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RESUMO 

 

 

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas podem ser uma alternativa 
para o aumento da produtividade de hortaliças. Objetivou-se isolar, identificar e 
caracterizar rizobactérias por meio de testes bioquímicos e por análise do 
sequenciamento do gene RNAr 16S; investigar in vitro: antagonismo a fungos 
fitopatogênicos por meio de compostos voláteis; produção de ácido indol-acético 
(AIA); capacidade de solubilização de fosfato (CSP) e avaliar  o desenvolvimento de 
mudas de couve, tomate e pimentão, bacterizadas, sob condições de casa de 
vegetação. Os isolados foram identificados por testes bioquímicos, pelo sistema 
automatizado vitek 2, como: Alcaligenes faecalis ssp faecalis, Pseudomonas putida, 
Proteus vulgaris, Providencia rettigueri, Serratia marcescens e Myroides sp, 
enquanto que, pelo sequenciamento do gene RNAr 16S, como: A. faecalis, Myroides 
sp, P. putida, P. vulgaris, Providência sp e Serratia sp. Todos os isolados produziram 
AIA, destacando-se com maiores concentrações Providencia sp e Myroides sp. Com 
relação ao antagonismo aos fungos Pythium sp, Colletotrichum sp  Colletotrichum 
musae, Cercosporidium sp, Curvularia sp e Sclerotium sp. Todos os isolados 
inibiram o crescimento micelial, entretanto, Serratia sp foi o mais eficiente. Para 
solubilizar fosfato, P. putida e Providencia sp foram eficientes. No desenvolvimento 
de mudas de hortaliças, as médias da maioria das variáveis avaliadas para cada um 
dos tratamentos com os isolados, foram superiores à testemunha. Para o tomateiro, 
Serratia sp e a mistura dos isolados, apresentaram os melhores resultados. No 
entanto para couve, Providencia e a mistura dos isolados destacaram-se. Para o 
pimentão, houve incremento com todos os tratamentos. A mistura dos isolados 
promoveu os melhores resultados no desenvolvimento de mudas das hortaliças 
estudadas. As interações evidenciaram que uma espécie de rizobactéria que 
promove o crescimento em uma planta, pode não ser eficiente para outra espécie 
vegetal. As rizobactérias estudadas demonstraram que possuem potencial para 
serem empregadas no desenvolvimento de novos produtos para a promoção do 
crescimento de plantas e no controle de fungos fitopatogênicos por compostos 
voláteis. 

 

Palavras-chaves: Rizobactéria. Ácido indolacético. Solubilização de fosfato. Antibiose.  

 

  



 

ABSTRACT 

 

 

The plant growth-promoting rhizobacteria may be an interesting way to promote 
increased vegetable production. Here, we aimed to isolate, identify, and characterize 
PGPRBs by using biochemical tests, sequencing of 16S ribossomal DNA, in vitro 
assessment of antagonism against pathogenic fungi, screening for indolacetic acid 
production, evaluating phosphate-solubilizing capacity, and evaluating the isolates on 
development assaysin green house of cabbage, peppers and tomatoes seedlings. 
The isolated have been identified through system vitek 2, by biochemical tests as 
Alcaligenes faecaliss sp faecalis, Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia 
rettigueri, Serratia marcescens e Myroides sp; whereas by analysis of sequencing 
data for 16S ribossomal RNA the isolated bateria have been identified as  A. faecalis, 
Myroides sp, P. putida, P. vulgaris, Providência sp e Serratia sp. In the in vitro 
assessment of in the screening for indolacetic acid production under presence of 
tryptophan all isolated bacteria produced indolacetic acid highlighting with higher 
concentrations by Providencia sp and Myroides sp. In the antagonism against 
patogenic fungi, Pythium sp, Colletotrichum sp, Colletotrichum musae, 
Cercosporidium sp, Curvularia sp and Sclerotium sp showed mycelial growth 
inhibition by volatile organic compounds produced. However, the best results were 
obtaind with the isolated that has been identified as Serratia sp, P. putida and 
Providencia sp were efficient  phosphate solubilization. In trials for the development 
of vegetable seedlings, the means of the majority of variables for each treatment with 
the isolates were higher than the control. For tomato, and Serratia sp and pool, the 
best results showed. Por cabbage however, Providencia and Pool stood out. there 
was an increase in all treatments However for the chili. Pool treatment with results 
the best in the development promoted of seedlings of vegetables studied. The 
species of growth promoting rhizobacteria interactions demonstrate, that a in a plant, 
for another plant species may not be effective. The rhizobacteria studied here have 
shown the potential to be used in the development of new products for plant growth-
promoting and control of phytopathogenic fungi. 

 

Key words: Rhizobacteria. Indolacetic acid. Phosphate-solubilizing. Antibiosis. 
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1  INTRODUÇÃO 

A comunidade microbiana do solo é responsável por atuar em todo o 

processo de decomposição da matéria orgânica do solo e, consequentemente, pode 

aumentar a sua fertilidade (COLEMAN; CROSSLEY; HENDRIX, 2004), por outro 

lado, as interações entre plantas e micro-organismos na rizosfera podem 

incrementar significativamente o crescimento e a saúde dessas plantas, 

nomeadamente através do aumento da eficiência da aquisição de nutrientes 

(RICHARDSON, 2009), destacando-se as rizobactérias, que são estimuladas pelos 

exsudatos radiculares, que vivem próximas ou associadas, colonizando o sistema 

radicular e promovendo o crescimento das plantas, tornando-as mais vigorosas, 

produtivas e saudáveis (VÁZQUEZ et al., 2000; OLIVEIRA, 2004; HAYAt et al., 

2010). 

Dentre os modos de ação responsáveis pela promoção de crescimento 

vegetal por bactérias, frequentemente estão envolvidos: a produção de ácido 

indolacético - AIA (SPAEPEN et al., 2009), por meio da enzima indolpiruvato 

descarboxilase, na presença do aminoácido triptofano (PRINSEN et al., 1993), onde 

o seu principal efeito é promover o crescimento de raízes e caules, através do 

alongamento das células recém-formadas nos meristemas (BARAZANI; FRIEDMAN, 

1999); a  solubilização de fosfato, devido algumas RPCP secretarem ácidos 

orgânicos e fosfatases, facilitando a conversão das formas insolúveis em solúveis, 

disponibilizando esse nutriente para as plantas (SOUCHIE et al., 2005), sendo de 

importância fundamental devido ser o segundo mineral limitante do crescimento 

vegetal (CHEN et al., 2006); como também a produção de antibióticos difusíveis 

(AHMAD; AHMAD; KHAN,  2008) e enzimas líticas como quitinases (KAVINO et al., 

2010), propiciando um eficiente controle biológico de fitopatógenos na natureza 

(BAKKER et al., 2007). 

Segundo Van Loon, Bakk e Pieterse (1998), quando uma RPCPs coloniza a 

raiz, moléculas constituintes da célula bacteriana ou por ela sintetizadas agem com 

os sinalizadores de novas rotas metabólicas. Essas moléculas ativam genes 

promotores de compostos de defesa, levando à expressão da resistência sistêmica 

induzida (RSI). Os mecanismos de defesa relacionados à RSI mediados por RPCPs 

podem ser estruturais, como o aumento da lignificação da parede celular, 
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dificultando a entrada e colonização do patógeno ou bioquímicos pela presença de 

enzimas antioxidantes (ROMEIRO; GARCIA, 2003). 

Em sistemas sustentáveis, uma das alternativas tecnológicas viáveis para 

aumentar a produção agrícola de diversas culturas de hortaliças é a rizobacterização 

de sementes, devido às rizobactérias apresentarem capacidade de adaptação 

metabólica e habilidade em produzir compostos, permitindo que possa se adequar 

ao competitivo ambiente rizosférico, promovendo efeitos no crescimento das plantas 

e no biocontrole de doenças radiculares e foliares, reduzindo custos de produção e 

diminuindo o impacto dos agrotóxicos no meio ambiente, tornando-se necessário a 

identificação de espécies que possam aumentar significativamente a produtividade 

em todo o mundo (KAPULNIK, 2002; BENEDUZI; PASSAGLIA, 2011). 

O conhecimento da biodiversidade e da bioprospecção de novos micro-

organismos tornaram-se uns dos focos principais da era biotecnológica, visto que a 

utilização destes organismos na busca de soluções nas áreas de alimentos, saúde, 

meio ambiente e indústria vêm crescendo de forma acelerada (OLIVEIRA; SETTE; 

FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). 

A taxonomia tradicional não supre as necessidades para o conhecimento de 

uma espécie bacteriana (CANHOS et al., 1997), tornando-se necessário sistemas 

automatizados para uma correta identificação dos isolados, como o sistema VITEK® 

2 Compact (O´HARA, 2006) e a comparação das seqüências de nucleotídeos do 

DNA, em especial na região RNAr 16S, considerada conservada entre as bactérias, 

mas, ao mesmo tempo, com variabilidade e quantidade de informações suficientes 

para revelar, claramente, as relações filogenéticas entre as espécies (WOESE, 

1987; WEISBURG et al., 1991).  

Com base nesse contexto, este estudo teve o objetivo de isolar, identificar por 

meios bioquímicos e moleculares rizobactérias e avaliar antibioses difusíveis em 

relação às inibições de crescimentos de fungos fitopatogênicos; e os modos de 

ação: solubilização de fosfato eprodução de ácido indol-acético ―in vitro” além de 

avaliar o potencial das rizobactérias na promoção de crescimento de mudas de 

hortaliças: tomate, pimentão e couve, sob condição de casa de vegetação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Rizobactérias promotoras de crescimento 

2.1.2 Marco histórico 

Inicialmente as pesquisas com rizobactérias não simbióticas começaram 

com o objetivo de ampliar o desenvolvimento e o proveito das plantas. Essas 

averiguações começaram em 1885 na Rússia e na Ucrânia, usando-se Azotobacter 

chroococcum, Bacillus megaterium e outras espécies do gênero Bacillus. Entretanto, 

somente após os trabalhos de Kloepper e Schroth (1978), com batata e rabanete, 

em que os autores evidenciaram a capacidade de beneficiar o crescimento e a 

bioproteção de plantas, é que foi formado o conceito de rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (LUZ, 1996).  

O termo Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs) ou 

(PGPR) ―Plant Growth Promotion Rhizobacteria” foi adotado por Schroth e Hancock 

(1982), Zago, De-Polli e Rumjanek (2000), para descrever as bactérias benéficas 

que colonizam às raízes das plantas, além de serem eficientes competidoras com 

organismos deletérios na região da rizosfera. 

Pesquisas sobre aplicações práticas de bactérias promotoras de 

crescimento em plantas (BPCPs) têm tido sucesso na medida em que já existem 

produtos comerciais à base dessas bactérias nos Estados Unidos, China, Austrália, 

País de Gales e Nova Zelândia (LUZ, 1996). Na China, são chamadas ―yield-

increasing bactéria‖ (YIB), sendo aplicadas extensivamente no campo, chegando a 

induzir aumentos médios de cerca de 21% em produtividade (FIGUEIREDO, M. V. B. 

et al., 2010). 

Biofertilizantes são de baixo custo, são fontes renováveis de nutrientes para 

as plantas e podem atender a demandas da agricultura orgânica e familiar, pois 

reduzem o custo de produção, podendo ser utilizado tanto para o tratamento de 

sementes quanto em aplicação direta no solo (GOMES et al., 2011). O uso de 

inoculantes microbianos é considerado uma alternativa ambientalmente correta em 

relação às aplicações de fertilizantes químicos (KHAN et al., 2010) por contribuir 

com um sistema agrícola sustentável (AVIS et al., 2008). 
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Os primeiros trabalhos realizados no Brasil foram realizados por Freitas 

(1989) que avaliou Pseudomonas fluorescentes para aumentar o crescimento de 

plântulas de cafeeiro em condições de casa de vegetação. Desde então, vários 

estudos têm avaliado o efeito benéfico da utilização dessas bactérias (MARIANO et 

al., 2004). Atualmente, existem vários trabalhos com rizobactérias visando ao 

controle de doenças e à promoção do crescimento de plantas (JAGADEESH; 

KRISHNARAJ; KULKARNI, 2006; KUMAR et al., 2009). 

2.1.3 Classificação das rizobactérias 

As rizobactérias são classificadas de acordo com seus efeitos benéficos: i) 

bactérias biofertilizantes, que são aquelas fixadoras de nitrogênio e solubilizadoras 

de fosfato, utilizados pela planta, o que resulta em maior crescimento quando a 

quantidade de nitrogênio e fosfato do solo é limitada; ii) bactérias fitoestimuladoras, 

promotoras do crescimento da planta através da produção de hormônios; iii) agentes 

de biocontrole, capazes de proteger as plantas de micro-organismos fitopatogênicos 

(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001) e também emiRPCPs, bactérias que residem 

dentro das células das plantas, produzindo nódulos, estruturas especializadas em 

fixação de nitrogênio em leguminosas e RPCPs,  bactérias que se desenvolvem 

extracelularmente nos tecidos das raízes de diversas plantas, que não produzem 

nódulos, mas promovem o crescimento vegetal através da produção de sinais ou 

substancias especificas (GRAY; SMITH, 2005). 

2.1.4 Modos de ação utilizados pelas RPCPs 

Os benefícios obtidos pela inoculação destas bactérias podem ser variados, e 

são descritos como mecanismos diretos e indiretos. 

Mecanismos diretos: 

Produção do acido-indol-acético, giberelinas, citocininas, etileno, aminoácidos 

(MARIANO et al., 2004; GONZALEZ-LOPEZ, 2005; ARKHIPOVA et al., 2005; 

ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005), fixação assimbiótica de nitrogênio 

(CARDOSO et al., 2011), solubilizacao de fosfato mineral (SOUCHIE et al., 2005) 

entre outros. 
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Mecanismos indiretos:  

Quando as rizobactérias atuam como agentes de controle biológico através 

da produção de ácido cianídrico, bacteriocinas e antibióticos, competição por 

espaço, Fe+3, parasitismo, indução de resistência, proteção cruzada (MARIANO et 

al., 2004; BYRNE et al., 2005; CARDOSO et al., 2011), síntese de compostos 

orgânicos que captam ferro (sideróforos) (LACAVA et al., 2008).  

2.1.5 Interação entre plantas e RPCPs 

As interações solo-microrganismos-rizosfera-planta são constantes, 

agronômicamente e ecologicamente relevantes por estarem associadas com os 

determinantes de saúde da planta e fertilidade do solo (OSÓRIO, 2007; HAYAT et 

al., 2010), tais como os ciclos de carbono, nitrogênio, fósforo, enxofre e outros ciclos 

biogeoquímicos e de nutrientes, pois interagem diretamente com as raízes das 

plantas (MATSUMOTO et al., 2005; TORRES; LIZARAZO,  2006). 

