento do poro estomatico:

Quando a fotossintese das plantas atingiu valores préximos a zero, a
parte mediana da folha “D” foi fixada em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato.
Em seguida foram lavadas por trés vezes em tampao fosfato e desidratadas em
série etandlica crescente. ApOs selecdo, as amostras foram transferidas para o
equipamento Critical Point Drying Apparatus (Mod CPD 030, Bal-tec). Apos
secagem, foram metalizadas utilizando o Automatic Sputter Coater SCD 050, Bal-
tec. Finalizado este processo, as amostras estavam prontas para observagédo no
microscopio eletrénico de varredura DSEM 962 (Zeiss). As imagens foram
analisadas com o objetivo de se determinar o niumero de estdbmatos por area
(densidade) e o comprimento e largura central do poro estomatico. Para
determinacdo da densidade, contou-se o numero de estdbmatos em areas
determinadas. Com relacdo a largura e ao comprimento do poro, as medidas
foram feitas com auxilio de uma régua. Para todas as analises, levou-se em
consideracao o valor da escala de cada imagem e utilizou-se a parte basal das
folhas.

3.11 - Determinagédo da Composicéao isotdpica do carbono:

No dia do estresse maximo e na recuperacao, a parte aérea das plantas
foi coletada e colocada na estufa a 70 °C por 72h para a determinacdo da
composicao isétopica. Para tanto, as folhas secas foram moidas em moinho de
Faca Tipo Willy - MSSL-031, e sub amostras de 1mg foram pesadas em capsula
de estanho e analisadas, no Laboratério de Ciéncias Ambientais (Grupo de
Biogeoquimica de Ecossistemas Aquaticos — UENF). As razdes isotépicas foram
determinadas em espectrémetro de massa isotépica Thermo Delta V Advantage
acoplado a analisador elementar Flash 2000 onde é feita a combustdo. Os
compostos organicos, oxidados na presenca de oxigénio ultrapuro e de
catalisador, séo transformados em CO, e N, e H,O. Estes gases sdo separados
em linha por cromatografia antes da analise isotopica que também se processa
em linha. Os resultados séo obtidos inicialmente relativos a padrées de trabalho
para depois serem expressos em relacdo ao carbonato da formacdo Pee Dee
(Belemnite) para 3'°C (Meyers, 1994; Cloern et al., 2002). Os resultados da

composicdo isotopica do carbono foram expressos em termos de 5*3C(%.). Vale
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ressaltar que a primeira coleta do material para andlise foi realizada no periodo da

manha (estresse maximo) e a segunda foi realizada a noite (recuperacao).

3.12 - Delineamento Estatistico:

O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado. Foram no total
seis tratamentos. As analises de altura, didametro, nidmero de folha foram
determinados em 15 repeticdes. Para area foliar e massa seca de parte aérea e
de raiz, foram utilizadas 10 repetigOes. A fixagdo das amostras para microscopia
foi feita em folhas de trés plantas por tratamento, sendo que a largura central do
poro estomatico e seu comprimento foram determinados em 15 repeticbes
(estbmatos) e a densidade estomatica foi medida em 5 repeticées (imagens). As
medigOes de trocas gasosas, F./Fn, Pl, Intensidade de verde foram feitas em 4
plantas. E por fim, as avaliacdes de nutrientes foliar e composic¢ao isotdpica do
carbono foram feitas em 3 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, 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 DISCUSSAO

4.1 — Contagem Bacteriana

As bactérias endofiticas sdo encontradas geralmente em maior nimero
nas raizes, decrescendo progressivamente do caule as folhas, o que mostra que
o sistema radicular € a principal porta de entrada para esses microrganismos
(Olivares et al., 1996).

Quando a bactéria diazotrofica € introduzida, por inoculacdo, em plantas
expostas a condi¢des que ndo sao in vitro, a multiplicacdo e o estabelecimento na
rizosfera sao fatores importantes para obtencdo dos beneficios propiciados por
essas na associagcdo com plantas ndo-leguminosas, uma vez que precisam
competir tanto com 0s microrganismos presentes no substrato como com o0s
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 colonizacdo de raizes e da planta, de maneira geral, por bactérias
especificas ndo é tarefa facil, e sua quantificacdo deve ser realizada utilizando
meios de cultura semiespecificos e que sejam, de alguma forma, seletivos como é
o caso dos meios JNFb e JMV. Eles ndo possuem nitrogénio em sua composicao,
e, portanto, sO permitem o crescimento de microrganismos capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico (Ddbereiner et al., 1999).

De acordo com Ddbereiner 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 purificagdo de bactérias
diazotréficas do género Burkholderia. Isso explica a utilizacdo dos dois meios de
cultura para a contagem dos respectivos microrganismos e o0 porqué da utilizacao
dos dois meios de cultura para os tratamentos controle. Sendo assim, as
discussbes nesse sentido serdo 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 Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias
diazotroficas associadas as raizes do abacaxizeiro ‘Vitoria’ 24 horas apés a
inoculacdo bacteriana. Podemos observar que tanto a inoculacdo da bactéria
Burkholderia silvatlantica UENF 117111 (B1) quanto da Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC-54 (B2) promoveu um aumento de aproximadamente 3

vezes na populagdo de bactérias diazotréficas em relagdo ao tratamento Controle.

Quadro 4. Contagem do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas
em um grama de raiz do abacaxizeiro ‘Vitoria’ 24 horas apdés a inoculagao
bacteriana. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias; B1 -
Tratamento com inoculagdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B2 —
Tratamento com inoculacédo de Herbaspirillum seropedicae HRC54

Tratamentos Meio de Numero Mais Provavel de Bactérias
cultura Diazotroficas por grama de raiz
24 horas apés inoculacao
C* IJNFb 1,98 x 10°
C* IMV 1,75 x 10’
B1 IMV 4,83 x 10’
B2 IJNFb 6,00 x 10°

* Representa a populacdo de bactérias diazotréficas associadas naturalmente a
planta hospedeira.

O aumento encontrado nao foi substancial a ponto de haver alteragao em
escala logaritmica, como o obtido por outros autores. Marques Junior et al. (2008)
ao realizarem estudos com inoculacdo de H. seropedicae em cana-de-agUcar,
evidenciaram aumentos de 5 unidades logaritmicas na populacdo bacteriana
associada a planta. Conceicéo et al. (2008) ao introduzirem essa mesma bactéria,

porém em milho, obtiveram aumentos em 4 unidades logaritmicas decorrentes da
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introducdo do microrganismo em questdo. Ja Baldotto et al. (2010), obtiveram
elevacdo na populacéao bacteriana, resultante da inoculacdo de Burkholderia spp.,
em 3 unidades logaritmicas. Nesses trés trabalhos, os tratamentos inoculados
apresentavam populacdes bacterianas na ordem de 10° a 10°.

Como podemos observar no Quadro 4, os valores obtidos nesse
experimento para todos os tratamentos (incluindo o C), 24 horas apés a
inoculacdo, também se encontravam nessa mesma ordem de grandeza (10° a
107), o que mostra que o diferencial para se ter obtido um menor incremento no
NMP dos tratamentos inoculados em relagdo aos controles foi a alta carga
bacteriana associada naturalmente a planta hospedeira.

Para os tratamentos ndo inoculados, a constatacdo da presenca de
bactérias, ainda que em menor gquantidade do que os demais tratamentos, 24
horas apés a inoculagdo, condiz com Weber et al. (1999). Rosenblueth e
Martinez-Romero (2004) também encontraram estirpes associadas naturalmente
as plantas que eram igualmente competitivas para colonizar a rizosfera e os
tecidos internos do sistema radicular. Além disso, a presenca natural de bactérias
diazotroficas associadas ao abacaxizeiro ja foi relatada por Baldotto (2009).

Uma possibilidade para explicar o alto nivel populacional de bactérias
diazotréficas nas plantas controle é a contaminacdo com as bactérias
provenientes das plantas inoculadas ou durante a manipulacdo do indculo.
Segundo Leifert e Cassells (2001) a contaminacao de plantas ndo é rara. Além
disso, as bactérias diazotréficas colonizam as mudas com muita facilidade (Weber
et al., 2003a). Entretanto, essa possibilidade pode praticamente ser descartada,
pois a inoculacdo 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 irrigagao.

Dessa forma, a existéncia natural de bactérias diazotréficas pode ser
atribuida ao fato de que as mudas, no presente trabalho, foram inoculadas 60 dias
apos a sua retirada do ambiente in vitro para a aclimatizacdo. Assim, a exposicao
das plantas as condicbes de casa de vegetacdo aliada a presenca de uma
consideravel carga de matéria organica no substrato, de 120 g/dm?® (Quadro 2),
fez com que houvesse um aumento natural no nimero de bactérias associadas as
plantas, e consequentemente, obteve-se um menor efeito do inoculante no

incremento populacional.
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O substrato € um fator primordial no processo de inoculagéo,
principalmente quando o inoculante é disposto sobre ele. Weber et al. (2003b),
destacam a importancia do substrato utilizado, principalmente com relacdo a
capacidade de formacao de agregados ao redor das raizes, o que pode facilitar o
processo de estabelecimento bacteriano nas mesmas. Weber et al. (2003a) ao
inocularem a bactéria diazotrofica endofitica Asaia bogorensis em mudas
micropropagadas de abacaxizeiro obtiveram valores diferenciados de NMP em
funcdo do substrato utilizado, chegando em média a um aumento de uma unidade
logaritmica nos tratamentos inoculados com relagdo ao controle. Para alguns
substratos, ndo houve alteracdo na unidade logaritmica, apesar de ter havido
aumento populacional, como o que ocorreu no presente trabalho. Isso evidéncia
gue a aplicacéo das bactérias via substrato, gera valores menores de incremento
no NMP de bactérias diazotréficas em relacao as plantas controle.

A eficiéncia no aumento na populacéo bacteriana, portanto, € influenciada
pelo momento, pelas condicdes em que as plantas se encontram e pela forma
como a inoculacdo é realizada. Baldotto et al. (2010) por exemplo, obtiveram
maiores incrementos nos valores de NMP nos tratamentos inoculados em relacao
ao controle, quando comparado com o presente trabalho, devido a inoculagéo e,
consequentemente, a contagem do NMP terem sido realizadas no momento da
retirada das plantas das condi¢cfes in vitro. Ja Marques Junior et al. (2008), s6
conseguiram o grande aumento populacional, quando os toletes de cana foram
previamente tratados termicamente para desinfestacdo. Além disso, tanto
Baldotto et al. (2010) como Conceicdo et al. (2008), fizeram a inoculacdo por
imersdo das raizes das plantas e da semente, respectivamente, sendo o segundo
trabalho realizado in vitro.

Os microrganismos associados naturalmente as plantas podem atuar de
forma antagbnica aos inoculados devido a competicdo, principalmente por
carboidratos (Sturz e Christie 1995). Assim, a presenca daqueles microrganismos
pode ter influenciado para que o incremento no NMP em relagéo ao controle fosse
baixo quando comparado com valores observados em outros trabalhos.
Entretanto, ainda assim, a inoculacdo foi efetiva, resultando em aumentos no
NMP. Além disso, de qualquer maneira, 0s niveis populacionais obtidos com a
inoculacdo das duas bactérias, no presente trabalho, estdo de acordo com a

literatura e parecem ser satisfatorios. Baldotto (2009), por exemplo, ao inocular
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Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10, em plantulas de abacaxizeiro,
observou incrementos iniciais da populacdo bacteriana e posterior decréscimo,
estabilizando, apés 21 dias de inoculacéo, em valores de aproximadamente 10°
células por grama de matéria fresca, e esse valor promoveu efeitos positivos na
interacdo planta-bactéria, no que se refere a promog¢éo do crescimento vegetal.
Esse mesmo fato foi observado por James et al. (2002).

O incremento populacional pode ndo ser diretamente proporcional as
respostas relacionadas a promocao de crescimento vegetal. Weber et al. (2003b)
encontraram respostas positivas resultantes da interagdo, mesmo com os valores
de incremento populacional baixos. Fato € que, as bactérias diazotréficas
associadas naturalmente as plantas, podem promover tantos beneficios quanto as
introduzidas por inoculacéo, ja que ndo se sabe suas propriedades.

