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RESUMO

SILVA, AURILENA DE AVIZ. Eng. Agronomo, M.Sc., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Agosto de 2013. Bactérias diazotroficas e
adubacdo nitrogenada na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro. Orientador: Prof. Almy Junior Cordeiro de Carvalho. Coorientadora:
Dr2 Flavia Paiva de Freitas.

A producdo de mudas de abacaxizeiro de forma convencional é lenta, sendo
necessario para o desenvolvimento da cultura no Brasil e no mundo outros métodos
de propagacdo mais eficientes. Com o objetivo de aumentar o crescimento e o
desenvolvimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’ e diminuir
seu periodo de aclimatizacao foi realizado um experimento para avaliar a resposta
das mudas a inoculacdo com bactérias diazotréficas e adubacao nitrogenada. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial
(2x5x5), sendo os fatores representados por dois tipos de inéculos (auséncia e
presenca de uma mistura de bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp.
UENF 114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC 54), cinco doses de ureia (0, 2,5, 7 e 10 g L) e cinco
épocas de avaliagdo do tempo de aclimatizagéo (30, 60, 90, 120 e 150 dias ap0os o
plantio das mudas em bandejas), com 4 blocos. Foram avaliados a altura da planta,
namero de folhas, area foliar, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz,
conteudo de nutrientes da parte aérea, atividades de bombas H* e a populacao de

bactérias nas raizes das mudas. Conclui-se que a inoculacdo de bactérias
vii



promoveu incremento na massa seca da parte aérea e massa seca de raiz das
mudas. A aplicacdo de adubo nitrogenado reduziu o periodo de aclimatizagcédo das
mudas em, aproximadamente, 60 dias. Estimou-se que doses de ureia entre 7 e 9
g L, aplicadas durante a aclimatizagdo, promoveram maior crescimento. As mudas
inoculadas com bactérias diazotroficas, apresentaram maior conteddo de N, Ke S
do que aquelas ndo inoculadas. O aumento das doses de nitrogénio promoveu
incremento no conteddo de N na matéria seca da parte aérea e no indice de SPAD
do abacaxizeiro. Com excecdo para o N, Mn e Cu, o incremento na adubacao
nitrogenada provocou reducdo no contetdo dos outros nutrientes em mudas mais
velhas na etapa de aclimatizacdo. A extragdo de nutrientes por mudas
micropropagadas do abacaxizeiro, na aclimatizacao, foi:
K>N>Ca>Mg>S>P>Fe>Mn>B>Zn>Cu>Mo>Ni. A populacdo de bactérias
diazotréficas foi menor em mudas mais velhas durante a aclimatizagcdo. O
transporte de H* mediado pela H*- ATPases em membrana isolada de raiz de
abacaxizeiro micropropagado tem alteracdes com crescimento das mudas sob
diferente épocas de aclimatizacdo. A inoculacdo de bactérias diazotréficas ndo
induziu o transporte, porém, na interagcdo com as doses de ureia Fmax da V-H*-
ATPase foi menor na auséncia de adubacé&o nitrogenada. A atividade de transporte
de prétons da V-H*-ATPase em membranas isoladas de raiz foi influenciada pela

adubacdao nitrogenada.
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ABSTRACT

SILVA, AURILENA DE AVIZ. Agronomist, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. August, 2013. Diazotrophic and nitrogen fertilization on
acclimatization of micropropagated pineapple. Advisor: Prof. Aimy Junior Cordeiro
de Carvalho. Co-advisor: Dr2 Flavia Paiva de Freitas.

Seedling production of pineapple in a conventional way is slow, being necessary to
the development of culture in Brazil and in the world other propagation methods
more efficient. Aiming to increase the growth and development of seedlings of
pineapple and lower its acclimatization period an experiment was conducted to
evaluate the response of plantlets to inoculation with diazotrophic and nitrogen
fertilization. The experimental design was a randomized block design (RBD) in a
factorial design (2x5x5), the factors being represented by two types of inocula
(absence or presence of a mixture of diazotrophs containing Burkholderia sp. UENF
114111, 117111 UENF Burkholderia silvatlantica and Herbaspirillum seropedicae
strain HRC 54), five levels of urea (0, 2,5, 7 and 10 g L ') and five evaluation
periods of time of acclimatization (30, 60, 90, 120 and 150 days after planting the
seedlings in trays) with 4 blocks. Were evaluated plant height, leaf number , leaf
area , shoot dry mass , root dry mass , nutrient content of shoots, activities of H*
pumps and the population of bacteria in the roots of seedlings. It was concluded that
inoculation of bacteria promoted growth in dry mass of shoot and root dry weight of

plantlets of pineapple 'Victory'. The application of nitrogen fertilizer reduced the



period of acclimatization of micropropagated pineapple 'Victory' in approximately 60
days. It was estimated that doses of urea between 7 and 9 gL %, applied to seedlings
of pineapple 'Victory' during acclimatization, increased growth. The seedlings
inoculated with diazotrophs showed higher contents of N, K and S than those not
inoculated. The increase of nitrogen promoted increase in N content of dry matter
of shoots and SPAD index of pineapple. Except for N, Mn and Cu, the increase in
nitrogen fertilization caused a reduction in the content of other nutrients in older
seedlings at the stage of acclimatization. Nutrient uptake by the pineapple plantlets
in the acclimatization was: K>N>Ca>Mg>S>P>Fe>Mn>B>Zn>Cu>Mo>Ni. The
population of diazotrophs was lower in older seedlings during acclimatization. The
transport of H* -mediated H*- ATPase in membrane isolated root micropropagated
pineapple has changes with growth of seedlings under different times of
acclimatization. Inoculation Diazotrophic did not induce transport, however, the
interaction with the doses of urea Fmax of V- ATPase was lower in the absence of
fertilization. The nitrogen interferes with the activity of proton transport of V- ATPase

in membranes isolated from root plantlets of pineapple.



1. INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor de frutas e destaca-se na producédo de
abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril). Em 2011 foi 0 2° maior produtor mundial
de abacaxi (FAO, 2013) possuindo neste mesmo ano uma area plantada de 62.868
ha, com produtividade aproximadamente de 25 mil frutos por ha, tendo sido a quinta
fruta mais produzida no pais (IBGE, 2013).

O estado do Rio de Janeiro € um dos maiores consumidores da fruta, e tem
demonstrado no ano de 2011 em relacdo ao ano anterior, grande avanco em area
plantada com 4.455 ha. Porém, a producéo ainda é baixa quando comparado com
outros polos produtores (IBGE, 2013).

O fruto desta espécie pode ser destinado para o consumo “in natura” e, ou,
utilizado pela industria (Carvalho e Cunha, 1999). E consumido em todo o mundo,
principalmente sob a forma de compotas e sucos. Também muito utilizado na
fabricacdo de doces cristalizados, geleias, sorvetes, cremes, gelatinas e pudins
(Goncalves e Carvalho, 2000).

Com a demanda da fruta pelo mercado, tem-se buscado aumentar a
producdo de mudas das mais variadas cultivares. Nesse sentido novas cultivares
tém sido langadas, tanto para uma melhor aceitacdo da fruta, como para um
aumento de plantas resistentes a doenca fusariose, causada pelo fungoFusarium
subglutinans f.sp. Ananas, que tem sido uma das principais doencas da cultura,

levando a grandes perdas na lavoura (Matos et al., 2009; Ventura et al.,2009).



Para proporcionar a obtencdo de mudas uniformes com alta qualidade, livre
de doencas e geneticamente superiores (Cid, 2001) e principalmente, para
producdo de mudas em larga escala, a micropropagacdo é uma alternativa de
propagacdo desta espécie. Apesar das muitas vantagens oferecidas por esta
técnica, para abacaxizeiro, ha dificuldade no enraizamento e lentiddo no
crescimento das mudas (Moraes et al., 2010), necessitando de um longo periodo
de aclimatizacdo em casa de vegetacao (Teixeira et al., 2001). A reducéo deste
periodo pode ser uma opcao para diminuir o custo da técnica e aumentar a
producéo para esse tipo de muda.

A nutricdo mineral também pode contribuir para reducdo do periodo de
aclimatizacao, além de ser um dos principais fatores responsaveis pela qualidade
das mudas. Considerando o nitrogénio um elemento limitante ao crescimento
vegetativo do abacaxizeiro (Aquino et al., 1986), sua aplicacdo em mudas
micropropagadas tem demonstrado resposta positiva no crescimento das mesmas
(Ribeiro et al., 2011).

As informacBes sobre o crescimento e a nutricdo das plantas séo
fundamentais para o aprimoramento da producdo de mudas do abacaxizeiro. Desta
forma, o uso de bactérias diazotroficas, pode diminuir a adubacéo nitrogenada por
meio do processo de fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) que converte nitrogénio
atmosférico em aménia, podendo ser utilizada pela planta para o crescimento
(Dobereiner, 1997) possibilitando a reducdo do gasto com este insumo.

Em plantas, a absorcdo de nutrientes ocorre, principalmente, via
transportadores especificos encontrados nas membranas de células de raizes.
Esses transportadores executam um transporte ativo de nutrientes do solo para o
interior da célula (Morsomme e Boutry, 2000). A energia utilizada pelos
transportadores secundarios € fornecida pelos sistemas de transporte primario de
prétons, constituidos pelas bombas de prétons (H*), que sdo enzimas de
membranas, localizadas nas membranas. Tais bombas induzem o crescimento do
vegetal (Coleman et al., 1997; Ramos 2005). Essas enzimas sao utilizadas como
marcador bioquimico e podem demonstrar a eficacia de sistemas secundarios de
translocacao de ions, fundamentais para a absor¢cado de nutrientes e crescimento
vegetal.

Visando promover o aumento do crescimento e desenvolvimento de mudas

micropropagadas de abacaxizeiro e a redugéo do periodo de aclimatizagéo, este



trabalho tem como objetivo avaliar; o acimulo de nutrientes, a populacdo de
bactérias diazotroficas e a atividade das bombas H*em mudas de abacaxizeiro em
resposta a aplicacao de bactérias promotoras de crescimento vegetal e doses de
nitrogénio no periodo de aclimatizacao. Os objetivos especificos séo:

e Avaliar a inoculacdo de bactérias diazotroficas e adubacéo nitrogenada
sobre o0 crescimento e o0 conteudo de nutrientes em mudas
micropropagadas do abacaxizeiro ‘Vitéria’;

e Quantificar se ocorre reducdo do tempo de aclimatizacdo de mudas
micropropagadas do abacaxizeiro em funcao da adubac&o nitrogenada e
de inoculacdo com bactérias diazotroficas;

e Determinar a populacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
em mudas do abacaxizeiro;

e Avaliar a atividade de bombas de prétons (H*) totais (P H*-ATPases e V
H*ATPases) em membranas totais, isoladas de raizes de mudas do
abacaxizeiro inoculadas com bactérias diazotréficas em funcdo da

adubacéo nitrogenada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O abacaxizeiro: aspectos botanicos e cultivares

O abacaxizeiro (Ananas comosus L., Merril) é uma planta originaria da
Ameérica tropical e subtropical, provavelmente da regido central e sul do Brasil, do
noroeste da Argentina e do Paraguai (Johnson, 1935).

E uma planta herbacea perene, pertencente a familia Bromeliaceae (Cunha e
Cabral, 1999). O abacaxi é um fruto multiplo sincarpo, formado pela juncéo dos frutos
individuais, do tipo baga (Collins, 1960; Py, 1969), apresenta caracteristicas
apreciaveis de sabor, aroma e cor, tem expandido sua comercializacdo no mercado
mundial de frutas, se tornando um dos mais importantes no mercado de frutas tropicais
(Ramos et al., 2009).

As cultivares de abacaxizeiro mais plantadas no mundo estdo reunidas em
cinco grupos Cayenne, Spanish, Queen, Pernambuco e Perolera, apresentam
caracteristicas comuns tais como: numero de filhotes, nimero de rebentbes,
comprimento das folhas, presenca de espinhos, comprimento do pedunculo, peso
meédio do fruto, forma e tamanho dos frutilhos, coloracdo da polpa, teor de agucar e
acidez (Py et al., 1984).

As cultivares de abacaxizeiro Smooth Cayenne e Pérola sdo as mais
conhecidas e cultivadas no Brasil e no mundo, ambas suscetiveis a fusariose, principal
problema fitossanitario da cultura no pais. Para minimizar esse problema é necessario

plantar mudas sadias e fazer pulverizacdes frequentes com fungicidas. No entanto, a



utilizacdo de cultivares resistentes € o método mais eficiente e econémico
recomendado para o controle dessa doenca (Ramalho et al., 2009; Freitas, 2010).

As plantas da cultivar Smooth Cayenne apresentam porte semiereto, dois a
trés pares de espinhos na extremidade dos bordos, pedinculo curto com +15 cm,
coroa pequena, poucos filhotes, suscetibilidade a fusariose (Fusarium subglutinans) e
a murcha causada por cochonilhas. O fruto tem forma cilindrica, com peso variando
entrel,5 a 2,5 kg, polpa amarela, casca de cor amarelo-alaranjada na maturacao,
elevado teor de aclUcar e média acidez (Cunha e Cabral, 1999). Produz maior
guantidade de mudas do tipo rebentdo e menor producdo de mudas do tipo filhote
(Ramalho et al., 2009). Possui caracteristicas favoraveis a exportacao da fruta fresca
e a industrializacédo (Rohrbach et al., 2003).

A cultivar Pérola ou Pernambuco “Grupo Pernambuco”, a mais plantada no
Brasil, apresenta porte médio, crescimento ereto, com folhas compridas de + 65 cm
de comprimento e com espinhos nas bordas e proximo ao pedunculo, o qual é
longo(£30 cm), quantidade elevada de mudas do tipo filhotes (10-15), susceptivel a
fusariose, porém, apresenta certa tolerancia a murcha causada por cochonilha. O fruto
tem forma conica, coroa grande, peso de 1 a 1,5 kg, casca amarela, polpa branca com
muito suco, teor de acUcar elevado e pouco &cida. Apesar de suas boas
caracteristicas organolépticas, ndo apresenta caracteristicas apropriadas para a
industrializagao e exportagao “in natura” (Cunha e Cabral, 1999).

Por estes materiais genéticos apresentarem pouca resisténcia a fusariose e
diante da necessidade de obtencdo de cultivares resistente a principal doenca que
atinge a abacaxicultura, algumas instituicdes de pesquisa, entre elas a EMBRAPA e
o INCAPER vem lancando novas cultivares no mercado brasileiro, como as cultivares
Imperial e Vitoria.

Com intuito da reducéo das perdas causadas pela fusariose foi desenvolvido
por programas de melhoramento genético a cultivar Imperial, um hibrido resultante do
cruzamento de ‘Perolera’ com ‘Smooth Cayenne’, lancado em 2003, pela EMBRAPA
Mandioca e Fruticultura. Apresenta resisténcia a fusariose, os frutos possuem
coloracdo amarela, teores de acucar elevados e excelente sabor nas analises
sensoriais. O abacaxizeiro ‘Imperiall ndo desenvolve espinhos nas folhas. As
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas sao apropriadas tanto para o consumo “in
natura”, quanto para a industrializagdo. As desvantagens observadas na cultivar

Imperial séo: crescimento lento, pedunculo de diametro delgado, fruto de tamanho



pequeno a médio, perfil do frutilho proeminente, producao de trés a cinco mudas tipo
filhote presas a base do fruto (Cabral e Matos, 2005).