A utilização das rizobactérias em associação, aplicadas em co-inoculação de 

sementes ou mudas transplantadas, podem potencializar a atuação de determinados 

isolados bacterianos que apresentam efeito sinergístico entre si (SILVA et al., 2006). 

Os efeitos destes micro-organismos sobre o desenvolvimento das plantas têm 

sido amplamente estudados em várias culturas e caracterizados pelo aumento no 

índice de germinação das sementes e emergência de plântulas, aceleração do 

crescimento e uniformização das mudas, maior produção, produtividade e 

antecipação da colheita (RAMM et al., 2012). Fazem parte da população residente 

das plantas como epifíticas ou endofiticas e não são fitopatogênicas. Podem ser 

utilizadas: incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e 

raízes, pulverizações na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pós-colheita, 

no aumento de peso de matéria seca da raiz (HOWEL; STIPANOVIC, 1980; 

WHIPPS, 1997; BOWEN; ROVIRA, 1999; MARIANO et al., 2004) 

RPGPs também têm sido relatadas em processos de biorremediação de solo, 

degradando e mesmo mineralizando compostos orgânicos recalcitrantes em 

associação com plantas (ZHUANG et al., 2007).   
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2.1.6 Gêneros bacterianos que fazem parte do grupo das RPCPs 

Bactérias pertencentes a diversos gêneros são consideradas RPCPs: 

Agrobacterium radiobacter (BEIJERINCK; VAN DELDEN, 1902; CONN, 1942), 

Azotobacter, (KLOEPPER, 1983), Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella 

(KLOEPPER, 1983; KLOEPPER et al., 1991; OKON; LABANDERA-GONZALES, 

1994; GLICK, 1995; SPAEPEN et al., 2009), Burkholderia (GLICK, 1995), 

Bradyrhizobium, Acetobacter (BEIJERINCK, 1898), Herbaspirilum (SPAEPEN et al., 

2009), Enterobacter cloacae e Burkholderia cepacia (BURKHOLDER, 1950; 

MARIANO et al., 2004), Rhizobium (YOUNG et al., 2001); Streptomyces 

(WAKSMAN; HENRICI, 1943), Serratia (KLOEPPER, 1983; SPAEPEN et al., 2009), 

Gluconacetobacter, Azoarcus, Arthrobacter (SPAEPEN et al., 2009), Paenibacillus e 

Bacillus sp (COHN, 1872; SPAEPEN et al., 2009). Este último apresentando maior 

período de viabilidade, devido à capacidade de produção de endósporos (PINTO et 

al., 2011).  

Pseudomonas (MIGULA, 1894; KLOEPPER, 1983; KLOEPPER et al., 1991; 

OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994; GLICK, 1995; SPAEPEN et al., 2009) é o 

gênero mais estudado dentro do grupo de rizobactérias capaz de promover o 

crescimento vegetal (FERREIRA et al., 2009), que possuem versatilidade nutricional 

e habilidade de crescer em ampla variedade de ambientes e substratos, tornando-o 

forte competidor na rizosfera. Também, recebem especial atenção no meio cientifico 

pela facilidade de cultivo in vitro e de manipulação genética (HAAS; KEEL, 2003). 

Sua atuação é relevante devido a capacidade de fixar nitrogênio atmosférico 

(HAAHTELA et al., 1983), de produzir fitohormônios (HUSSAIN; VANCURD, 1970), 

de produzir poliaminas (GORIS; KERSTER; DE VOS et al., 1998), solubilização de 

fosfatos (BABALOLA, 2010). Atuando também como agente no controle biológico de 

varias pragas e doenças (MISKO; GERMIDA, 2002); alguns representantes do 

gênero estimulam a nodulação de leguminosas por Rhizobium spp. e 

Bradyrhizobium spp. (POLONENKO et al., 1987) e, ainda que isso não esteja 

diretamente ligado a sua atividade de promoção de crescimento,já foi relatado como 

eficiente na degradação de poluentes (YEE; MAYNARD; WOOD, 1998). 
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2.1.7 Rizobactérias e a promoção do crescimento em plantas 

Os benefícios das RPCPs podem ser observados nas mais variadas espécies 

vegetais e confirma a promoção de crescimento, aumento no volume de raízes, 

maior absorção de água e nutrientes em hortaliças e plantas cultivadas: abóbora e 

alface, (FREITAS; DE MELO; DONZELI, 2003; DIAS, A. et al., 2009), alfafa (OLSEN; 

MISAGHI, 1981), amendoim (KISHORE; PANDE; PODILE, 2005), arroz 

(ASHRAFUZZAMAN et al., 2009), batata (KLOEPPER; SCHROTH; MILLER, 1980), 

berinjela (KUMAR, 1998), beterraba (THRANE et al., 2000), cebola (HARTHMANN, 

2010), couve (DIAS, A. et al., 2009; PINTON et al., 2010), ervilha (KLOEPPER; 

SCHORTH, 1981), feijão (SILVEIRA et al., 1995), grão-de-bico (KUMAR, 1998; 

JOSEPH; RANJAN PATRA; LAWRENCE, 2007), melancia (SANTOS et al., 2008), 

canola do híbrido Hyola 433 (RAMM et al., 2012), melão (SILVA et al., 2010), milho 

(PAN et al., 1999), pepino (LUCON; AKAMATSU; HARAKAVA, 2008), rabanete 

(KLOEPPER; SCHORTH, 1981), rúcula (DIAS, A. et al., 2009),  Salsa (DIAS, A. et 

al., 2009), soja (ARAUJO; HUNGRIA, 1999), sorgo (CHIARINI et al., 1997), tomate 

(DE ARAÚJO; DE CARVALHO, 2009).  

Também foram utilizadas em várias outras plantas de importância econômica 

como plantas ornamentais (YUEN; SCHROTH, 1986), café (FREITAS, 1989), citros 

(FREITAS; VILDOSO, 2004), Camellia sinensis (L.) (SARAVANAKUMAR et al., 

2007), árvores florestais (GARCIA et al., 2004); em espécies arbóreas de interesse 

comercial, Teixeira et al. (2007) obtiveram um aumento substancial no enraizamento 

de estacas de eucalipto, após a inoculação de estirpes de Bacillus e Pseudomonas. 

Já em Pinus, a inoculação da actinobactéria A43 aumentou a produção de massa 

seca da parte aérea e raízes (VASCONCELLOS; CARDOSO, 2009). Representando 

uma alternativa para a agricultura no aproveitamento mais eficaz de fertilizantes e 

como rizo-remediadoras, pela degradação de compostos nocivos às plantas 

(BAKKER et al., 2007) e por elevar a produção sem o uso desenfreado de 

agrotóxicos e adubos químicos (SOKOLOVA; AKIMOVA; VAISHLYA, 2011), 

permitindo uma redução na aplicação de fertilizantes de até 50%, sem haver 

reduções na produtividade (ALVES; DODDEY; URGUIAGA, 2003; ADESEMOYE; 

TORBERT; KLOEPPER, 2009; HAYAT et al., 2010; MIRANSARI, 2011). 
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2.1.8 Sintese de ácido indol acético (AIA) 

Nos modos de ação propostos para os efeitos benéficos causados por RPCPs 

incluem a síntese de fitormônios de plantas como acido 3-indol acético (AIA) que 

regula o crescimento em plantas (LAMBRECHT et al., 2000). 

Fitormônios são substâncias químicas que em baixas concentrações 

promovem o crescimento das plantas, influenciando no seu crescimento, 

desenvolvimento e diferenciação celular de tecidos (SPAEPEN et al., 2009). Por 

causa da capacidade de estimular ou inibir o crescimento de planta, estes também 

são chamados de reguladores de crescimento de plantas. Cinco principais grupos de 

fitormônios são reconhecidos: auxinas, giberelinas, etileno, citocininas e ácido 

abscísico (SAHARAN; NEHRA, 2011). 

As auxinas são os fitormônios mais importantes das plantas e são produzidas 

principalmente na gema apical do caule e transportadas através das células do 

parênquima até as raízes (BARAZANI; FRIEDMAN, 1999).  

Em 1880, Charles Darwin propôs que algum crescimento da planta é regulado 

por ‗um fator que transmite seu efeito de uma parte da planta para outra‘ (DARWIN; 

DARWIN, 1880). Décadas depois, este fator nomeado auxina (do Grego ‗auxein‘ que 

significa ‗crescer‘) foi identificado como ácido indol-3-acético (WENT; THIMANN, 

1937). 

O ácido indol-3-acético (AIA) é a principal forma natural da auxina. Este 

fitormônio funciona como uma chave reguladora para muitos aspectos do 

crescimento e desenvolvimento de plantas, incluído divisão e elongação, 

diferenciação, tropismo, dominância apical, senescência, abscisão e floração 

(WOODWARD; BARTEL, 2005; TEALE; PAPONOV; PALME, 2006). Este efeito no 

desenvolvimento da planta é dependente da concentração do hormônio auxina. 

Concentrações muito altas de auxina inibem a elongação celular e, portanto, o 

crescimento de órgãos. Adicionalmente, a sensibilidade das células a auxina varia 

nas diferentes partes da planta. O caule, por exemplo, é menos sensível a auxina 

que a raiz (TAIZ; ZAIGER, 2004). 
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Nas raízes, os fenótipos associados à auxina melhor caracterizados são o 

aumento dose-dependente do tamanho dos pelos epidérmicos das raízes 

secundárias, o efeito bimodal da concentração de auxina sobre o tamanho da raiz 

primária, e o aumento dose-dependente no número de primórdios radiculares 

laterais e resposta a gravidade (PITTS; CERNAC; ESTELLE, 1998; RAHMAN et al., 

2002; ISHIDA et al., 2008; PERET et al., 2009).  

A biossíntese de auxina nas plantas é bastante complexa. Duas principais 

vias de biossíntese de AIA tem sido proposta para plantas (Figura 1): uma via 

dependente de triptofano (Trp) na qual do acido 3-indol acetico (AIA) e 

biossintetizado a partir do aminoácido triptofano e outra triptofano independente 

(WOODWARD; BARTEL, 2005; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; 

CHANDLER, 2009; NORMANLY, 2010). Na biossíntese de AIATrp-independente, 

glicerol-3-indol fosfato ou indol é provavelmente o percussor, porém pouco é 

conhecido sobre a via bioquímica (OUYANG; SHAO; LI, 2000; ZHANG et al., 2008). 

Na biossíntese de AIA Trp-dependente, várias vias têm sido propostas: (i) via do 

Indol-3-Acetamida (IAM); (ii) via do Ácido Indol-3-Pirúvico (IPA); (iii) via da 

Triptamina (TAM) e (4) via do Indol 3-Acetaldoxime (IAOX) (WOODWARD; BARTEL, 

2005; POLLMANN; MULLER; WEILER, 2006; CHANDLER, 2009; MANO et al., 

2010; NORMANLY, 2010; ZHAO, 2010). 

Não apenas as plantas, mas também outros organismos incluindo fungos e 

bactérias são capazes de sintetizar AIA (ARSHAD; FRNAKENBERG, 1991). Várias 

vias de biossíntese de AIA têm sido identificadas em bactérias, e estas apresentam 

um alto grau de similaridade com aquelas observadas nas plantas (SPAEPEN, 

VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).  

Mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera são capazes de sintetizar 

AIA (PATTEN; GLICK; 1996; KHALID et al., 2004). Estudos relatam evidências para 

existência de mais de uma rota para síntese de AIA em uma única bactéria, as quais 

podem selecionar uma rota particular, dependendo das condições do ambiente 

(PATTEN; GLICK, 1996; DOBBELAERE et al., 1999). 

Cinco diferentes vias utilizando o triptofano como percussor de AIA foram 

identificadas em bactérias: (i) via IAM, (ii) via IPA, (iii) TAM, (iv)via da Indol-3-
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Acetonitrila (IAN) e (v) via da Oxidase da Cadeia Lateral do Triptofano (TSO) (Figura 

1) (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). 

A via da Indol-3-Acetamida (IAM), é a via melhor caracterizada e está 

presente em vários patógenos e pode contribuir para virulência desses isolados por 

produzir grande quantidade de AIA (CARTIEAUX et al., 2003; SPAEPEN; 

VANDERLEYDEN; REMANS, 2007).  

A via IAM consiste de dois passos distintos. Inicialmente a triptofano 

monoxigenase (codificada pelo gene iaaM) converte triptofano a Indol-3-Acetamida 

(IAM).  

Figura 1 – Descrição geral das diferentes vias de síntese dependente e independente 
de triptofano de AIA em bactérias. 

 

 
 
Fonte: Adaptado de: Spaepen, Vanderleyden e Remans (2007). 
 
Nota: IAAld, Indol-3-acetaldeído; IAM, Indol-3-acetamida; IPCD, Indol-3-piruvato descarboxilase; Trp, 

Triptofano. 
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No segundo passo IAM é hidrolisado a AIA e amônia, por uma IAM hidrolase 

(codificada pelo gene iaaH). Ambos os genes foram caracterizados em muitos 

fitopatógenos assim como Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, 

Pseudomonas syringae, Pantoea agglomerans, mas também em bactérias 

simbióticas fixadoras de nitrogênio como, por exemplo, espécies de Rhizobium e 

Bradyrhizobium (SEKINE; WATANABE; SYONO, 1989; CLARK et al., 1993; 

MORRIS, 1995; THEUNIS et al., 2004). 

A via do Indol-3-piruvato (IPA) é a principal via de síntese de auxina em 

plantas. A via IPA foi demonstrada em muitas bactérias assim como no fitopatógeno 

(P. agglomerans), bactérias benéficas para as plantas (Azospirillum, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas e Rhizobium) e 

mesmo cianobactérias (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Esta via ocorre em 

três passos: No primeiro passo o triptofano é convertido em Indol-3-piruvato (IPA) 

por uma aminotransferase; em seguida, o IPA é descarboxilado a indol-3-

acetaldeído (IAAld), o qual é então oxidado a AIA por uma desidrogenase. O passo 

de descarboxilação é catalisado por uma enzima chave, a indol-3-piruvato 

descarboxilase, que é codificada pelo gene ipdC. A inativação desse gene resulta no 

impedimento na produção e AIA, indicando a importância das enzimas codificadas e 

consequentemente a via IPA na biossíntese de AIA (PRINSEN et al., 1993; 

COSTACURTA.; KEIJERS.; VANDERLEYDEN, 1994). 