O Quadro 5 apresenta os valores de NMP de bactérias diazotroficas no
dia do estresse hidrico méximo. Como podemos observar, comparando os valores
com o Quadro 4, houve a reducdo no NMP de todos os tratamentos, quando
comparado com os valores obtidos 24 horas apds a inoculacdo. Além disso, a
imposi¢cdo do estresse hidrico causou uma redugdo no NMP dos tratamentos
controle (com uso do meio JNFb) e contendo B2, sendo os demais inalterados.
Ainda assim, todos o0s tratamentos inoculados (estressados ou nao)
apresentavam populacbes bacterianas maiores do que seus respectivos
controles. Isso é uma evidéncia de que a inoculacdo bacteriana, realizada no

inicio do experimento, foi efetiva.
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Quadro 5. Contagem do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas
em um grama de raiz do abacaxizeiro ‘Vitoria’ no dia de estresse maximo (24 dias
apos o inicio da imposicao da restricdo hidrica). C — Tratamento controle, sem
aplicacao de bactérias; CRH — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e
submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento com inoculacédo de Burkholderia
silvatlantica UENF117111; B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia
silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; B2 — Tratamento com
inoculacdo de Herbaspirilum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com
inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse
hidrico.

Tratamentos Meio de NUumero Mais Provavel de Bactérias
cultura Diazotréficas por grama de raiz
C* INFb 3,97 x 10°
C* IMV 7,12 x 10°
CRH* IJNFb 3,00 x 10°
CRH * IMV 7,12 x 10°
B1 IMV 1,40 x 107
B1RH IMV 1,40 x 107
B2 IJNFb 4,50 x 10°
B2RH IJNFb 1,47 x 10°

* Representa a populacdo de bactérias diazotréficas associadas naturalmente a
planta hospedeira.

Estresses abioticos afetam o crescimento bacteriano dentro e fora da
planta, como foi mostrado por Pereira et al. (2012), que obtiveram reducdo na
populacdo bacteriana em funcdo do aumento da concentragdo salina no solo.
Com relacdo ao estresse hidrico, especificamente, Lal e Rao (1990), j& afirmavam
que este contribui para a reducdo do NMP, fato posteriormente confirmado por
Casanovas et al. (2002).

Além desses trabalhos, podemos citar Creus et al. (2004), que
acompanharam uma reducéo na populacdo bacteriana, embora muito pequena,
com o passar do tempo e em resposta ao estresse hidrico, tanto em plantas
inoculadas a campo com Azospirillum brasilense, como em plantas controle.
Esses resultados também estdo de acordo com Medeiros (2013), que obteve
respostas semelhantes ao inocular Herbaspirillum seropedicae em tomateiro e
simular o estresse hidrico com Polietileno Glicol 6000. Ao final do experimento,
foram obtidos menores valores de NMP de bactérias diazotroficas endofiticas do
que os encontrados no inicio do experimento, corroborando com o presente

trabalho.
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4.2 - Caracterizagdo da promocao do crescimento vegetal:

O periodo de aclimatizacdo do abacaxizeiro é considerado critico por
causa das baixas taxas de crescimento do sistema radicular e da parte aérea,
extremamente dependente de condi¢bes climaticas favoraveis, principalmente no
que se diz respeito a disponibilidade de luz, que deve ser fornecida em qualidade
e quantidade ideais (Hapton, 2003).

Nesta fase, ajustes estruturais e fisioloégicos das plantulas as condicbes
ex vitro sdo necessarios para acomodar as mudas a fase subsequente de
estabelecimento da cultura a campo (Barboza et al., 2006).

Tecnologias que proporcionem uma promocdo do crescimento das
plantulas de abacaxizeiro podem ter impactos significativos na producdo e
adaptacao das mudas oriundas de cultura de tecidos no ambiente de producédo. O
uso de BPCV é uma dessas alternativas biotecnoldgicas que trazem beneficios
como melhoria no desenvolvimento a partir da colonizacdo, inicialmente da
rizosfera pelas bactérias em questéao (Kloepper et al., 2004).

A Figura 5 representa a altura e o diametro da roseta do abacaxizeiro
‘Vitoria’ submetido aos respectivos tratamentos no dia que antecedeu a
submissédo ao estresse hidrico (tempo zero). Podemos observar que nesse dia, 0
tratamento B2 apresentou menor valor de altura (Figura 5 — A), diferindo
estatisticamente do tratamento C. Para diametro da roseta (Figura 5 — B), na
mesma data, o tratamento contendo B2, também apresentou menor média,
diferindo estatisticamente do tratamento B1. No tempo zero, ndo houve diferenca
estatistica tanto para altura como para diametro entre o tratamento inoculado com
B1 e o tratamento C.

Nessa data, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para
namero de folhas (dados néo apresentados).
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Figura 5. Altura (A) e Didmetro da roseta (B) do abacaxizeiro ‘Vitéria’ submetido
aos respectivos tratamentos no tempo zero (antes da submissdo ao estresse
hidrico), 120 dias apds a inoculacdo. Cada coluna representa média de 15
repeticbes. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente na
mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C — Tratamento
controle, sem aplicacdo de bactérias; B1 — Tratamento com inoculacdo de
Burkholderia silvatlantica UENF117111; B2 — Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54.
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O género Herbaspirillum tem sido utilizado com frequéncia no sentido de
tentar melhorar o desenvolvimento e producdo de diversas culturas. Canellas et
al. (2012) aumentaram a producdo de grdos de milho em 20% devido ao uso
individualizado da bactéria Herbasprillum seropedicae estirpe Z67. Weber et al.
(2000) obtiveram maior acumulo de matéria fresca em bananeira ‘Prata-and’
durante a aclimatizagdo em resposta a inoculagcdo de bactérias do tipo
Herbaspirillum. Conceicdo et al. (2008), ao utlizarem a Herbaspirillum
seropedicae (Z67) induziram o crescimento radicular de plantulas de milho.
Resultados semelhantes foram obtidos por Radwan et al. (2004) ao inocularem
bactérias do mesmo género em arroz e trigo. Por fim, Baldani et al. (2000)
obtiveram incrementos no crescimento de plantas de arroz, devido a inoculacdo
também da bactéria Herbasprillum seropedicae.

Da mesma forma, as bactérias do género Burkholderia sé&o
potencialmente usadas na formulacdo de biofertilizantes, devido aos muitos
mecanismos envolvidos na promocdo do crescimento das plantas (Anandham et
al., 2007). Baldotto et al. (2010) obtiveram para a aplicacédo de Burkholderia spp.
em abacaxizeiro ‘Vitoria’, incrementos significativos sobre as plantas controle nos
parametros de crescimento de parte aérea e sistema radicular. Weber et al.

(2003b) constataram que plantas micropropagadas de abacaxizeiros das
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cultivares Perolera, Primavera, Pérola e Smooth Cayenne beneficiam-se da
associacdo com bactérias diazotroficas do género 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 interacdo com a Burkholderia.

Entretanto, nem sempre os resultados sao consistentes ou simplesmente
nao 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 inoculagao da
bactéria Asaia bogorensis também nao foram obtidos por Weber et al. (2003a).

Belimov et al. (2009) apesar de obterem respostas positivas resultantes
da interacdo planta-bactéria, ndo obtiveram uma constancia de resultados nos
seus experimentos, sendo atribuidas as mudancas de metodologias e as
condi¢cOes de crescimento das plantas. Ou seja, os tratamentos utilizados nesse
tipo de experimento sdo muito sutis e, portanto, varios fatores podem interferir nos
resultados.

Giro (2011) obteve resultados semelhantes ao do presente trabalho, no
qual a inoculacdo da bactéria Burkholderia silvatlantica ndo promoveu efeito
significativo na promocao do crescimento das plantas de abacaxizeiro ‘Vitéria’,
sendo esse fato atribuido pelo autor, dentre outros fatores, pela presenca de
microrganismos no substrato, que continha vermicomposto, que podem ter
competido com as bactérias introduzidas. Dessa forma, a ordem em que
populacdes endofiticas sdo inoculadas e se estabelecem na planta pode afetar os
efeitos da promocédo de crescimento, devido, por exemplo, a competicdo por
carboidratos (Sturz e Christie 1995, Marques Junior et a., 2008).

Portanto, parece existir um equilibrio entre os microrganismos endofiticos
e a planta, que em certas condi¢des pode ser desbalanceado, ou seja, reduz-se a
capacidade de estabelecimento das bactérias no hospedeiro, e
consequentemente, os efeitos benéficos da interacdo (Rosenblueth e Martinez-
Romero, 2004). De fato, a presenca de bactérias associadas naturalmente as
plantas nesse experimento, como discutido no topico anterior, pode ter
contribuido para a ndo observagcdo de maior crescimento das plantas bio-
inoculadas em comparagdo com as plantas que continham apenas a populagao

de bactérias associadas naturalmente as plantas.
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Com relacdo a B2 (Herbaspirillum seropedicae HRC54), a sua inoculacéo
causou efeitos negativos no crescimento das plantas. Alguns microrganismos
endofiticos que sédo benéficos podem atuar de maneira contraria, dependendo do
estagio de desenvolvimento do hospedeiro e suas respostas de defesa, além das
condicbes ambientais (Schulz e Boyle, 2005). Van Peer et al. (1990) destacam
que, com frequéncia, sdo encontradas algumas bactérias endofiticas isoladas de
plantas sadias que inibem o crescimento de tomate. Olivares et al. (1997)
observaram que a presenca de bactérias do género Herbaspirillum podem levar a
formacédo de mosqueados em folhas de algumas variedades de cana-de-agucar,
mas em muitos hospedeiros ndo 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 presenca de B2 levou a
reducado na altura e diametro do abacaxizeiro.

Vale a pena destacar que B2 ndo é uma estirpe nativa do abacaxizeiro
como B1, e foi isolada de cana-de-acucar. Isso pode ter contribuido para a
obtencdo dos resultados observados (Figura 5) jA que esse tipo de situacao
aumenta a competigdo com 0S microrganismos nativos e dificulta o
estabelecimento e, consequentemente, a observacao dos efeitos benéficos
resultantes da interacdo simbidtica (Sturz e Christie 1995).

Se as bactérias, além de promoverem o crescimento das mudas, forem
eficientes para reduzir estresses abidticos como o estresse hidrico, que € um dos
problemas enfrentados por plantas micropropagadas durante a aclimatizacéo e
gue também limita o crescimento e a produtividade de culturas no campo, sera
um grande avanco e tera validade para muitas situacdes, 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 diametro da roseta do abacaxizeiro
‘Vitoria’ submetido aos respectivos tratamentos no dia do estresse maximo, 24
dias apos o inicio da imposicdo da restricdo hidrica. Com relagdo a essa data, o
mesmo que foi dito para o tempo zero pdde ser observado com relacdo aos
tratamentos contendo Bl e os tratamentos controle (ndo diferiram
estatisticamente para altura e didmetro). Ou seja, hem a imposicdo da restricdo
hidrica e nem a inoculacdo de B1, causou mudancas nesses parametros

biométricos.
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Figura 6. Altura (A) e Didmetro da roseta (B) do abacaxizeiro ‘Vitéria’ submetido
aos respectivos tratamentos, no estresse maximo (24 dias apés a suspensao da
irrigacdo). Cada coluna representa média de 15 repetic6es. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. C — Tratamento controle, sem aplicagédo de
bactérias; CRH — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido
ao estresse hidrico; B1 — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111; B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculacao
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com inoculagédo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.
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Ainda observando a altura e o diametro da roseta (Figura 6), podemos
notar que embora o tratamento B2 ndo tenha diferido estatisticamente dos demais
tratamentos no estresse maximo, o tratamento B2RH apresentou as menores
médias, diferindo estatisticamente em altura do tratamento B1RH em diametro
dos tratamentos C e B1, reforcando o que foi dito anteriormente com relacdo a
influéncia da inoculacdo da bactéria B2, em relacdo a resposta de crescimento,
além de mostrar o efeito do estresse nas plantas com a presenca dessa bactéria.

O tratamento B1RH nao diferiu estatisticamente de nenhum dos
tratamentos irrigados (Figura 6), assim como o tratamento CRH. Dessa forma,
nao podemos dizer que isso tenha ocorrido devido a inoculacdo da bactéria, e
provavelmente, se deve ao crescimento lento do abacaxizeiro e das suas
caracteristicas morfologicas e anatdbmicas que conferem naturalmente a essa
planta tolerancia a condicbes de falta de agua (Cunha, 1999) e, portanto, o
periodo de estresse hidrico (24 dias) pode nao ter sido suficiente para se observar
diferencas significativas entre os tratamentos. O mesmo ocorreu para 0S

parametros area foliar, massa seca de parte aérea e numero de folhas (também
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no estresse maximo), e, portanto, os dados dessas variaveis nao serao
apresentados e ndo foi possivel realizar melhores discussdes nesse sentido.