A cultivar Vitoria foi lancada pelo INCAPER, originado do cruzamento entre
‘Primavera’ e ‘Smooth Cayenne’. A planta apresenta auséncia de espinhos nas folhas.
O fruto possui polpa branca, boa suculéncia, reduzido tamanho do eixo central,
elevado teor de acucares (média de 15,8°Brix) e excelente sabor nas andlises
guimicas abacaxizeiro, e podem ser destinados ao mercado de consumo ‘in natura’ e
para a agroindustria, devido as suas adequadas caracteristicas sensoriais e fisico-
quimicas. A resisténcia a fusariose € outra principal vantagem da cultivar, podendo
ser dispensado o uso de fungicidas para o controle desta doenca (Ventura et al.,
2006).

2.2. Propagacédo do abacaxizeiro

O abacaxizeiro, planta herbacea com inflorescéncia terminal e flores
autoestéreis, produz frutos multiplos, tipo sorose, partenocarpicamente, podendo
ocorrer formacéo de sementes pela polinizagéo cruzada intervarietal, o que permite
a reproducdo sexuada. Esse método de propagacdo é usado em programas de
melhoramento vegetal (Py, 1969; Cunha e Cabral, 1999).

Na propagacdo assexuadado abacaxizeiro séo utilizados diferentes tipos
de mudas que sao brotacdes da planta mae as quais séo: filhote, filhote-rebentéo
e rebentdo. A coroa pode também gerar uma planta, porém, esse método € pouco
utilizado, pois a mesma é levada junto ao fruto no momento da venda do produto
(Py et al., 1984).

As mudas utilizadas para implantacdo de novas lavouras, muitas vezes,
sao adquiridas de plantios comerciais e CEASAs, comprometendo a qualidade do
material (Freitas, 2010). Essas mudas podem ser fonte de in6culo do fungo
causador da principal doenca da abacaxicultura, a fusariose, responsavel por
perdas significativas na producéo de frutos. A cultura pode ser atingida pela
infeccdo em todos os estadios fenologicos e os tecidos afetados apresentam
podriddo (Matos e Cabral, 2005).

Com a busca ao controle da doenga, novas cultivares resistentes a
fusariose vém sendo lancadas. Assim, outros métodos de propagacdo de mudas

tém sido difundidos, de forma a aumentar a producdo dessas cultivares, afim de



promover maior producédo das mudas de abacaxizeiro. Desta forma, a cultura de
tecidos tem se tornado uma excelente aliada a essa conquista. Esse método tem
oferecido a oportunidade de producdo em larga escala comercial de plantas de
diferentes espécies (Cid, 2001).

As etapas necessarias para o cultivo in vitro até a formacdo da muda, para
plantio definitivo tém as seguintes atividades: plantulas a partir de gemas axilares
(2 a 3 meses), multiplicacdo das gemas (3 a 5 meses), enraizamento (2 meses) e
aclimatizacao e crescimento em casa de vegetacao (6 a 8 meses), resultando em
um periodo médio de 13 a 18 meses (Teixeira et al., 2001). O longo periodo de
aclimatizacao é necessario, pois as plantas apresentam caracteristicas anatdmicas
e fisiologicas desfavoraveis para enfrentar as condi¢cdes edafoclimaticas no campo
(Barboza et al., 2006).

A aclimatizacdo da planta necessita de condigcbes controladas, onde séo
utilizadas estufas, tuneis plasticos, sistemas de nebulizacdo, antitranspirantes e de
substrato especificos que tornam ainda mais elevado o custo de producdo dessas
mudas (Guerra e Nodari, 2006). O periodo de aclimatizacdo do abacaxizeiro € um dos

maiores motivos pelo qual as mudas tém preco elevado (Teixeira et al., 2001).

2.3. Nitrogénio no abacaxizeiro

No processo produtivo de mudas de abacaxizeiro os principais fatores para
o desempenho adequado destas séo a nutricdo e adubacéo (Freitas, 2010).

A cultura do abacaxizeiro requer para o desenvolvimento e crescimento das
plantas quantidades diferenciadas de macronutriente que sdo em ordem descreste:
potassio (K), nitrogénio (N), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e fosforo (P).
Para os micronutrientes séo: cloro (Cl), manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), boro
(B), cobre (Cu) e molibdénio (Mo). O K elemento exigido em maior quantidade € o
nutriente que mais interfere na qualidade do fruto de abacaxi. Ja o N é envolvido
mais com 0 crescimento vegetativo (Aquino et al., 1986; Malavolta et al., 1997,
Souza, 1999; Gongalves e Carvalho, 2000, Ramos et al. 2011).

Nos vegetais, o N tem sido um dos principais elementos que limita o
crescimento. Plantas com quantidades inadequadas deste elemento ndo tém a

capacidade de mostrar seu potencial produtivo, visto que, sob tais condigdes,



podem ocorrer reducdes significativas na taxa assimilatoria liquida de CO2 (Evans,
1989).

Na natureza o N encontra-se na forma de nitrogénio atmosférico (N2), ndo
estando disponivel para plantas, animais e maioria dos organismos vivos. Para que
a planta possa assimilar o N atmosférico € necesséaria a quebra de uma ligagcédo
tripla co-valente entre os dois atomos de N para produzir aménia (NH3) ou nitrato
(NO3) (Taiz e Zeiger, 2009).

O N esta envolvido em todos os processos vitais, constituintes de varias
biomoléculas tais como ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas e enzimas (Miflin
e Lea, 1976; Harper, 1994). Segundo Paula et al. (1998), o K e o N sdo os nutrientes
mais exigidos pelo abacaxizeiro. E para o crescimento do abacaxizeiro, 0 N é o
elemento de maior importancia (Aquino et al., 1986). O N também influencia a
acidez do suco, teor de agucares e acido ascorbico e tem principal influéncia no
peso dos frutos (Freitas, 2010; Souza, 1999).

Plantas com sintomas de deficiéncias de N em abacaxizeiro tém
crescimento lento, sdo raquiticas, retardo na frutificacdo, a folhagem amarelo-
esverdeada a amarela, folhas pequenas, estreitas e pouco numerosas, coroas e
frutos pequenos com menores teores de agucar (Py et al., 1984; Py et al., 1987;
Manica, 1999; Goncalves e Carvalho, 2000).

2.4. Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Um dos grupos de microrganismos mais importantes para a agricultura
encontrados no solo séo as bactérias promotoras de crescimento vegetal. Habitam
a rizosfera, rizoplano e interior da planta hospedeira, conferindo aos vegetais maior
resisténcia a condicdes de estresse bidtico e abidtico, além de favorecer o
crescimento da planta (Olivares, 2009).

Bactérias diazotréficas se constituem como um grupo de bactérias
fixadoras de nitrogénio (N) capazes de reduzir a molécula do N2 para aménia (NH3s),
sendo as mesmas consideradas como bactérias promotoras de crescimento
vegetal. S840 capazes de enriquecer seletivamente a rizosfera, local em que
habitam como organismos de vida livre ou estédo associadas a planta (Dobbelaere
et al., 2003).



Estudos apontam gue as bactérias promotoras de crescimento ndo apenas
fixam o N2, mas seus efeitos ao crescimento da planta surgem de diferentes
mecanismos, incluindo: producdo de sideroforos, atividade de enzima nitrato
redutase, metabolismo/sintese e transporte de fitormonios com liberacéo para as
plantas, solubilizacdo de fosfato, antibiose e antagonismo a patégenos, atuando
assim, no crescimento do vegetal (Cassan et al., 2001).

A pratica da inoculacédo de bactérias promotoras do crescimento vegetal ja
€ conhecida em plantas ndo leguminosas, tendo sido amplamente estudada nas
Ultimas décadas, e testada em alguns paises, demonstrando bom potencial para o
agronegocio (Kennedy et al., 2004). Como por exemplo, em mandioca (Balota et
al., 1997), banana (Weber et al., 2000), cana-de-acucar (Silva, 2009), milho
(Hungria et al., 2010) e muitas outras culturas de importancia econémica.

Segundo Souza (1999), o N é considerado o principal elemento,
responsavel pela elevada produtividade dessa cultura. Portanto, a deficiéncia do
mesmo resulta em baixo potencial fisiologico da planta, comprometendo o
crescimento da cultura, havendo assim demanda por fertilizantes quimicos para
cumprir essa necessidade. Nesse sentido, o uso de bactérias diazotréficas pode
diminuir a utilizacdo desses insumos.

Weber et al. (2004) afirmam que a associacdo simbidtica de algumas
gramineas com bactérias promotoras de crescimento resulta na fixacdo biologica
de N, supondo-se que podera ocorrer 0 mesmo processo em abacaxizeiro,
principalmente quando expostos a solo com baixa fertilidade. Porém, a melhoria da
produtividade alcancada com esta pratica para as espécies nao leguminosas
apresenta variacdo de 0 a 30% e baixa reproducdo para algumas culturas
(Dobbelaere et al., 2003).

Weber e Freire (2003), avaliando a producdo de bananeiras com duas
doses de ureia (210 e 350 kg hat ano de N) na auséncia e presenca da inoculacdo
B. cepacia AB202, mostraram que as plantas que receberam a estirpe, anteciparam
o lancamento de cachos. A presenca de bactérias aumentou a produgdo das
plantas em um aumento (9,5%) equivalente a 2.900 kg ha? de banana, quando
comparados com o tratamento n&o inoculado.

Estudo tem comprovado a eficiéncia de bactérias diazotroficas no
crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro (Weber et al., 2003).

Baldotto et al. (2010) observaram que bactérias diazotréficas do género
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Burkholderia estimulam o crescimento de plantas micropropagadas do abacaxizeiro
‘Vitéria’, promovendo: aumento no contetdo de nutrientes, producéo de fitormbnios
e solubilizac&o de fosfatos, melhorando a adaptagéo das plantulas ao ambiente ex

vitro possibilitando a reducéo no periodo de aclimatizacao.

2.5. Atuacéo das Bombas de H* (tipos P e V) nas plantas

As membranas bioldgicas sdo permedveis a moléculas ndo polares e
polares pequenas e muito permeaveis a moléculas polares grandes como agucares
e agua. Isso é possivel porque as membranas possuem proteinas de transporte.
Os sistemas de transportadores sdo estabelecidos por dois grupos: o0s
transportadores primarios, constituidos por bombas eletrogénicas ou eletroneutras
e 0 sistema de transporte secundario os quais sdo: canais, carreadores ou
transportadores que podem transportar ions através da membrana. Esses
transportadores secundarios sao impulsionados pelo potencial eletroquimico
gerado pelas bombas de prétons(H*) (Logan et al., 1997; Taiz e Zeiger, 2009).

Em membranas de células vegetais, sdo encontrados trés tipos de H*-
ATPases. Elas se diferenciam por suas estruturas, suas funcdes, seus mecanismos
de acdo e evolucdo, cada uma representa uma das trés classes de ATPases
translocadoras de cations e sdo: H*-ATPase da membrana vacuolar (tipo V), H*-
ATPase da membrana plasmética (tipo P) e a H*-ATPase das membranas do
cloroplasto e da mitocondria (tipo F). Existem ainda no tonoplasto outra classe de
enzimas denominadas de pirofosfatases (H*-PPases), que sdo enzimas que
translocam prétons acoplados a hidrolise do pirofosfato inorgéanico (PPi) (Rea et al.,
1992).

As bombas de H* sdo transmembranares e utilizam a energia da hidrélise
de ATP, gerando um gradiente eletroquimico que esta diretamente envolvido em
mecanismos fundamentais para o desenvolvimento vegetal (Rodda et al., 2006).
Essas bombas energizam os transportes ativos secundarios de ions inorganicos, o
que é fundamental para absorcédo de macro e micronutrientes; faz com que ocorra
0 aumento da plasticidade da parede celular por meio da acidificagéo do apoplasto,
sendo esse mecanismo fundamental para o processo de crescimento e
alongamento da célula vegetal (Cosgrove, 1997).

As H*-ATPases do tipo P bombeiam protons na plasmalema e sao

encontradas em todos os tipos de células vegetais. Elas geram através da
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membrana um gradiente de pH e um potencial elétrico, assim induzem o
crescimento do vegetal, provocado pela acidificacdo da parede celular. Esse
mecanismo aumenta a plasticidade da mesma e possibilita a expanséo celular. As
H*-ATPases também sdo essenciais na retirada de H* do citoplasma (Serrano,
1989).

As H*-ATPase do tipo V bombeiam prétons para dentro do vacuolo e séo
localizadas no tonoplasto, acidificando o vacuolo e fornecendo energia para o
transporte de ions inorganicos, agucares e acidos organicos (Rea e Sanders, 1987).
Podem ser estimuladas ou ativadas em resposta a alguns fatores como: estresse
salino, disturbios nutricionais e substancias toxicas de metais pesados (Dietz et al.,
2001; Zhang et al., 2006).

Essas enzimas exercem um papel fundamental no controle do pH
citoplasmatico e na manutencdo da homeostase celular, por isso podem causar
grandes efeitos no desenvolvimento da planta (Taiz e Zeiger, 2009). Sendo
necessario a manutencao ou ajuste da atividade da V-H*-ATPase na sobrevivéncia
de células vegetais submetidas a condicGes de estresses tais como salinidade,
déficit hidrico, baixas temperaturas, acidez, anoxia e excesso de metais pesados
nos solos (Dietz et al., 2001).

Estudos demonstram que a H*-ATPase (préton ATPase de membrana
plasmatica) pode se acumular em tecidos particulares da planta ou também em
tipos de células do &pice, pelos e epiderme radicular, células-guardas e de
transferéncia e em células do estelo. Em alguns casos, foi observado no cértex e
na endoderme, elevada expressao de genes relacionados a H*-ATPase (Parets-
Soler et al., 1990; Jahn et al., 1998; Morial et al. 1999).

Vérios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de verificar a
atividade das bombas de prétons em células vegetais como exemplo no
desenvolvimento inicial de plantulas de alface (Rodda et al., 2006) e a atividade
dessas bombas em frutos de tomate (Azevedo et al., 2009).

As P H*-ATPase estdo diretamente envolvidas em varias fungbes no
vegetal, como na absorcéo de nitrato (NO*), o qual é dependente da atividade das
bombas de H*, que gera através da membrana plasmatica um gradiente de proton,
fazendo com que ocorra a absorgcdo ativa contra um gradiente de potencial

eletroquimico (Glass et al., 1992).
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Estudos demonstraram a atividade das bombas de protons em plantas
colonizadas com microrganismos. Benabdellah et al. (1999) verificaram respostas
no crescimento de plantas de tomate quando colonizadas com Fungos micorrizicos
arbusculares. Plantas inoculadas com Glomus mosseae mostraram maior atividade
enzimatica de P H*-ATPase e a porcentagem de colonizagdo correlacionou-se com
a atividade da enzima.

Olivares et al. (2002) verificaram em cana-de-acucar a estimulacdo da
atividade da P H*-ATPase, quando as plantas foram inoculadas com a estirpe
Herbapirillum seropedicae HRC54 e Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL
5, obtendo também mudancas morfologicas radiculares e incremento de nutrientes
na fase inicial do estabelecimento. A Herbapirillum seropedicae contribuiu para o

incremento da biomassa radicular, area foliar, conteudo de clorofila e de nutrientes.



13

3. TRABALHOS

3.1. BACTERIAS DIAZOTROFICAS E ADUBACAO NITROGENADA NO
CRESCIMENTO DE MUDAS MICROPROPAGADAS DE ABACAXIZEIRO
DURANTE A ACLIMATIZACAO

RESUMO

O processo de micropropagacao do abacaxizeiro € uma alternativa para producao
de grande quantidade de mudas. Estas, ap0s a retirada do cultivo in vitro,
apresentam crescimento lento e necessitam de um longo periodo de aclimatizacéo.
O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da inoculacdo de bactérias
diazotroficas endofiticas e adubacdo nitrogenada no crescimento de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante o periodo de aclimatizagéo. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial
(2x5x5), sendo os fatores representados por dois tipos de inéculos (auséncia e
presenca de uma mistura de bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp.
UENF 114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC 54), cinco doses de ureia (0, 2, 5, 7 e 10 g L) e cinco
épocas de avaliagdo do tempo de aclimatizacéo (30, 60, 90, 120 e 150 dias apés o
plantio das mudas em bandejas), com quatro blocos. A unidade experimental foi
composta por quatro plantas cultivadas em bandeja de isopor. Verificou-se aumento

na massa seca da parte aérea e massa seca da raiz de mudas micropropagadas
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de abacaxizeiro ‘Vitéria’ em funcdo da inoculacdo de bactérias diazotroficas. A
aclimatizacdo pode ser reduzida em até 60 dias em funcéo da dose de N.