Na via da triptamina (TAM), o triptofano é inicialmente descarbolxilado a 

triptamina pela enzima triptamina descarboxilase e a triptamina diretamente 

convertida a IAAld por uma amina oxidase. Esta via foi identificada em Bacillus 

cereus pela identificação da atividade descarboxilase (PERLEY; STOWE, 1966) e 

em Azospirillum, a suplementação exógena de triptamina é convertida a AIA 

(HARTMANN; SINGH; KLINGMÜLLER et al., 1983). 

A via do Indol-3-Acetonitrila (IAN) tem sido sugerida e estudada por muitos 

anos em plantas, porém o exato papel ainda permanece em debate. Em bactérias, 

nitrilases com especificidade por IAN foram detectadas (HOWDEN et al., 2009). Na 

bactéria Alcaligenes faecalis e A. tumefaciens, foram identificadas atividades 

nitrilases e amidase indicando a conversão de IAN a AIA (KOBAYASHI et al., 1995). 
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A via da Oxidase da Cadeia Lateral do Triptofano (TSO) foi encontrada 

apenas em Pseudomonas fluorescens CHA0, e nesta o triptofano é diretamente 

convertido a IAAld ignorando a via IPA (OBERHÄNSLI; DE´FAGO; HAAS, 1991). 

Estudos utilizando mutantes knock-out de Arabidopsis thaliana para 

biossíntese de triptofano mostraram que plantas são capazes de sintetizar AIA sem 

o triptofano como precursor e o ponto de ramificação para esta via surge no indol-3-

glicerol fostato ou indol (WOODWARD; BARTEL, 2005). 

Esta via é predominante no caso de suplementação de triptofano ao meio: 

90% da AIA é sintetizado via triptofano independente, enquanto 0,1% é produzido 

pela via IAM (PRINSEN et al., 1993)   

 Esta via foi sugerida na bactéria A. brasilense, no entanto, como nenhuma 

enzima ou gene foram identificados, não existe evidências que suportam essa via 

(SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). 

Em plantas a maioria das AIA são encontradas em uma forma conjugada a 

açúcares ou aminoácidos, denominadas AIA-conjugados; apenas uma pequena 

quantidade de AIA livre está presente. AIA-conjugados estão envolvidos no 

transporte, armazenamento e proteção da degradação enzimática das AIAs. Em 

bactérias a presença de AIA-conjugados foi demonstrada apenas para a bactéria P. 

savastanoi pv. savastanoi. Acredita-se que AIA-conjugados são produzidas por P. 

savastanoi para proteger AIA contra degradação por enzimas das plantas e são 

hidrolisados no interior da planta para ativar AIA, promovendo a formação de galhas 

(GLASS; KOSUGE, 1988).  

Interações entre bactérias que produzem AIA e plantas levam a resultados 

diferentes no que diz respeito à planta, variando da patogênese a fito-estimulação. 

Bactérias utilizam AIA para interagir com as plantas como parte de sua estratégia de 

colonização, incluindo fitoestimulação e evasão dos mecanismos de defesa basal da 

planta. 

O efeito de auxinas em plântulas é dependente da concentração. Mudas de 

plantas distintas respondem diferencialmente a concentrações variáveis de auxinas 
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(SARWAR; FRANKENBERGER, 1994) e tipos de micro-organismos (AHMAD; 

AHMAD; KHAN, 2005). 

Isolados bacterianos que produzem AIA tem efeitos estimulatórios no 

crescimento de plantas. Na cultura do trigo, isolados bacterianos que produzem altas 

quantidades de auxinas, por exemplo, AIA e IAM em solos não esterilizados, 

causam o aumento máximo no crescimento e desenvolvimento da cultura (KHALID 

et al., 2004). Mesmo os isolados que produzem baixas quantidades de AIA, sua 

liberação contínua promove o crescimento da planta (TSAVKELOVA et al., 2007). 

Bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas, especialmente P. 

fluorescens e P. putida são umas das mais importantes promotoras de crescimento 

as quais produzem auxinas e promovem o desenvolvimento de plantas (SAHARAN; 

NEHRA, 2011). Patten e Glick (2002) verificaram que Pseudomonas putida 

aumentou de 35% a 50% o crescimento primário das raízes de canola (Brassica 

campestris), devido a produção de AIA. Eles demonstraram diretamente que o fito-

regulador bacteriano tem um papel importante na elongação da raiz, quando a 

bactéria produtora está associada à planta hospedeira. Efeito semelhante foi obtido 

por Cattelan, Hartel e Fuhrmann (1999), com diferentes isolados de Pseudomonas 

spp. em soja. 

Muitos estudos indicam as bactérias do gênero Pseudomonas 

frequentemente são predominantes na rizosfera, onde têm papel fundamental na 

ciclagem de nutrientes e na fertilidade do solo (ROSALES et al., 1995; PICARD et 

al., 2000). Os resultados provenientes da inoculação dessesmicro-organismos 

podem ser grandemente influenciados pelo conteúdo de nutrientes e tipo de solo 

(PAULA et al., 1992; EGAMBERDIYEVA; HÖFLICH, 2003; ÇAKMAKÇI, et al., 2006). 

Adicionalmente, foi observado que os melhores resultados para inoculação de 

Pseudomonas sp ocorreram para solos com baixos teores de nutrientes. Neste tipo 

de solo a deficiência de nutrientes do solo teria sido compensada pela produção de 

substâncias reguladoras na interface-solo raiz, o que, por sua vez, teria estimulado 

um melhor desenvolvimento das raízes, resultando numa melhor absorção de água 

e nutrientes do solo (EGAMBERDIYEVA, 2007). 
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Estudos de inoculação de batata-doce com rizobactérias produtoras de AIA 

revelaram um significativo aumento no crescimento por permitir uma maior absorção 

de nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio e manganês pela planta (FARZANA; 

RADIZAH, 2005). Espécies de Rhizobium são utilizadas como um bioestimulante e 

biofertilizante para produção de trigo por causa da sua capacidade de produzir AIA e 

subsequentemente aumentar o sistema radicular das plantas, permitindo uma maior 

absorção de N, P e K (ETESAMI et al., 2009). 

Rizobactérias do gênero Serratia sp têm sido incluídas entre as produtoras de 

fitormônios (SRINIVASAN; PETERSEN; HOLL, 1996; BUCHENAUER, 1998). 

Selvakumar et al. (2007), avaliaram o potencial do isolado SEM (MTCC 8708) de 

Serratia marcescens quanto a tolerância ao frio e promoção de crescimento de trigo. 

Foi observado isolado SEM (MTCC) aumentou significativamente a biomassa e 

absorção de nutrientes em mudas de trigo na temperatura de 4ºC e um acréscimo 

na absorção de nutrientes pelas plantas. Este fenômeno foi atribuído à capacidade 

do isolado produzir AIA e solubilizar fosfato, que influenciou positivamente o 

crescimento e desenvolvimento das raízes. 

Isolados bacterianos pertencentes aos gêneros Alcaligens, Bacillus e 

Providencia foram avaliados como inoculantes em plantas de feijão mungo 

(Vignaradiata). As três rizobactérias foram capazes de aumentar a biomassa, o 

tamanho e número de raízes e este resultados foram atribuídos à habilidade dos 

isolados produzirem AIA, solubilizar fosfato e apresentar atividade desaminase 

simultaneamente (AKHTAR; ALI, 2011). 

Bactérias que apresentam mais de uma característica para a promoção de 

crescimento vegetal, como por exemplo, a capacidade de mineralização de 

nutrientes e produção de sideróforos ou solubilização de fósforo e produção de 

auxinas, são desejáveis para uma possível aplicação no campo, proporcionando o 

aumento da produção agrícola (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001). 

Além dos efeitos no tamanho e desenvolvimento das plantas a auxina de 

origem bacteriana desempenha um importante papel na germinação de sementes. 

Azospirillum brasilense Az39 e Bradyrhizobium japonicum E109, são capazes de 

excretar AIA em meio de cultura, numa concentração suficiente para produzir 
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mudanças morfológicas e fisiológicas em tecidos jovens de sementes de milho (Zea 

mays L.) (CASSA‘NA et al., 2009). 

A produção do hormônio, a síntese de auxinas, particularmente o ácido indol-

acético (AIA) promove o crescimento das raízes e a proliferação de pelos 

radiculares, o que pode melhorar a absorção de nutrientes e água do solo e, 

consequentemente, melhorar o crescimento da planta (CABALLERO-MELLADO, 

2006). 

Neste contexto, a produção de reguladores de crescimento vegetal (ou 

fitormônios) tem um papel importante, pois estes podem favorecer o crescimento ou 

alterar mecanismos fisiológicos da planta hospedeira, beneficiando a colonização 

desta por alguns micro-organismos em detrimento de outros. 

2.1.9 Solubilização de fosfato 

Depois do nitrogênio, o fósforo (P) é o segundo mineral limitante do 

crescimento vegetal. No solo, há grandes reservas deste elemento nas formas 

insolúveis, pois é altamente reativo com elementos como alumínio (Al), ferro (Fe) e 

cálcio (Ca), tornando-o indisponível para as plantas, portanto muitos tipos de solos 

são deficientes em fósforo livre (a forma disponível para as plantas), e mesmo em 

solos férteis é encontrado em baixíssimas concentrações (0,1 a 1,0 mg L-1 de 

H2PO4
-). As reservas de fosforo encontradas no solo são, em parte, rochas e outros 

depósitos minerais (Pi), sendo que 30% a 50% do P total do solo é de origem 

orgânica (REIS et al., 2008). 

As plantas são constituídas de cerca de 0,2% do seu peso seco, onde são 

encontrados diferentes compostos orgânicos, tais como fosfo-lipídios, fosfo-

açúcares, fosfatos de inositol, ácidos nucléicos e ATP, sendo  o fosforo um elemento 

chave de várias vias metabólicas e reações bioquímicas tais como inúmeras etapas 

das vias C3 e C4 do ciclo de Calvin e da glicólise,que vêm para o chão pela adição 

de esterco de animais e lixo (BARBER, 1995).  

A maior parte dos componentes orgânicos do P no solo são os fitatos que 

consistem principalmente de inositol hexa-e penta-fosfatos. A enzima fitase é uma 
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das fosfatases responsáveis pela desfosforilação de fitato e, por conseguinte, 

desempenha um papel fundamental na nutrição de plantas (UNNO et al., 2005).  

Um grande número de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e 

fungos filamentosos têm sido utilizados para a produção de fitase como 

Pseudomonas, Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, Klebsiella, E. coli, 

Enterobacter sporotrichum, Rhizomucor, Azospirillum, entre outros (RICHARDSON; 

HADOBAS, 1997; KEROVUO et al., 1998; IDRISS et al., 2002; JAVED et al., 2010.). 

De acordo com Venieraki et al. (2011), as bactérias solubilizadoras de 

fosfatos dissolvem o fosfato insolúvel pela produção de ácidos orgânicos no meio 

em que o micro-organismo se desenvolve cuja ação tem sido atribuída às suas 

propriedades quelantes, possibilitando a formação de complexos estáveis com os 

íons Ca+2, Fe+3 e Al+3. O ácido mais freqüentemente observado entre os 

solubilizadores de fosfatos é o ácido glucônico, mas foram observados também 

ácidos cetoglucônico, lático, isovalérico, isobutírico, acético, glicólico, malônico e 

succínico em diferentes espécies de RPCP (KUCEY; JANZEN; LEGGET, 1989; 

RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999; KHAN et al., 2009). 

As populações bacterianas solubilizadoras de P são consideravelmente altas 

em solos rizosféricos, incluindo bactérias dos gêneros Rhizobium, Enterobacter, 

Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia, Achromobacter, entre 

outras (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; RODRIGUEZ et al., 2006). 

O fósforo apresenta efeitos diretos e indiretos sobre a vegetação. Seu 

aumento tem efeito positivo na quantidade e qualidade das produções agrícolas 

(efeitos diretos). Através dos efeitos das interações indiretas, o fósforo aumenta as 

respostas do nitrogênio e do potássio nas produções agrícolas e tem efeitos 

positivos na fixação de nitrogênio, na manutenção da matéria orgânica, na 

capacidade de retenção de umidade, no controle da erosão e em outras 

propriedades físicas e químicas do solo. Todos esses efeitos positivos resultam em 

aumento da produção agrícola, produtividade continua e conservação do solo 

(BANNANTE, 1998). 
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A insustentabilidade do sistema atual de produção de alimentos ocorre devido 

ao uso abusivo de fertilizantes químicos onde a maioria dos solos agrícolas contém 

grandes reservas de fósforo acumulado, como conseqüência de aplicações 

regulares de fertilizantes. Contudo, uma grande porção é rapidamente imobilizada 

após a aplicação, pois dependendo do pH e tipo de solo, torna-se indisponível as 

plantas (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999). Pode ser que apenas 10% do fosfato 

adicionado sejam realmente utilizados pelas plantas, enquanto os outros 90% 

escorrem para o ambiente ou ficam retidos no solo em formas não-assimiláveis 

(ADESEMOYE; KLOEPPER, 2009 b). 

Atualmente, cerca de 50% dos fertilizantes fosfatados utilizados são 

importados, o que compromete a sustentabilidade da agricultura (BRASIL, 2009). 

Ainda que uma bactéria solubilizadora de fosfato não substitua completamente a 

aplicação do fertilizante, uma vez que cultivos sucessivos sem adição de P externo 

irão esgotar o solo, como aconteceu na Europa no século XIX (DAWSON; HILTON, 

2011). Esta pode aumentar drasticamente a eficiência do fertilizante que for 

adicionado à lavoura sendo possível adicionar quantidades menores de fosfato 

enquanto a planta aumenta a biomassa, comparado a um controle não-inoculado e 

completamente fertilizado (PANHWAR et al., 2011).  

Os micro-organismos solubilizadores de fosfatos, aliados ou não a outros 

micro-organismos benéficos do solo, podem aumentar a taxa de crescimento das 

plantas (CHABOT; ANTOUN; CESCAS, 1993; KIM; JORDAN; McDONALD, 1998; 

SINGH; KAPOOR, 1999), por apresentarem a capacidade de solubilização de 

fosfatos existentes no solo ou adicionados na forma de fertilizantes (WHITELAW, 

2000; RICHARDSON, 2009) ou pela liberação de hormônios, solubilização de outros 

nutrientes, como K, além de apresentarem efeito comprovado na interação com 

micorrizas, fixadores de nitrogênio e promotores de crescimento vegetal (MEDINA et 

al., 2006; KHAN; ZAIDI; WANI,  2007; RICHARDSON, 2009; VASSILEVA et al., 

2010). 