Segundo Yang et al. (2009), o termo “Tolerancia Sistémica Induzida”
designa as mudancas fisicas e quimicas em plantas, resultantes da interacdo com
BPCV, que resultam em aumento na toleréncia a doencas, porém, pouco se sabe
a respeito desse processo com relacdo a estresses abidticos. Pereyra et al.
(2006), realizaram estudos nesse sentido, e obtiveram resultados em seu trabalho
gue mostravam esse fato, no qual a inoculacdo de Azospirillum pode contribuir
para a protecdo de trigo contra o estresse hidrico. Saravanakumar et al. (2011)
observaram uma maior tolerancia ao estresse hidrico 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
interacdo com BPCV podem ser maximizados em condi¢ces desfavoraveis para o
desenvolvimento das plantas.

No presente trabalho, os resultados referentes aos parametros relativos
ao crescimento de parte aérea (Figura 6) ndo traduziram que a presenca das
bactérias induziu algum tipo de tolerdncia ao estresse hidrico em relacdo as
plantas controle, como nos trabalhos dos autores citados no paragrafo anterior.
Entretanto, resultados interessantes nesse sentido foram observados no sistema
radicular.

Na figura 7, tém-se as médias dos valores, coletados no dia do estresse
maximo de massa seca de raiz (MSR). Pode-se observar que os tratamentos
contendo B2 e o tratamento C apresentaram o0s menores valores. Além disso,
podese notar que ndo houve diferenca 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 ‘Vitéria’ submetido aos
respectivos tratamentos no dia do estresse maximo (24 dias apds a suspenséao da
irrigacéo). Cada coluna representa média de 10 repeticdes. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias; CRH —
Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico;
B1 — Tratamento com inoculagcdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111;
B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e
submetido ao estresse hidrico, B2 - Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.

Quando as plantas estdo sob estresse, o desenvolvimento das raizes é
fundamental para a sobrevivéncia da planta (Burkart et al., 2004). O ABA
produzido nas raizes, em decorréncia do estresse, inibe a sintese de etileno,
permitindo o maior crescimento radicular em condi¢cdes de baixa disponibilidade
hidrica, sendo uma estratégia de defesa da planta que permite explorar maior
area de solo em busca de agua (Sharp e Lenoble, 2002), o que explica a maior
média de MSR observada para o tratamento CRH (Figura 7).

As raizes podem ter o seu padrdo de crescimento alterado pela
colonizagdo bacteriana, podendo ocorrer, por exemplo, um estimulo ao seu
crescimento, aumentando o numero de raizes laterais (Belimov et al., 2007, Long
et al., 2008). Segundo Cassan et al. (2001), esse processo ocorre por meio de
modificagdes no balango hormonal.

Alteracbes no crescimento radicular podem aumentar a absorcdo de
agua, refletindo no crescimento da parte aérea, fazendo com que as BPCV sejam

responsaveis pela reducédo dos efeitos deletérios do estresse hidrico (Casanova
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et al.,, 2002). Um mecanismo que pode promover a tolerancia a estresses
abidticos € a presenca da ACC deaminase bacteriana, que impede que haja a
producao de etileno nas raizes, mantendo o crescimento radicular (Belimov et al.,
2009, Glick et al., 1998), sendo esse processo ja relatado para a bactéria B.
silvatlantica (Onofre-Lemus et al., 2009, Perin et al., 2006). Também ja foi
relatada a presenca de genes que codificam ACC deaminase em bactérias
Herbaspirillum seropedicae (Zhu et al., 2012). Além disso, o crescimento das
raizes e o estimulo a producéo de raizes laterais podem ser estimulados pela
producdo de acido indol acético — AIA, algo ja observado para bactérias do
género Herbaspirilum e Burkholderia (Adesemoye, et al., 2008, Bastian et al.,
1998, Gyaneshwar, et al., 2002, Mantelin e Touraine, 2004, Luvizotto, et al.,
2008).

Dessa forma, esperava-se que os tratamentos Bl e B2 apresentassem
maior MSR do que o tratamento C, devido as propriedades listadas no paragrafo
anterior. Por meio da Figura 7, vemos que isso nhdo ocorreu com relacdo a B2,
entretanto, pode-se observar que os tratamentos contendo Bl, apresentaram
essa tendéncia, tendo maiores médias do que o tratamento C e B2, apesar de
ndo existir diferenca estatistica entre eles. Ou seja, pode ter havido ou maior
producdo de auxinas ou alguma reducédo na sintese do etileno, devido a presenca
de Bl e da ACC deaminase bacteriana, culminando no maior crescimento
radicular.

Além disso, a inoculacdo das duas bactérias alterou o padrao de
crescimento das raizes em resposta ao estresse hidrico, pois a presenca de
ambas ndo levou a um aumento nos valores de MSR nos tratamentos B1RH e
B2RH, em relacdo a B1 e B2, respectivamente, como ocorreu para o tratamento
CRH em comparacdo 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
inibicdo da sintese de etileno devido ao aumento na concentragdo de ABA pela
ocasiao do estresse hidrico. Como os tratamentos inoculados e submetidos ao
deéficit hidrico apresentaram meédias estatisticamente iguais aos respectivos
tratamentos irrigados, sugere-se que essas plantas tenham apresentado
tolerancia 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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presenca da bactéria, reduzindo o efeito prejudicial da auséncia de agua. O
tratamento B2RH, da mesma forma, teve 0 seu padrdao de crescimento em
resposta ao estresse alterado, também provavelmente devido a mudancas
hormonais, entretanto, nesse caso, o desenvolvimento do sistema radicular foi
menor.

Outro fator que deve ser destacado é que a presenca de BPCV induz a
producdo de raizes laterias (Belimov et al., 2007, Long et al., 2008) que,
consequentemente, sdo mais finas e ttm menor contribuicdo para a MSR. Dessa
forma, pode-se supor que as plantas inoculadas, principalmente com B2, podem
ter investido mais na producdo de raizes laterais, pela alteracdo no padrdo de
crescimento radicular e, portanto, foram observados menores valores de MSR.
Além disso, a presenca de pelos radiculares pode ter facilitado a absorcédo de
agua, deixando as plantas menos suscetiveis ao estresse.

Portanto, B1 apresenta potencial para ser utilizada para melhorar a
adaptacdo de mudas de abacaxizeiro micropropagadas durante a aclimatizacéo,
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 n&o ter promovido incrementos significativos no
crescimento da parte aérea, ha a tendéncia a uma maior producdo de raizes, o
que pode facilitar o estabelecimento das mudas a condi¢cdo ex vitro e facilitar a
absorcdo de agua e nutrientes.

Por fim, quando se fala em aclimatizacdo de mudas, deseja-se que as
plantas atinjam o mais rapido possivel o tamanho ideal para que sejam levadas a
campo, reduzindo os custos da técnica (Fuentes et al., 2007, Gonzalez-Olmedo et
al., 2005, Read e Fellman, 1985). Desse ponto de vista, o retardamento do
crescimento observado devido a utilizacdo de B2 pode ser um ponto negativo
para a sua utilizacdo em mudas de abacaxizeiro. Entretanto, sendo comprovada a
sua atuacao no sentido de amenizar os efeitos deletérios do estresse hidrico, sua
utilizacao pode ter papel importante na aclimatizacdo de mudas de abacaxizeiro,
reduzindo inclusive a mortalidade de plantas pela perda excessiva de agua
(Barboza et al., 2006).



57

4.3 — Teores de Nutrientes Minerais

Algumas propriedades, além da FBN, fazem com que as BPCV
mantenham a nutricdo da planta em niveis adequados, como por exemplo, a
solubilizagcdo e aumento na absorcdo de fosfato, producdo de siderdéforos,
aumento de absorcdo de nitratos pelas plantas e estimulo a producdo de pelos
radiculares (Gyaneshwar et al., 2002, Kloepper et a., 2007, Mantelin e Touraine,
2004, Yang et al., 2009).

A alteragdo no padrao de absorcao de nutrientes pode se dar tanto pelo
estimulo ao crescimento das raizes e o maior surgimento de pelos radiculares,
pela producdo de fitohorménios (Kloepper, et al., 2007) como devido a ativacao
da bomba de prétons ATPase (Mantelin e Touraine, 2004).

A preocupagdo em se obter maiores informagdes a respeito se deve a
necessidade de se buscar alternativas a utilizacdo de adubacdo mineral, tanto do
ponto de vista ambiental, como econdémico e também devido a importancia que
esses nutrientes tém para o desenvolvimento das culturas.

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes minerais mais importantes para as
plantas, e € considerado o principal componente de aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, clorofilas e coenzimas, sendo um nutriente fundamental no
processo de aclimatizacdo de abacaxizeiro (Raven et al., 2007, Ribeiro et al.,
2011).

De acordo com Raven et al. (2007), o fésforo (P) faz parte de compostos
fosfatados (ATP e ADP), acidos nucleicos, coenzimas e fosfolipidios. Malézieux e
Bartholomew (2003) relatam que o abacaxizeiro € pouco exigente em fosforo, e a
importadncia deste nutriente para a planta € principalmente na fase de
diferenciagao floral e no desenvolvimento do fruto.

O potassio (K) € um nutriente que esta envolvido na abertura e
fechamento dos estébmatos, regula a osmose e balanco i6nico, além de ser um
ativador de enzimas (Raven et al., 2007). Paula et al. (1991) relatam que a
deficiéncia de potassio pode levar a perdas na producdo e qualidade do fruto,
devido a grande importancia desse elemento ao abacaxizeiro. Segundo Malézieux
e Bartolomeu (2003) a deficiéncia de K* pode reduzir a fotossintese, o

crescimento da planta e o rendimento do fruto.
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O calcio (Ca) é o principal componente da parede celular e 0 movimento
deste nutriente para a parte aérea € favorecido pela transpiracdo (Raven et al.,
2007). Durante a fase de aclimatizacdo, a absorcdo de Ca € feita pelas raizes
novas, dai a importancia de se ter um bom espaco fisico no recipiente de cultivo
para que haja um bom volume radicular. Como a maior parte do Ca esta na
estrutura da parede celular, este nutriente tem uma baixa mobilidade, por isso
guando em deficiéncia, 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 numero de enzimas, e facilita a absor¢do de outros
nutrientes, principalmente o P. Quanto maior a concentracdo de Mg préoxima a
raiz, maior sera a sua absorcdo (Raven et al.,, 2007). Por ser componente da
clorofila, a deficiéncia de Mg poderd reduzir a concentracdo deste pigmento
fotossintético, reduzindo a fotossintese e, possivelmente, o crescimento da planta
(Malézieux e Bartholomew, 2003).

Diversos trabalhos foram realizados no sentido de estudar a influéncia da
presenca de bactérias endofiticas em relacdo a nutricdo mineral de plantas. A
utilizacdo de BPCV em associacdo com Triticum aestivum permitiu a reducédo 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 condicao de estresse hidrico por Creus et al. (2004) e em alface nas mesmas
condicBes por Vivas et al. (2003). Baldotto et al. (2010) observaram incrementos
no teor do nutrientes minerais em abacaxizeiro ‘Vitéria’ inoculado com bactérias
do género Burkholderia. O género 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 ‘Vitéria’ em resposta a aplicacdo conjunta de Burkholderia
silvatlantica e Herbaspirillum seropedicae.

Apesar das bactérias utilizadas no presente trabalho apresentarem
caracteristicas como a fixacao biologica de nitrogénio (FBN) e solubilizacdo de
fosfato (Bastian, et al, 1998, Jiang e Hartung, 2008), esse incremento nutricional
nao foi obtido, como pode ser observado na Figura 8, que representa o teor de

nutrientes foliar no abacaxizeiro ‘Vitéria® submetido aos diferentes tratamentos.
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N&o houve influéncia dos tratamentos (inoculagdo das bactérias e imposicédo do
estresse hidrico) no teor dos nutrientes avaliados (N, P, K, Ca e Mg).
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Figura 8. Teores foliar de Nitrogénio (A), Potassio (B), Fésforo (C), Calcio (D) e
Magnésio (E) do abacaxizeiro ‘Vitéria’ submetidos aos respectivos tratamentos,
no dia do estresse maximo (24 dias ap0s a suspensao da irrigacdo). Cada coluna
representa média de 3 repeticdes. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C -
Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias; CRH — Tratamento controle,
sem aplicagdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao
estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54; B2RH - Tratamento com inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54 e submetido ao estresse hidrico.
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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 a inoculacdo 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
relacdo ao status nutricional das plantas, quando comparado com o trabalho
realizado com substrato autoclavado em casa de vegetacdo que,
consequentemente, apresentava uma carga menor de microrganismos nativos.
Assim, a realizacdo das adubacgbes, o fato do substrato utilizado no presente
experimento ndo ser inerte, e apresentar consideraveis quantidades de nutrientes
(Quadro 2) e a presenca de BPCV diazotroficas endofiticas associadas
naturalmente as plantas controle que podem ter auxiliado em processos como a
FBN, contribuiram para a ndo obtencao de diferencas significativas nos teores de
nutrientes foliares avaliados (Figura 8).