Palavras-chave: Ananas comosus, bactéria promotora de crescimento vegetal,
nitrogénio, micropropagacao, abacaxi.

DIAZOTROPHIC AND NITROGEN FERTILIZATION ON THE GROWTH OF
PINEAPPLE DURING THE ACCLIMATION PERIOD

ABSTRACT

The process of micropropagation of pineapple is an alternative method for producing
large quantities of seedlings. After withdrawal of these in vitro experiments have
slow growth rate and require a longer period of acclimatization. The objective of this
work was to study the effect of inoculation with diazotrophic bacteria and nitrogen
fertilization on the growth of micropropagated pineapple plants 'Vitoria' during the
acclimatization period. The experimental design was a randomized block design
(RBD) in a factorial design (2x5x5), the factors being represented by two types of
inocula (absence or presence of a mixture of diazotrophs containing Burkholderia
sp. UENF 114111, 117111 UENF Burkholderia silvatlantica and Herbaspirillum
seropedicae strain HRC 54), five levels of urea (0, 2, 5, 7 and 10 g L) and five
evaluation periods of time of acclimatization (30, 60, 90, 120 and 150 days after
planting the seedlings in trays) with four blocks. The experimental unit consisted of
four plants grown in polystyrene tray. An increase in dry weight of shoot and root
dry mass of micropropagated pineapple plants 'Victory' depending on the inoculation
of diazotrophs. Acclimatization can be reduced up to 60 days depending on the dose
of N.

Keywords: Ananas comosus, acclimatization, diazotrophs, nitrogen, pineapple,

micropropagation.
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INTRODUCAO

A propagacdao vegetativa do abacaxizeiro é a forma predominante para sua
reproducdo e pode ser feita por meio de mudas do tipo filhote, filhote-rebentéo,
rebentdo e a coroa do fruto. Porém, esses métodos convencionais de propagacao
apresentam baixo rendimento de mudas (Matos et al., 2009). Varios outros métodos
podem ser usados para aumentar a producdo de mudas, tais como: destruicdo do
meristema apical (Santos et al., 2011), seccionamento de caule (Freitas et al., 2012)
e a micropropagacéo (Baldotto et al., 2010).

A micropropagagcdo do abacaxizeiro permite a obtencdo de mudas
uniformes e sadias para formacdo de matrizeiro, notadamente de novas cultivares.
Apesar dessas vantagens, esta técnica necessita de um longo periodo de tempo
de aclimatizagcdo, o que torna o0 preco da muda pouco competitivo quando
comparado com as mudas provenientes das demais técnicas de propagacao
(Matos et al., 2009; Baldotto et al., 2010; Santos et al., 2011). Entretanto, este
periodo € necessario, pois plantas oriundas do cultivo in vitro, apresentam
mudancas no mecanismo heterotréfico para o autotrofico e caracteristicas
anatdbmicas e fisiolégicas desfavoraveis para enfrentar as condi¢cdes
edafocliméticas (Barboza et al., 2006).

No intuito de promover essa adaptacdo, alguns estudos tém sido
desenvolvidos, como o0 uso de substratos (Freitas et al., 2011), diferentes tempos
de aclimatizacéo (Berilli et al., 2011), reguladores de crescimento (Catunda et al.,
2008), adubos foliares (Bregonci et al., 2008) e a inoculacdo de bactérias
diazotréficas (Baldotto et al., 2010).

A adubacdo nitrogenada em abacaxizeiro € um dos aspectos mais
relevantes para seu desenvolvimento, possibilitando incremento no crescimento de
mudas como foi verificado por Freitas et al. (2012). Esse suprimento de N as plantas
também pode ser feito por meio da inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal que tém se tornado cada vez mais comum na agricultura. A
inoculagcdo com bactérias diazotroficas isoladas da propria espécie vegetal tém
demonstrado efeitos positivos na adaptacdo das plantas de abacaxizeiro ao
ambiente externo (Baldotto et al.,, 2010), diminuindo o uso de fertilizante

nitrogenado como ja foi verificado em diversas culturas.
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A interacdo entre a nutricAo mineral e as bactérias diazotroficas podem
contribuir para minimizar os efeitos criticos durante a aclimatizagdo do
abacaxizeiro, uma vez que a agricultura busca novas tecnologias que possam gerar
ganhos econdmicos e ecoldgicos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da inoculagcdo com bactérias diazotroficas e da adubacao
nitrogenada no crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’

durante o periodo de aclimatizacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo localizada no campus
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Latitude =21°19'23”,
Longitude = 41°10’40” e Altitude = 14 m) no periodo de agosto de 2012 a janeiro
de 2013.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em
esquema fatorial (2x5x5), sendo os fatores representados por dois tipos de indculos
(auséncia e presenca de uma mistura de bactérias diazotroficas contendo
Burkholderia sp. UENF 114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54), cinco doses de ureia (0, 2,5, 7 e 10
g L) e cinco épocas de avaliacdo do tempo de aclimatizacédo (30, 60, 90, 120 e
150 dias apds o plantio das mudas em bandejas), com quatro blocos. A unidade
experimental foi composta de quatro plantas cultivadas separadas em células de
bandeja de isopor.

As estirpes foram adquiridas no laboratério de biologia celular e tecidual da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e fazem parte da
colecdo de bactérias. As do género Burkholderia sdo isoladas de plantas
abacaxizeiro cv Smooth Cayenne (Santos, 2008) e Herbaspirillum seropedicae
HRC 54 isoladas de plantas de cana-de-acgucar (Olivares, 1997).

As mudas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ foram procedentes do Laboratério de
cultura de tecidos Biomudas, localizado em Venda Nova do Imigrante-ES,
provenientes de propagacdo in vitro. As mudas enraizadas estavam
acondicionadas em potes de vidro tipo baby food, mantidas em meio MS

(Murashige e Skoog, 1962). Por ocasidao da implantacdo do experimento as mudas
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foram lavadas para retirada do meio e selecionadas com peso médio de 0,30 g de
matéria fresca.

Para a obtencdo de cada pré-inoculo, 20 uL do estoque bacteriano foi
diluido em meio de cultivo liquido DYG’S (pré-inéculos) (Débereiner et al., 1995) e
mantidos sob agitacéo orbital de 140 rpm a 30°C por 24 horas. Apés esse tempo,
cada in6culo foi preparado utilizando aliquota de 100 uL do pré-inéculo em 100 mL
de meio liquido DYG's, permanecendo sob agitacéo orbital de 140 rpm a 30°C, o
que correspondeu a um volume final de 100 mL de cada in6culo.

Na producdo da mistura bacteriana, os indculos foram dissolvidos em 5700
mL de &gua destilada. A inoculacdo ocorreu no momento do transplantio, realizada
pela imerséo das plantas de abacaxizeiro a mistura bacteriana por 30 minutos e o
controle imerso em agua destilada. Em seguida as plantas foram transferidas para
bandejas de isopor de 200 células preenchidas com substrato Vivatto Slim Plus®
(Tabela 1). Ap6s 15 dias, o substrato foi inoculado e cada célula da bandeja recebeu

2 mL da mistura bacteriana.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas da amostra do substrato Vivatto Slim Plus®
composto por moinho de carvéo vegetal, casca de pinus bio estabilizada,
vermiculita, Agua e espuma fendlica

pH K Ca Mg Al Na SB V P S Fe Cu Zn Mn B

59 mmolc dm-3 (%) mg dm-
'™ 29,7 96 58 0 13,2 196,9 85 400 1090 1559 1,71 32,5 84,2 4,18

Matéria orgénica= 131 g dm3

A andlise foi realizada pelo Laboratério de Analise de Solos da FUNDENOR, Campos dos
Goytacazes, RJ.

Aos 15 dias apds o transplantio, semanalmente, em cada unidade
experimental foi realizada uma adubacgéo foliar com 8 mL da solugdo nutritiva
completa preparada conforme Ramos et al. (2011) (Tabela 2). A partir da terceira
semana a solucdo aplicada foi sem N, por ocasido dos tratamentos. Cada planta
recebia +2 mL das solu¢gbes. Em plantas do tratamento controle, aos 121 dias, foi
aplicada solucédo completa, a fim de evitar perda das mudas pela deficiéncia do N.
Todas as adubacdes foram feitas a partir das 17:00 horas, usando uma protegéo

para evitar a deriva e a contaminacao dos tratamentos.
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Tabela 2. Composi¢cdo quimica da solucdo nutritiva completa e com omissao de
nitrogénio (mL L)

Solucdes estoques Completa (-N)
Ca(NOs3)2-4H20 2mol L™ 1

KNO3 2mol L* 2

MgSO4 7H20 1mol L? 1 1
(NH4)H2PO4 1mol L* 0,25

H3BO3 1 1
Fe-EDTA 1 1
Micro -B -Fe 1 1
CaCl, 2mol L* 1
KCL 1mol L 3,75
KH2PO4 1mol L 0,25
NH4Cl 1mol L* 0,25

Para o preparo de 1L de solucdo de micronutrientes (-B e -Fe), foram utilizados os seguintes
reagentes analiticos: KCl = 3,7467 g; MnSO42H.0 = 0,8451 g; ZnS0O47H20 = 0,5780 g;
CuS045H20 = 0,1267 g; (NH4)6 M07.024.4H20 = 0,088 g.

Para adubacdo nitrogenada, inicialmente as doses de ureia foram
parceladas, a fim de evitar a queima das folhas. Conforme os tratamentos a
unidade experimental recebeu a seguinte concentracdo: aos 25 dias - 20% da dose,;
aos 50 dias - 50% da dose e a partir dos 75 dias, semanalmente, foi aplicada a
dose completa. Para aplicacdo da adubacdo nitrogenada, foi preparada uma
solucdo com a concentracao das doses que foram fornecidas via foliar, com auxilio
de um pulverizador manual, onde cada muda recebeu +1 mL da solug&o.

Apos o transplantio, com auxilio de um pulverizador costal, as mudas foram
pulverizadas com agua a fim de evitar a desidratacéo das folhas. Nos primeiros 30
dias em um intervalo de duas horas. A partir deste periodo as pulverizacdes foram
realizadas conforme a necessidade, sendo no minimo feitas duas pulverizacdes e
ao final do dia molhavam-se as mudas de forma a manter a capacidade de campo
do substrato.

Os dados de temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria
(%) registrados na casa de vegetacdo durante a conducao do experimento foram
monitorados por um medidor marca KILOG (KIMO Constructeur), programado para

realizar leituras a intervalos de duas horas, e estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria (%)
registradas em casa de vegetacdo no periodo de conducdo do
experimento (agosto/2012 a janeiro/2013).

Foram avaliados ap0s o transplantio: a altura, o nimero de folhas, a area
foliar, a massa seca da parte aérea e a massa seca da raiz.

A altura da muda foi medida com o auxilio de uma régua graduada em mm,
as mudas tiveram suas folhas agrupadas para cima, medindo do colo da planta até
a extremidade da folha maior. Para obtencdo da massa seca da parte aérea e da
raiz, as mudas foram secas em estufa de circulacdo forcada a 70°C até atingir o
peso constante e posterior pesagem em balanca analitica. A area foliar foi obtida
no medidor de area foliar de bancada modelo LI-3100 LICOR, Lincoln, NE, USA.

Com base nos resultados obtidos para altura de planta e nas informacodes
do setor produtivo de mudas micropropagadas do abacaxizeiro, estimou-se, para
cada dose de ureia aplicada, o tempo necessario para que as mudas atingissem o
tamanho de 6 e 12 cm de altura.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
programa SANEST. Para os dados quantitativos utilizou-se a andlise de regressao
polinomial, com teste F da analise da variancia da regressédo e coeficiente do
modelo estatisticamente significativo e maior R2. Para os dados qualitativos foi

utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo de mudas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ com uma mistura de
bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp. UENF 114111, Burkholderia
silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 promoveu
aumento na matéria seca da parte aérea e nha matéria seca de raiz no periodo de
aclimatizacao (Tabela 3). Para a matéria seca da raiz, os resultados corroboraram
com os encontrados por Baldotto et al. (2010), que verificaram efeitos positivos em
mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Vitoria quando inoculadas com
bactérias diazotroficas.

Weber et al. (2004), testando o efeito da inoculacdo com bactérias
diazotréficas e adubacdo nitrogenada sobre o crescimento e a producdo de
abacaxizeiro cv. Cayenne Champac verificaram que as bactérias proporcionaram
menor desenvolvimento das caracteristicas avaliadas quando associadas as

menores concentracdes de N.

Tabela 3. Altura de planta, nimero de folhas por planta, area foliar por planta,
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de
mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Vitéria em funcdo da
inoculagdo com bactérias diazotroficas até 150 dias de aclimatizacéo.
Médias da avaliacdo de cinco épocas.

Inocgjlaggo_ com Altura de N° de folhas  Areafoliar MSPA  MSR
acteria planta lant mz m mg)
diazotroéfica (cm) por planta (cm?) (mg) (mg
Né&o 9,73 a 13,07 a 63,0 a 365b  39,7b
Sim 9,77 a 13,17 a 63,7 a 400a 452a
Média 9,75 13,12 63,3 382 42,5
CV (%) 8,27 7,08 18,18 25,3 30,6

Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna, ndo diferem entre si, a 5% de
significancia pelo teste de Tukey

Mudas micropropagadas com maior massa seca da parte aérea e de raiz
poderdo apresentar melhor crescimento aéreo e radicular em fases posteriores,
possibilitado melhor desenvolvimento da planta. Ribeiro et al. (2011) avaliaram o
desempenho de raizes pré-formadas de mudas micropropagadas ‘Vitéria’ com
diferentes tipos de podas radiculares em quatro épocas de aplicagdo de N. Esses
autores utilizaram mudas que apresentavam em média 1,71 g de massa seca de

parte aérea, e verificaram que mudas com 0,20 g de massa seca de raiz, as quais
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ndo foram podadas apresentavam em todas as épocas de avaliacdo maior massa
seca total, area radicular e acimulo de N.

Além da fixacdo bioloégica de N, o crescimento vegetal induzido por
bactérias diazotréficas pode ser proporcionado pelo aproveitamento de fitormonios
produzidos pelas bactérias. Bashan e Holguin (1997) afirmam que o &cido indol-
acético (AlA), produzido por Azospirillum desempenha papel essencial na
promocao do crescimento de plantas em geral. Bastian et al. (1998) em cultivo de
células de H. seropedicae detectaram a producéo de acido indol-acético (AlA), GA1
e GA3. Diante desta possibilidade para o crescimento vegetal, nas condi¢cdes deste
trabalho, além da fixacdo de nitrogénio, as bactérias podem ter contribuido para o
aumento do peso seco da parte aérea pela inducdo de substancias reguladoras de
crescimento.

Quanto ao crescimento da parte aérea, efeitos diferentes foram observados
por Weber et al. (2003) ao avaliarem o efeito da inoculagdo com bactérias
diazotréficas da espécie Asaia bogorensis e 0 uso de diferentes substratos em
mudas micropropagadas de abacaxizeiros cv. Cayenne no periodo de
aclimatizacdo. Os autores verificaram maior crescimento das raizes em plantas
inoculadas e cultivadas em substrato composto da mistura de casca de arroz
carbonizada, vermiculita e vermicomposto. Porém, ndo houve o crescimento
significativo na parte aérea das mudas quando mantidas nestas mesmas
condicgdes.