2.1.10 Antibiose 

Dentre os diversos mecanismos específicos que as rizobactérias utilizam para 

promover a supressão de patógenos se inclui a antibiose (WEI; KLOEPPER; 
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TUZUN, 1991; KOKALIS-BURELLE; KLOEPPER; REDDY, 2006; BOTELHO et al., 

2006; MANSOOR; SULTANA; EHTESHAMUL-HAQUE, 2007), uma interação entre 

organismos na qual um ou mais metabólitos produzidos por um organismo tem efeito 

nocivo sobre o outro (BETTIOL, 1991), inibindo a germinação e crescimento ou 

inativando a célula por toxicidade química (SILVEIRA, 2001).  

Microrganismos antagônicos têm sido avaliados como um meio de controlar 

podridões radiculares causadas por Fusarium sp em cravo (MICHAEL; NELSON, 

1972), trigo (STEVENSON, 1956), soja (CUBETA; HARTMAN.; SINCLAIR, 1985), 

cebola (UTKHEDE; RAHE, 1983). Destacando-se, devido ser uma alternativa para 

prevenção e controle de doenças e pragas na agricultura (SOUZA, 2001; MARIANO 

et al., 2004), que operam em ação conjunta ou isoladamente (CORRÊA; BETTIOL; 

MORANDI, 2009).  

Os gêneros bacterianos que mais se ressaltam são: Pseudomonas putida e 

fluorescens (CAMPOS SILVA et al., 2008), Bacillus, Azospirillum, Enterobacter, 

Serratia, Burkholderia, Paenibacillus, Klebsiella, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 

Azoarcus, Arthrobacter (SPAEPEN et al., 2009), Streptomyces (CAMPOS SILVA et 

al., 2008; FARIAS et al., 2009), Frankia, Bradyrhizobium (PEREIRA et al., 2008), 

Azotobacter (SANTOS, 2009), Agrobacterium, Rhizobium (RODRÍGUEZ; FRAGA, 

1999) e representantes da familia Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008). 

Os testes de antagonismo in vitro têm a capacidade de detectar a ação 

antibiótica, utilizados por agentes de controle biológico sobre fitopatógenos. Essa 

técnica, normalmente é realizada sobre placas com Agar, mensurando-se o halo de 

inibição entre as colônias, que varia de acordo com a eficiência do metabólito 

produzido pelo agente de controle biológico (MARIANO, 1993).  

Antibióticos antifúngicos têm função de controlar biologicamente patógenos 

de plantas (POTERA, 1994) e fungos pós-colheita (KLISH et al., 1993). Várias 

dessas substâncias antifúngicas têm sido caracterizadas e muitas são polipeptídeos 

compostos em sua maioria por aminoácidos e alguns outros resíduos. Como 

exemplo tem-se a fungicina M-4 produzida pelo Bacillus licheniformis, a qual é 

composta por 34 resíduos de aminoácidos de sete tipos (LEBBADI et al., 1994) e a 
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Rhizoctina A, produzida pelo Bacillus subtilis ATCC6633 que é um phosphono-

oligopeptídeo (KLUGER, 1991). 

Também podem ser citados antibióticos como fenazinas, fluoroglucinol, 

pirrolnitrina, pioluteorina (WELLER; THOMASHOW; 1993), fungicidas, nematicidas 

(SOUSA, 2006) e cianeto de hidrogênio (HCN), sendo a produção destes compostos 

regulados por meio de um ―quorum-sensing‖. Este mecanismo no qual as bactérias 

se comunicam através de sinalizadores que são pequenas moléculas difusíveis, 

sendo em Gram-negativas moléculas do tipo N-acilhomoserina lactonas (AHLs) 

(OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003; BOTELHO et al., 2006).  

Segundo Brunetta et al. (2007) a eficácia no controle de patógenos através 

dos antibióticos depende da suscetibilidade da população do patógeno-alvo. Assim, 

a introdução de diferentes isolados de rizobactérias que produzem antibióticos e que 

diferem no modo de ação, pode resultar num controle mais eficaz e reduzir a 

inconsistência do controle. 

O antagonismo exercido pelas bactérias sobre os fungos pode ser através de 

competição por nutrientes, espaço, produção de sideróforos, antibiose, produção de 

enzimas hidrolíticas (GERHARDSON, 2002). Também pode atuar por meio de 

outros mecanismos de antagonismo, como produção de compostos voláteis 

inibitórios. Estes compostos apresentam baixa massa molecular, podendo pertencer 

a classes químicas dos alcoóis, aldeídos, cetonas, ésteres, lactonas, compostos de 

enxofres e terpenos (WHEATLEY, 2002). Os compostos voláteis podem reduzir ou 

até mesmo inibir a germinação de esporos de diversos fungos (CHUANKUN et al., 

2004).  

Muitos fitopatógenos como Aphanomyces spp, Fusarium oxysporum, 

Gaeumannomyces graminis, Phytophthora spp, Pythium spp, Rhizoctonia solani, 

Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola e Verticillium spp, são negativamente 

afetados por RPCPs por meio da produção de metabólitos bacterianos, tais como 

antibióticos, cianeto de hidrogênio (HCN), quelantes de ferro (sideróforos) e 

degradação da parede celular por enzimas (KLOEPPER et al., 1999).  
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Em trabalho realizado por Wheatley (2002) sobre interações mediadas por 

voláteis entre uma ampla gama de fungos e bactérias de solo, demonstrou-se que 

dependendo do isolado bacteriano, o crescimento micelial dos isolados fúngicos era 

estimulado em até 40% ou inibido em até 60%. 

De acordo Bettiol e Morandi (2009), no Brasil, diversos produtos biológicos 

estão disponíveis para utilização, dentre esses podem se citados: estirpes fracas de 

Citrus tristeza vírus (CTV) para premunização contra atristeza dos citros; estirpes 

fracas de Papaya ringspot virus-watermelon strain (PRSV-W), para premunização 

contra o mosaicoda abobrinha; Hansfordia pulvinata para o controle do mal-das-

folhas da seringueira; Acremonium sp para o controle da lixa do coqueiro; 

Clonostachys rosea para o controledo mofo cinzento; Bacillus subtilis para o controle 

de diversas doenças; Trichoderma spp. para o controle de patógenos de solo e 

substrato e da parte aérea. 

 Segundo Mariano et al. (2004), já existem diversos produtos biológicos a 

base de BPCP sendo comercializados no mundo (Tabela1), embora no Brasil ainda 

não exista registro para nenhum dos relacionados.  

O produto comercial serenade®  da Agraquest encontra-se em fase de 

registro para sua comercializacao no Brasil (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). 

Dados recentes revelam que B. subtilis é capaz de produzir substancias 

voláteis com atividade antifúngica (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010), no 

entanto, muitas dessas substâncias volateis produzidas por este micro-organismo 

são ainda desconhecidas (KAI  et al., 2007).  

Chen et al. (2008), encontraram 14 compostos volateis de B. subtilis, 

identificados atraves da cromatografia gasosa de espectro de massa (CG-MS), com 

aparente fonte de compostos bioativos.  

A natureza antifungica de alguns dos compostos, tais como 2-etil-hexanol, 

2,4-bis (2-metilpropil) fenol, 4-hidroxibenzaldeido e 2-nonanona, foi também 

demonstrada em outros patossistemas (WANG et al., 2004, ALMENAR et al., 2007). 
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Tabela 1 – Produtos biológicos a base de BPCP comercializados no mundo. 
 

Produto Organismo Organismo-Alvo Fabricante 

 
Actinovate  

Streptomyces 
lydicus  

Doenças causadas por 
patógenos habitantes do solo  

             NaturalInd.,Inc.  
(USA)  

BioJect  
Spot-Less  

Pseudomonas  
aureofaciens 

Colletotrichum sp, Pythiym 
aphanidermatum 

    EcoSoil Systems, Inc 
(USA) 

Bio-Save  
10LP  
Bio-Save  
110  

P. syringae  
Botrytis cinerea, Penicillium 
spp., Mucor pyriformis, 
Geotrichum candidum  

    EcoScienceCorp.  
(USA)  

BlightBan  
A506  

P. fluorescens, 

A506  

Erwinia amylovora e 
bactérias nucleadoras de 

gelo (INA
+

)  

                   NuFarm  Inc.  
(USA)  

Cedomon  
Pseudomonas 
chlororaphis  

Manchas foliares de cereais, 
Fusarium sp  

                    BioAgri AB  
(Suécia)  

Companion  
Bacillus 
subtilis GBO3, 
Bacillus spp.  

Rhizoctonia, Pythium, 
Fusarium e Phytophthora  

                  Growth Products  
(USA)  

Deny  
Burkholderia 
cepacia Tipo 
Wisconsin  

Rhizoctonia spp., Pythium 
spp. e Fusarium spp. e 
alguns nematóides  

  StineMicrobial Products  
(USA)  

EcoGuard  
B.licheniformis 
SB 3086  

Sclerotinia homeocarpa em 
gramados  

NovozymesBiologicals,  Inc.                                
(USA) 

Galltrol  
Agrobacterium 
radiobacter  

Agrobacterium tumefaciens  
                             AgBiochem 
                                   (USA)  

HiStick N/T  
B.subtilis 
MBI600 + 
Rhizobium  

Fusarium spp., Rhizoctonia 
spp. e Aspergillus  

       Becker Underwood  
(USA)  

Intercept  
Burkholderia  
cepacia  

Rhizoctonia solani., Pythium 
spp., e Fusarium spp.  

    Soil Technologies Corp. 
 (USA)  

Kodiak  
B. subtilis 
GBO3  

Rhizoctonia solani,  
Fusarium spp., Alternaria spp 
e Penicicillium spp 

Gustafson, Inc. 
( USA)  

Mycostop  
Streptomyces 
griseoviride  
K61  

Alternaria Phomopsis spp., 
Botrytis spp., Pythium spp., 
Phytophthora spp. e 
Fusarium spp.  

Kemira Agro Oy  
(Finlândia)  

Nogall  A. radiobacter  A. tumefaciens  
Bio-care technology 

(Austrália ) 

Rhizo-Plus  
Bacillus 
subtilis FZB24  

R. solani, Fusarium spp., 
Alternaria spp., Sclerotinia, 
Verticillium, Streptomyces 
scabies  

          KFZBBiotechnik GmbH  
(Alemanha)  

Serenade  
B. subtilis  
QWT713  

Míldio, oídio, mancha de 
Cercospora, queima da 
macieira e outros  

Agra Quest, Inc.  
(USA)  

Subtilex  B. subtilis  
Rhizoctonia spp.,  
Pythium spp. e Fusarium spp  

Becker Underwood  
(USA)  

YieldShield  
B.pumillus 
GB34  

Doenças causadas por 
patógenos habitantes do solo  

Gustafson Inc.  
(USA)  

Fonte: Adaptado de: MARIANO et al. (2004). 
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A relação entre microrganismos e compostos voláteis ainda não está 

totalmente compreendida e muitos compostos ainda continuam sendo identificados 

(CHUANKUN et al., 2004).  

2.1.11 Importância dos sistemas automáticos na identificação de RPCPs 

Estima-se que menos de 1% dos micoorganismos existentes no planeta 

tenham sido caracterizados e descritos a despeito da grande importância na 

manutenção da biosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

As técnicas fenotípicas, comumente utilizadas, demandam tempo maior de 

análise e, na maioria dos casos, são necessários vários testes para uma 

identificação em nível de espécie (GANDRA et al., 2008; TAMARAPU; MCKILLIP; 

DRAKE, 2001), podendo ocorrer variabilidade de resultados, como ocorrência de 

resultados falso-negativos, reflexo da ação de fatores ambientais sobre a expressão 

gênica, (FARBER et al., 2001; MARIN; LEMOS; FREITAS, 2006). 

A necessidade de padronização de provas, agilidade do processo e redução 

de custos impulsionou o surgimento de sistemas comerciais que podem variar entre 

manuais, semi-automatizados e automatizados. Estes sistemas permitem a 

inoculação simultânea de uma série de provas bioquímicas miniaturizadas, cujos 

resultados podem ser obtidos em curtos períodos de tempo (de duas a quatro horas) 

caso a detecção seja baseada na presença de enzimas e/ou produtos celulares pré- 

sintetizados, ou em períodos mais extensos caso o sistema seja dependente do 

crescimento bacteriano (ASLANZADEH, 2006).  

Entre os sistemas comerciais mais difundidos está o VITEK 2 Identification 

System® (bioMerieux) Compact-colorimétrico,que de acordo com Nakasone et al. 

(2007), foi avaliado pelo desempenho, precisão e rapidez para identificar isolados de 

diversas espécies de bactérias, sendo altamente aceitável nos laboratórios de 

microbiologia.  



39 

 

2.1.12 Importância de técnicas moleculares no estudo da identificação e 

diversidade de RPCPs 

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular trouxe notáveis 

avanços para a identificação de micro-organismos. Os ensaios baseados na análise 

de DNA têm como vantagem a utilização de uma informação estável e independente 

da necessidade de condições para ativação ou inativação de expressão dos genes 

(JAMNNES; DE VOS, 2009; NOCKER; BURR; CAMPER, 2007). 

A utilização de técnicas moleculares para identificar os micro-organismos do 

solo é fundamental para o estudo da ecologia da rizosfera, porque é rápido, não 

exige qualquer conhecimento prévio de micro-organismos para a caracterização e os 

resultados são bases de dados globais (PÜHLER et al., 2004). 

A introdução da PCR, em diagnóstico microbiano, estabeleceu uma 

alternativa viável aos métodos tradicionais de cultura (MARLONY et al., 2003). Esta 

técnica apresenta diversas vantagens em relação aos métodos convencionais, como 

maior poder de tipificação e discriminação, maior rapidez, bom limite de detecção, 

maior seletividade, especificidade, potencial para automação e a possibilidade de 

trabalhar com bactérias que não são cultiváveis em meios de cultura normalmente 

utilizados (BUSH; NITSCHKO, 1999).  

A evolução de alguns genes de bactérias processa-se numa taxa constante 

por mutação e seleção darwiniana e a historia evolutiva do gene RNAr 16S 

aproxima-se da historia evolutiva do genoma total, tornando-se, desta forma, 

aceitável reconstruir relações evolucionarias entre bactérias a partir da divergência 

das seqüências entre seus genes de RNAr 16S (VAN BERKUN et al., 2000).  

Segundo Gevers et al. (2006) a taxonomia é tradicionalmente dividida em três 

partes: 

1. Classificação: ordenação dos organismos em grupos taxonômicos com 

base na similaridade entre eles. 

2. Nomenclatura: rotulagem das unidades definidas na classificação. 
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3. Identificação dos organismos desconhecidos: determinações de quais 

organismos pertencem às unidades genômicas e ecológicas pré-existentes. 