Pouco se sabe a respeito dos teores de macronutrientes que sao
satisfatorios para o desenvolvimento de mudas de abacaxizeiro durante a
aclimatizacdo. Couto (2011) obteve rapido crescimento de mudas de abacaxizeiro
‘Vitoria’ durante a aclimatizagdo, com mudas que apresentavam os seguintes
teores (em g.Kg?) de N, P, K, Ca e Mg, respectivamente: 10,80; 2,55; 30,55; 5,94;
4,83. Obviamente, existem diversos fatores que impedem comparacfes mais
precisas, como por exemplo, a idade das plantas e condicbes de -cultivo.
Entretanto, podemos notar que com exce¢do do K, os valores ndao sao
discrepantes dos obtidos neste trabalho (Figura 8).

Somando-se o fato de que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente
nos teores de nutrientes avaliados, podemos entdo dizer que os resultados
descritos até aqui e 0s que estdo por serem discutidos nos topicos subsequentes
ndo se devem a influéncia de disponibilidade de nutrientes no substrato e

absorcao pelas plantas.
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4.4 - Capacidade fotossintética:

4.4.1 - Trocas Gasosas:

O metabolismo CAM envolve uma separacéo temporal entre a absorgéo
noturna do CO, e sua fixagdo pela PEPC no citosol. Nesse processo ocorre a
formacdo do malato e seu armazenamento no vacuolo a noite, e durante o dia, ha
a descarboxilacdo desse acido para a liberacdo do CO,, que é refixado pela
Rubisco no cloroplasto para a producédo de carboidratos (Drennan e Nobel, 2000).

A Figura 9 representa os valores das medig8es realizadas no periodo da
manhéa da taxa fotossintetica liquida (Amanns), condutancia estomatica (Js manha),
transpiracado (Emannha) € déficit de pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPVioha-ar
manha) @0 longo do periodo de estresse hidrico. Podemos notar que houve muita
alternancia entre os valores e tratamentos ao longo do tempo. Isso se deve a
grande oscilacdo nas condi¢des climaticas ao longo do periodo de avaliacdo 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
relacdo a assimilacdo de CO, e, consequentemente, os valores obtidos nas
medicdes de trocas gasosas em plantas de abacaxizeiro sdo extremamente

influenciadas pelas condi¢cdes ambientais.
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probabilidade. As setas indicam o momento da reirrigacdo. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias; CRH — Tratamento
controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento com inoculagdo de Burkholderia silvatlantica
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A influéncia das BPCV nas trocas gasoas em plantas vem sendo
estudada em diversas culturas, e resultados promissores foram encontrados, no
sentido dessas aumentarem a fotossintese liquida. Zhang et al. (2008)
observaram incrementos na atividade fotossintética em Arabidopsis em resposta a
inoculacdo bacteriana. Canellas et al. (2012) obtiveram incrementos na taxa
fotossintética em resposta a inoculacao de Herbaspirillum seropedicae em plantas
de milho. Resultados semelhantes ndo foram vistos no presente trabalho, como
se pode observar no grafico referente a Amanna (Figura 9-A), no qual nota-se que,
com excessao de alguns poucos dias, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos irrigados. O mesmo pode ser dito para os tratamentos néo-irrigados.

Osmond (1978) afirma que a contribuicdo da fase Il para a fixacdo do
carbono atmosférico € muito baixa, variando de 1 a 3% do total em plantas de
abacaxi mantidas em condi¢cbes 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 ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’, Couto (2012) obteve valores
de taxa de A significativamente maiores para a cultivar ‘Vitoria’, e isso refletiu no
maior crescimento das mudas durante a aclimatizacdo. Além disso, segundo
Malézieux et al. (2003), as condicbes ambientais podem alternar a extensdo e a
duracédo das 4 fases do metabolismo CAM, tendo efeito direto na contribuicdo da
fase Il para a assimilacdo do carbono atomosférico para as plantas.

Os resultados de Amanna Obtidos no presente experimento (Figura 9 A)
para os tratamentos irrigados sdo superiores aos obtidos para abacaxizeiro por
Keller e Luttge (2005), por Aragén et al. (2012) e por Couto (2012), provavelmente
devido ao fato das mudas serem mais velhas, sendo que quando as avaliacfes
iniciaram, as mudas tinham cerca de 120 dias de aclimatizacdo, enquanto que 0s
demais autores avaliaram no maximo até 75 dias. Entretanto, os valores ndo se
compararam aos obtidos por plantas Cs, que podem chegar a 25 umol CO, m?s™,
como destacado por Aragén et al. (2012). De acordo com Céte (1988), isso se
deve ao fato da difusdo de gas nas folhas de abacaxizeiro ser baixa, mesmo
guando os estdbmatos estdo amplamente abertos.

Plantas CAM quando submetidas a estresse hidrico, tem a sua
fotossintese liquida diurna cessada (Kluge e Ting, 1978, Malézieux et al., 2003). A

velocidade com que a fotossintese diurna cessa em plantas de abacaxizeiro, em
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decorréncia ao estresse hidrico, muda com a idade da planta, sendo que de
acordo com Cote et al. (1993), isso pode variar de 4 a 15 dias, sendo maior a
persisténcia da assimilacdo 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 0s valores de Ananhs €Stavam
bem préximos de zero, corroborando, portanto, com Coéte et al. (1993). Porém,
nao havia diferenca significativa entre esse tratamento e os demais tratamentos
nao-irrigados.

Muitos trabalhos mostraram em diferentes culturas os efeitos benéficos da
presenca das BPCV na tolerancia ao estresse hidrico, 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 feijao
(Figueiredo et al., 2008). Essa tolerancia reflete nos valores de trocas gasosas.
Han e Lee (2005) observaram aumentos na taxa fotossintética devido a
inoculagdo de BPCV em alface submetida a estresse hidrico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Vivas et al. (2003), para mesma cultura. Por fim,
as BPCV parecem conferir tolerancia também a outros estresses abidticos,
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), apos a reirrigacdo, Amanha do
tratamento B2RH aumentou consideravelmente, apresentando média
estatisticamente igual aos tratamentos irrigados e maior que o tratamento CRH,
que por sua vez ndo mostrou tal recuperacdo. O tratamento B1RH também
mostrou uma pequena recuperacdo em virtude da reirrigacdo, apresentando
meédia estatisticamente igual ao tratamento B1l. O resultado dois dias apds a
reirrigacdo mostra que, apesar de nao ter ficado evidente nas demais avaliacoes,
a inoculacdo das duas bactérias, principalmente B2, induziu tolerdncia ao
estresse hidrico, como os trabalhos citados no paragrafo anterior.

Além disso, a fixagdo diurna do carbono € comumente reduzida por
alguns dias de déficit hidrico, mas ela rapidamente é retomada com a reirrigacao

(Herrera et al., 1991; Zotz e Winter, 1993), algo ndo observado para o tratamento
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CRH. Este fato mostra que o nivel de estresse experimentado pelas plantas do
tratamento CRH causou efeitos deletérios mais relevantes, ja que as plantas ndo
retomaram os valores de Amanna, diferente do que ocorreu com as plantas
inculadas, principalmente com B2RH, reforcando os efeitos benéficos da
inoculacao bacteriana.

Na discusséo a respeito dos valores de MSR feitas no topico 4.2, conclui-
se gue a presenca das duas bactérias pode ter conferido algum tipo de tolerancia
ao estresse hidrico. Porém, ficou claro que o mecanismo utilizado por B2 foi
diferente do apresentado por B1, jA que as raizes daquelas tinham as menores
médias de MSR, assim como outros parametros, como altura e didmetro da
roseta (Figuras 5 e 6). Portanto, resta elucidar os motivos que fizeram com que a
inoculacao, principalmente de B2, resultasse em uma pronta recuperacdo devido
a reirrigacédo, ja que Bl parece ter atuado no sentido de aumentar o crescimento
radicular, facilitando a absorcdo de agua.

Sabe-se que o estresse hidrico pode causar prejuizos metabdélicos como
a reducdo na atividade da Rubisco (Bota et al., 2004). Entretanto, esse evento
ndo necessariamente ocorre de maneira proporcional a reducdo da taxa
fotossintética. De acordo com Flexas et al. (2006), o decréscimo na fotossintese
durante o estresse hidrico provavelmente ndo ocorre em decorréncia de queda na
atividade da Rubisco. Além disso, segundo Ennahli e Earl (2005) a manutencao
da atividade dessa enzima pode ser importante para a recuperacdo da
fotossintese em decorréncia da reirrigacdo. Dessa forma, a rapida e acentuada
recuperacédo das plantas inoculadas com B2 pode se dever a esse fato. Ou seja,
pode-se supor que a presenca de B2, e até mesmo de Bl (que também
apresentou uma pequena recuperacao), evitou maiores danos a niveis
bioguimicos. Consequentemente, quando as plantas foram reirrigadas
apresentaram uma rapida retomada na taxa de assimilacdo de CO,, a valores
estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados, devido a 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 tolerancia ao estresse hidrico e que mostram a
necessidade de realizacdo de novos estudos para melhores explicagdes. Para

Creu et al. (2004) esse fato esta relacionado a incrementos no contetdo de agua,
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no teor relativo de 4gua, no potencial hidrico e fragdo de &gua no apoplasto.
Conrath et al. (2006) associam a um acumulo de proteinas de sinalizacao,
produzidas devido a presenca da bactéria, que se tornam ativas quando a planta
€ exposta a algum tipo de estresse hidrico.

Outras duas situagdes que sdo importantes na protecao de plantas contra
estresse hidrico e que j& foram associadas com a presenca de BPCV séo: a
producdo de enzimas antioxidantes como a catalase e a consequente remocao de
radicais livres que previnem contra danos as 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 acumulo de prolina, glicina betaina e outros
osmolitos, que podem atuar no ajuste osmoético e manter o potencial hidrico das
plantas sobre situacdes de estresse (Bowler et al., 1992, Gururani et al., 2012,
Hanson et al., 1979).

De acordo com Belimov et al. (2009), a presenca da ACC-deaminase
bacteriana e a consequente reducdo na producao de etileno, além de permitirem
um maior crescimento em plantas, podem proporcionar tolerancia a estresses
abidticos em plantas hospedeiras. Por fim, de acordo com Kasim et al. (2013), a
presenca das BPCV pode aumentar a produgcdo de genes relacionados com o
estresse hidrico e, consequentemente, promover tolerancia as condi¢cdes de
estresse.

Apesar de todas essas possibilidades, fica claro que ocorreram alteragbes
de ordem fisica, quimica e/ou biolégica desconhecidas nas plantas devido a
interacdo com a bactéria (B2), causando uma “Tolerancia Sistémica Induzida”
(Barriuso et al., 2008, Yang et al., 2009). A introducdo de B2, que nédo é nativa do
abacaxizeiro, pode ter causado algum efeito negativo brando nas plantas, como
relatado na literatura, que pode ocorrer com bactérias endofiticas que sao
benéficas para algumas culturas (Schulz e Boyle, 2005). Isso pode ter
desencadeado reacdes no abacaxizeiro, como uma espécie de rustificacdo que,
embora tenha causado efeitos negativos no crescimento, o deixou menos
susceptivel a intempéries, como o estresse hidrico.

Na Figura 9 (B e C), pode-se notar que, de maneira geral, gs manha € Emanha
acompanharam o mesmo padrdo observado para Amanhsz. Ou seja, com poucas
excecOes, ndo houve diferenca significativa entre os valores dos tratamentos

irrigados. O mesmo pode ser dito para os tratamentos nao-irrigados. Como
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esperado, a reducdo em Ananns dos tratamentos estressados, foi acompanhada
pela reduc&o na gs manha € N Emanna. Resultados semelhantes foram encontrados
por Zhu et al. (2005), que observaram em seu trabalho uma grande reducéo na
condutancia estomatica em funcéo do estresse hidrico, que resultou na acentuada
queda na fotossintese no periodo diurno. Esse processo € algo comum em
plantas CAM e bastante relatado por diversos autores (Kluge e Ting, 1978;
Winter, 1985; Winter et al., 1992; Cote et al., 1993).

Em situacdes de estresse, talvez o primeiro evento que possa ocorrer na
planta é a sintese de ABA nas raizes e consequente transporte para as folhas que
resulta em fechamento estomético (Hartung et al., 1990). Esse fechamento
estomatico, apesar de aumentar a eficiéncia do uso da agua, pois reduz a
transpiracdo, também limita a entrada de CO, atmosférico, restringindo a
fotossintese (Taiz e Zeiger, 2013; Faria et al., 1996).