Com relacdo a altura de plantas, verifica-se na Figura 2 que ocorreu
incremento significativo no periodo de aclimatizacdo avaliado, com maiores
incrementos a medida que as doses de ureia foram aumentadas. A altura de planta
€ uma caracteristica biométrica importante no processo de aclimatizacdo, sendo o
parametro indicado para se quantificar o tempo em que a planta atinge o ponto final
da aclimatizagdo. Segundo Berilli et al. (2011), normalmente quando a planta
atinge de 6 a 7 cm de altura e de 2 a 3 g de massa seca da parte aérea, a muda
pode ser comercializada para a aclimatacao.

A adubacao nitrogenada promoveu incremento na altura de plantas das
mudas do abacaxizeiro nas avaliacbes entre 60 e 150 dias. Verifica-se que 0s
maiores resultados estimados, 11,9, 17,5 e 20,4 cm, foram obtidos, nos tempos 90,

120 e 150 dias de aclimatizacdo, quando se aplicou 10,5, 8,15 e 8,10 g L™* de ureia.
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Os menores resultados para altura de planta foram obtidos quando nao se aplicou

a adubacao nitrogenada (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Altura de planta (cm) de abacaxizeiro em funcdo do tempo de
aclimatizacao (dias) em diferentes doses de adubacéo nitrogenada (g

L1 de ureia).
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Figura 3. Altura de planta (cm) de abacaxizeiro em funcao de adubacao nitrogenada
(g L de ureia) em diferentes tempos de aclimatizacao (dias).

Coelho et al. (2007), testando os adubos foliares ureia, cloreto de potassio
(KCI) e acido borico (HsBO3s) em mudas de abacaxizeiro obtidas por seccionamento
de caule, em fase de viveiro, verificaram efeito significativo na altura com uso de
ureia, sendo que as maiores médias da planta foram observadas na dose de 10 g
L.

Freitas et al. (2012), estudaram em mudas de abacaxizeiro ‘Smooth
Cayenne’, provenientes do seccionamento de caule, os efeitos da adubacéo

nitrogenada e de um analogo de brassinosteroide. Eles verificaram com uso de
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ureia nas concentracdes de 10 e 15 g L™ de N, que houve efeitos significativos na
altura e diametro das mudas cultivadas em canteiros.

Assim como para altura de planta, para as variaveis numero de folhas
(Figuras 4 e 5), area foliar (Figura 6 e 7), massa seca da parte aérea (Figuras 8 e
9) e massa seca de raiz (Figuras 10 e 11) verificou-se que houve interacdes

significativas entre os fatores tempo de aclimatizacéo e doses de ureia.
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Figura 4. Namero de folhas de abacaxizeiro em funcéo do tempo de aclimatizacéo
(dias) em diferentes doses de adubacéo nitrogenada (g L de ureia).
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Figura 5. Numero de folhas do abacaxizeiro em funcdo de adubacédo nitrogenada
(g L de ureia) em diferentes tempos de aclimatizacao (dias).

Quanto ao numero de folhas, verifica-se que o efeito foi linear crescente em
funcdo do tempo de aclimatizacdo das mudas (Figura 4), com maiores valores, no
tempo, quando se utilizou doses maiores de nitrogénio. Com relagdo ao numero de
folhas em funcao da adubacéo nitrogenada, néao foi verificado efeito nos primeiros

30 dias apods o transplantio e o efeito foi linear crescente até os 60 dias, sendo os
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maiores valores estimados em 16, 18 e 19 folhas por planta, aos 90, 120 e 150 dias
de aclimatizacao, respectivamente, com doses de ureia estimadas em 9,2; 7,5 e

8,4 g L! nos respectivos tempos (Figura 5).
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Figura 6. Area foliar (cm?) de abacaxizeiro em fungédo do tempo de aclimatizacio
(dias) em diferentes doses de adubacéo nitrogenada (g L de ureia).
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Figura 7. Area foliar (cm?2) de abacaxizeiro em funcéo de adubacéo nitrogenada (g
L1 de ureia) em diferentes tempos de aclimatizacéo (dias).

Estes resultados estdo de acordo com Coelho et al. (2007), trabalhando
com mudas de abacaxizeiro ‘Smooth Cayenne’ provenientes de seccionamento do
caule, testando a aplicacdo de adubacdo foliar com ureia, KCl e H3BOs. Os
resultados demonstraram o efeito significativo da adubacao nitrogenada para o
namero de folhas, e os maiores valores encontrados foram em mudas que

receberam dose de 10 g L.
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Os resultados obtidos para a éarea foliar tiveram comportamento
semelhante aos verificados para altura de plantas e para nimero de folhas (Figuras
6 e 7). Quanto ao tempo de aclimatizacéo, verificou-se crescimento linear da area
foliar do abacaxizeiro, com maiores valores, ao longo do tempo, nas plantas que
receberam maiores doses de adubo nitrogenado (Figura 6). Essa resposta somente
foi verificada nas avaliagbes a partir de 90 dias de aclimatizacdo. Os maiores
valores de area foliar foram estimados em 71, 148 e 216 cmz? por planta, aos 90,
120 e 150 dias de aclimatizacao, respectivamente, com doses de ureia estimadas
em 11,5, 9,0 e 9,3 g L! nos respectivos tempos (Figura 7).

A adubacédo nitrogenada é um fator limitante no crescimento da cultura,
uma vez que o N faz parte de moléculas de aminoacidos e proteinas participando,
ainda, de processos como, fotossintese, absorcao iénica, respiracdo, multiplicacdo
e diferenciagdo celular. Abacaxizeiros deficientes em N apresentam menor
guantidade de folhas, que se tornam amareladas, pequenas e estreitas (Py et al.,
1987). Segundo Moreira et al. (2006), plantas micropropagadas com maior nimero
de folhas podem obter maior indice de pagamento das mudas no campo, por serem
providas de maior area fotossintética para producao de matéria organica.

Os resultados para massa seca da parte aérea do abacaxizeiro estdo
apresentados nas Figuras 8 e 9 e indicam comportamento semelhante ao verificado
para outras variaveis apresentadas anteriormente. Para a adubacédo nitrogenada,
resultados positivos foram verificados a partir dos 90 dias de aclimatizacdo, com
crescimento linear e menor aos 90 dias e quadratico aos 120 e 150 dias. Os
maiores valores para massa seca da parte aérea foram estimados em 643 e 1422
mg por planta, aos 120 e 150 dias de aclimatizacéo, respectivamente, com dose de
ureia estimadas em 5,9 e 9,3 g L! nos respectivos tempos (Figura 9).

Bregonci et al. (2008) testaram, em mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv. Gold, niveis diferentes de adubo foliar com doses crescentes de
ureia e diferentes recipientes. Eles verificaram o efeito significativo no incremento
do crescimento com uso da adubacdo nitrogenada para variavel altura, area foliar

e massa seca da parte aérea em todos 0s recipientes.
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Figura 8. Massa seca da parte aérea (mg planta) de abacaxizeiro em fungéo do
tempo de aclimatizagcdo (dias) em diferentes doses de adubacao
nitrogenada (g L™ de ureia).

2500 1 e
30d vy, . =488
2.250 4 — ---60d Yeoq =150
2000 1 — =~ 90d vy, =118+ 27,8x, R2=0,95**
= — — 1200 Y, = 144 + 169x - 14,3x2, R? = 0,98**
& L1750 1 — . —1500 Y, = 185 + 266x - 14,32, R? = 0,99**
S 1500 - e—
o S —— " — -
o 1.250 - -
£ .-
< 1.000 - -
o =~ e e e —— -
2 750 - - e ———
500 - -~ —_
250 e - - e mmm ==
S
0 T R L T T L T T TR £ TR T R R ‘
0 2 4 6 8 10
Ureia (g L)

Figura 9. Massa seca da parte aérea (mg planta') de abacaxizeiro em funcéo de
adubacdo nitrogenada (g L' de ureia) em diferentes tempos de
aclimatizacao (dias).

A massa seca de raiz do abacaxizeiro (Figuras 10 e 11), como em todas as
variaveis analisadas, respondeu a adubacao nitrogenada. O efeito da adubacéo
nitrogenada sobre a massa seca de raiz foi observado apenas nos tempos 120 e
150 dias. Os maiores valores para massa seca de raiz foram estimados em 61,9 e
93,4 mg por planta, aos 120 e 150 dias de aclimatizacao, respectivamente, com

doses de ureia estimadas em 6,1 e 7,4 g L! nos respectivos tempos (Figura 11).
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Figura 11. Massa seca de raiz (mg planta') de abacaxizeiro em funcdo de
adubacdo nitrogenada (g L* de ureia) em diferentes tempos de
aclimatizacao (dias).

Esses resultados contribuem para determinar a reducdo do tempo de
aclimatizacdo das mudas, visto que crescimento da parte aérea e do sistema
radicular durante este periodo € lento (Moreira, 2006; Barboza et al., 2006), e ainda,
as raizes das mudas micropropagadas sédo danificadas ao serem removidas dos
frascos e das bandejas, antes e apés o periodo de aclimatizacao.

Ao final do periodo de aclimatizagdo, mudas de abacaxizeiro
micropropagadas devem apresentar altura que varia entre 6 a 12 cm. Com base
nesta informacdao, foi estimado por meio das equacdes de regressao obtidas para
a variavel altura de planta (Figura 2), o tempo, em dias, em que as mudas atingiriam
estas alturas em funcao de cada dose de adubo nitrogenado (Tabela 4). Com base

no tempo de aclimatizag&o obtido, estimou-se, ainda, o numero de folhas, a area
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foliar, a massa seca da parte aérea e a massa seca de raiz que as mudas teriam
guando atingissem as alturas supracitadas.

Verifica-se, na Tabela 4, que a aplicacdo da adubacé&o nitrogenada, reduz
o0 tempo para que a planta atinja a altura minima (6 cm) no processo de
aclimatizacdo em até 57 dias quando se compara com plantas que nao receberam
a adubacdo nitrogenada no periodo de aclimatizacao até 150 dias de avaliagdo. No
periodo avaliado, até 150 dias de aclimatizacéo, as plantas ndo adubadas com N,
nao atingiram a altura maxima de planta de 12 cm e aquelas que receberam doses
maiores de adubo nitrogenado atingiram esta altura em até 41 dias antes das
plantas que receberam 2 g L de ureia.

Observa-se na Tabela 4 pouca variagcdo no numero de folhas por planta
nas diferentes alturas estimadas. Variacdes maiores foram observadas quanto a
massa seca da parte aérea e massa seca de raiz, 0 que porque se relacionavam

mais diretamente com o tempo de crescimento das mudas.

Tabela 4. Estimativa de tempo de aclimatizacdo(ETA), em dias, e do numero de
folhas (NF), da area foliar (AF), da matéria seca da parte aérea (MSPA)
e da matéria seca da raiz (MSR) em mudas micropropagadas de
abacaxizeiro em funcdo das doses de ureia para que as mesmas
atingissem a altura estimada de 6 e 12 cm

Ureia ETA NE AF MSPA MSR
(gL? (dias) (cm?) (mg) (mg)
Altura de planta de 6 cm
0 104 10 19 111 32,9
2 57 11 17 82 31,2
5 51 11 14 56 23,9
7 49 11 16 70 22,1
10 47 11 16 55 21,9
Altura de planta de 12 cm
0 363 - - - -
2 131 15 80 516 60,2
5 99 14 71 394 41,0
7 93 14 71 384 37,8
10 90 15 72 349 35,2

Berilli et al. (2011) avaliaram durante o periodo de aclimatacdo o
desenvolvimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’ vindas da

aclimatizacdo com diferentes tamanhos. Esses autores observaram que o0s
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diferentes dias de aclimatizacdo influenciaram no crescimento das mudas em
condi¢gbes de aclimatacédo, podendo esse fator interferir na comercializagcdo das

mudas micropropagadas.

CONCLUSOES

e A inoculagdo de bactérias promoveu incremento na massa seca da parte
aérea e massa seca de raiz de mudas micropropagadas do abacaxizeiro
‘Vitoria’;

e A aplicacdo de adubo nitrogenado reduziu o periodo de aclimatizacdo de
mudas micropropagadas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em, aproximadamente, 60
dias;

e Estimou-se que as doses de ureia entre 7 e 9 g L%, aplicadas as mudas do
abacaxizeiro ‘Vitéria durante’ a aclimatizacdo, promoveram maior

crescimento.
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3.2. COMPOSICAO MINERAL DE MUDAS MICROPROPAGADAS DE
ABACAXIZEIRO INOCULADAS COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS E
ADUBADAS COM NITROGENIO DURANTE ACLIMATIZACAO

RESUMO

A nutricdo mineral € um dos fatores principais para producdo de mudas de
abacaxizeiro e tem contribuido para o desenvolvimento da cultura no pais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo de bactérias diazotréficas
e doses de nitrogénio sobre a composi¢cao mineral de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro ‘Vitéria’ durante o periodo de aclimatizacdo. O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial (2x5x4),
sendo os fatores representados por dois tipos de in6culos (auséncia e presenca de
uma mistura de bactérias diazotréficas contendo Burkholderia sp. UENF 114111,
Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirilum seropedicae HRC 54),
cinco doses de ureia (0, 2, 5, 7 e 10 g L?) e quatro épocas de avaliacdo do tempo
de aclimatizacao (60, 90, 120 e 150 dias ap0s o plantio das mudas em bandejas),
com quatro blocos. Conclui-se que mudas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ crescidas
durante o periodo de aclimatizagcdo, inoculadas com bactérias diazotroficas,
apresentaram maior contetdo de N, K e de S do que aquelas nao inoculadas. Os
conteudos dos nutrientes na massa seca da parte aérea nao diferiram até os 60
dias de aclimatizacdo. A elevacao da adubacao nitrogenada promoveu incremento
no conteldo de N na matéria seca da parte aérea e no indice de SPAD do
abacaxizeiro. Com excecdo para o N, Mn e Cu, o incremento na adubacao

nitrogenada provocou reducdo no contetudo dos outros nutrientes em mudas mais
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velhas na etapa de aclimatizacdo. A extracdo de nutrientes por mudas
micropropagadas do abacaxizeiro, na aclimatizacao, foi:
K>N>Ca>Mg>S>P>>Fe>Mn>B>Zn>Cu>Mo>Ni.

Palavras-chave: Ananas comosus, nutrientes, produgéo de mudas

MINERAL COMPOSITION OF MICROPROPAGATED PINEAPPLE PLANTS DUE
TO INOCULATION WITH DIAZOTROPHIC AND NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT

The mineral nutrition of pineapple is a major factor for plant growth and has
contributed to the development of culture in the country. The aim of this study was
to evaluate the effect of inoculation of bacteria diazotrophic and nitrogen on the
mineral composition of micropropagated pineapple plants 'Victory' during the
acclimatization period. The experimental design was a randomized block design
(RBD) in a factorial design (2x5x4), the factors being represented by two types of
inocula (absence or presence of a mixture of diazotrophs containing Burkholderia
sp. UENF 114111, 117111 UENF Burkholderia silvatlantica and Herbaspirillum
seropedicae HRC 54), five levels of urea (0, 2, 5, 7 and 10 g L'!) and four times of
evaluation time of acclimatization (60, 90, 120 and 150 days after planting the
seedlings in trays) with four blocks. We conclude that seedlings of pineapple 'Vitoria'
grown during the acclimatization period, inoculated with diazotrophs showed higher
contents of N, K and S than those not inoculated. The nutrient concentration did not
differ in shoot dry mass, until 60 days of acclimatization. The increase in nitrogen
fertilization increased the N content in dry matter of shoots and SPAD index of
pineapple. Except for N, Mn and Cu, the increase in nitrogen fertilization caused a
reduction in the content of other nutrients in older seedlings at the stage of
acclimatization. Nutrient uptake by the pineapple plantlets in the acclimatization
was: K> N> Ca> Mg> S> P >> Fe> Mn> B> Zn> Cu> Mo> Ni.