A espécie é a unidade básica da taxonomia bacteriana, definida como um 

grupo de estirpes, incluindo a estirpe tipo, que compartilham 70% ou mais de 

hibridização DNA-DNA (WAYNE et al., 1987). É uma categoria que circunscreve um 

grupo de indivíduos (estirpes/isolados) coerentes genomicamente, que apresentam 

um alto grau de similaridade, em muitos aspéctos independentes, testados 

comparativamente sob condições padronizadas (STACKEBRANDT et al., 2002).  

Nesta abordagem uma arvore filogenética de RNAr 16S é a base para 

construir a classificação das bactérias e a validação multidimensional é feita 

examinando-se as varias características moleculares e fenotípicas dos organismos 

em questão. Esta metodologia é considerada a abordagem padrão na sistemática 

bacteriana moderna (BOONE et al.  2001; STACKENBRANDT et al., 2002). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Obtenção e cultivo  

Os isolados utilizados neste estudo estavam misturados em caldo nutritivo, 

contidos em Balão de Erlenmeyer, denominados ALF, T3, T6 e T7, previamente 

removidos de raízes de plantações de hortaliças do Centro de Ciências Agrárias 

(CECA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) - Municipio de Rio 

Largo/Alagoas, do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Município de Satuba/Alagoas 

e feira livre de orgânicos de Arapiraca e Santana do Mundaú/Alagoas, 

respectivamente. As misturas bacterianas foram cedidas pela Professora Dra. Tânia 

Marta Carvalho dos Santos, Coordenadora do Laboratório de Microbiologia do 

Centro de Ciências Agrárias (CECA) da UFAL. 

No Laboratório de microbiologia de alimentos e de Microbiologia Clinica do 

LACEN foram realizadosas repicagens dos isolados, utilizando-se inicialmente uma 

alíquota de 100μL de cada mistura, distribuída em diferentes meio de cultura (Agar-

sangue e Levin,preparados de acordo com as recomendações dos fabricantes), em 

placas de Petri de 9,0 cm de diâmetro, espalhadas com alça de Drigalsky e, em 

seguida,as culturas foram incubadas em incubadora BOD a 28ºC. O mesmo 

procedimento foi repetido em meio BD CHROM agar, onde as colônias formadas 

com coloração e morfologia diferentes, foram repicadas com alça de platina, 

sussessivamente, para o meio BD CHROM Agar; -BD MPac-Agar-Pseudomonas e 

Agar-Cled – BIOGEN, por ser um meio deficiente em eletrólitos, possibilitando o 

isolamento do gênero Proteus sp, devido os isolados presentes serem móveis, 

facilitando a contaminação entre os mesmos. 

3.2 Testes bioquímicos para identificação dos isolados 

As colônias isoladas foram submetidas aos testes bioquímicos no Laboratório 

de microbiologia Clinica do LACEN. Para o teste de Gram foi utilizado o método da 

coloração de Gram de acordo com Mariano e Silveira (2005), que é baseado na 

capacidade das paredes celulares de bactérias Gram-positivas de reterem o corante 

cristal violeta no citoplasma durante um tratamento com etanol-acetona enquanto 

que as paredes celulares de bactérias Gram-negativas não o fazem. 

http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=ifal%20agrot%C3%A9cnica%20de%20satuba&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CC4QFjAB&url=http%3A%2F%2Fifal.edu.br%2F%3Fq%3Dnode%2F1905&ei=c02eUYngLee90QGT_4GwDg&usg=AFQjCNFyfv9klTJKllv-HdFbPVF1fzuSow&bvm=bv.46865395,d.dmQ
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Os testes bioquímicos: Ala-Fe-Pro Arilamidase, Adonitol, L-Pirrolidonil-

Arilamidase, L-Arabitol, D-Celobiose, Beta galactosidase, Produção de H2S, Beta-N-

acetil-glucosaminidase, Glutamil Arilamidase pNA, D-Glucose, Gama-glutamil-

transferase, Fermentação/glucose, Beta-Glucosidase, D-Maltose, D-Manitol, D-

Manose, Beta-Xilosidase, Beta-Alanina arilamidase pNA, L-Prolina Arilamidase, 

Lipase, Palatinose, Tirosina Arilamidase, Urease, D-Sorbitol, Sacarose, D-Tagatose, 

D Trealose, Citrato (Sódio), Malonato, 5-ceto-D-Gluconato, Alcalinização LLactato, 

Alfa-Glucosidase, Alcalinização Succinato, Beta-N-Acetil Galactosaminidase, Alfa-

Galactosidase, Fosfatase, Assimilação Glicina Arilamidase, Ornitina Descarboxilase, 

Lisina Descarboxilase, Assimilação de L Histidina, Cumarato, Beta-Glucoronidase, 

Resistência O/129, Glu-Gli- ArgArilamidase, Assimilação L-Malato, ELLMAN, 

Assimilação L-Lactato, foram realizados utilizando o sistema automatizado Vitek 2, 

que Utiliza cartões compostos por micro-poços contendo substratos liofilizados, com 

provas bioquímicas para identificação dos micro-organismos e leitura de provas 

miniaturizadas, e como controle negativo,  um poço que é utilizado como referência 

do valor de base, compreendendo um total de 47 provas bioquímicas. 

Colônias de cada isolado, com 18-24 horas de cultivo foram ressuspensas em 

NaCl  -0,85%, em tubo de ensaio, para ser conectado através de um pequeno tubo, 

ao cartãocom provas bioquímicas miniaturzadaspara bactéria Gram – ou + e em 

seguida, foram colocados no Vitek 2, para leitura e  identificação dos isolados, de 

acordo com as especificações do fabricante. 

Os resultados dos testes bioquímicos realizados no VITEK 2, são obtidos em 

tempo aproximado de 3 horas e classificados em categorias, dependendo do grau 

de discriminação, sendo excelente (96-99% de probabilidade), muito bom (93-95% 

de probabilidade), bom (89-92% de probabilidade), aceitável (85-88% de 

probabilidade), além de fraca discriminação e não identificado (OTTO-KARG et al., 

2009). 



43 

 

3.3 Ánalises das sequências do RNAr 16S 

3.3.1 Extração de DNA genômico e identificação dos isolados pelo 

seqüenciamento do gene RNAr 16S 

No Laboratório de Pesquisa e Recursos Naturais (LPqRN) – do Instituto de 

Química e Biotecnologia – UFAL, cada isolado bacteriano foi cultivado em 10 mL de 

meio líquido caldo nutriente (Himedia) em tubos de vidro com 15 cm x 1,5 cm com 

tampa de rosca, sob agitaçãode 142 rpm à 28 ºC durante 48 horas.Cada cultura 

líquida foi centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente, 

utilizando-se centrífuga Eppendorf (mod. 5415C) e o sobrenadante descartado. O 

DNA genômico total foi extraído, segundo protocolo de Ausubel et al. (1992),  

quantificado em gel de agarose a 8% em tampão Tris Acetato EDTA (TAE) e corado 

com brometo de etídio a 0,5 μg/mL.  

Para comparação e quantificaçãodo DNA foi utilizado o marcador 100 pb 

(Ludwig Biotec) e em seguida o DNA foi visualizado em transluminador UV e 

documentado com um sistema digital (DigiDoc-It® Imaging System). 

3.3.2 Amplificação do RNAr 16S bacteriano 

No Laboratório de Biologia Vegetal (BIOVEG) - CECA, foi realizada a 

amplificação de aproximadamente 500 pares de bases (pb) do RNAr 16S bacteriano, 

utilizando os primers universais EUBF 933: 5‘ GCACAAGCGGTGGAGCATGTG e 

EUBr 1387: 5‘ GCCCGGGAACGTATTCACCG  (IWAMOTO et al., 2000). Os 

reagentes utilizados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e as suas 

respectivas concentrações estão descritos na Tabela 2. 

As reações foram realizadas para um volume final de 50 µl e conduzidas em 

termociclador (Veriti® Thermal Cycler - Applied Biosystems) ao longo de 35 ciclos de 

amplificação, em quatro etapas distintas: 

ETAPA 1: Desnaturação da fita de DNA viral a 94 ºC por 30 segundos. 

ETAPA 2: Anelamento dos primers a 56 ºC por 1 minuto.  

ETAPA 3: Extensão das novas fitas de DNA a 72 ºC por 1 minuto. 

ETAPA FINAL: Extensão final a 72 ºC por 10 minutos.  

http://www.uvp.com/manuals/81021801.pdf
http://marketing.appliedbiosystems.com/mk/get/VERITI_MS_LANDING
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Tabela 2 – Concentração final dos reagentes utilizados para reação de PCR/Região 
ITS 16S. 

 
Componentes Concentração  final 

Água Milli-Q                                                              q.s.p 

Tampão 10 X 1 x 

MgCl2 3mM 

DNTPs 0,2mM 

Primer EUBF933 0.5µM 

Primer EUBR1387 0.5µM 

Taq DNAPolimerase 2,5 U 

DNA 40ng 

Fonte: Autora, 2012. 

Os fragmentos de RNAr 16S bacteriano amplificados foram submetidos à 

eletroforese a 4V/cm, em gel de agarose a 1,2% e em seguida corado com brometo 

de etídio (EtBr). Para estimar o peso molecular da amostra foi utilizado um marcador 

de 100 pb (Ludwig Biotec) e em seguida o RNAr 16S foi visualizado em 

transluminador UV e fotografado com um sistema digital (DigiDoc-It® 

Imaging System).  

3.3.3 Sequenciamento do fragmento de RNAr 16S bacteriano 

O seqüenciamento direto dos produtos de PCR foi realizado pela empresa 

MACROGEN Inc, Seoul, Coréia do Sul. As sequências obtidas foram alinhadas com 

sequências depositadas no banco de dados do GenBank/NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/) ‖National Center for Biotecnology Information‖ utilizando a 

ferramenta BLAST, ―Basic Local Alignment Search Tool‖ (ALTSCHUL et al., 1997). 

Para determinar a porcentagem de identidade de sequência nucleotídica entre 

os isolados bacterianos desse trabalho e outras sequências de bactérias 

depositadas no GenBank, foram realizadas análise adicionais de comparação par a 

par de nucleotídeos (pairwise) com o programa DNAMan v.6.0 (LynnonCo.), 

utilizando a opção alinhamento ótimo seguindo parâmetros: Ktuple = 2, Gap penalty 

= 7,Gap open = 10, Gap extension = 5. 

http://www.uvp.com/manuals/81021801.pdf
http://www.uvp.com/manuals/81021801.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3.4 Análise filogenética 

A análise filogenética constituiu-se da construção de uma árvore com base no 

método ―Maximum Likelihood” (Máxima Verossimilhança), utilizando 

aproximadamente 400 nucleotídeos da região RNAr 16S dos isolados e outras 

sequências nucleotídicas de bactérias mais proximamente relacionadas já 

depositadas no GenBank. Para análise de Máxima Verossimilhança, as sequências 

nucleotídicas foram inicialmente alinhadas com a ferramenta MUSCLE disponível no 

programa MEGA 5.05 (KUMAR; TAMURA; NEI, 2004).  

O alinhamento foi posteriormente utilizado para determinação do melhor 

modelo de substituição de nucleotídeos com a ferramenta ―Find Best-Fit Substitution 

Model‖, disponível no mesmo programa. O melhor modelo de substituição escolhido 

foi o Kimura 2 Parâmetros, o qual leva em consideração as taxas de substituição 

transicional (A <-> G, purina para purina, ou T <-> C, pirimidina para pirimidina ) e as 

taxas de substituição transversional (purina para pirimidina, ou vice-versa). O modelo 

assume também que todas as bases são igualmente frequentes (KIMURA, 1980). A 

confiabilidade dos ramos na árvore foi calculada por análise ―bootstrap‖ com 10.000 

replicações. 

3.4 Determinação do ácido indolacético (AIA) 

No LPqRN do Instituto de Química e Biotecnologia-UFAL, cada isolado foi 

multiplicado pelo método de riscas sobre meio NYDA (extrato de carne 3, peptona 5, 

glicose 10, extrato de levedura 5, ágar 18),em placas de Petri, de acordo com 

Mariano e Silveira (2005). As colônias com 24 horas de crescimento foram 

removidas da superfície do meio de cultura com alça de platina e colocadas em 

tubos de ensaio com 0,5 mL de água destilada estéril (ADE). A suspensão 

bacteriana foi preparada de modo a se obter uma concentração padrão de 107 

celulas/mL, de acordo com a Escala de MacFarland (MacFarland, 1970). 

Sob agitação em vortex, foi transferido 1 mL de cada suspensão bacteriana 

para Erlenmeyer com 49 mL de caldo nutriente, pH 7. As culturas foram mantidas a 

28 °C, no escuro, sob agitação constante de 142 rpm e após 24 horas, foi transferido 

uma alíquota de 0,5 mLda suspensão bacteriana para frascos erlenmeyer, com 45 

mL do mesmo meio suplementado com 200 μg/mL-1 de triptofano (Merck) (1 mM), 
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pH 7,0. As culturas foram mantidas a 28 °C, no escuro, sob agitação constante de 

142 rpm. Foram coletadas alíquotas de 13 mL de suspensão bacteriana, a cada seis 

horas, e em seguida agitadas por cinco minutos, de onde foi retirado 3 mL para 

quantificação da densidade ótica (DO) a 600 nm, e 10 mL centrifugadas a 7.000 xg 

por 10 minutos a 15°C e o sobrenadante coletado para análise da quantificação de 

AIA. 

 A quantidade de AIA por mL de sobrenadante da cultura foi estimada 

conforme o protocolo de Gordon e Weber (1951), com modificações, que consistiu 

de uma mistura de 2 mL de reagente de Salkowski (SALKOWSKI; EHMANN, 1977) 

(FeCl3.6HO 2% + H2SO4 37%) com 1 mL do sobrenadante da cultura, a qual foi 

reservada por 30 minutos em ambiente escuro para reação colorimétrica. 

A intensidade de cor foi determinada em espectrofotômetro, UV / VIS (Perkin 

Elmer UV / VIS Lambda 2), com leitura de absorbância a 530 nm conforme Asghar 

et al. (2002). Foi utilizado o caldo nutriente (1 mL) como ―branco‖ e caldo nutriente 

com adição de 200 μg/mL-1 de triptofano (1 mL) como controle negativo. A 

concentração de AIA foi estimada utilizando uma curva padrão preparada com o 

meio de cultura, com adição de 200 μg/mL-1 de triptofano e quantidades conhecidas 

do hormônio, as quais foram obtidas por meio de diluições de 1,0 a 200 mg/mL-1 de 

AIA comercial padrão (Sigma-Aldrich) (GALDIANO JUNIOR et al., 2011). O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e três 

repetições. As análises foram realizadas utilizando-se o software estatístico 

SISVAR® versão 5.3 de acordo com Ferreira (2008). 