Segundo Cote et al. (1993), no abacaxizeiro os ritmos da condutancia
estoméatica e da transpiracdo estdo fortemente relacionados com o ritmo de
absorcdo do CO, atmosférico. Alguns trabalhos mostraram que o aumento na
fotossintese é acompanhado por aumentos nos valores de condutancia
estomatica e transpiracdo em resposta a inoculagcao 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 nao ficou nitido ao longo do periodo de estresse.

Com relagcéo aos dados de recuperacgéao (Figura 9 A, B e C), houve uma
tendéncia a um aumento em gs manha € N& Emanha de todos os tratamentos, inclusive
os irrigados, porém, apenas o tratamento B2RH apresentou o notavel incremento
na média dos valores de Amanna €M resposta a maior gs manha, 0 que reforca ainda
mais a sua recuperacdo em resposta a retomada do fornecimento de agua. O
tratamento CRH, apesar de ter apresentado maiores valores de Qs manha € de
Emanna, N80 alterou Amanha N@ Mesma proporcado, o que torna mais destacada a sua
ineficiéncia na recuperagéo, e o fato de que a recuperagdo de B2RH néo esta
associada apenas a efeitos estomaticos e pode sim estar relacionado a eventos
bioguimicos, como a atividade da Rubisco, pois do contrario, todos os tratamentos
deveriam ter mostrado tal incremento em Amanha, COMo B2RH.

E sabido que o fechamento estomatico leva a reducdo na transpiracéo

foliar e, consequentemente, ocorre um aumento na temperatura das folhas e no
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DPVioha- ar (NObel, 1991). Tal relacdo nao foi observada no presente trabalho,
como pode-se notar por meio da Figura 9 (D), na qual se vé que nao foi
observada diferenca estatistica entre os tratamentos durante todo o periodo de
avaliacdo. Entretanto, a tendéncia ao aumento na gs manha € Na Emanha dois dias
apos a reirrigacao, resultou em uma tendéncia a redugdo no DPVioha-ar manha €M
todos os tratamentos.

A auséncia de resposta do DPVigha-ar manha €M relacdo a imposicdo do
estresse ou aplicacdo das bactérias, pode ser explicada pelas caracteristicas
anatdmicas 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 reacBes bioquimicas do metabolismo CAM foram
elucidadas, as suas consequéncias fisiologicas em plantas terrestres tém sido
reconhecidas como uma melhoria do desempenho fotossintético em ambientes
com limitac6es hidricas (Ranson e Thomas, 1960). Uma das caracteristicas de
plantas CAM é a sua plasticidade metabdlica que é afetada pelas condicdes
ambientais (Cushman e Bohnert, 1999). Dessa forma, plantas CAM podem
maximizar o seu crescimento utilizando o metabolismo C3; em periodos de maior
suplemento hidrico, mas podem também alternar para o CAM para reduzirem as
perdas de agua pela transpiracdo, enquanto mantém a integridade fotossintética
durante dias de baixa disponibilidade de agua, resultando em maior eficiéncia no
uso da agua, ja que essa é duas vezes maior na fase noturna do que no periodo
diurno (Coéte et al., 1993, Cushman et al., 2002). Ou seja, como resultado da
assimilacao noturna do CO, atmosférico ocorre uma maior manutencdo da agua
em relacao a plantas C3, ao passo que o0 primeiro processo ocorre em horarios de
menor demanda evaporativa e maior gradiente de concentracéo de CO, entre o ar
e a folha (Winter e Smith, 1996).

A Figura 10 representa os valores das trocas gasosas mensuradas no
periodo noturno. Como pode-se ver, de maneira geral, ndo houve diferenca
estatistica para esses parametros ao longo do tempo, na maioria dos dias
avaliados. Assim, pode-se dizer que a aplicacdo dos tratamentos (aplicacédo de

bactérias e  estresse hidrico) ndo alterou esses  parametros.
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A auséncia de diferengas significativas em A mensurada nos dois
periodos, em parte explica os parametros de crescimento que ndo diferiram
estatisticamente, principalmente em relacdo aos tratamentos contendo Bl e os
nao-inoculados, como discutido no topico 4.2. Entretanto, os valores
significativamente menores dos tratamentos contendo B2 para alguns parametros
de crescimento como, altura, diametro da roseta e MSR, n&do podem ser
atribuidos a menor assimilacdo do carbono.

Zhu et al. (2005) observaram as 4 fases tipicas de plantas CAM
constitutiva em seus experimentos com abacaxizeiro. Quando 0s mesmos autores
impuseram estresse hidrico nas plantas, puderam notar que houve uma reducéo
muito mais lenta na assimilacdo noturna do CO, do que na didrna, sendo que
passados 15 dias da aplicacdo do estresse hidrico, a condutancia estomatica
estava proxima de zero no periodo diurno, e o maximo de abertura era
encontrado ao final do periodo noturno. Zhu et al., (2005) notaram também, apds
30 dias do inicio do estresse hidrico, que ainda existia consideravel assimilacao
noturna de CO,, mostrando que a fase | do metabolismo CAM em abacaxi é
menos sensivel ao estresse hidrico. Resultados semelhantes foram observados
no presente trabalho. Ou seja, a imposicdo do estresse reduziu gs manha €,
consequentemente, Amanha € Emanha dOS tratamentos néo-irrigados (Figura 9),
porém o estresse ndo causou alteracbes nos parametros mensurados a noite
(Figura 10).

De fato, a taxa de assimilacdo do carbono noturna ndo é afetada no inicio
do estresse hidrico, podendo ocorrer inclusive um aumento nesse valor no
comeco da fase | nos primeiros dias de imposicdo da restricdo hidrica (Zhu,
1996). Porém, esse fato ndo foi observado no presente trabalho, jA que né&o
existiu diferenca estatistica entre os tratamentos irrigados e nao-irrigados.

Todavia, sendo o estresse prolongado pode haver sim uma reducao nos
valores de trocas gasosas noturnas, até chegar ao ponto em que a fixacdo
noturna do carbono cessa totalmente, podendo as plantas continuarem fixando o
CO, proveniente da respiracéo (Malézieux et al., 2003). A fixacdo noturna do CO,
elou a reciclagem do CO; proveniente da respiracdo pode ajudar a manter um
balanco de carbono positivo (ou pelo menos evitar a perda de C) em condic¢des de
estresse (Herrera, 2009). Zhu et al (1995) observaram que o estresse hidrico

prolongado resultou em pronunciada queda na condutancia estomatica e,
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consequentemente, na fotossintese liquida no periodo notuno. Dessa forma, o
periodo de estresse hidrico imposto no presente trabalho néo foi suficiente para
observar semelhantes reducoes.

Geralmente, a proporcdo de CO, que € fixado a noite por plantas de
abacaxizeiro propagadas in vitro aumenta progressivamente a medida em que a
planta vai aumentando o seu peso fresco durante a aclimatizagdo, sendo que
esse valor pode corresponder a 2/3 do total do carbono fixado (Cote, 1988, Cote
et al., 1993).

Em condi¢cOes de estresse, essa propor¢cdo pode ser ainda maior. De
acordo com Cote et al. (1993), sob estresse hidrico, a maior parte do CO, é fixado
durante a noite em plantas CAM. Esse detalhe foi observado no presente trabalho
(Figuras 10 e 11), pois apesar dos valores de Aqsite terem permanecido constantes
ao longo do estresse, houve a reducdo nos valores diurnos, consequentemente
aumentando a proporcdo com que Anoite CONtribuia para o processo. O dia do
estresse maximo mostra bem essa questdo, no qual a média de Anie para os
tratamentos nao-irrigados ficaram em torno de 1,43 pmol CO, m™? s, enquanto
que os valores de Amannha €stavam em torno de 0,46 pmol CO, m? s™. Além disso,
vale lembrar que de acordo com Osmond (1978), a extensao da fase | é muito
maior do que a fase IlI, principalmente em condicbes de estresse hidrico,
aumentando a sua contribuicdo para a fotossintese (Malézieux et al., 2003).

A reirrigagéo dos tratamentos reduziu essa maior contribui¢do de Aneite dO
tratamento B2RH, principalmente quando comparado com CRH, que por sua vez
aumentou suas taxas transpiratorias, apresentando consequentemente, uma
reducao na eficiéncia no uso da agua.

Em suma, os resultados de recuperacdo das trocas gasosas,
principalmente da fotossintese liquida apds a reirrigacao (Figura 9 e 10), aliados
as alteracdes na MSR (Figura 7, item 4.1), mostram o potencial das duas
bactérias em induzir tolerdncia ao estresse hidrico em abacaxizeiro. Em se
tratando de aclimatizacdo de plantas, as duvidas que se tinham em relagéo a
utilizacao de B2 nessa situacéo, devido a efeitos negativos em alguns parametros
de crescimento, podem ser amenizadas, pois ela pode ter papel importante
quando se fala em reducéo do estresse hidrico no qual as mudas sdo submetidas

durante a aclimatizacdo, podendo resultar em beneficios como uma reducédo na
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taxa de mortalidade de mudas, que é um grande problema da micropropagacao
(Barboza et al., 2006, Sutter e Hutzell, 1984).

4.4.2 - Determinacao da Composicao Isotépica do Carbono

Um dos critérios para avaliar a operacdo do metabolismo CAM é o valor
da composicdo isotépica do *C da massa seca de 6rgdos fotossintetizantes
(Winter e Holtum, 2002). As plantas CAM podem ter valores de &C
intermediarios entre os de plantas C; e C4. Em plantas CAM que fixam o CO; a
noite via PEPC, o 8"C é semelhante ao de plantas C; (menos negativos).
Entretanto, quando algumas plantas CAM séo bem hidratadas, elas podem fixar o
carbono diretamente via Rubisco, e sob tais condicbes, a composicao isotopica
desloca-se mais na dire¢do de plantas C3; (mais negativos) (Taiz e Zeiger, 2013).
Isso se deve ao fato de que a Rubisco tem um valor de discriminacéo intrinseco
contra *C muito maior do que a PEPC (Farquahar et al., 1989).

A Figura 11 representa os valores de 3*C do abacaxizeiro ‘Vitéria’ sob os
diferentes tratamentos no dia do estresse maximo. Esperava-se que, devido as
reducdes em resposta ao estresse em Amanna dos tratamentos nao-irrigados
(Figura 9-A), que os valores de 3'3C desses estivessem menos negativos do que
0s obtidos para os tratamentos irrigados, devido a reducdo da contribuicdo do
metabolismo C3; nos tratamentos com estresse para a assimilacdo total do
carbono. Assim, as plantas ndo-irrigadas, por estarem utilizando em maior
proporcdo a rota via PEPC, discriminariam menos o **C em relacdo aos
tratamentos irrigados, que por sua vez estariam assimilando o carbono em maior
guantidade via metabolismo C3; (maior discrimina¢do), mas isso nao foi
observado, como podemos ver pela Figura 11, na qual nota-se que nao existiu
diferenca estatistica entre os tratamentos. Embora, numericamente, o tratamento

B2RH e CRH mostrem uma tendéncia a serem mais negativos do que B2 e C.
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Figura 11. Composicdo isotdpica do carbono (3'°C) do abacaxizeiro ‘Vitdria’
submetido aos respectivos tratamentos no dia do estresse maximo (24 dias apos
a suspensao da irrigagado), com material coletado pela manhad. Cada coluna
representa a meédia de 3 repeticbes. Médias seguidas por letras iguais nao
diferem estatisticamente na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias; CRH —
Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico;
B1 — Tratamento com inoculagcdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111,
B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e
submetido ao estresse hidrico, B2 - Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.
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Em contraste com as técnicas de trocas gasosas que medem a taxa
fotossintética em um dado momento, a 3'3C integra a taxa de CO; intercelular (pi)
com a concentracdo de CO, do ar (pa) a longo prazo (Bacon, 2004, Osorio et al.,
1998). E sabido que a carboxilacdo noturna, por meio da PEPC, leva a formac&o
do acido malico que € estocado nos vacuolos, sendo essa reserva degradada
apenas durante o dia (Herrera 2009; Silveira et al., 2010). Consequentemente,
todo o **C proveniente da assimilacdo noturna, que é menos discriminado pela
PEPC, permanece estocado, e isso parece ter influenciado nessa avaliacao, pois,
como ja mencionado no item 3.11, o material utilizado foi coletado no periodo da
manha, ou seja, apos todo o periodo de acumulo de acido malico. Portanto, a
coleta realizada nesse horario, com consequente conteudo de &acido malico
existente no vacutolo (mais rico em 3C), parece ter influenciado os valores

obtidos.
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De fato, esse resultado (Figura 11) esta de acordo com o observado para
Anoite NEssa data (Figura 10-A), no qual também néo existia diferenca significativa
entre os tratamentos. Sendo assim, os valores de 53C reforcam que o estresse
imposto ndo alterou a fotossintese liquida noturna e a aplicacdo das bactérias
também n&o promoveu tal mudanca.