Keywords: Ananas comosus, nutrient, producing of seedlings
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INTRODUCAO

A producdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro desde o
estabelecimento do explante até a obtencdo da muda pronta para ser transplantada
no campo tem duragdo media de 13 a 18 meses (Teixeira et al., 2001). Esse tempo
inclui o periodo das mudas em casa de vegetacdo apos a retirada das plantas das
condig¢des in vitro para adaptacdo ao ambiente externo (Read e Fellman, 1985). A
aclimatizacdo € um periodo critico as mudas e demanda tempo e manejo
adequado.

Vérios estudos tém sido desenvolvidos para melhorar a aclimatizacéo e
aclimatacdo de plantas micropropagadas de abacaxizeiro, incluindo técnicas com
uso de diferentes substratos (Moreira et al., 2006), inoculacdo de fungos
micorrizicos (Soares et al., 2009), reguladores de crescimento (Baldotto et al.,
2009; Catunda et al., 2008), diferentes Iaminas de irrigacéo (Azevedo et al., 2008),
inoculacdo com bactérias diazotréficas (Weber et al., 2003) e adubos de liberacdo
lenta (Freitas et al., 2011). Essas técnicas tém estimulado o crescimento vegetativo.

Em plantas micropropagadas de abacaxizeiro, a nutrigdo inicia-se desde o
crescimento in vitro com uso de meio de cultivo rico em nutrientes. Na
aclimatizacdo, uma nutricdo adequada que possa suprir as necessidades das
mudas também € de fundamental importancia (Teixeira et al., 2001). A nutricdo das
plantas influencia diretamente no rendimento das culturas. No abacaxizeiro,
quantidades insuficientes ou auséncia de um elemento quimico na nutricdo diminui
o crescimento e a producédo da planta (Ramos et al., 2011).

A cultura do abacaxizeiro requer para o desenvolvimento e crescimento
das plantas quantidades diferenciadas de macronutrientes que sdo requeridos na
seguinte ordem decrescente: potassio (K), nitrogénio (N), calcio (Ca), magnésio
(Mg), enxofre (S) e fésforo (P). Para os micronutrientes séo: cloro (Cl), manganés
(Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), boro (B), cobre (Cu) e molibdénio (Mo). O elemento de
maior importancia para o crescimento do abacaxizeiro € o N sendo, depois do K, o
elemento mais extraido pela cultura (Aquino et al., 1986; Malavolta et al., 1997,
Paula et al., 1998; Souza, 1999; Goncalves e Carvalho, 2000; Ramos et al., 2011).

A nutricdo do abacaxizeiro no periodo de aclimatizacdo € necessaria, pois
as plantas tém um maior indice de mortalidade neste periodo, porém estudos

voltados para a nutricdo das plantas neste estadio de desenvolvimento séo
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escassos, focalizando-se quase exclusivamente ao uso de substratos que possam
aumentar o indice de sobrevivéncia e contribuir com a nutricdo da planta.

Bactérias diazotroficas promovem a fixacao de N e tém diminuido o uso de
adubos nitrogenados em diversas culturas, principalmente em plantas
leguminosas. Essas bactérias promotoras de crescimento vegetal tém
demonstrado efeito positivo em abacaxizeiro (Tapia-Hernandez et al., 2000; Weber
et al., 2003; Soares et al., 2009; Baldotto et al., 2010; Baldotto et al., 2011) e em
mudas micropropagadas tém garantido melhores condi¢cdes ao ambiente ex vitro,
melhorando a nutricdo das mudas (Baldotto et al., 2010).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculag&o de
bactérias diazotréficas e de doses de nitrogénio sobre o contetdo de nutrientes em
mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’ durante o periodo de

aclimatizagao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Latitude = 21°19'23”,
Longitude = 41°10°40” e Altitude = 14 m) no periodo de agosto de 2012 a janeiro
de 2013.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em
esquema fatorial (2x5x4), sendo representado por dois tipos de inéculos: o primeiro
constituido por uma mistura de bactérias diazotréficas contendo Burkholderia sp.
UENF 114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC 54 e o outro, sem bactérias; cinco doses de ureia (0, 2, 5,
7 e 10 gL!) e quatro épocas de avaliacdo do tempo de aclimatizacdo (60, 90, 120
e 150 dias apés o transplantio das mudas em bandejas), com quatro blocos. A
unidade experimental foi composta de quatro células de bandeja de isopor com
uma planta cada, destinadas para determinagéo dos teores de nutrientes e, por
conseguinte, o conteudo de nutrientes por planta.

As estirpes foram adquiridas no laboratorio de biologia celular e tecidual da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e fazem parte da

colecdo de bactérias. As do género Burkholderia séo isoladas de plantas
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abacaxizeiro cv Smooth Cayenne (Santos, 2008) e Herbaspirillum seropedicae
HRC 54 isoladas de plantas de cana-de-acucar (Olivares, 1997).

As mudas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ provenientes de propagagdo in vitro
foram procedentes do Laboratério de cultura de tecidos Biomudas, localizado em
Venda Nova do Imigrante-ES. As mudas enraizadas estavam acondicionadas em
potes de vidro tipo baby food, mantidas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962).
Por ocasidao da implantacdo do experimento as mudas foram lavadas para retirada
do meio e selecionadas com peso médio de 0,30 g de matéria fresca.

Para a obtenc&do de cada pré-inoculo, 20 uL do estoque bacteriano foi
diluido em meio de cultivo liquido DYG’S (pré-indculos) (Dobereiner et al., 1995) e
mantidos sob agitac&o orbital de 140 rpm a 30°C por 24 horas. Apds esse tempo,
cada inoculo foi preparado utilizando aliquota de 100 uL do pré-in6culo em 100 mL
de meio liquido DYG's, permanecendo sob agitacao orbital de 140 rpm a 30°C, o
que correspondeu a um volume final de 100 mL de cada in6culo.

Na producéo da mistura bacteriana, os indculos foram dissolvidos em 5700
mL de agua destilada. A inoculacao ocorreu no momento do transplantio, realizada
pela imersdo das plantas de abacaxizeiro a mistura bacteriana por 30 minutos e o
controle imerso em agua destilada. Em seguida as plantas foram transferidas para
bandejas de isopor de 200 células preenchidas com substrato Vivatto Slim Plus®
(Tabela 1). Apds 15 dias o substrato foi inoculado e cada célula da bandeja recebeu

2 mL da mistura bacteriana.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas da amostra do substrato Vivatto Slim Plus®
composto por moinha de carvao vegetal, casca de pinus bio estabilizada,
vermiculita, Agua e espuma fendlica

pH K Ca Mg Al Na SB V P S Fe Cu Zn Mn B

59 mmol. dm3 (%) mg dm-
' 29,7 96 58 0 13,2 196,9 85 400 1090 1559 1,71 32,5 84,2 4,18

Matéria organica = 131 g dm’3

A analise foi realizada pelo Laboratério de Analise de Solos da FUNDENOR, Campos dos
Goytacazes, RJ.

Aos 15 dias apés o transplantio, semanalmente, cada unidade experimental
recebia, via adubacéo foliar, aproximadamente 2 mL planta* da solug&o nutritiva
completa proposta por Ramos et al. (2011). A partir da terceira semana a solugéo
aplicada foi sem N, por ocasidao dos tratamentos (Tabela 2). A solucdo era

preparada com pH 5,5 ou 5,6. Aos 121 dias, em plantas do tratamento controle, foi
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aplicada solugcédo completa, a fim de evitar perda das mudas pela deficiéncia do N.
Todas as adubacdes foram feitas a partir das 17:00 horas, usando uma cabine
confeccionada com isopor para protecdo, para evitar a deriva e a contaminacao

entre mudas de tratamentos diferentes.

Tabela 2. Composicédo quimica da solucdo nutritiva completa e com omissao de
nitrogénio (mL L)

Solugdes estoques Completa (-N)
Ca(NO3)2-4H20 2mol L* 1

KNOs 2mol L1 2

MgSOas 7H20 1mol L* 1 1
(NH4)H2PO4 1mol L? 0,25

H3BO3 1 1
Fe-EDTA 1 1
Micro -B -Fe 1 1
CaClz22mol L* 1
KCL 1mol L* 3,75
KH2PO4 1mol L? 0,25
NH4CIl 1mol L? 0,25

Para o preparo de 1L de solucdo de micronutrientes (-B e -Fe), foram utilizados os
seguintes reagentes analiticos: KCI = 3,7467 ¢g; MnSO..2H,0 = 0,8451 g; ZnS0O,47H,0 =
0,5780 g; CuS045H20 = 0,1267 g; (NH4)6 M07.024.4H,0 = 0,088 g.

Para adubacdo nitrogenada, inicialmente as doses de ureia foram
parceladas, a fim de evitar a queima das folhas. Conforme os tratamentos a
unidade experimental recebeu a seguinte concentracao: aos 25 dias - 20% da dose,;
aos 50 dias - 50% da dose e a partir dos 75 dias, semanalmente, foi aplicada a
dose completa. Cada planta recebia + 1 mL via adubacé&o foliar, aplicada com
auxilio de um pulverizador manual.

ApGs o transplantio com auxilio de um pulverizador costal as mudas foram
pulverizadas com agua a fim de evitar a desidratagdo das folhas, nos primeiros 30
dias em um intervalo de duas horas. A partir deste periodo, as pulverizacdes foram
realizadas conforme a necessidade da planta, sendo realizadas duas pulveriza¢cbes
ao dia e uma irrigacao no final da tarde de forma a manter a capacidade de campo.

Os dados de temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria
(%) registrados na casa de vegetacao durante a condugao do experimento foram
monitorados por um medidor marca KILOG (KIMO Constructeur), programado para

realizar leituras a intervalos de duas horas, e estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria (%)
registradas em casa de vegetacdo no periodo de conducdo do
experimento (agosto/2012 a janeiro/2013).

A analise nutricional das plantas foi realizada no Laboratorio de Nutricdo
Mineral de Plantas, vinculado a UENF/CCTA/LFIT. Para andlise as folhas foram
secas a 70°C em estufa de ventilacdo forcada até atingir o peso constante,
posteriormente moidas em moinho de facas tipo Wiley e foram armazenadas em
frascos hermeticamente fechados.

O material moido foi pesado e foram determinados os teores dos nutrientes
nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S),
boro (B), ferro (Fe), Zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu) e molibdénio (Mo). Para
a determinacdo dos teores de N, o material vegetal foi submetido a digestao
sulfarica e o nutriente determinado pelo método de Nessler (Jackson, 1965). Outra
amostra foi pesada e os teores de P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Zn, Mn e Cu foram
determinados usando o plasma (ICPE-9000) da marca Shimadzu®, apés digestdo
com HNOs e H202, em sistema de digestao aberta (Peters, 2005).

Os teores dos nutrientes minerais foram determinados aos 60, 90, 120 e
150 dias de aclimatizacdo das mudas. Com base nos teores de nutrientes e na
matéria seca da parte aérea obtidos por unidade experimental determinou-se o
conteudo de cada nutriente por planta, com macronutrientes expressos em mg
planta e micronutrientes em pg planta.

A leitura do indice SPAD (determinacao indireta do teor de clorofila) foi
realizada na folha D de todas as plantas aos 150 dias, utilizando o medidor portatil
de clorofila modelo SPAD-502.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
programa SANEST. Para os dados quantitativos utilizou-se a analise de regresséo
polinomial, com teste F da analise da variancia da regressdo e coeficiente do
modelo estatisticamente significativo e maior R2. Para os dados qualitativos foi

utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado efeito do fator bactérias diazotroficas no incremento do
contetdo dos macronutrientes N e S em mudas micropropagadas de abacaxizeiro
‘Vitoria’ (Tabela 3). Os contetdos de N, K e S foram maiores em mudas inoculadas
com a mistura de bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp. UENF 114111,
Burkholderia silvatlantica UENF 11711 e Herbaspirillum seropedicae HRC 54.

Baldotto et al. (2010), testando bactérias do género Burkholderia,
observaram o aumento do contetdo N, P e K em mudas micropropagadas de

abacaxizeiro cultivar ‘Vitoria’ durante a aclimatizacao.

Tabela 3. Contetdo de macronutrientes, em mg planta', em mudas do abacaxizeiro
‘Vitéria’ em fungao do fator bactérias diazotréficas

Macronutner_lltes Com Bactéria Sem Bactéria Média C(:)'V
(mg planta?) (%)
N 8,94 a 8,18 b 8,56 26,3

P 1,03 a 0,96 a 1,00 25,0

K 12,20 a 11,40 b 11,79 21,8

Ca 4,34 a 4,18 a 4,26 25,8

Mg 2,86 a 2,82 a 2,84 27,4

S 1,21 a 1,12b 1,16 27,8

Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em
5% de probabilidade.

Machado et al. (1998), testando o efeito de bactérias diazotroficas e
adubacao nitrogenada no comportamento das enzimas de glutamina sintetase e
nitrato redutase em plantas de milho, verificaram o incremento no contetdo de N e
no peso de grdos quando as plantas foram inoculadas com bactérias. Esses
autores levantaram a hipotese que as bactérias possam ter influenciado na
atividade das enzimas que possibilitaram maior incorporagdo de amonio e maior

transporte de N na parte aérea.
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Para os micronutrientes em funcéo do fator bactérias, ndo foi verificada
diferenca nos contetdos (Tabela 4). Na literatura, a avaliagdo de micronutrientes
em funcdo de bactérias ainda é pouco estudada e necessita de maiores
esclarecimentos sobre o efeito desses microrganismos nesta espécie. Verifica-se,
na Tabela 4, que o conteudo do Fe é muito maior, por planta, do que os outros
micronutrientes. Os conteddos do Cu, Mo e Ni sdo menores dentre todos o0s
nutrientes quantificados em mudas do abacaxizeiro até 150 dias de aclimatizacéo.
A necessidade de estudos voltados para a nutricho de abacaxizeiro
micropropagada em fase de aclimatizagdo tem se tornado uma necessidade, em
vista de que a quantificacdo de nutrientes pode reduzir os gastos, melhorar a

absorcao de nutrientes e qualidade das mudas.

Tabela 4. Contetdo de micronutrientes, em pug planta, em mudas do abacaxizeiro
‘Vitoria’ em fungéo da inoculagdo com bactérias diazotréficas

Mlcronutrlerﬁes Com Bactéria Sem Bactéria Média C(:)'V
(ug planta't) (%)

Fe 82,55 a 77,71 a 80,13 40,90

Mn 36,36 a 33,18 a 34,76 45,47

Zn 11,32 a 10,94 a 11,13 27,65

Cu 1,43 a 1,53 a 1,48 48,87

B 21,69 a 21,64 a 21,66 29,80

Mo 1,15a 1,22 a 1,19 44,77

Ni 0,51a 0,52 a 0,51 79,45

Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, em
5% de probabilidade.