3.5 Solubilização de fosfato 

No LPqRN do Instituto de Química e Biotecnologia-UFAL o teste de 

solubilização de fosfato foi realizado ―in vitro” para determinar a capacidade dos 

isolados solubilizar fosfato, pelo uso do meio sólido contendo fosfato.  

A metodologia utilizada foi descrita por Cattelan (1999), adaptada de 

Katznelson e Bose (1959), na qual se utilizou o meio 1/10 NYDA (MARIANO, 2005), 

acrescido de CaHPO4. O precipitado fino de CaHPO4  resultou da reação de 50 mL 

da solução de K2HPO4  0,57 M e de 100 mL da solução de CaCl2 0,9 M adicionados 

a 850 mL de 1/10 NYDA. As soluções e o meio foram autoclavados separadamente. 
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O pH do meio foi ajustado para 7,0 e distribuído em placas de Petri de 9,0 cm de 

diâmetro.Utilizando-se alça de platina cada isolado foi repicado para quatro placas. 

As culturas foram incubadas a 28 ºC, por sete dias e observados halos de 

solubilização de fosfato em torno das colônias. O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado com seis tratamentos e quatro repetições de acordo com 

Ferreira (2008). 

3.6 Antagonismo indireto a fungos fitopatogênicos (compostos voláteis) 

No LPqRN do Instituto de Química e Biotecnologia-UFAL, as seis 

rizobactérias em estudo foram avaliadas quanto ao antagonismo indireto aos fungos 

fitopatogênicos: Pythium sp, Colletotrichum sp (mandioca), Colletotrichum musae 

(banana), Colletotrichum sp (tomate), Colletotrichum sp (fava), Cercosporidium sp 

(uruçu), Curvularia sp (cana-de-açúcar) e Sclerotium sp (fava), pertencente da 

coleção da Clínica de Diagnose Vegetal do CECA, cedidos pelo Professor Dr. 

Gildemberg Amorim Leal Junior. 

O método usado foi o de placas sobre postas, também chamado de método 

para detecção de metabólitos voláteis (CATELLAN, 1999). Em placa de Petri de 6,0 

cm contendo meio BDA, foi depositado um disco do micélio (aproximadamente 6 

mm) com crescimento ativo do fungo (DA LUZ, 1990) sobre a área central do meio 

de cultura. Essa placa foi inserida dentro de outra placa de 90 mm, também, na área 

central, contendo o meio NYDA em torno da placa de 60 mm, onde colônias dos 

isolados com 24 horas de crescimento foram transferidas com alça de platina e 

inoculadas pelo método em riscas (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Como testemunha 

foi utilizada a mesma metodologia sem adição das bactérias. As culturas foram 

incubadas a 28 ºC ± 2 ºC. A taxa de crescimento fúngico foi registrada aos 07 (sete) 

dias, pela medição do diâmetro da colônia sobre o eixo que liga os dois vértices da 

borda do compartimento. O arranjo experimental foi inteiramente casualizado, com 

56 tratamentos, em arranjo fatorial 7x8 (isolados bacterianos mais testemunha x 

fungos fitopatgênicos) com 4 repetições para cada tratamento). As análises foram 

realizadas utilizando-se o software estatístico SISVAR® versão 5.3 de acordo com 

Ferreira (2008). 
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3.7 Avaliação do desenvolvimento mudas de couve, pimentão e tomate em 

casa de vegetação 

Foi realizado um pré-experimento nas dependências do CECA da UFAL, 

com quatro misturas bacterianas, previamente removidas de raízes de hortaliças. As 

misturas foram inoculadas em sementes de culturas de hortaliças (couve, pimentão 

e tomate - Feltrim S.A., rotuladas com o percentual de germinação: 93%, 90% e 92% 

respectivamente, foram obtidas em casas comerciais de Maceió-AL.). 

A fim de se eliminar o excesso de fungicidas e outros contaminantes, 

inicialmente as sementes foram submetidas à assepsia superficial: etanol 70% por 1 

min, solução de hipoclorito de sódio a 1% por 5 min e três enxágues com água 

destilada esterilizada e secadas em papel toalha estéril (adaptado de CARVALHO et 

al., 2009), semeadas em substrato vermiculita estéril (autoclavado a 120 °C por 20 

minutos) acondicionado em copos plásticos descartáveis de 300 mL, sob condição 

de casa de vegetação e, após 25 dias foram avaliadas as variáveis: Comprimento da 

raiz (CR), utilizando uma régua milimétrica; número de folhas (NF), através da 

contagem direta; peso matéria seca: da parte aérea (PMSPA), de raiz (PMSR), total 

(PMST); determinado por meio de secagem do material em estufa a 70 °C, até 

atingir massa constante; a área foliar (AF) foi determinada utilizando o equipamento 

modelo LI – 3100 C, de acordo com as recomendações do fabricante (LI – C0R 

Biociensces) no Laboratório de Ecofisiologia Vegetal, do CECA da UFAL. 

O experimento definitivo foi realizado no LPqRN e em casa de vegetação do 

Instituto de Química e Biotecnologia-UFAL, com as seis rizobactérias isoladas e a 

mistura dos isolados para bacterização de sementes de couve, pimentão e tomate. 

Cada isolado foi multiplicado pelo método de riscas sobre meio nutritivo ágar 

nutritivo-dextrose-extrato de levedura contido em placas de Petri (MARIANO; 

SILVEIRA, 2005). As células foram removidas da superfície do meio de cultura com 

alça de platina e colocadas em água esterilizada (ADE). A suspensão bacteriana 

com concentração de 107 UFC/mL (PINTON et al., 2010), estimada com a Escala de 

MacFarland (1970), foi preparada a partir da adição de 20 mL de ADE em cada 

placa contendo o crescimento bacteriano, sendo transferido com pipeta estéril, para 

tubo de ensaio,  ajustando a concentração padrão com adição de ADE. Para a 
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supensão da mistura dos isolados, foi adicionado uma colônia de cada isolado, em 

único tubo de ensaio com ADE, até se obter asuspensão com concentração padrão. 

As sementes foram submersas em um volume aproximado de 0,5 mL de 

suspensão bacteriana, por um período de 60 minutos e posteriormente foram 

secadas em papel toalha, por 12 horas, em condições normais de laboratório. Como 

controle, as sementes foram somente, embebidas em ADE por 60 minutos e em 

seguida secadas da mesma maneira que as tratadas com as rizobactérias método 

adaptado de Luz (2001) e Carvalho et al. (2009).  

As sementes bacterizadas e as do controle foram encaminhadas para casa 

de vegetação e semeadas em substrato vermiculita estéril, acondicionado em copos 

plásticos descartáveis de 300 mL. Foram regadas manualmente, diariamente. As 

avaliações foram realizadas após 25 dias. O delineamento experimental utilizado foi 

inteiramente casualizado em desenho fatorial 8x3 (seis bactérias, mistura dos 

isolados e testemunha x três hortaliças) com quatro repetições, sendo cada 

repetição constituída por um vaso com planta.  

Após 25 dias de cultivo as mudas das hortaliçasforam coletadas e avaliadas 

as variáveisde acordo com a metodologiacitada para o pré-experimento. 

3.8 Análise estatística 

As análises foram realizadas utilizando-se o software estatístico SISVAR® versão 

5.3 de acordo com Ferreira (2008). Os resultados foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA) e em caso de significância estatística do efeito do tratamento, os 

mesmos foram agrupados pelo teste de Scott-Knot (p<0.05). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Isolamento e obtenção dos isolados 

Das quatro misturas utilizadas, foram obtidos oito isolados sendo todos gram 

negativos, dos quais, seis foram identificadas pelo sistema Vitek 2 (Tabela 3). 

Tabela 3 – Identificação bioquímica automatizada dos isolados, realizada pelo Sistema 
VITEK® 2  Compact. 

Fonte: Autora, 2013. 
Nota:  Iso.1 Alcaligenes faecalis spp faecalis; Iso.2 Miroydes spp; Iso.4 Pseudomonas putida;  Iso.5 Proteus 

vulgaris; Iso.6 Providencia rettgeri; Iso.8 Serratia marcescens. 

N° Testes Bioquímicos Iso.1  Iso.2  Iso.4  Iso.5  Iso.6  Iso.8  

        

2 APPA(Ala-Phe-Pro-Arylamidase) - + - - - - 

3 ADO (Adonitol) - - - - + + 

4 PyrA  (L-Pyrrolydonil Arylamidase) - + - - - + 

5 IARL  (L-Arabitol) - - - - - - 

7 dCEL  (D-Cellobiose) - - - - - - 

9 BGAL (Beta- Galactpsidase) - - - - - - 

10 H2S (Production) - - - + - - 

11 BNAG(Beta-N-Acetyl-Glucosanidase) - - - - - + 

12 AGLTp (Glutamyl Arylamidase pNA) - + - - - - 

13 dGLU (D-Glucose) - - + + + + 

14 GGT(Gama-Glutamil Transferase) - - + + - - 

15 OFF (Fermentation/Glucose) - - - - + + 

17 BGLU (Beta-Glucosidase) - - - - + + 

18 dMAL (D-Maltose) - - - + - - 

19 dMAN (D-Manitol) - - - - + + 

20 dMNE  (D-Manose) - - + - + + 

21 BXYL (Beta-Xilosidase) - - - - - - 

22 BAlap (Beta-Alanine Arylamida ) - - - - - - 

23 ProA (  L-Proline Arylamidase) + - + - - + 

26 LIP (Lipase ) - - - - - - 

27 PLE (  Palatinose) - - - - - - 

29 TyrA ( Tyrosine Arylamidase ) - - + - - - 

31 URE ( Urease ) - + - + + + 

32 dSOR (D-Sorbitol) - - - - - + 

33 SAC (Saccharose/Sucrose) - - - - - + 

34 dTAG (D-Tagatose) - - - - - - 

35 dTRE (D-Trehalose) - - - - - + 

36 CIT (  Citrate-Sodium) + - + - + + 

37 MNT (  Malonate) + - - - - - 

39 5KG (  5-Keto-D-Gluconate) - - - - - (-) 

40 ILATk (  L-Lactate Alkalinisation) + - + - - + 

41 AGLU ( Alpha-Glucosidase ) - - - + - - 

42 SUCT (  Succinate Alkalinisation) + - + - + + 

43 NAGA(Beta-N-Acetyl Galactosanidase) - - - - - - 

44 AGAL (  Alpha-GalactosidasE) - - - - - - 

45 PHOS ( Phosphatase) - + - + + + 

46 GlyA (  Glycine Arylamidase) - - - - - - 

47 ODC (  Ornithine Decarboxilase) - - - - - + 

48 LDC (  Lysine Decarboxilase) - - - - - + 

53 IHISa (  L-Histidine assimitation) - - - - - - 

56 CMT ( Coumarate) - - + + - + 

57 BGUR (Beta Glucuronidase) - - - - - - 

58 O129R (Resistance (Comp. Vibio. ) - - + + - + 

59 GGAA ( Glu-Gly-Arylamidase) - - - - - + 

61 IMLTa ( L-Malate - assilation ) - - - - - - 

62 ELLM (  ELLMAN) - - - + + - 

64 ILATa ( L-Lactate assimilation ) - - + - - - 
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De acordo com os testes bioquímicos analisados (Tabela 3) os resultados das 

identificações foram: Isolado 1- Alcaligenes faecalis ssp faecalis,  com 99% 

probabilidade; isolado 2 - Myroides spp, com 98% probabilidade; isolado 4 - 

Pseudomonas putida,com 99% probabilidade; isolado 5 - Proteus vulgaris group, 

com 99% probabilidade; isolado 6 - Providencia rettgeri, com 99% probabilidade e 

isolado 8 - Serratia marcescens, com 95% probabilidade.  

 
Segundo Farber et al. (2001), quando se emprega um número limitado de 

testes os resultados bioquímicos utilizados para identificação e biotipagem de 

bacteria, podem apresentar variabilidade pela ação de fatores ambientais sobre a 

expressão gênica, além de outras desvantagens, como o baixo poder discriminatório 

em micro-organismos com pouca variabilidade genética e o risco de interpretações 

errôneas. Recomenda-se também que a precisão de um sistema automatizado 

exceda 90% na sua habilidade em identificar micro-organismos e que este seja 

capaz de identificar organismos comumente isolados com no mínimo 95% de 

precisão comparada com as precisões de métodos convencionais (O´HARA, 2006). 

De acordo com Otto-Karg et al. (2009), os resultados foram considerados 

satisfatórios tanto quantitativamente com o uso dos 47 testes, providos pelo sistema 

Vitek 2, como qualitativamente, por ter sido avaliada a utilização da fonte de carbono 

e a atividade enzimática, categorizados pelo software, de muito bom a excelente. 

4.2 Indentificação das rizobactériasatravés do seqüenciamento do  RNAr 

16S 

A identificação via seqüenciamento do RNAr 16S dos isolados de 

rizobactérias 1A, 2A, 4A, 5A, 6A e 8A, foi realizada com a finalidade de confirmar a 

identidade das espécies definidas com base nos testes bioquímicos utilizados no 

sistema automatizado VITEK 2. A partir da amplificação parcial do gene do RNAr 

16S, foram obtidos produtos de PCR com tamanho de aproximadamente 550 (pb) 

para os seis isolados das rizobactérias (Figura 2). As sequências nucleotídicas 

correspondentes aos produtos de PCR de cada isolado foram determinadas por 

seqüenciamento de RNAr 16S, sendo observado que os isolados 1, 3 e 7 são iguais. 
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Figura 2 – Padrão eletroforético da amplificação por PCR de um fragmento de 
aproximadamente 500pb do gene RNAr 16S em gel de agarose a 1,2%, 
utilizando os primers universais EUBR1387R EUBF 933. 

 
Fonte: Autora, 2012. 

 
Nota: (M) Marcador de peso molecular (100pb). Os números 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 representam os 

isolados 1A , 2A, 3A, 4A, 5A, 6A, 7A e 8A, respectivamente. 

 

A partir do resultado do sequenciamento, as sequências do RNAr 16S foram 

submetidas ao algoritmo BLASTn(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e revelaram 

elevada identidadede nucleotídeos com espécies de bactérias disponíveis no 

Genbank pertencentes a seis gêneros distintos. Espécies que compartilharam mais 

de 95% de identidade de nucleotídeos com os seis isolados bacterianos foram 

selecionadas para análises de comparação par a par de sequências: PAirwise 

Sequence Comparison(PASC) (Figura7; Tabela 4). 