Alguns trabalhos reportam a influéncia do estresse sobre os valores de
5"C em plantas CAM. De acordo com Zhu et al. (1999), plantas submetidas a
estresse por altas temperaturas apresentaram menores valores de 3%°C.
Consequentemente, quanto mais baixos os valores de 3'*C, menor a contribuicéo
do metabolismo CAM para a producdo de biomassa (Herrera, 2009). Em M.
Crystallinum (planta CAM constitutiva), foi observada uma progressiva mudanca
nos valores de 5'3C em folhas, indo de 26 para 16% ao longo de 4 meses de
transicdo de disponibilidade hidrica para seca, indicando o aumento na
importancia do CAM na contribuicdo direta no ganho de carbono (Winter et al.,
1978).

A Figura 12 representa os valores de 53C do abacaxizeiro ‘Vitéria’ apds a
reirrigacdo. Nessa avaliagdo, que foi feita com o material coletado no inicio da
noite, ficou mais clara a diferenca entre os tratamentos, sendo mais um indicio da
interferéncia do horario de coleta do material nos resultados do estresse maximo
(Figura 11).
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Figura 12. Composicdo isotépica do carbono (3'°C) do abacaxizeiro ‘Vitdria’
submetido aos respectivos tratamentos dois dias apos a reirrigacdo, com material
coletado a noite. Cada coluna representa a média de 3 repeticbes. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente na mesma data, segundo
o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C — Tratamento controle, sem aplicacao
de bactérias; CRH — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e
submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia
silvatlantica UENF117111; B1RH — Tratamento com inoculagdo de Burkholderia
silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; B2 — Tratamento com
inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com
inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse
hidrico.

Com relacdo aos resultados obtidos apés a reirrigacéo (Figura 12), pode-
se notar que estes estdo de acordo com o observado para Amanha Nessa data
(Figura 9-A, item anterior). Como a 3C em plantas reflete a relacéo entre a
fotossintese e a condutancia estomatica em um determinado intervalo (de Souza
et al., 2005), pode-se ver que o tratamento B2RH, ao aumentar os valores de
Amanha €M resposta a reirrigacdo e, consequentemente, aumentar a proporcao
com que o CO, metabolizado via C; elevou a discriminacdo contra o *°C,
atingindo valores de 3C mais negativos e estatisticamente iguais aos
tratamentos com maiores meédias de discriminagéo, como dos tratamentos B2 e C
(irrigados). Ou seja, esse resultado exalta ainda mais e comprova o que foi dito
em relacdo a recuperacao de Amanna 2p0s a reirrigacdo do tratamento B2RH. Essa
recuperagcdo também foi observada para o tratamento B1RH, mas nao foi vista
para o tratamento CRH, que apresentou a menor meédia de discriminacgao,

mostrando que a reirrigacdo ndo elevou as taxas fotossintéticas diurnas desse
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tratamento, mantendo a maior proporgao de assilimagao do carbono via PEPC, da
mesma forma como ocorreu para os valores de Amanna (Figura 9-A), que nao
apresentaram elevacoOes, e, portanto, os efeitos do estresse hidrico foram mais
prejudiciais para esse tratamento.

Dessa forma, os dados observados na Figura 12 constituem um indicio
fortissimo de que a utilizacdo das bactérias, principalmente B2 € benéfica para o
aumento a tolerancia de plantas ao estresse hidrico. Além disso, segundo Taiz e
Zeiger (2013) a maior discriminacédo do °C significa que esta ocorrendo maior
participagdo direta da Rubisco no processo de fixagdo do CO,. Portanto, o
aumento na discriminacdo contra o **C é mais um indicativo de que a utilizacdo
das bactérias, principalmente de B2 manteve a maior integridade da Rubisco,
favorecendo a rapida retomada da fotossintese liquida diurna em resposta a
reirrigacdo. Como destacado por Ennahli e Earl (2005), isso € um fator primordial
para a pronta recuperacdo das taxas fotossintéticas em decorréncia da

reirrigacao.

4.4.3 - Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il (F,/Fn) e indice
Fotossintético “photosynthetic index” (PI):

A relacdo F./Fy, baseia-se nos niveis de fluorescéncia variavel (F,) e
fluorescéncia maxima (Fn) da clorofila para caracterizar a eficiéncia quéantica
maxima das reacdes fotoquimicas primarias em folhas adaptadas ao escuro
(Bolhar-Nordenkampf et al., 1989)

Nos ultimos anos, muitos autores tém demontrado que o status do
aparato fotossintético € um indicador fisiologico muito Gtil para estudar a
sensibilidade de plantas ao estresse hidrico (Strasser et al., 2010, Shao et al.,
2010). Sob condi¢Bes de seca, a andlise da fluorescéncia da clorofila a tem sido
amplamente utilizada em ensaios que mostram as respostas fisioldégicas de
plantas devido a sua alta sensibilidade para identificar alteracbes no sistema
fotossintético, especialmente no PSII (Mehta et al., 2010). Além disso, por ser um
método nao destrutivo é largamente aplicado na avaliacdo de espécies e
genotipos com relacdo a tolerancia ao estresse hidrico (Oukarroum et al., 2007,
Redillas et al.,, 2011). Na figura 13 temos a relacdo F.,/F, do abacaxizeiro

submetido aos diferentes tratamentos, ao longo do periodo de avaliacéo.
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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 nao havia afetado a funcionalidade do PSII dos tratamentos.
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Figura 13. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (F./Fy) do abacaxizeiro
‘Vitoria’ submetido aos respectivos tratamentos. Cada simbolo representa média
de 4 repeticdes. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente
na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica o
momento da reirrigacdo. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias;
CRH - Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse
hidrico, B1 - Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111; B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculacao
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.

Essa resisténcia a reducdo na relacdo F,/F,, em resposta ao estresse
hidrico € uma caracteristica do abacaxizeiro. Aragén et al. (2012) encontraram
valores da relacao F./Fp, estatisticamente iguais apds 8 semanas de avaliacdo em
plantas de abacaxizeiro submetidas a estresse hidrico 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
persisténcia.

Segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1989) quando uma planta ndo esta

sob estresse, os valores de F,/F, considerados ideais devem permanecer entre



79

0,75 a 0,85, o que representa a probabilidade de 75 a 85% dos elétrons
absorvidos pelos pigmentos fotossintéticos efetuarem a redugdo da quinona A
(Qa) no PSII. Os tratamentos irrigados apresentaram valores dentro dessa faixa
Otima durante todo o experimento (Figura 13). A partir do dia 27 de outubro (Figua
13), percebe-se uma reducdo nos valores dos tratamentos com estresse,
atingindo niveis abaixo do limite de 0,75 no dia do estresse maximo (4 de
novembro), ou seja, a partir do dia 27 de outubro, os efeitos do estresse puderam
ser visualizados por esse parametro, resultando em uma menor eficiéncia na
utilizacéo da energia luminosa no processo fotossintético. Contudo, as possiveis
reducdes nos valores de F,/F, podem representar tanto uma regulacdo
fotoprotetora reversivel como uma inativacao irreversivel do PSIl (Long et al.,
1994; Araus e Hogan, 1994). Como a reirrigacd0 promoveu uma recuperacao
nesses valores, voltando a ficar acima de 0,75 em todos os tratamentos, pode-se
entdo dizer que a reducdo nos valores da relacdo F./F, foi uma resposta
fotoprotetora reversivel.

Em condicfes de baixas taxas de assimilacdo de CO, devido aos efeitos
do estresse hidrico, o equilibrio entre a atividade fotoquimica no PSIl e a
exigéncia de elétrons para a fotossintese é afetada, resultando em uma
superexcitacdo no sistema fotossintético e danos fotoinibitérios no centro de
reacao do PSII (Souza et a., 2004, Santos et al., 2006). Em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica, quando ocorre uma reducdo da fotossintese e nao se atribui
essa reducdo aos fatores estoméaticos, uma possivel causa é a reducdo da
atividade fotoguimica (Torres Netto, 2005). Como pode-se observar no presente
trabalho, a reducdo nas trocas gasosas mensuradas pela manha nos tratamentos
nao-irrigados (Figura 9) foi acompanhada pelas reducfes nos valores da relacao
FJ/Fm (Figura 13), e portanto, foram observados tanto efeitos estomaticos quanto
nédo-estomaticos em resposta ao estresse.

Trabalhos que avaliam os efeitos da inoculacio de BPCV na
fluorescéncia da clorofila sdo escassos na literatura. De acordo com Zhang et al.
(2008), a inoculacdo de BPCV em Arabidopsis promoveu aumento na eficiéncia
do PSII, traduzidos pelos maiores valores da relacdo F./F, em relagéo as 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 presenca de BPCV pode reduzir os impactos de estresse
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salino sobre a relacao F,/F, em plantas de pimenta. Resultados diferentes foram
obtidos no presente trabalho, no qual ndao foi obtida diferenca significativa na
relacdo F.,/F, entre os tratamentos irrigados. O mesmo ocorreu para 0S
tratamentos néo irrigados, mostrando a auséncia de interferéncia da inoculacéo
das duas bactérias nesse parametro.

Em geral, a relacdo F,/F, € muito utilizada como um indicador de estresse
em um grande numero de estudos sobre a eficiéncia fotoquimica da planta. No
entanto, em funcdo das situacdes de estresse impostos, esta variavel, que é
calculada com base em F, e em F, nem sempre € sensivel, o suficiente, para
observar as diferengas entre diversos tratamentos (Stirbet e Govindje, 2011,
Zivéak et al., 2008).

Uma vez que nem sempre a variavel F,/Fn, apresenta sensibilidade a um
determinado estresse, Strasser et al, (2000) e (2004) criaram um indice mais
sensivel aos efeitos dos fatores do ambiente denominado indice fotossintético, ou
photosynthetic index (Pl). O Pl é uma variavel derivada do JIP-teste calculada a
partir de trés componentes que envolvem a densidade de centros de reacao, a
eficiéncia de captura e a eficiéncia do transporte de elétrons. Consequentemente,
se qualquer um desses componentes for afetado, o efeito serd percebido na
planta, dando uma maior sensibilidade a variavel quando comparada aquelas que
baseiam-se em somente um componente na avaliacdo dos efeitos de diferentes
estresses ambientais, como a relacéo F,/F,, (Strasser et al., 2000, Jiang et al.,
2006, Christen et al., 2007, Oukarroum et al., 2007; Zivéak et al., 2008).

Embora os danos no aparato fotoquimico sejam tidos como resistentes ao
estresse hidrico moderado (Cornic e Briantais, 1991; Havaux 1992; Ziv&ak et al.,
2008) encontraram uma diminuicdo continua do indice fotossintético como
resultado da deficiéncia hidrica, enquanto que a relacdo F./F, nao foi
praticamente afetada até o periodo mais severo de desidratacdo. Isto esta de
acordo com as descobertas de Genty et al.,, (1987); Christen et al., (2007) e
Oukarroum et al., (2007), que consideram esse parametro (F./Fn) insensivel as
alteracdes iniciais da fotossintese em decorréncia do estresse hidrico. Resultados
semelhantes néo foram observados no presente trabalho, pois por meio da Figura
14 que representa o Pl do abacaxizeiro ‘Vitoria’ submetidos aos diferentes

tratamentos, pode-senotar que os resultados estdo de acordo e similares com o
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que foi observado para a relacédo F./F,. Dessa forma, a aplicacdo de bactérias

ndo causou alteracdes perceptiveis na variavel PI.
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Figura 14. indice Fotossintético “photosynthetic index” (Pl) do abacaxizeiro
‘Vitoria’ submetido aos respectivos tratamentos. Cada simbolo representa média
de 4 repeticdes. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente
na mesma data, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica o
momento da reirrigacdo. C — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias;
CRH - Tratamento controle, sem aplicacao de bactérias e submetido ao estresse
hidrico, B1 - Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111; B1RH — Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculacao
de Herbaspirillum seropedicae HRC54; B2RH — Tratamento com inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.

A grande oscilagdo nos valores de Pl pode estar relacionada as
condicdes ambientais, jA que essa variavel, assim como a relacdo F./F, é
extremamente sensivel as variacdes nas caracteristicas ambientais (Valentini et
al., 1994, Campostrini, 2002). De maneira geral, os valores observados para PI
dos tratamentos irrigados ao longo do periodo de avaliagdo estdo de acordo com
os resutados obtidos por Couto (2012) para abacaxizeiro ‘Vitéria’.