Verificou-se, para todos os nutrientes avaliados, a interacdo significativa
entre tempos de aclimatizacdo e doses de ureia (Figuras 2 e 3 e Tabelas 5 e 6).
Quanto ao tempo de aclimatizacdo, com excec¢ao do N, quando ndo se aplicou
adubacdo nitrogenada (Figura 2), os conteudos dos outros macronutrientes
aumentaram em funcdo da idade da planta e independente da adubacao
nitrogenada. Comportamento semelhante ao do conteddo de N foi verificado para
0s micronutrientes Zn, Ni, Cu, Mn, Fe e Mo.
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Figura 2. Contetido de N (mg planta') em mudas de abacaxizeiro em fungdo do
tempo de aclimatizacdo (dias) em diferentes doses de adubacao
nitrogenada (g L™ de ureia).
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Figura 3. Contetdo de N (mg planta') em mudas de abacaxizeiro em funcéo de
adubacdo nitrogenada (g L' de ureia) em diferentes tempos de
aclimatizacao (dias).

A aplicacdo de N promoveu aumento no conteddo de nutrientes na massa

da parte aérea de mudas do abacaxizeiro a partir dos 60 dias de aclimatizacéo

(Tabelas 5 e 6). Diferente do que aconteceu com o conteudo de N (Figura 3), que

aumentou linearmente com a aplicacdo de adubo nitrogenado. Para os outros

macronutrientes, verificou-se redu¢cdo no conteudo com o aumento da dose de

adubo nitrogenado, nos ultimos periodos de aclimatizagéo (Tabela 5). Freitas et al.

(2012) verificaram que o aumento da adubacédo nitrogenada néo influenciou os

teores de N em mudas provenientes de seccionamento do caule. Entretanto, estes

autores nao determinaram o conteudo de N nas plantas.
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A elevacao das doses de N reduziram os conteudos de P, K, Ca, Mg e S
com o aumento na idade das mudas (Tabela 5). Para alguns autores (Spironello et
al., 2004; Freitas et al., 2012; Coelho et al., 2010) o crescimento das mudas pode
se elevar com o maior fornecimento de adubo nitrogenado e isso pode provocar o
efeito de diluicdo de alguns nutrientes com consequente redugédo do conteudo na

planta.

Tabela 5. Regresséo polinomial para contetido de macronutrientes (mg planta®) na
matéria seca da parte aérea de mudas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em funcao
de doses de ureia em diferentes épocas de avaliacdo

Macronutrientes 'Il'.emp‘o de: Regresséo polinomial para 2
(mg planta?) aclimatizagao doses de nitrogénio R
(dias)

60 Y =0,26 -
P 90 Y =0,36 + 0,0679x 0,89**
120 Y = 0,38 + 0,3193x -0,0204x? 0,99**
150 Y =0,58 + 0,4287x - 0,0216x2 0,96**

60 Y = 4,06 -
K 90 Y=5,28 + 2,031x -0,1234x2 0,97**
120 Y = 8,22 + 2,760x -0,1895x2 0,95**
150 Y =11,1 + 2,526x -0,1523x%2 0,91**

60 Y =0,56 -
Ca 90 Y =0,79 + 0,2905x 0,98**
120 Y =0,80 +1,7712x -0,1149x2 0,99**
150 Y =1,58 + 2,8521x -0,1747x2 0,98**

60 Y =0,33 -
Mg 90 Y = 0,53 + 0,1684x 0,97**
120 Y =0,48 + 1,0276x -0,0874x? 0,99**
150 Y =0,92 + 2,2670x -0,1568x2 0,98**

60 Y =0,27 -
S 90 Y =0,36 + 0,0782x 0,94**
120 Y =0,42 + 0,4163x - 0,0268x2 0,99**
150 Y = 0,60 + 0,5620x -0,0319x2 0,99**

** @ * = gignificativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.

Silva et al. (2012), testando a aplicacdo de doses crescentes de N em
plantas de abacaxizeiro ‘Vitoéria’ em solos de tabuleiros costeiros do estado da
Paraiba, verificaram que a elevagédo das doses de N diminuiu os teores de P e K
na porcéao clorofilada aos 300 dias ap0s o plantio. Spironello et al. (2004) também
obtiveram esse efeito no aumento dos teores de Ca em doses crescentes de N em
abacaxieiro ‘Smooth Cayenne’. Coelho et al. (2010) verificaram, ap6s nove meses

de enviveiramento de mudas de abacaxizeiro obtidas por seccionamento de caule
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e que receberam adubacao foliar com ureia, reducédo nos teores de S na matéria
seca da parte aérea.
Para os micronutrientes Fe, Zn, B e Mo os conteudos néo diferiram até os

60 dias e para o Mn e o Ni até os 90 dias (Tabela 6).

Tabela 6. Regresséo polinomial para contetdo de micronutrientes, em ug planta,
na matéria seca da parte aérea de mudas do abacaxizeiro ‘Vitéria’ em
funcdo de adubacéo nitrogenada e de tempos de aclimatizacao

Micronutrientes Tempo de Regressao polinomial para doses R2
(ug planta?)  aclimatizacdo(dias) de nitrogénio

60 Y = 20,2 -

Fe 90 Y =17,7 + 3,88x 0,91**
120 Y =10,4 + 28,4x -1,811x? 0,99**
150 Y = 36,7 + 63,9X - 4,546x2 0,96**
60 Y= 3,55 -

M 90 Y =11,32 -
120 Y = 6,95 + 6,386X 0,96**
150 Y =7,38 + 16,576x 0,98**
60 Y =2,531 -

7n 90 Y = 3,038 + 0,5804x 0,96**
120 Y =2,785 + 3,3490x -0,2333%? 0,99**
150 Y =4,478 + 6,6188x -0,3391x? 0,98**
60 Y =0,341 -

Cu 90 Y =0,524 + 0,0771x 0,90*
120 Y =0,626 + 0,2087x 0,96**
150 Y =1,148 + 0,3972x 0,92**
60 Y =4,82 -

B 90 Y =743+ 1,017x 0,86**
120 Y = 6,95 + 8,589x-0,621x? 0,99**
150 Y =125+ 12,26x -0,784x? 0,97**
60 Y =0,330 -

Mo 90 Y = 0,545 + 0,0837x 0,82**
120 Y =0,480 + 0,4738x -0,0382x? 0,97**
150 Y = 0,655 + 0,4780x - 0,0246x? 0,96**
60 Y = 0,286 -

Ni 90 Y =0,322 -
120 Y =0,129 + 0,0873x 0,98**
150 Y =0,244 + 0,2972x -0,0219x%? 0,93**

** @ * = significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.

Diferentemente do que aconteceu com o conteudo de N (Figura 3), do Mn
e do Cu (Tabela 6), que aumentaram linearmente com a aplicacdo de adubo
nitrogenado. Para os outros micronutrientes verificou-se redugéo no contetdo com
0 aumento da dose de adubo nitrogenado, aos 150 dias de aclimatizacéo (Tabela
6).
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Resultados obtidos por Freitas et al. (2012) e Coelho et al. (2010) néo
mostraram efeito nos teores de micronutrientes em mudas de abacaxizeiro, quando
aplicadas doses crescentes de ureia em mudas provenientes do seccionamento.
Aumento no teor de boro em plantas sem adubacé&o nitrogenada foi comprovado
em planta do abacaxizeiro ‘Imperial’ quando submetida a deficiéncia de N (Ramos
et al., 2011).

Feitosa et al. (2011), avaliaram a producao de massa seca da parte aérea
e a extracdo dos micronutrientes Fe, Zn, Mn e B em plantas de abacaxizeiro
‘Vitoria’, em resposta a aplicagdo de doses de micronutrientes. Eles verificaram que
em doses maiores de micronutrientes as plantas apresentaram maior crescimento
e a extracao foi influenciada pela idade fisiologica da planta.

Ramos et al. (2009) estudaram os sintomas de deficiéncia de
macronutrientes e boro em mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Imperial’ e
detectaram que os sintomas de deficiéncia de boro, eram observados somente aos
9 meses apos o plantio das mudas. Os teores de boro encontrados neste periodo
por esses autores foram de 5,8 mg kg!. Contudo, ndo foram encontrados na
literatura conteudo dos nutrientes em mudas no periodo de aclimatizacéo.

O indice de SPAD determinado em mudas com 150 dias de aclimatizacéo,
nao foi influenciado pela inoculagdo bacteriana. Os valores do indice de SPAD
aumentaram linearmente (Y = 22,6 + 2,3x, R? = 0,92*%) com o aumento da
adubacao nitrogenada aos 150 dias apds o transplantio. Tais resultados tém
comportamento semelhante ao contetdo de N na massa seca da parte aérea do
abacaxizeiro (Figura 3) e indicam que as folhas do abacaxizeiro estavam com
coloracado verde mais intensa a medida que a dose da adubacéo nitrogenada foi se
elevando, indicando maior teor de clorofila na folha.

O SPAD em mudas de abacaxizeiro ja foi avaliado em outros estudos e tem
demonstrado eficiéncia na avaliagdo do estado nutricional em plantas. Como o
verificado por Ramos et al. (2013) em abacaxizeiro ‘Imperial’ cultivados na
deficiéncia de macronutrientes e boro. Eles verificaram que os valores de SPAD
estavam proporcionais a concentracao foliar de N e P em decorréncia da presenca
ou da deficiéncia desses elementos (Ramos et al., 2013).

Leonardo et al. (2013), avaliaram em plantas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ teor
de clorofila e o indice de SPAD em resposta a adubacédo nitrogenada com duas

fontes de N, ureia e cama de frango. Eles constataram que o indice de SPAD possui
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correlacdo direta com o teor de clorofila e com o teor de N nas folhas, sendo que
as duas formas de adubacéo elevaram o indice de SPAD na folha D.

O abacaxizeiro em seus diferentes estadios de crescimento demanda
diferentes concentracdes de N, portanto, a adubacédo adequada de N é essencial
para manter o crescimento vegetativo e a produgdo, sendo esse nutriente
considerado um fator limitante para o crescimento de bromélias (Malézieux e
Bartholomew, 2003; Kanashiro, 2005; Rodrigues et al., 2010).

CONCLUSOES

e Mudas de abacaxizeiro ‘Vitéria’, crescidas durante o periodo de aclimatizacdo
com inoculagdo com bactérias diazotroficas, apresentaram maior contetdo de
N, K e de S do que aquelas néo inoculadas;

e Os conteudos dos nutrientes ndo diferiram, na massa seca da parte aérea, até
os 60 dias de aclimatizagao;

e A elevacdo da adubagéo nitrogenada promoveu incremento no contetdo de N
na matéria seca da parte aérea e no indice de SPAD do abacaxizeiro;

e Com excecdo para o0 N, Mn e Cu, o incremento na adubacdo nitrogenada
provocou reducdo no contetdo dos outros nutrientes em mudas mais velhas na
etapa de aclimatizacéo;

e A extracdo de nutrientes por mudas micropropagadas do abacaxizeiro, na

aclimatizacao, foi: K>N>Ca>Mg>S>P>Fe>Mn>B>Zn>Cu>Mo>Ni.
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3.3. BACTERIAS DIAZOTROFICAS E ADUBACAO NITROGENADA NA
ATIVIDADE DE ATPASES DE MUDAS MICROPROPAGADAS DE
ABACAXIZEIRO DURANTE A ACLIMATIZACAO

RESUMO

Mudas micropropagadas apos a retirada de condi¢cdes controladas de laboratérios
necessitam do periodo de aclimatizacdo. A adaptacdo das mudas ao novo
ambiente induz a planta a mudancas anatdmicas e fisiolégicas que podem ser
controladas por varios processos celulares. O objetivo deste trabalho foi investigar
a participacdo dos sistemas primarios de transporte de protons de membranas
totais no estabelecimento da colonizacdo de raizes de abacaxizeiro pelas bactérias
diazotréficas e no desenvolvimento dessas mudas tratadas com diferentes doses
de nitrogénio, permitindo o entendimento da dindmica de absorgdo e acumulo deste
nutriente. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em
esquema fatorial (2x3x2), sendo os fatores representados por dois tipos de
in6culos: uma mistura de bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp. UENF
114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirilum seropedicae
HRC 54 e o outro sem bactérias, trés doses de ureia (0, 5 e 10 g LY) e duas épocas
de avaliacdo das bombas de prétons (90 e 150 dias) e da contagem de bactérias
(30 e 150 dias), com trés blocos. A unidade experimental foi composta de cinquenta
células da bandeja com uma muda cada, sendo uma destinada para contagem de
bactérias e o restante destinado a avaliagdo das bombas de prétons. A populacao
de bactérias diazotroficas foi menor em mudas mais velhas durante a

aclimatizacdo. O transporte de H* mediado pela P H*- ATPases em membranas
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totais isoladas de raizes de abacaxizeiro micropropagado tem alteragbes com
crescimento das plantas sob diferente épocas de aclimatizacdo. A presenca da
inoculacdo com bactérias diazotroficas ndo induziu o transporte, porém a Fmax da V
H*-ATPase foi menor na auséncia de adubacdo nitrogenada. A adubacéo
nitrogenada interfere na atividade de transporte de prétons da V H*-ATPase em
membranas isoladas de raiz de mudas micropropagadas do abacaxizeiro.

Palavras-chave: Ananas comosus, abacaxi, microbiologia, nitrogénio, bombas de H*

DIAZOTROPHIC AND NITROGEN FERTILIZATION ON THE ACTIVITY OF
ATPASES OF PINEAPPLE PLANTLETS DURING ACCLIMATIZATION

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the role of the primary systems of proton
transport membranes in establishing the total root colonization by diazotrophic
pineapple and development of these seedlings treated with different doses of
nitrogen, allowing the understanding of the dynamics of absorption and
accumulation nitrogen. The experimental design was a randomized block design
(RBD) in a factorial design (2x3x2), the factors being represented by two types of
inoculum with a mixture of diazotrophs containing Burkholderia sp. UENF 114111,
117111 UENF Burkholderia silvatlantica and Herbaspirillum seropedicae HRC 54
and not mixing with bacteria, three doses of urea (0, 5 and 10 g L) and two
evaluation periods of proton pumps or bacterial count (90 and 150 days for proton
pumps 30 and 150, or to bacteria count) with three blocks. The experimental unit
was composed of fifty cells of each tray with a plant, one designed for counting
bacteria and remaining plants intended for evaluation of proton pumps. The
population of diazotrophs was lower in older plants during acclimatization. The
transport of H* mediated by P H* - ATPase in total membranes isolated from
pineapple roots has changes with micropropagated plants under different growth
periods of acclimatization. The presence of inoculation with diazotrophic bacteria
did not induce transport, but the Fmax of the V H*-ATPase was lower in the absence
of fertilization. The nitrogen interferes with the activity of proton transport of V H*-
ATPase in membranes isolated from root plantlets of pineapple.

Index terms: Ananas comosus, pineapple, microbiology, nitrogen, acclimatization,
pumps H*
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INTRODUCAO

A micropropagacao tem sido muito utilizada na producdo de mudas de
abacaxizeiro visando, principalmente, o lancamento de novas cultivares. Essa
técnica apresenta vantagem por produzir mudas livres de patdégenos e em larga
escala (Pasqual et al., 1998; Teixeira et al., 2001).

Como em outras espécies vegetais, as mudas do abacaxizeiro cultivadas
in vitro, necessitam passar por um processo de aclimatizacdo antes de serem
levadas ao plantio definitivo. Este processo € necessario para que ocorram
modificacbes morfolégicas, anatbmicas e fisiolégicas nas plantas para
sobrevivéncia ao novo ambiente. Essa etapa pode ser um fator limitante a
micropropagacao (Grattapaglia e Machado, 1998; Hararika, 2003; Teixeira et al.,
2001).