Na análise PASC, o isolado 1A (gb|KC693027) foi mais relacionado às 

espécies: Alcaligenes faecalis, A. faecalis subsp faecalis, A. faecalis subsp 

Parafaecalis com 99% de identidade de nucleotídeos, no entanto não foi possível 

caracterizar em subespécie. Este resultado corrobora com as análises bioquímicas, 

as quais identificaram este isolado como A. faecalis subsp faecalis, com 99% de 

probabilidade.  

A sequência RNAr 16S do isolado 2A (gb|KC693028) apresentou 100% 

identidade com a espécie Myroides odoratus. Este isolado foi identificado apenas 

como pertencente ao gênero Myroides spp, pelos testes bioquímicos disponíveis no 

VITEK 2. O isolado 4A (gb|KC693026), compartilhou 100% de identidade com as 

espécies Pseudomonas putida e P. rhizosphaerae. Por meio de testes bioquímicos 

este isolado foi identificado como P. putida com 99% de probabilidade. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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O isolado 5A (gb|KC693029), foi 100% idêntico às espécies Proteus penneri e 

P. vulgaris. Este isolado foi caracterizado bioquimicamente como P.vulgaris com 

99% de probabilidade. O isolado 6A (gb|KC693030) apresentou 97% identidade, 

com as espécies Providencia rettgeri e P. vermicola. Análises bioquímicas pelo 

sistema VITEK 2 identificaram esta espécie como P. rettgeri, com 99% de 

probabilidade. Por fim, o isolado 8A (gb|KC693031)  compartilhou 100% de 

identidade com Serratia marcescens e S. nematodiphila. No entanto, o isolado 8A foi 

bioquimicamente identificado satisfatoriamente como Serratia marcescens pelo 

sistema automatizado VITEK 2 com 95% de probabilidade. 

O relacionamento filogenético dos isolados bacterianos foi determinado por 

meio de uma árvore de Máxima Verossimilhança baseada em aproximadamente 500 

nucleotídeos da região RNAr 16S das mesmas. Além dos seis isolados deste 

trabalho a árvore contém 17 outras sequências nucleotídicas de bactérias 

proximamente relacionadas às quais estão depositadas no Gen Bank (Tabela 4).  

Os seis isolados foram distribuídos em seis diferentes grupos, os quais 

corresponderam aos gêneros, Alcaligenes sp, Pseudomonas sp, Proteus sp, 

Providencia sp, Serratia sp e Myroides sp (Figura 3). 

O grupo um, representado pelo gênero Alcaligenes, engloba o isolado 1A 

(gb|KC693027) o qual agrupou em um ramo com 100% de probabilidade com as 

espécies A. faecalis,  A. faecalis subsp faecalis e A. faecalis subsp Parafaecalis. 

Esta relacionada ao controle biológico contra patógenos e promoção de crescimento 

de plantas (HONDA et al., 1998; SAYYED et al., 2010). 

O isolado 4A (gb|KC693026) ocupou o segundo grupo, representado pelo 

gênero Pseudomonas, agrupando com 88% de probabilidade com duas espécies de 

P. putida, uma importante bactéria promotora de crescimento de plantas (MATILLA 

et al., 2011) e P. rhizosphaerae, bactéria isolada de ambiente marinho a qual tem 

sido relatada como potencial agente de biocontrole (PATERNOSTER et al., 2010). 
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Figura 3 – Comparações par a par de sequências nucleotídicas do gene 16S RNAr entre os seis isolados de rizobactérias deste 
trabalho e outras bactérias disponíveis no GenBank. 

 

Fonte; Autora, 2013. 

Nota: 1, 2, 4, 5, 6, 8, isolados bacterianos pertencentes a este trabalho; Ser N – Serratia nematodiphila; Ser M – Serratia marcescens; Prov V – Providencia 
vermicola; Pro R – Providencia rettgeri; Alc F – Alcaligenes faecalis; Alc FSF – Alcaligenes faecalis subsp faecalis; Alc FSP – Alcaligenes faecalis 
subsp parafaecalis; Pseud F – Pseudomonas fluorescens; Pseud S – Pseudomonas syringae; Pseud P – Pseudomonas putida; Pseud R – 
Pseudomonas rhizosphaerae; Myr M – Myroides marinus; Myr OM – Myroides odoratmimus; Myr OT – Myroides odoratus. 

Bactéria 1A 2A 4A 5A 6A 8A Ser N Ser M Prov V Prov R Prot P Prot V Alc F Alc FSF Alc FSP Pseud F Pseud S Pseud P Pseud R Myr M Myr OM Myr OT

1A 100

2A 74 100

4A 88 80 100

5A 79 79 85 100

6A 80 77 85 94 100

8A 81 77 85 94 96 100

Ser N 81 78 85 94 96 100 100

Ser M 81 78 85 94 96 100 100 100

Prov V 82 78 86 95 97 98 98 98 100

Prov R 81 78 85 95 97 98 98 98 99 100

Prot P 79 79 85 100 94 94 94 94 95 95 100

Prot V 79 79 85 100 94 94 94 94 95 95 100 100

Alc F 99 74 87 79 80 81 81 81 99 80 79 79 100

Alc FSF 99 74 87 79 80 81 81 81 99 80 79 79 100 100

Alc FSP 99 74 87 79 80 81 81 81 99 80 79 79 100 100 100

Pseud F 87 80 99 85 85 85 85 85 85 85 85 85 87 87 87 100

Pseud S 88 80 99 85 85 85 85 85 86 85 85 85 87 87 87 99 100

Pseud P 88 80 100 85 85 85 85 85 86 85 85 85 87 87 87 99 99 100

Pseud R 88 80 100 85 85 85 85 85 86 85 85 85 87 87 87 99 99 99 100

Myr M 74 96 79 77 77 76 77 77 77 77 78 78 73 73 73 79 79 79 79 100

Myr OM 73 95 79 77 76 76 76 76 77 77 78 78 72 76 72 79 79 79 79 99 100

Myr OT 74 100 80 79 77 77 78 78 78 78 79 79 74 74 74 80 80 80 80 96 96 100
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Tabela 4 – Bactérias depositadas no GenBank proximamente relacionadas aos 
isolados identificados. 

ORGANISMO FONTE DE ISOLAMENTO LOCAL NºGenBank 

Alcaligenes faecalis subsp 
parafaecalis 

Resíduos animais China KC456571 

Alcaligenes faecalis amostra marinha 
 

Índia KC433756 

Alcaligenes faecalis subsp 
faecalis 

Água residual de esgotos China KC456582  
 

Myroides odoratus Amostra marinha 
 

Índia EF633228 

Myroides marinus Água residual de esgotos 
 

China KC456556 

Myroides odoratimimus 
 

rizosfera Índia GU186112 

Proteus penneri Subsolo congelado 
 

China KC456568 

Proteus vulgaris Membrana de células 
combustíveis microbiológicas 

China JQ733140 

Providencia rettgeri Água residual de esgotos 
 

China KC456592 

Providencia vermicola 
 

Resíduos animais China KC456588 

Pseudomonas putida Subsolo congelado China JX401461 
 

Pseudomonas hizosphaerae 
 

Rizosfera China EU834360 

Pseudomonas fluorescens 
 

Solo de plantação de rami China KC246047 

Pseudomonas syringae 

 
Solo Japão AB680093 

Serratia marcescens Não disponível China JX868557 
 

Serratia nematodiphila 
 

Plantas medicinais Índia JQ281540 

Sphingobacterium spiritivorum 
 

Não disponivel Alemaha AJ459411 

Alcaligenes faecalis 
 

Rizosfera hortaliças Alagoas/Brasil KC693027 

Myroides sp Rizosfera hortaliças 
 

Alagoas/Brasil KC693028 

Pseudomonas putida Rizosfera hortaliças 
 

Alagoas/Brasil KC693026 

Proteus vulgaris Rizosfera hortaliças 
 

Alagoas/Brasil KC693029 

Providencia sp Rizosfera hortaliças 
 

Alagoas/Brasil KC693030 

Serratia sp Rizosfera hortaliças 
 

Alagoas/ Brasil KC693031 

Fonte: autora, 2013. 

O terceiro grupo representado pelo gênero Proteus sp, incluiu isolado 5A 

(gb|KC693029), agrupando com as espécies P. penneri e P. vulgaris. As espécies P. 

vulgarise P. penneri são intimamente relacionadas, sendo diferenciadas pela 

produção de indol, salicina, esculina e resistência a clorafenicol, os quais não são 

sintetizados pela última (HICKMAN et al., 1982). A produção de auxina (ácido indol-
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3-acético) via triptofano pelo isolado 5A (Figura4), indica que este é indol positivo. 

Este fato contribui aumentando com a possibilidade deste isolado pertencer à 

espécie P. vulgaris.  

O isolado 6A (gb|KC693030) encontra-se no grupo quatro, representado pelo 

gênero Providencia sp, que agrupou mais proximamente com as espécies P. rettgeri 

e P. vermicola. A espécie P. rettgeri, é um patógeno oportunista, associada à 

infecções do trato urinário de humanos (MANOS; BELAS, 2006). Até o momento não 

existem relatos sobre a associação dessa espécie com a rizosfera de plantas. Já P. 

vermicola, apresenta atividade deaminase a qual está relacionada ao aumento do 

tamanho e número de raízes de feijão-mungo (Vignaradiata) (AKHTAR; ALI, 2011).  

O quinto grupo, correspondeu ao gênero Serratia sp, onde agrupou o isolado 

8A (gb|KC693031) juntamente com S. marcescens e S. nematodiphila. Duas 

bactérias comumente relatadas como promotoras de crescimento de planta pela 

indução de resistência contra patógenos da planta, produção de substâncias 

antagonistas (DE QUEIROZ; MELO, 2006), solubilização de fosfato e produção de 

auxina (TRIPURA; SASHIDHAR; PODILE, 2007; DASTAGER; DEEPA;  PANDEY; 

2011). 

No sexto e último grupo, representado pelo gênero Myroides, se encontra o 

isolado 2A (gb|KC693028), o qual foi identificado como pertencente a espécie 

Myroides odoratus, com 93% de confiabilidade com base na análise filogenética do 

RNAr 16S. Myroides odoratus tem sido relatado como patógeno oportunista 

relacionado a infecções hospitalares, além de ser capaz de produzir biofilme 

(JACOBS; CHENIA, 2009), entretanto, ainda não existe relato sobre seu efeito sobre 

o crescimento de plantas. 

As análises PASC e de filogenia baseada na sequência parcial do gene RNAr 

16S permitiu a identificação em nível de gênero dos seis isolados de rizobactérias, 

entretanto, não foi possível confirmar a identidade das espécies encontradas 

utilizando o sistema automatizado VITEK 2 (Figura 4). 

Vários estudos relatam que embora o sequenciamento do gene RNAr 16S 

seja útil para classificação de bactérias, ele tem baixo poder filogenético em nível de 
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espécie (BOSSHARD et al., 2006; MIGNARD; FLANDROIS, 2006). Estes estudos 

sugerem que a sequência desse gene fornece uma identificação em nível de gênero, 

em mais de 90% dos casos, porém no que diz respeito à espécie a identificação 

confiável ocorre em apenas em 65-83% dos casos (DRANCOURT et al., 2000; WOO 

et al., 2003; BOSSHARD et al., 2006; MIGNARD; FLANDROIS, 2006). 

O principal fator que contribuiu para impossibilidade da identificação dos seis 

isolados de rizobactéria em nível de espécie foi o tamanho do fragmento do gene 

RNAr 16S utilizado nas análises. Os primers universais utilizados produziram um 

fragmento de aproximadamente 500 pb, o que corresponde apenas a 1/3 da 

sequencia completa que é de aproximadamente 1.500 pb. Com este fragmento não 

foi possível refletir diferenças nucleotídicas suficientes para permitir a distinção 

segura entre os isolados 1A, 2A, 4A, 5A e 6A e outras espécies estreitamente 

relacionadas pertencentes Alcaligenes sp, Myroides sp, Proteus sp, Providencia sp, 

Pseudomonas sp e Serratia sp. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Jill E e  Clarridge III (2004), 

que determinou o relacionamento entre espécies estreitamente relacionadas 

pertencentes ao gênero Brevibacterium sp, observando que três isolados de B. 

mcbrellneri não mostraram diferenças nos 500 pb iniciais. Porém, estes isolados 

apresentaram cinco ou seis diferenças nucleotídicas quando utilizada uma 

sequência de no mínimo 1000 pb, possibilitando assim sua separação.No entanto, a 

maioria dos isolados bacterianos de importância clínica pode ser identificado em 

nível de espécie utilizando apenas 500 pb (WOO et al., 2003). 

 

http://academic.research.microsoft.com/Author/23519670/jill-e-clarridge-iii
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Figura 4 –  Árvore de Máxima Verossimilhança baseada na sequência parcial do gene RNAr 16S entre as rizobactérias. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: 1A, 2A, 4A, 5A e 6A e outras bactérias mais próximas selecionadas pela análise BLAST. A espécie Sphingobacterium spiritivorum foi utilizada como 
outgrou. A barra indicando 0.05 significa o número de substituições, a cada cem nucleotídeos. 
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A identificação de bactérias ambientais é mais complicada devido a uma série 

de fatores que incluem: a ausência ou dificuldade de cultivar estas espécies (TYSON 

et al., 2004); bases de dados de referência contém muitas sequências que 

representam uma determinado ambiente e poucas sequências associadas a outros 

ambientes (WANG; GARRITY; TIEDJE, 2007; WU et al., 2008); nenhum primer é 

verdadeiramente ―universal‖ e diferentes primers atingem diferentes proporções de 

sequências em cada ambiente e  as regiões alvo desses primers são variavelmente 

informativas (SOERGEL et al., 2012). Estes fatores contribuem para um número 

reduzido de estudos e consequentemente um reduzido número de sequências de 

bactérias ambientais disponíveis nos bancos de dados de referência, quando 

comparadas às bactérias de importância clínica. 

Devido à conservação evolutiva do gene do RNAr 16S torna-se difícil 

descriminar o relacionamento filogenético entre espécies intimamente relacionadas, 

ou seja, aquelas que apresentam alta identidade ou similaridade de sequência 

(JANDA; ABBOTT, 2007). Existem vários relatos de gêneros e espécies bacterianas 

com problemas de identificação com base em identidade de sequência do gene 

RNAr 16S. O gênero Bacillus é um bom exemplo, uma vez que as espécies B. 

cereus e B. anthracis apresentam sequência idênticas para o gene do RNAr 16S 

(PETTI, 2007). Uma identidade de sequência de 100% entre sequências parciais do 

gene do RNAr 16S foi observada entre o isolado 4A, Pseudomonas putida e P. 

rhizosphaerae; entre o isolado 5A, Proteus vulgaris e P. penneri e entre o isolado 

8A, Serratia marcescens e S. nematodiphila (Figuras 3 e 4, Tabela 4 - comparação 

de sequencia e árvore). 