A imposicao do estresse hidrico promoveu reducdes nesse indice (Figura
14) em relacdo aos tratamentos irrigados, de maneira igual ao que ocorreu com a
relacdo F./Fn (Figura 13), comprovando a existéncia de efeitos ndo-estomaticos

em resposta ao estresse imposto. Em decorréncia da reirrigagéo, houve também
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uma recuperacao nos valores de PI, reforcando a ideia de que tais efeitos nao-
estomaticos foram apenas uma estratégia de protecdo e ndo foi causada uma
inativacao irreversivel dos fotossistemas. Além disso, como todos os tratamentos
nao-irrigados mostraram uma rapida recuperacgao tanto na relacédo F./F,, como no
Pl apos a reirrigacdo (Figura 13 e 14), fica claro que a pronta retomada do
tratamento B2RH, no que diz respeito a fotossintese liquida, como viu-se na
Figura 9-A ndo se deveu a melhoria nos parametros relacionados com a
fluorescéncia da clorofila, pois se assim fosse, o tratamento CRH também teria

apresentado tal aumento em Ananns, algo ndo observado.

4.4.4 - Intensidade de verde:

As clorofilas estéo relacionadas com a eficiéncia 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 conteudo de pigmentos fotossintéticos,
principalmente as clorofilas, pode ser afetado devido & acdo de fatores do
ambiente como deficiéncias minerais, estresse hidrico, poluicdo industrial e
temperatura infra ou supra-6tima. De acordo com Torres Netto et al. (2002 e
2005), avaliacdes utilizando o Medidor Portatii de Clorofila, que fornecem
resultados de intensidade de verde das folhas, apresentam uma boa correlacao
com os teores de N e clorofila. Portanto, sua determinagéo permite a realizacao
de inferéncias a cerca do conteudo de pigmentos fotossintéticos, sendo bastante
atil no diagnéstico do nivel de estresse que possa estar atuando sobre plantas.

A intensidade de verde vem sendo estudada como uma das respostas a
presenca de BPCV e alguns resultados com incremento de teores de clorofila vém
sendo obtidos. A aplicacdo 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 ‘Vitéria’
sob os diferentes tratamentos. De maneira geral, ndo foi obtida diferenca
estatistica entre os tratamentos irrigados, com algumas excec¢des, como nho
primeiro dia, no qual o tratamento B2 apresentava média significativamente maior,

porém, como nao houve uma constancia nos resultados nos dias subsequentes,
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nao se pode afirmar que essa diferenca foi devido ao tratamento (inoculagéo 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 ‘Vitoria’

observou também a auséncia de efeito da aplicacdo na intensidade de verde.
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Figura 15. Intensidade de Verde do abacaxizeiro ‘Vitdria’ submetido aos
respectivos tratamentos. Cada simbolo representa média de 4 repeticbes. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente na mesma data, segundo
o0 teste de Tukey a 5% de probabilidade. A seta indica 0 momento da reirrigagéo.
C — Tratamento controle, sem aplicacédo de bactérias; CRH — Tratamento controle,
sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao
estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculagéo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54; B2RH — Tratamento com inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54 e submetido ao estresse hidrico.

Com relacdo aos tratamentos inoculados, o tratamento CRH apresentou
as menores médias com relacéo a esse parametro a partir do dia 23 de outubro,
nao sendo, entretanto, estatisticamente diferente dos demais tratamentos
submetidos ao estresse hidrico. Redugfes nos valores de intesidade de verde em
resposta ao estresse hidrico foram relatadas por Aragén et al. (2012). O

decréscimo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos em resposta ao



84

estresse hidrico, pode também ter uma fung¢édo adaptativa, diminuindo a captagéo
de luz nessas plantas (Chaves, 2003).

Pode-se observar que houve muita oscilacéo entre os valores ao longo do
periodo de estresse (Figura 15). Tem sido demonstrado que a posicdo do
cloroplasto pode variar durante o dia, de acordo com variagbes naturais das
condicdes de luz e que a resposta do movimento dos cloroplastos a luz pode ser
bastante rapida (Willams e Barkan, 2003). Dessa forma, os valores de
intensidade de verde obtidos no presente experimento podem ter sido
influenciados pelas condi¢des de luz, antes e durante as medi¢8es, algo também
observado por Hoel e Solhaug, (1998) e por Martinez e Guiamet (2004).

Também houve uma reducdo nos valores da intensidade de verde dos
tratamentos néo-irrigados em relacdo 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 ndo observado
para os demais tratamentos em restricdo hidrica (Figura 15). Isso mostra certa
tolerancia conferida as plantas devido a inoculacdo da Burkholderia silvatlantica
UENF11711, que pode conferir vantagens nesse sentido durante a aclimatizagao
do abacaxizeiro. Os menores valores de intensidade de verde dos tratamentos
nao-irrigados em relacdo aos demais foram observados até o ultimo dia de
avaliacdo, sendo que esta resposta pode ter ocorrido devido a degradacao de
pigmentos fotossintéticos, como clorofila (em mais intensidade) e até mesmo de
carotenoides, o que geralmente é relatado como consequéncia da deficiéncia
hidrica (Azevedo, 2006, Colom e Vazzana, 2002).

4.5 - Densidade estomatica, diametro e comprimento do poro estomatico:

Os estdbmatos sdo estruturas fundamentais para as plantas, pois através
deles ocorrem o0s processos de trocas gasosas e, portanto, qualquer variacdo em
namero e/ou tamanho pode acarretar maior ou menor eficiéncia da planta quanto
a taxa fotossintética (Batagin et al., 2009). O aumento ou diminuicdo no numero
de estdmatos interfere na resisténcia ao fluxo de CO;, e de agua, ou seja, tem
efeito direto na fotossintese e transpiragéo (Silva et al., 1999). Nesse sentido, a
superficie foliar propociona uma interfase importante entre a planta e seu meio,

contribuindo significativamente para o balangco energético. A sobrevivéncia de
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plantas em condicbes de estresse pode, portanto, depender das caracteristicas
de sua superficie e do espaco entre as duas epidermes (Silva et al. (1999).

Nas folhas do abacaxizeiro, existem relativamente poucos estématos por
area (70-85 mm™) com poros pequenos (Bartholomew e Kadzimin, 1977; Krauss,
1949; Py, 1969). Essas e outras caracteristicas anatdmicas, como a presenca de
tricomas granulares (Aubert, 1973, Malézieux et al., 2003) e escamiformes
(Barboza et al.,, 2006, Batagin et al., 2009), reduzem a taxa transpiratéria da
planta e conferem uma grande tolerancia a condi¢cdes de seca (Ekern, 1965,
Larcher 2000).

No presente trabalho, a inoculacdo bacteriana e o estresse hidrico
promoveram alteracfes na densidade estomatica, no comprimento e na largura
do poro estomatico no dia do estresse maximo, como pode-se observar no
Quadro 6.
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Quadro 6. Densidade Estomatica, Comprimento do Poro Estomatico e Largura
Central do Poro Estomatico nas folhas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ submetido aos
respectivos tratamentos no dia do estresse maximo, 24 dias apds o inicio da
imposicéo da restricdo hidrica. Cada valor de Densidade Estomatica representa a
meédia de 5 repeticdes. Para os dois outros parametros, 0s valores representam a
média de 15 repeticbes. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem
estatisticamente, segundo o teste de Tukey a 5% de probabilidade. C —
Tratamento controle, sem aplicagdo de bactérias; CRH — Tratamento controle,
sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico; B1 — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111; B1RH — Tratamento
com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao
estresse hidrico; B2 — Tratamento com inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54; B2RH - Tratamento com inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54 e submetido ao estresse hidrico.

Tratamento Densidade Comprimento do Largura central
estomatica poro estomatico do Poro

(estbmato/mm?) (um) estomatico (um)
C 70" 7,31 1,17 ®
CRH 1342 5,54 ¢ 0,77 ¢
B1 112%° 6,22 P 1,27 %
B1RH 28° 6,14 1,16 *
B2 86 7,44 ® 1,22 @
B2RH 87% 7,41 % 0,83 "°
CV (%) 21,71 16,91 33,04

Com relacdo a densidade estomética, 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 Bl. Sabe-se que o
aumento na densidade estomatica € uma das respostas das plantas ao estresse
hidrico (Silva et al., 1999, Zagdanska e kodzdéj, 1994), como observado para o
tratamento CRH. Ou seja, a presenca da bactéria B1 fez com que a densidade
estomatica reduzisse em decorréncia do estresse hidrico, algo ndo esperado. O
comportamento das plantas devido a inoculacdo de B2 também foi controverso, ja
gue a densidade estomatica dos tratamentos contendo B2 néo foi alterada pelo
estresse.

De acordo com Barboza et al. (2006) folhas de abacaxizeiro durante a
aclimatizacdo possuem em média 62 estdmatos mm? Com excecdo do
tratamento B1RH, os valores de densidade estomatica observados no presente

trabalho (Quadro 6) foram superiores aqueles.
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De acordo com Silva et al. (1999), o estresse hidrico promove um
aumento na densidade estomatica e uma reducdo na abertura dos poros, como
foi observado para o tratamento CRH, que apresentou menor valor do
comprimento do poro estomatico, sendo a diferenca significativa em relacéo ao C.
Os tratamentos contendo B2 n&o diferiram entre si novamente, e apresentaram as
maiores meédias, mostrando novamente a influéncia da bactéria. Com relagdo a
largura central do poro estomatico, novamente o tratamento CRH apresentou a
menor média, ndo diferindo apenas do tratamento B2RH. Da mesma forma com
que para 0 comprimento, o tratamento B2 apresentou maior média, ndo diferindo
dos outros dois tratamentos irrigados e do tratamento B1RH.

Como ja foi visto para as trocas gasosas, no dia do estresse maximo, as
plantas dos tratamentos nédo-irrigados apresentavam valores significativamente
iguais de Amanna € Os manna (Figura 9). Esse fato esta de acordo com os resultados
obtidos por Jones (1976), que encontrou condutancias similares entre genaotipos
de cevada com diferentes densidades estomaticas. O autor atribuiu os resultados
ao fato de que os gendétipos com mais estdmatos, possuiam aberturas dos poros
menores do que o gendtipo com menor densidade. Portanto, a maior densidade
estomética do tratamento CRH foi compensada por menores valores no
comprimento e largura do poro estomatico, e, portanto, os valores de trocas
gasosas foram 0os mesmos.

Apesar das limitacdes dessa técnica, principalmente no que de refere a
pequena area analisada, podemos dizer que a inoculacdo das duas bactérias
alterou a densidade e abertura dos estbmatos em resposta a deficiéncia hidrica, e
isso pode ter tido influéncia direta na recuperacdo das plantas estressadas em
virtude da reirrigacdo (principalmente em relacdo a B2RH), atuando de maneira
conjunta com outros fatores, sejam eles de ordem bioguimica ou n&o, como
observado para as trocas gasosas.

Devido a esse fato e por ter ocorrido, também, mudancas em relacdo aos
tratamentos irrigados, a utilizacdo de BPCV pode vir a ser uma alternativa para a
adaptacdo de mudas a condicbes de aclimatizacdo, ja que a dificuldade de
adaptacdo das mudas oriundas de cultura de tecidos ao ambiente da casa de
vegetacdo se deve a baixa eficiéncia estomatica que pode levar a perda

excessiva de agua (Barboza et al., 2006, Silva et al., 2012). Portanto, fica clara a
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necessidade de se realizar estudos mais avancados e especificos em relagéo a
essa gquestao para maiores esclarecimentos.

Nas Figuras 16 e 17, apresentam-se imagens de microscopia eletrénica de
varredura representativas, respectivamente, da densidade e abertura estomatica
em folhas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ sob os diferentes tratamentos, nas quais
podemos observar, por exemplo, a grande densidade estomatica do tratamento
CRH (Figura 16-B) em contraste com as menores densidades dos tratamentos
B1RH e B2RH (Figura 16 - D e F), realgcando o efeito da inoculacédo das bactérias;
assim como veem-ses as diferencas existentes entre os tratamentos irrigados e
entre todos de maneira geral. Da mesma forma, pode-se notar a reduzida
abertura estomatica do tratamento CRH em relacdo aos demais tratamentos
(Figura 17).



\

xZ00 200 rm
#102887T CONTROL

200 rm —
BURK NO-3TRESS

4

200 rm

xz200
#102887T HERB NO-S3TRESS

Figura 16. Microscopia Eletrdnica de Varredura,

I % i | o
1-‘ L, "’Jykf“"-.‘- .