O nitrogénio (N) € um dos principais nutrientes para a cultura do abacaxi.
Sua absorc¢a ocorre principalmente na forma inorganica como aménio (NH4*) ou na
forma de nitrato (NOs") através do sistema radicular (Fernandes e Souza, 2006;
Taiz e Zeiger, 2009). O NOs™ absorvido pode ser transportado no interior da planta
e acumulado no interior do vacuolo para posterior utilizagdo. No processo de
absorcdo e acumulo do N estdo envolvidas duas enzimas de grande importancia
nos vegetais, a P H*-ATPase e V H*-ATPase, respectivamente. A P H*-ATPase é
uma enzima presente na membrana plasmatica que hidrolisa ATP, bombeando ions
H* para o exterior da célula, resultando em um gradiente de potencial eletroquimico
(GLASS et al., 1992). A adubacao nitrogenada em plantas micropropagadas de
abacaxizeiro tem sido relatada com vantagens na producéo das mudas, acelerando
o crescimento das plantas (Bregonci et al., 2008; Freitas et al., 2011).

Além da absor¢do de nutrientes (Morsomme e Boutry, 2000), as bombas
transportadoras estdo envolvidas em muitos processos metabdlicos da planta, tais
como, alongamento celular, abertura e fechamento de estdmatos e homeostase
celular (Serrano, 1989; Schroeder et al., 2001; Taiz e Zeiger, 2009).

Em células vegetais, a ativacdo e estimulacdo das bombas de prétons
podem ocorrer por diversos fatores como reguladores de crescimento, luz, ataque
de patogenos, hormoénios, inoculagdo por fungos micorrizicos, inoculagdo por

bactérias diazotréficas e muitos outros fatores que estdo envolvidos em processos
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vitais da planta (Brummel e Hall, 1987; Dietz et al., 2001; Facanha et al., 2002;
Olivares et al., 2002; Ramos et al., 2005).

A inoculacao com bactérias diazotréficas tem contribuido para o incremento
de N e de outros nutrientes em plantas desta espécie, além de melhorar a
adaptacdo ao ambiente ex vitro e reduzir o periodo de aclimatizacao (Baldotto et
al., 2010).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar a participacao
dos sistemas primarios de transporte de protons de membranas totais no
estabelecimento da colonizagdo em raizes de abacaxizeiro pelas bactérias
diazotréficas e no desenvolvimento dessas mudas tratadas com diferentes doses
de N, permitindo o entendimento da dinamica de absorcdo e acumulo deste

nutriente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo localizada no campus
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Latitude =21°19°23”,
Longitude = 41°10°40”; Altitude = 14 m) no periodo de agosto de 2012 a janeiro de
2013.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em
esquema fatorial (2x3x2), sendo os fatores representados por dois tipos de
in6culos: uma mistura de bactérias diazotroficas contendo Burkholderia sp. UENF
114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e Herbaspirilum seropedicae
estirpe HRC 54 e o outro sem bactérias, trés doses de ureia (0, 5e 10 g L) e duas
épocas de avaliacdo das bombas de protons(90 e 150 dias) e de contagem de
bactérias (30 e 150 para contagem de bactérias), com trés blocos. A unidade
experimental foi composta de cinquenta células da bandeja com uma muda cada,
sendo uma destinada para contagem de bactérias e o restante destinado a
avaliacdo das bombas de protons.

As estirpes foram adquiridas no laboratorio de biologia celular e tecidual da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e fazem parte da
colecdo de bactérias. As do género Burkholderia sdo isoladas de plantas de
abacaxizeiro cv Smooth Cayenne (Santos, 2008) e a Herbaspirillum seropedicae

HRC 54 isoladas de cana-de-acucar (Olivares, 1997).
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As mudas de abacaxizeiro ‘Vitéria’provenientes de propagacao in vitro
foram procedentes do laboratorio de cultura de tecidos Biomudas, localizado em
Venda Nova do Imigrante-ES. As mudas enraizadas estavam acondicionadas em
potes de vidro tipo baby food, mantidas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962).
Por ocasido da implantagéo do experimento as mudas foram lavadas para retirada
do meio e selecionadas com 0,30 g de matéria fresca em média.

Para a obtencdo de cada pré-inoculo, 20 uL do estoque bacteriano foi
diluido em meio de cultivo liquido DYG’S (pré-inéculos) (Débereiner et al., 1995) e
mantidos sob agitacdo orbital de 140 rpm a 30°C por 24 horas e, assim, do pré-
indculo foi produzido o indculo.

Na producéo da mistura bacteriana, os indculos foram dissolvidos em 5700
mL de agua destilada. A inoculacao foi realizada pela imersdo das mudas de
abacaxizeiro a mistura bacteriana por 30 minutos e o controle imerso em agua
destilada. Apds 15 dias, o substrato foi inoculado, e cada célula da bandeja recebeu
2 mL da mistura bacteriana. Em seguida as mudas foram transferidas para
bandejas de isopor de 200 células preenchidas com substrato Vivatto Slim Plus®,

cuja andlise quimica esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas da amostra do substrato Vivatto Slim Plus®
composto por moinha de carvao vegetal, casca de pinus bio estabilizada,
vermiculita, &gua e espuma fendlica

pH K Ca Mg Al Na SB V P S Fe Cu Zn Mn B

59 mmol. dm3 (%) mg dm=
T 29,7 96 58 0 13,2 196,9 85 400 1090 1559 1,71 32,5 84,2 4,18

Matéria organica = 131 g dm

A andlise foi realizada pelo Laboratério de Andlise de Solos da FUNDENOR, Campos dos
Goytacazes, RJ.

Aos 15 dias ap0s o transplantio, semanalmente, cada unidade experimental
recebeu, via adubacao foliar, 100 mL da solugéo nutritiva completa segundo Ramos
et al. (2011). A partir da terceira semana a solugéo aplicada foi sem nitrogénio, por
ocasiao dos tratamentos. As soluc¢des foram preparadas em pH 5,5 ou 5,6 (Tabela
2). Aos 121 dias nas mudas do tratamento controle foi aplicada solugdo completa,
a fim de evitar morte de mudas pela deficiéncia do N.

Para adubacdo nitrogenada, inicialmente as doses de ureia foram
parceladas, a fim de evitar a queima das folhas. Conforme os tratamentos a

unidade experimental recebeu a seguinte concentracao: aos 25 dias - 20% da dose,;
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aos 50 dias - 50% da dose e a partir dos 75 dias semanalmente foi aplicada a dose
completa. A parcela recebeu 50 mL da solucéo, onde cada planta recebia £1 mL
via adubacao foliar aplicada com auxilio de um pulverizador manual. Todas as
adubacdes foram feitas a partir das 17:00 horas, usando uma cabine de isopor

como protecao, para evitar a deriva e a contaminagéo dos tratamentos.

Tabela 2. Composi¢do quimica da solugdo nutritiva completa e com omisséo de
nitrogénio (mL L)

Solugdes estoques Completa (-N)
Ca(NO3)2-4H20 2mol L* 1

KNO3 2mol L? 2

MgSO4 7H20 1mol L 1 1
(NH4)H2PO4 1mol L* 0,25

H3BO3 1 1
Fe-EDTA 1 1
Micro -B -Fe 1 1
CaCl22mol L? 1
KCL 1mol L1 3,75
KH2PO4 1mol L1 0,25
NH4Cl 1mol L 0,25

Para o preparo de 1L de solugcdo de micronutrientes (-B e -Fe), foram utilizados os
seguintes reagentes analiticos: KCI = 3,7467 g; MnS04.2H,0 = 0,8451 g; ZnSO4.7H,0 =
0,5780 g; CuS0O45H,0 = 0,1267 g; (NH4)6 M07.024.4H,0 = 0,088 g.

Apos o transplantio das mudas, com auxilio de um pulverizador costal, foi
pulverizada agua a fim de evitar a desidratacdo das folhas. Nos primeiros 30 dias
em um intervalo de duas horas. A partir deste periodo as pulverizac6es foram
realizadas conforme a necessidade da planta, sendo no minimo duas pulverizacées
ao dia e uma irrigacao no final da tarde de forma a manter a capacidade de campo.

Os dados de temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria
(%) registrados na casa de vegetacdo durante a conducao do experimento foram
monitorados por um medidor marca KILOG (KIMO Constructeur), programado para
realizar leituras a intervalos de duas horas, e estdo apresentados na Figura 1.

Foram avaliados: (a) contagem de bactérias efetuada no tecido radicular,
realizada por meio da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) em duas épocas
(30 e 150 dias); (b) isolamento de membranas das raizes para avaliagdo das
bombas de prétons em duas épocas (90 e 150 dias).

A contagem das bactérias por meio da técnica do NMP (Débereiner et al.,
1995) é realizada da seguinte forma: amostras de 0,1 g das raizes foram
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maceradas separadamente em 99,9 mL de agua destilada. A partir das diluicbes
(10®), foram realizadas diluicGes seriadas, com 1 mL da diluicdo original em 9 mL
de agua até a diluicdo 10’. Aliquotas de 100 pL das diluigdes (10-°,10,10") foram
inoculadas no centro do meio semissolido JNFb armazenadas em frasco de vidro

contendo 5 mL do meio. Os frascos foram incubados a 30°C por sete dias.
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Figura 1. Temperatura média diaria (°C) e umidade relativa média diaria (%)
registradas em casa de vegetacdo no periodo de conducdo do
experimento (agosto/2012 a janeiro/2013).

Apos esse periodo foi avaliado o crescimento bacteriano pela presenca de
uma pelicula na superficie do meio. A identificacdo da espécie baseou-se na cor do
indicador, na morfologia da célula e na aparéncia da colénia na placa. Para todos
os tratamentos foi considerado o nimero minimo de células por grama de raiz,
baseado na diluicéo (10%). O indice de NMP de bactérias foi obtido pela consulta a
Tabela de McCrady para trés repeticdes por diluicdo, tendo os valores normalizados

pela transformacédo logaritmica.

Preparacao da fracdo microssomal

O isolamento da membrana plasmatica foi realizado como descrito por
Giannini e Briskin (1987), com modifica¢cdes (Faganha e De Meis, 1998).

As raizes foram coletadas, apés pesagem, foram maceradas, com auxilio
de gral e pistilo em meio tamponado pH 8,0 na propor¢cdo 1:1 (tamp&o: massa
fresca de raiz). As concentracgdes finais dos reagentes no tampéao de extracao foram
as seguintes: Sacarose 250 mM, Glicerol 10%, DTT 2 mM, EDTA 5 mM, PVP-40
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0,5%, KCI 150 mM, BSA 0,13%, PMSF 2 mM, Tris-HCI| (pH 8,0) 0,1 M. Apés
maceracao, o homogenato foi filtrado, atraveés de 4 camadas de gase e submetido
a primeira centrifugacdo em uma centrifuga HITACHI himac CP, a 30000 rpm por
15 minutos a 4°C, para remocao de células ndo rompidas, nucleos e mitocondrias.
O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagdo, em uma
centrifuga HITACHI himac CP 85b, a 9100 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e submetido a uma nova centrifugacdo a 30000 x rpm a 2 °C por 35
minutos. O precipitado (pélete), que corresponde a fracdo microssomal nao
purificada, foi ressuspendido com 3 mL de uma solug¢do tampé&o pH 7,5 - (meio de
ressuspencgéao) contendo: Glicerol 15%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, HEPS-KOH 10
mM (pH 7,6) e EDTA 1mM. Obtendo-se entédo a fracdo microssomal ressuspendida.
O material foi entdo congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70 °C até

sua utilizacgao.

Atividade enzimatica - transporte de H*

Para determinacdo do transporte de H*, vesiculas de membranas totais
foram adicionadas a dois tipos de meios de incubacao, sendo um com pH 6,5 e
outro com pH 7,0 ambos contendo 100 mM de KCL, 5 mM de MgSO4, 10 mM de
tampéo Hepes-Btp (bis tris propano), 250 mM de sacarose e 1 yM de 9-amino-6-
cloro-2-metoxiacridina (ACMA). Foram utilizados os inibidores ortovanadato de
sédio sensivel (300 uM) (inibidor de P H*-ATPase) e concanamicina A (22 nM)
(inibidor de V H*-ATPase) nos meios de incubacdo com pH 6,5 e pH 7,0,
respectivamente. Ap6s 3 minutos de incubacao foi adicionado 1 mM ATP, pH 7,2 e
o transporte de H* foi monitorado pelo decaimento de fluorescéncia do ACMA
usando fluorimetro Shimadzu RF-530 1PC. NH4CL (concentragéo final 20 mM) foi
adicionado apés extingdo da fluorescéncia (“quenching”) (~400-600s) para a
dissipagédo do gradiente de prétons. A atividade de P H*-ATPase foi avaliada
utilizando-se o tampéo pH 6,5 e sua atividade foi ortovanadato de sédio sensivel.
A atividade de V H*-ATPase foi avaliada utilizando-se o tampé&o pH 7,0 e sua
atividade foi concanamicina sensivel (22 nM). A partir dos dados obtidos foi

determinada a velocidade inicial (Vo) e a variacdo da fluorescéncia maxima (Fmax).
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Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, as médias
obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-

se o0 programa SANEST.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de bactérias realizada na raiz mostrou que houve interacéo
entre o fator época e o fator bactérias, sendo que aos 30 dias a populacdo em
mudas inoculadas obteve um aumento de 3 unidades logaritmicas em relacdo a
populacdo em mudas controle. Observa-se uma diminuicdo da populacdo aos 150
dias, ndo havendo diferenca estatistica entre mudas controle e inoculadas (Tabela
3). Nas mudas inoculadas houve reducéo da populacdo de bactérias aos 150 dias,

guando comparado aos 30 dias.

Tabela 3. Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias por grama de raiz do
abacaxizeiro ‘Vitéria’ em resposta a inoculacdo de bactérias
diazotroficas em funcdo de duas épocas de avaliacao

Bactéria Epoca

Diazotroficas 30 150 Média
NMP g* de raiz (Log1o)

Auséncia 3,91 bA 2,72 aA 3,31

Presenca 6,96 aA 2,84 aB 4,90

Média 5,43 2,78

CV (%) 41,23

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem
entre si, a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Esses resultados estdo de acordo com alguns trabalhos (Costa e Ruschel,
1981; Brasil et al., 2005; Bellone et al.,1996; Reis Junior et al., 2004) que confirmam
que a populacao de diazotrodficas tanto na planta, quanto no solo pode diminuir ou
aumentar e pode ser influenciada por diversos fatores tais como diferentes €pocas,
deficiéncia hidrica, baixa umidade do solo e altas temperaturas.

Em mudas controle observou-se o crescimento da populacédo de bactérias
(Tabela 3). Segundo Weber et al. (2003), a presenca de bactérias em plantas
controle pode ser devido a proximidade das mesmas ou pela contaminagdo dos

explantes no momento da multiplicagdo in vitro, sendo dificil evitar que ocorra tal
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contaminagéo. Esses autores também detectaram o crescimento de bactérias em
plantas controle de mudas micropropagadas de abacaxizeiro.

A Tabela 4 demonstra o transporte de protons das P H*-ATPases e V H*-
ATPases em resposta a inoculacdo de bactérias. Nota-se que a Fmax da atividade
total do transporte de protons a pH 6,5 foi induzida pela auséncia de bactéria. No
entanto, a presenca e a auséncia de bactérias ndo demonstraram diferenca no
efeito verificado na Vo da atividade total do transporte. Ja a Fmax do transporte de
H* realizado por P H*-ATPases e V H*-ATPases foi induzida na auséncia de
bactérias, embora os tratamentos ndo tenham demonstrado efeito diferenciado
sobre Vo de transporte de prétons para P H*-ATPases.

Tabela 4. Transporte de prétons em P H*-ATPases e V H*-ATPases isoladas de
membranas totais de raiz de abacaxizeiro em funcdo da presenca e
auséncia de bactérias diazotréficas até 150 de aclimatizacao.

Bactérias pH 6,5 Total FnI;ax Vo (P- pH 7,0 Total Foac (V-] Vo (V-
diazotréficas | Fmax Vo ATI(D a- se) ATPase)| Fmax | Vo |ATPase)|ATPase)
Auséncia  |399a 125a 188a 542 364a |128a 1482 45 a
Presenca |[269b 9la 112b 322 322a |124a 57b 28 b
Média 334 108 150 43 343 126 118 36,4
CV (%) 50 51 69 84 64 56 19,2 40,2

Fluorescéncia maxima (Fmax), velocidade inicial (Vo). Médias da avaliagao de duas épocas. Médias
seguidas da mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si, a 5% de significancia pelo teste
de Tukey.

Como as ATPases, principalmente as P H*-ATPases possuem diversas
funcdes na fisiologia de uma célula vegetal é esperado que microrganismos que
interagem com essas células desenvolvam mecanismos para atingir essa enzima.
De acordo com Elmore e Coaker (2011), essas enzimas contribuem para a
formacdo da resposta imune nas plantas e podem ser importantes alvos de micro-
organismos, aumentando a suscetibilidade das plantas a interacaol/infeccao. Este
fato poderia justificar a inibicdo das enzimas pela inoculacdo bacteriana. Porém,
Olivares et al. (2002) observaram aumento na atividade das H*-ATPases isoladas
de membrana plasmatica provenientes de raizes de cana-de-agucar infectadas por
bactérias diazotroficas endofiticas, sendo o efeito atribuido a auxina produzida

pelas bactérias.
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Ainda, segundo Elmore e Coaker (2011), alteracbes na atividade de P H*-
ATPase por estimulacdo ou inibicdo podem ocasionar efeitos drasticos nas fungdes
celulares da planta.

A Tabela 5 mostra o efeito da época no transporte de prétons. Aos 90 dias,
tanto a Vo da atividade total de transporte de H* a pH 6,5, quanto a Vo da P H*-
ATPase foi menor que aos 150 dias, indicando maior atividade desta enzima com
0 crescimento da planta. Porém, a Fmax dessas duas classes enzimaticas nao foi
influenciada pela idade das mudas, assim como ocorreu também na atividade total
em pH 7,0. Efeito contrario foi observado na atividade de V H*-ATPases onde aos
150 dias a Fmax € Vo de transporte de protons foi menor, quando comparado ao

transporte avaliado aos 90 dias.

Tabela 5. Transporte de prétons em P H*-ATPases e V H*-ATPases isoladas de
raiz de abacaxizeiro em funcdo da presenca e auséncia de bactérias
diazotrdficas.

Tempo de

pH 6,5 Total

Fméx

pH 7,0 Total

aclimatizacao ) (P- Vo (P- . Frax (V-] Vo (V-
(dias) Fmax Vo ATPase) ATPase)| Fmax Vo ATPase) | ATPase)
90 291a | 83b 141a 29b 333a | 133a 184a 49a
150 377a | 133a 160a 57a 353a | 119a 51b 23b
Média 334 108 150 43 343 126 118 36
CV (%) 50 | 51 69 84 64 | 56 19 | 40

Fluorescéncia maxima (Fmax) € velocidade inicial (Vo). Médias seguidas da mesma letra mindscula
na coluna nao diferem entre si, a 5% de significAncia pelo teste de Tukey.

O crescimento da planta aos 150 dias pode ser justificado pela maior
atividade da P H*-ATPase. Visto que, a acidificacdo da parede celular por meio P
H*-ATPase induz a plasticidade da parede, possibilitando a expanséo celular
fundamental para o crescimento vegetativo. Essa bomba H* também faz com que
haja a remocdo do excesso de H* do citossol (Rayle e Cleland, 1992; Serrano,
1990).

A transferéncia de plantas provenientes de cultivo in vitro para condi¢des
‘ex vitro’ € uma etapa critica, devido ao estresse fisioldgico e morfolégico causado
pelo novo ambiente. Assim, podem haver alteracdes na atividade da H*-ATPAses,
como ocorre com a P H*-ATPase, que além da regulacéo de processos fisiologicos,
também desempenha um papel na adaptacdo das plantas as condicbes de
mudancga, principalmente em condicbes de estresse. E tem sido relatadas

alteracOes da expresséo do gene desta enzima, em resposta a uma variedade de
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fatores ambientais como alta salinidade, desidratacdo e baixas temperaturas
(Janicka-Russak, 2011).

Foi verificada interacdo entre as épocas e as doses de ureia, onde a analise
para a Fmax de transporte H* em V H*-ATPase (Tabela 6), mostrou que, aos 90 dias,
adose 5 g L de ureia promoveu a maior Fmax de transporte H*, seguido pela dose
0 g L de ureia. A dose 10 g L** promoveu a menor Fmax. Esta reducdo pode ser

devido a inibicdo da V H*-ATPase pela alta dose de ureia.

Tabela 6.Transporte de protons em V H*-ATPase isoladas de membrana totais de
raiz de abacaxizeiro em fung¢do dos fatores tempo de aclimatizacao e
doses de ureia para a fluorescéncia maxima (Fmax) e velocidade inicial

(Vo)
Ureia : Fmax o . Vo o
(L) (unld_ade relativa dg fluorescenc_la) (umdgde relativa de_fluorescenc_la)
90 dias 150 dias Média 90 dias 150 dias Média

0 158 b A 48 aB 103 32bA 10aB 21

5 306 a A 63aB 185 83aA 32aB 58

10 88 cA 44 a B 66 34bA 28a A 31
Média 184 52 118 50 23 36
CV (%) 19,2 40,2

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem
entre si, a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

De acordo com Finbow e Harrison (1997), quando o NOs esta presente em
grandes concentra¢des no citossol, ele funciona como um anion caotrépico para as
V H*-ATPases, causando um desligamento entre os dominios integral e periférico
desta proteina tornando-a incapaz de hidrolisar ATP e translocar prétons,
inativando a enzima.

Esse efeito foi diferente do observado aos 150 dias, onde a Fmax de
transporte H* foi igual em todas as doses aplicadas. Foi observada uma diminui¢ao
da Fmaxpara todos os tratamentos na segunda época de avaliacdo. Quando se
aplicou 5 g L de ureia verificou-se estimulos a Vo de transporte H* da enzima aos
90 dias. Sendo que aos 150 dias ndo foram observadas diferencas na atividade
estimulada pelas doses. Nesta mesma época, quando comparado aos 90 dias,
verifica-se menor Vo de transporte H* para as doses 0 e 5 g L' (Tabela 6).

Sob deficiéncia de N como ocorre no tratamento sem adubacgdo
nitrogenada, pode ter ocorrido o tranporte de N armazenado no vacuolo. Quando
acumulado no vacuolo, o NOs™ pode ser remobilizado quando seu contetdo no

citosol diminuir ou quando a planta exigir maiores quantidades desse nutriente para
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processos de crescimento e reproducdo. A entrada e saida de NOs™ no vacuolo é
regulada pela ativagdo ou inibicdo das enzimas V H*-ATPases e H*-PPases
presentes nas membranas vacuolares (Santos, 2006). Essa remobilizacdo ocorre
através de um transportador do tipo simporte (NOs/H*). As V H*-ATPases e H*-
PPases bombeiam prétons do citosol para o interior do vacuolo utilizando a energia
da hidrolise do ATP e do PPi, respectivamente, criando um gradiente de potencial
eletroquimico, favorecendo a saida de H* (Fernandes e Rossiello, 1995).

Houve interacdo entre os fatores bactérias e dose de ureia para o
transporte de prétons em V H*-ATPase. Verificou-se que a Fmax de transporte foi
estimulada com a dose 5 g L* de ureia independente da inoculacdo com bactérias.
Nota-se que na presenca da mistura bacteriana a atividade foi a mesma observada
na auséncia de bactérias com excec¢édo de mudas ndo adubadas, ou seja, com 0 g
L de ureia. Assim, a atividade em V H*-ATPase pode ser mantida com inoculacédo
de bactérias desde que a planta receba adubacéo nitrogenada (Tabela 7).

Tabela 7. Transporte de prétons em V H*-ATPases isoladas de membranas totais
de raiz de abacaxizeiro em funcédo dos fatores bactérias e doses de

ureia.

Ureia Fmax (unidade relativa de fluorescéncia)

(gL?Y) Auséncia de bactérias Presenca de bactérias Média
0 148 b A 57bB 103
5 187 a A 181l a A 184
10 65 Cc A 67 b A 66

Média 133 102

CV(%) 19,2

Fluorescéncia maxima (Fmax). Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula
na linha nao diferem entre si, a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Foi verificado efeito do fator bactérias na Vo de transporte H* em V H+-
ATPase, sendo gque o transporte aos 90 dias foi maior em membranas de plantas
nao inoculadas. No entanto, aos 150 dias nao foi verificada diferenca entre os
tratamentos microbiologicos. Porém, nota-se que os efeitos do transporte aos 150
dias foram diferentes daqueles observados aos 90 dias, onde Vo da atividade desta
enzima diminuiu no tratamento sem inoculagéo, sendo que as estirpes inoculadas
neste experimento mantiveram a mesma atividade V H+-ATPase nas duas épocas

avaliadas (Tabela 8).
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Tabela 8. Transporte de prétons em V H*-ATPases isoladas de raiz de abacaxizeiro
em funcado dos fatores épocas e doses de ureia e bactérias.

Bactérias Vo (unidade relativa de fluorescéncia)
diazotroficas 90 dias 150 dias Média
Auséncia 69 aA 21aB 45
presenca 30bA 26 a A 28

Média 50 24
CV(%) 40,2

Velocidade inicial (Vo). Médias seguidas da mesma letra minlscula na coluna e mailscula
na linha nédo diferem entre si, a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

A acidificacdo de compartimentos intracelulares por uma bomba protbnica
tipo-V (V H*-ATPases) € responsavel pela energizacdo do transporte de ions e
outros metabdlitos (Padmanaban et al, 2004). No caso de mudas
microproparagadas em periodo de aclimatizacdo esse transporte é muito
importante, ja que as mudas se encontram em fase de adaptacao as condicdes de

ex vitro e necessitam de condicdes fisioldgicas adequadas para o crescimento.

CONCLUSOES

e A populacéo de bactérias diazotroficas em mudas de abacaxizeiro foi menor
em plantas mais velhas durante a aclimatizacao;

e O transporte de H* mediado pela H*- ATPases em membrana isolada de raiz
de abacaxizeiro micropropagado tem alteracbes com crescimento das
plantas sob diferentes épocas de aclimatizacao;

e A presenca de bactérias diazotréficas ndo induziu o transporte, porém, na
interacdo com as doses de ureia a Fmax da V H*-ATPases foi menor na
auséncia de adubacéao nitrogenada;

¢ A adubacao nitrogenada interfere na atividade de transporte de prétons da
V H*-ATPases em membranas isoladas de raiz de mudas micropropagadas

do abacaxizeiro.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de aumentar o crescimento e o desenvolvimento de mudas
de abacaxizeiro e diminuir o periodo de aclimatizacéo foi realizado um experimento
para avaliar a resposta de mudas micropropagadas provenientes de cultura de
tecidos, a inoculacdo com bactérias diazotroficas e adubacéo nitrogenada.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo localizada no campus
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Latitude = 21°19'23”
e Longitude = 41°10’40”; Altitude = 14 m) no periodo de agosto de 2012 a janeiro
de 2013.

Foram avaliados o crescimento e o conteudo de nutrientes nas mudas,
atividades de bombas H* e a populacdo de bactérias nas raizes das mudas. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), em esquema
fatorial (2x5x5), sendo os fatores representados por dois tipos de indculos
(auséncia e presenca de uma mistura de bactérias diazotréficas contendo
Burkholderia sp. UENF 114111, Burkholderia silvatlantica UENF 117111 e
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54), cinco doses de ureia (0, 2,5, 7 e 10
g L) e cinco épocas de avaliacdo do tempo de aclimatizacdo (30, 60, 90, 120 e
150 dias ap0s o plantio das mudas em bandejas), com quatro blocos.

Determinou-se, apos o transplantio das mudas, a altura, o niumero de folha,
a massa seca da parte aérea, a massa seca da raiz, a area foliar, em cinco épocas
(30, 60, 90, 120 e 150 dias); conteudo de nutrientes, em quatro épocas (60, 90, 120

e 150 dias); contagem de bactérias efetuada no tecido radicular, realizada por meio
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da técnica do Numero Mais Provavel (NMP), em duas épocas (30 e 150 dias) e
atividade das bombas H* (P H*-ATPases e V-ATPases) em duas épocas (90 e 150
dias).

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

¢ A inoculacdo de bactérias promoveu incremento na massa seca da parte
aérea e massa seca de raiz de mudas micropropagadas do abacaxizeiro
‘Vitoria’;

e A aplicacdo de adubo nitrogenado reduziu o periodo de aclimatizacéo de
mudas micropropagadas do abacaxizeiro ‘Vitdria’ em, aproximadamente,
60 dias;

e Estimou-se que as doses de ureia entre 7 e 9 g L1, aplicadas as mudas do
abacaxizeiro ‘Vitoria’ durante a aclimatizacdo, promoveram maiores
crescimentos;

e Mudas do abacaxizeiro ‘Vitéria’, crescidas durante o periodo de
aclimatizacdo com inoculacdo com bactérias diazotréficas, apresentaram
maior contetdo de N, K e de S do que aquelas néo inoculadas;

e A elevacdo da adubacgéo nitrogenada promoveu incremento no conteddo
de N na matéria seca da parte aérea e no indice de SPAD do abacaxizeiro;

e Com excecao para o N, Mn e Cu, o incremento na adubacéo nitrogenada
provocou reducdo no conteudo dos outros nutrientes em mudas mais
velhas na etapa de aclimatizacgéao;

e A extracdo de nutrientes por mudas micropropagadas do abacaxizeiro, na
aclimatizacao, foi: K>N>Ca>Mg>S>P>>Fe>Mn>B>Zn>Cu>Mo>Ni;

e A populacdo de bactérias diazotroficas em mudas de abacaxizeiro foi
menor em plantas mais velhas durante a aclimatizagéo;

e O transporte de H* mediado pela H*- ATPases em membrana isolada de
raiz de abacaxizeiro micropropagado tem alteraces com crescimento das
plantas sob diferente épocas do aclimatizacgéo;

e A presenca de bactérias diazotréficas inoculadas ndo induziu o transporte,
porém, na interagdo com as doses de ureia Fmax da V H*-ATPase foi menor
na auséncia de adubacéao nitrogenada;

¢ A adubacao nitrogenada interfere na atividade de transporte de protons da
V H*-ATPase em membranas isoladas de raiz de mudas micropropagadas

do abacaxizeiro.
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Figura 1A. Procedimento de inoculacéo de bactérias diazotréficas por imerséo de
mudas do abacaxizeiro.

Figura 3A. Mudas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ no terceiro dia apds o transplantio para
as bandejas.
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Figura 4A. Cabine de isopor utilizada para pulverizagcédo da solucéo contendo ureia
em mudas micropropagadas de abacaxizeiro.

N3do inoculadas / Inoculadas
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Figura 5A. Vista geral dos tratamentos com mudas ndo inoculadas e inoculadas
com bactérias diazotréficas em diferentes doses de adubacédo
nitrogenada aos 90 dias de aclimatizagdo no experimento com mudas
de abacaxizeiro ‘Vitoria’.
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Figura 6A. Vista geral do experimento com mudas de abacaxizeiro ‘Vitoria’
submetidas aos tratamentos 0 e 10 g L'com adubacéo nitrogenada,
aos 150 dias de aclimatizacao.
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Figura 7A. Vista geral do experimento na semana de plantio das mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitéria® em Campos dos
Goytacazes-RJ.

Figura 8A. Vista geral do experimento aos 150 dias de aclimatizacdo das mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitéria® em Campos dos
Goytacazes-RJ.