% .
oym ———————————————————1 20kV 15mm
ABACARIT

Q}M,.”' =

=200 Z0
#102887 CONTROL

AR bA .,
: Y e O
1Zmm xZ200 Z00rm

#10z2887T BURK STRESS

S

Z0kU
ABACAX T

b e L,
10KY 1Zmm 200 200; 1 v
ABACAXT #102887 HERBA STRESS ABACARIT

89

ilustrando a densidade

estomatica em abacaxizeiro ‘Vitéria’ submetido aos diferentes tratamentos. (A)
Tratamento C - Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias, (B) Tratamento
CRH; — Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse
hidrico (C) Tratamento Bl - Tratamento com inoculacdo de Burkholderia
silvatlantica UENF117111; (D) Tratamento B1RH - Tratamento com inoculag&o de
Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; (E)
Tratamento B2 - Tratamento com inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54e (F) Tratamento B2RH - Tratamento com inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.
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Figura 17. Microscopia eletrénica de Varredura, ilustrando a abertura estomatica
em abacaxizeiro ‘Vitoria’ submetido aos diferentes tratamentos. . (A) Tratamento
C - Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias, (B) Tratamento CRH; —
Tratamento controle, sem aplicacdo de bactérias e submetido ao estresse hidrico
(C) Tratamento Bl - Tratamento com inoculacdo de Burkholderia silvatlantica
UENF117111; (D) Tratamento B1RH - Tratamento com inoculacdo de
Burkholderia silvatlantica UENF117111 e submetido ao estresse hidrico; (E)
Tratamento B2 - Tratamento com inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae
HRC54e (F) Tratamento B2RH - Tratamento com inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae HRC54 e submetido ao estresse hidrico.
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5 - RESUMO E CONCLUSOES

O trabalho teve como objetivo estudar as respostas: ecofisiologicas
(trocas gasosas; fluorescéncia da clorofila a, estimativa do contetdo de clorofila,
composicdo isotépica do carbono, densidade, comprimento e largura dos
estdbmatos), nutricionais e de promocdo de crescimento em plantas de
abacaxizeiro ‘Vitoéria’ micropropagadas, submetidas ao estresse hidrico e
inoculadas com as bactérias promotoras do crescimento vegetal Burkholderia
silvatlantica UENF117111 e Herbaspirillum seropedicae HRC54 isoladamente.

Pode-se observar que a inoculacdo tanto da bactéria Burkholderia
silvatlantica UENF 117111 (B1) quanto da Herbaspirillum seropedicae estirpe
HRC-54 (B2) promoveu um aumento de aproximadamente 3 vezes na populacéo
de bactérias diazotréficas em relacao ao tratamento C. Além disso, existia de uma
grande populacao de bactérias diazotroficas associadas naturalmente as plantas,
que esta relacionada a caracteristicas do substrato, que apresentavam
consideravel carga de matéria organica, e pelo fato de que as mudas ja estavam
por 60 dias sendo aclimatizadas. Dessa forma, o incremento na populacdo das
bactérias em resposta a inoculagdo ndo foi maior, devido a competicdo com 0s
microrganismos ja existentes e pela propria caracteristica da inoculacao, que foi
via substrato, entretanto, ainda assim, a inoculacao foi efetiva. Prova disso foi que
ao final do experimento, as plantas dos tratamentos inoculados apresentaram
maior NMP em comparagdo com os respectivos controles. O estresse hidrico
levou a uma reducdo no NMP dos tratamentos controle (com uso de JNFb) e

contendo B2.
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Com relacdo ao teor de nutrientes foliares, nem a presencga das bactérias,
que tém caracteristicas como a FBN, nem a imposicdo do estresse hidrico
causaram alteracdes nesses parametros. Esse fato deve-se a caracteristicas de
cultivo, como a realizacdo de adubacdes, utilizacdo de um substrato rico do ponto
de vista nutricional, e a existéncia das bactérias diazotroficas associadas
naturalmente as plantas, que também podem ter auxiliado em processos como a
FBN.

O tratamento B1 néo alterou o padrao de crescimento da parte aérea em
relacdo ao controle, ou seja, com base nos resultados de crescimento da parte
aérea, pode-se dizer que a introducdo de Bl ndo causou efeitos negativos nas
plantas, e na ocasido da imposi¢cdo da restricdo hidrica, as plantas mantiveram
seu crescimento.

Em relacdo & MSR, o tratamento CRH apresentou um incremento nesse
valor em relagdo ao tratamento C, provavelmente pela inibicdo da sintese de
etileno devido ao aumento na concentracdo de ABA pela ocasido do estresse
hidrico, sendo este um mecanismo de defesa da planta a situacdes de estresse
hidrico. A inoculacdo de B1 alterou esse padrdo de crescimento radicular, pois
houve uma tendéncia a uma maior producéo de raiz, de B1 em relagdo ao
tratamento C. Com a imposicao do estresse, viu-se que os valores de MSR de Bl
e B1RH estavam iguais. Logo, a tendéncia a um maior crescimento do sistema
radicular pela presenca de B1, seja ela pela presenca da ACC deaminase ou pela
sintese de auxinas fez com que o as plantas respondessem de forma diferente ao
estresse.

Assim, B1 apresenta potencial para ser utilizada para facilitar a adaptacéo
de mudas de abacaxizeiro micropropagadas durante a aclimatizacado, pois, apesar
de néo ter promovido incrementos significativos no crescimento da parte aérea, a
tendéncia a uma maior producdo de raizes pode facilitar o estabelecimento das
mudas a condi¢do ex vitro, deixando as plantas menos susceptiveis ao estresse
hidrico.

Por sua vez, a bactéria B2 apesar de ter promovido efeito negativo no
crescimento, os resultados de MSR mostram que, de alguma forma, houve
inducéo a tolerancia contra o estresse hidrico, pelo fato da média do tratamento
B2RH ter permanecido praticamente inalterada em relacdo a B2, apesar das

meédias desses tratamentos terem sido menores. Ou seja, as plantas nao
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responderam ao estresse da mesma forma que CRH, e o ndo incremento em
MRS pode ser interpretado como uma menor suscetibilidade ao estresse.

Essa provavel inducéo a tolerancia ao estresse hidrico promovido por B2
ficou mais evidenciado com as medidas de trocas gasosas no periodo da manha.
Com a reirrigacdo, podemos observar que o tratamento B2RH retomou
rapidamente a sua taxa fotossintética liquida, a valores estatisticamente iguais
aos tratamentos irrigados. O tratamento CRH ndo mostrou essa recuperacao,
evidenciando que as plantas do tratamento B2RH apresentavam uma tolerancia
induzida pela presenca da bactéria B2 ao estresse hidrico.

Supbe-se que, o fato de B2 ndo ser nativa do abacaxizeiro, pode ter
desencadeado uma série de reacdes no hospedeiro, deixando-o0 mais preparado
as intempéries ambientais, como uma espécie de rustificacdo. Dessa forma, B2
pode ter atuado de diversas maneiras como na manutencdo da atividade da
Rubisco, mesmo em condi¢cdes de auséncia de &gua, resultando na pronta
recuperacdo das taxas fotossintéticas. Entretanto, como existem outras diversas
teorias a respeito de como as bactérias atuam na inducdo a tolerancia ao
estresse, € necessario a realizacdo de novos estudos, mais especificos, para se
elucidar essa questao.

Fato é que a utilizacdo de B2 na aclimatizacdo do abacaxizeiro pode ser
uma alternativa para reduzir o estresse hidrico a que as mudas sédo submetidas,
devido as suas caracteristicas anatdmicas e fisiol6gicas inerentes das condicbes
de cultivo in vitro.

O tratamento B1RH apresentou uma leve recuperacdo em Amanha €M
resposta a reirrigacdo, devido a maior tendéncia ao crescimento radicular, que
facilitou a absorcéo de agua. A ndo recuperacao de CRH mostra que os efeitos do
estresse nesse tratamento foram mais severos do que nos tratamentos
inoculados e que, a inoculacdo bacteriana é uma alternativa para reduzir o0s
efeitos deletérios do estresse hidrico.

Os tratamentos ndo-irrigados mostraram uma certa tolerancia a imposigao
do estresse hidrico, pois de maneira geral, até 12 dias apds o inicio da restricao
de agua, ndo existia diferenca significativa entre os tratamentos para Amanha,
sendo essa tolerancia uma caracteristica de plantas CAM. ApGs essa data, foi
observada uma redugcdo em gs manha, COM consequentes diminuigcdes na Emanna €

Amanha €, portanto, foram observados efeitos estomaticos em resposta ao
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estresse. Os valores de DPV fgjha-ar manha NA0 responderam ao estresse da mesma
forma, provavelmente pelas caracteristicas anatdmicas e morfologicas das folhas
gue mantém a temperatura das mesmas, de maneira inalterada, mesmo com a
auséncia de agua.

Houve uma tendéncia a um aumento na gs manha € Na& Emanna de todos os
tratamentos, ap0s a reirrigacdo, porém, o tratamento CRH ndo apresentou
incremento na média dos valores de Ananhs €M resposta a maior gs manha, Portanto,
a recuperacdo dos tratamentos inoculados ndo estd associada a efeitos
estométicos e pode sim estar relacionada a eventos bioquimicos, como a
atividade da Rubisco, pois ao contrario, todos os tratamentos deveriam ter
mostrado tal incremento em Amanha, COMo B2RH.

O estresse hidrico e a aplicacdo das bactérias ndo causaram alteracdes
nas trocas gasosas no periodo noturno.

Embora néo tenha existido diferenca significativa entre os tratamentos no
dia do estresse maximo para 83C, que pode ter sido influenciado pelo horéario de
coleta do material, os resultados apds a reirrigagcdo mostram que a presenca de
B2 aumentou a discriminacéo contra o **C em virtude da retomada da atividade
fotossintética diurna. O mesmo foi observado para o tratamento B1RH e néo foi
observado para CRH. Ou seja, os tratamentos inoculados (principalmente B2RH)
assimilaram o CO, em maior propor¢cdo pelo metabolismo C3, em relacdo ao
CRH, apés a reirrigacdo, com atuacdo direta da Rubisco, aumentando assim a
discriminacéo contra o **C, sendo mais um indicio da manutencéo da integridade
dessa enzima pela presenca das bactérias, e do efeito benéfico desses micro-
organismos na inducgéo de tolerancia ao estresse.

Com relacédo a F,/F, e ao PI, pode-se perceber que nédo houve influéncia
das bactérias nesses parametros. Também foi observada uma reducdo nesses
valores em resposta ao estresse, quando comparado com o0s tratamentos
irrigados, e com a reirrigacdo houve uma recuperacdo das médias, ficando a
relacdo F./Fn, 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 ndo-estomaticos, esses foram respostas apenas fotoprotetoras e nédo uma
inativacao irreversivel dos fotossistemas.

Apesar das oscilagbes nos valores de intensidade de verde ao longo do

experimento, pode-se observar que também existiu uma redugédo nos valores da
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intensidade de verde dos tratamentos ndo-irrigados em relagéo aos irrigados com
0 desenvolvimento do estresse. Entretanto, o tratamento B1RH, a partir do dia 31
de outubro apresentou meédias estatisticamente iguais aos tratamentos irrigados,
algo nao observado para os demais tratamentos estressados. Isso mostra certa
tolerancia conferida as plantas devido a inoculacdo de B2, que pode conferir
vantagens nesse sentido durante a aclimatizagdo do abacaxizeiro. Como o0s
menores valores de intensidade de verde dos tratamentos nado-irrigados em
relacdo aos demais foram observados até o ultimo dia de avaliagdo, conclui-se
que pode ter ocorrido degradacdo dos pigmentos fotossintéticos devido a
auséncia de agua.

Esperava-se que com o estresse hidrico houvesse um aumento na
densidade estomatica e reducao na abertura do poro. Como vimos esse padréo
s6 foi seguido pelo tratamento CRH. Essas alteracfes em resposta a aplicacédo
bacteriana, mostram que a utilizacdo de BPCV pode vir a ser uma alternativa para
a adaptacdo de mudas a condi¢cdes de aclimatizacédo, no sentido de melhorar a
eficiéncia estomética. Entretanto, fica clara a necessidade de se realizar estudos
mais avancados e especificos em relacdo a essa questdo para maiores
esclarecimentos dessa questao especifica.

Em suma, a aplicacdo 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 aclimatizacdo de mudas de abacaxizeiro
no sentido de amenizar estresses abidticos.

Extrapolando os resultados para outras situacdes, as bactérias constituem
uma opcao importante para regides que tem como caracteristica possuir periodos
de seca constante. Obviamente, novos estudos sdo necessarios, pois como Vvisto
durante o trabalho, varios séo os fatores que influenciam no sucesso da interacdo
planta-bactéria, ndo podendo essa biotecnologia ser simplesmente transferida de

uma situagéo para a outra.
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