A análise filogenética baseada na sequência completa do gene do RNAr 16S 

entre todas espécies do gênero Pseudomonas revelou que P. rhizosphaerae é mais 

intimamente relacionada à espécie P. graminis, com qual compartilha 99% de 

identidade (PEIX et al., 2003). As espécies S. marcescens e S. nematodiphila, 

compartilham elevada identidade de sequência (98.5 - 98.7%) entre seus genes do 

RNAr 16S, sendo estas separadas com base na sequencia do gene que codifica a 

subunidade beta da RNA polimerase (rpoB) (ZHANG et al., 2009).  

Proteus penneri é uma espécie muito próxima de P. vulgaris, o que consiste 

com o fato desta ser inicialmente ser considerada como P. vulgaris biogrupo1, com 
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base em características bioquímicas. Estas espécies compartilham 100% de 

identidade para o gene do RNAr 16S, sendo necessária a determinação da 

sequência espaçadora transcrita localizada entre os RNAr 16S e 23, para separar P. 

vulgaris de P. penneri (CAO et al., 2009). 

O isolado 6A, bioquimicamente identificado como Providencia rettgeri pelo 

sistema VITEK 2, apresentou uma baixa identidade de sequência (97%) com esta 

espécie. Esse resultado sugere que o isolado 6A poder ser uma nova espécie do 

gênero Providencia. Este resultado foi corroborado pela análise filogenética, na qual 

as duas bactérias não compartilharam o mesmo ramo (Figuras 3 e 4, Tabela 4 - 

comparação de sequencia e árvore).  

Os isolados bacterianos compartilhando similaridades de sequência do RNAr 

16S<97% indicam que estes pertencem a duas diferentes espécies (DRANCOURT 

et al., 2000; BOSSHARD et al., 2003). No entanto, escores > 97%, não excluem a 

possibilidade de este isolado pertencer a uma nova espécie (JANDA; ABBOTT, 

2007; PETTIT et al., 2007). 

Janda e Abbott (2007), recomendam as seguintes diretrizes para identificação 

molecular de bactérias com base na sequência do gene do RNAr 16S:  

i) sequenciamento de no mínimo de 500-525 pb, sendo ideal a sequência 

completa do gene 1.300-1500 pb;  

ii) para identificação em nível de espécie, os isolados devem compartilhar 

>99% de similaridade de sequência, sendo essencial um escore >99,5% 

com a espécie tipo ou espécie referência para qual estudo de hibridização 

DNA-DNA ainda não são disponíveis;  

iii) Isolados intimamente relacionados que apresentam dificuldades de 

identificação pelo gene do RNAr 16S, requerem a utilização de outro gene 

―housekeeping‖ (gene constitutivo). 

Entre os genes bacterianos utilizados para discriminar espécies bacterianas 

que não podem ser separadas por identidade de sequência do RNAr 16S, estão o 

gene rpoB, o tuf (fator de alongamento TU), gyrA e gyrB (girase A e B), sodA 
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(superóxido dismutase dependente de manganês), além de proteínas do choque 

térmico, HSP (PETTIT et al., 2007). 

Vale salientar que foram realizadas várias tentativas de sequenciamento da 

do gene completo do RNAr 16S, com primers universais (PCR 27F, 1488R; PO 27F, 

EUBR 1387R; 27 F, UNIV 1492) que amplificam 1.500 pb. No entanto, foi sempre 

observado um padrão de duas bandas. 

As bandas obtidas de aproximadamente 1500 pb, da amplificação por PCR do 

gene  RNAr 16S (Figuras 5 e 6) foram purificadas removidas do gel, purificadas e 

enviadas para sequenciamento. Porém as sequências obtidas não foram de boa 

qualidade, uma vez que mesmo purificando as bandas do gel, não foi possível 

realizar a separação. Uma alternativa para solucionar este problema, seria a 

clonagem e sequenciamento dos produtos de PCR, já que apenas uma cópia do 

gene seria introduzida no plasmídio, no entanto permanece a ser desenvolvida. 

Diante destes resultados, torna-se necessário o sequenciamento completo 

gene do RNAr 16S, bem como de um gene adicional a exemplo do rpoB para 

realizar identificação molecular em nível de espécies dos isolados de bacterianos 

pertencentes a este trabalho. 

Figura 5 – Padrão eletroforético da amplificação por PCR de fragmentos de 
aproximadamente 1500 pb do gene RNAr 16S através de gel de agarose 
a 1,2%, utilizando os primers universais 27F e 1488. 

 

 
Fonte: Autora, 2012. 

 
Nota: (M) Marcador de peso molecular (1 Kb). Os números 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 representam os 

isolados 1A, 2A, 3A, 4A, 5A, 6A, 7A e 8A, respectivamente. 
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Figura 6 – Padrão eletroforético da amplificação por PCR de fragmentos de 
aproximadamente 1500 pb do gene RNAr 16S através de gel de agarose 
a 1,2%, utilizando os primers universais PO27F e 1387R. 

 

 
 
Fonte: Autora, 2012 
 
Nota: Marcador de peso molecular (100pb). Isolados 1A(1 e 9), 2A (2 e 10), 3A (3 e 11), 4A (4 e 12), 

5A (5 e 13), 6A (6 e 14), 7A (7 e 15) e 8A (8 e 16). 

 
 

4.3 Determinaçãode AIA sintetizada via triptofano 

 
A curva padrão paraquantificação colorimétrica de AIA produzida pelos 

isolados constou de quinze concentrações de padrão de AIA comercial (1, 2, 3, 4, 5, 

6, 8, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 200 µg/mL-1, e gerou a equação y = 23,23x - 

20,04, com R2 = 0,975. O ensaio colorimétrico com o emprego da solução de 

Salkowski permitiu quantificar  auxina  produzida pelos isolados  pela manifestação 

de cor vermelha no meio reacional. 

Todos os isolados estudados neste trabalho foram capazes de produzir AIA, 

no entanto, a produção do isolado de Serratia, foi incipiente, 0,6 μg/mL-1 (Figura 11). 

As maiores concentrações de AIA, neste estudo, foram obtidas pelo isolado de 

Providencia que, com 72 h de crescimento, atingiu a concentracao de 24 μg/mL-1 

seguida de Myroides 23 μg/mL-1, Alcaligenes 20 μg/mL-1, Pseudomonas 18,37 

μg/mL-1 e Proteus 16,53 μg/mL-1. 

Este resultado está de acordo com a literatura que demonstra que mais de 

80% das bacterias isoladas da rizosfera são capazes de produzir o regulador de 

crescimento AIA (LEINHOS; VACEK, 1994; BARAZANI; FRIEDMAN, 1999; KHALID 

et al., 2004).  
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Bactérias da rizosfera produtoras de AIA, podem desempenhar um papel 

fundamental na promoção de crescimento das plantas, principalmente nos primeiros 

estágios de desenvolvimento e no processo de enraizamento. Sabe-se que esse 

estímulo é dependente da quantidade do hormônioproduzido, pois o excesso dele 

pode retardar ou até inibir o crescimento do vegetal (BROEK et al., 1999).  

Narayanaswami e Veerraju (1996) detectaram uma quantidade três vezes 

maior de AIA em solo rizosférico em relação ao não rizosférico indicando que a 

produção dessas substâncias por rizobacterias esta diretamente ligada à 

disponibilidade de exsudatos radiculares (MELO, 1998). 

Em plantas, o AIA microbiano produzido por bactérias do gênero Azospirillum, 

Alcaligenes faecalis, Klebsiella, Enterobacter, Acetobacter diazotrophicus, 

Pseudomonas, Enterobacter Xanthomonas, Herbaspirillum seropedicae, Rhizobium 

e Bradyrhizobium sp, tem sido relacionado ao estímulo de crescimento.  

Pedraza et al. (2004) consideraram que as quantidades de AIA excretadas 

pelos isolados dependem da espécie ou até mesmo da estirpe que está em estudo, 

assim como das condições em que são cultivados os organismos, tais como: 

presença ou ausência do precursor do AIA no meio de cultura (triptofano), 

oxigenação, pH e fase de crescimento em que se encontram os isolados. 

Os resultados verificados para os isolados de Providencia e Myroides, 

superaram a maioria dos relatos na literatura. Diversos trabalhos têm identificado 

linhagens bacterianas produtoras de AIA, a saber: Rocha, Fornasier Filho e Barbosa 

(2011), com valores de 0,8-12 μg/mL-1, Oliveira (2009), com valores de 13,72-19,62 

μg/mL-1, Verma, Ladha e Tripathi (2001) com valores de 0,16- 0,70 μg/mL-1, Xie, 

Pasternak e Glick (1996), com valores de 2,0-8,28 μg/mL-1, Fuentes-Ramirez et al. 

(1993) com valores de 0,14-2,42 μg/mL-1 e Fett, Osman e Dunn (1987) com valores 

de 0,22-6,37 μg/mL-1.  

A espécie Pseudomonas putida tem sido observada como uma super 

produtora de AIA, com níveis de AIA de 14,5 μg/mL-1 com 50 μg/mL-1 de Trp; 22,5 

μg/mL-1 com 100 de Trp e 26,2 μg/mL-1 com 220 μg/mL-1 de Trp (PATTEN; GLICK, 
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2002), no entanto, neste estudo o isolado dessa epécie apresentou resultado 

inferior. 

Figura 7 – Dinâmica de crescimento e concentração de AIA dos 06 isolados. 

 
Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano e o 
crescimento monitorado pela medida da DO a 600 nm, em intervalos de 6 horas de 
crescimento e concentração da AIA a 530 nm. 

 
 
 

Conforme se verifica (Figura 7) os isolados de Alcaligenes, Myroides, 

Pseudomonas, Proteus e Providencia iniciaram a produção antes do crescimento 

bacteriano atingir a fase estacionária, esse efeito pode estar relacionado ao meio de 

cultura utilizado para o crescimento bacteriano (caldo nutriente) que possue em sua 

composição extrato de levedura, fonte rica de aminoácidos, inclusive o triptofano 

(YAMADA et al., 2003). Foi observado que as concentrações de AIA aumentaram a 

partir de 30 horas de incubação e densidade ótica entre 0,5 e 2,0, não sendo 

observada queda na produção (Figuras 8-13). Os níveis de AIA produzidos pelas 

bactérias dependem do crescimento bacteriano, da atividade metabólica e da 

expressão de genes que codificam enzimas para a biossíntese de AIA 

(LAMBRECHT et al., 2000), portanto, a carência nutricional pode inibir a produção 

deste fitormônio. 
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Figura 8 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado de Alcaligenes 
faecalis. 

 

 

Intervalo de crescimento (horas) 
Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 
monitorados em intervalos de 6 horas crescimento: DO a 600 nm e concentração da AIA a      
530 nm. 

 

Figura 9 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado do isolado de 
Myroides sp. 

 

 

Intervalo de crescimento (horas) 
 
Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 
monitorados em intervalos de 6 horas crescimento: DO a 600 nm e concentração da AIA a    
530 nm. 
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Figura 10 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado de       
Pseudomonas putida. 

 

 

Intervalo de crescimento (horas) 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 
monitorados em intervalos de 6 horas crescimento: DO a 600 nm e concentração da AIA  a  
530 nm. 

Figura 11 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado de Proteus 
vulgaris. 

 

 

Intervalo de crescimento (horas) 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 
monitorados em intervalos de 6 horas crescimento: DO a 600 nm e concentração da AIA  a  
530 nm. 
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Figura 12 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado de 
Providencia sp. 

 

 

Intervalo de crescimento (horas) 

Fonte: Autora, 2013. 
 
Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 

monitorados em intervalos de 6 horas crescimento:  DO a 600 nm e concentração da AIA a   
530 nm. 

 
Figura 13 – Dinâmica de crescimento e concentração da AIA do isolado de Serratia sp. 
 

 

Intervalo de crescimento (horas) 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Os isolados foram cultivados em caldo nutriente suplementado com 200 μg/mL de triptofano, 
monitorados em intervalos de 6 horas crescimento: DO a 600 nm e concentração da AIA a   
530 nm. 
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4.4 Antibiose por compostos voláteis 

Os resultados obtidos indicam que todos os isolados testados neste trabalho 

produziram compostos voláteis. As Figuras 14-29 mostram, em percentuais, a 

capacidade antifúngica dos voláteis produzidos por cada bactéria. Pode-se observar 

que o isolado Serratia apresentou os melhores resultados de inibição de crescimento 

para todos os fitopatógenos testados, exceto para Pythium que não foi inibido por 

nenhum dos isolados.  As maiores percentagens de inibição do crescimento micelial 

por Serratia sp foi obtida para Colletotrichum sp (tomate) e Sclerotium sp (fava) (67 e 

67,25% respectivamente).  

Apesar de haver um número significativo de pesquisas sobre a utilização de 

rizobactérias no controle de fungos fitopatogênicos, há poucos trabalhos sobre os 

compostos orgânicos voláteis antimicrobianos quando comparados ao antagonismo 

causado por substâncias difusíveis (CHAURASIA et al., 2005). 

A diversidade de voláteis microbianos é extensa, ocorrendo em diferentes 

micro-organismos e em diferentes proporções, podendo pertencer a diversas 

classes químicas como álcoois, aldeídos, cetonas, ésteres, lactonas, terpenos e 

compostos de enxofre. No entanto, com ação no controle biológico de doenças, a 

amônia e o ácido cianídrico (HCN) os mais importantes (WELLER, 1988; PAL et al., 

2000). Os compostos voláteis podem reduzir ou até mesmo inibir a germinação de 

esporos de diversos fungos (CHUANKUN et al., 2004).  

Vários autores têm demonstrado a eficiência de espécies de Pseudomonas 

em produzir níveis de HCN in vitro tóxicos a certos patógenos fúngicos, como 

Thielabiopis basicola em tabaco por P. fluorescens (DOWLING; O‘GARA, 1994). 

Wei, Kloepper e Tuzun (1991) verificaram que isolados de P. fluorescens, P. putida e 

P. aureofaciens produziram HCN in vitro capazes de inibir o crescimento micelial de 

Pythium ultimun,  Rhizoctonia solani e Colletotrichum orbiculare.  

No presente estudo os isolados de Myroides e Serratia foram mais efetivos 

para controlar o crescimento micelial de Colletotrichum sp (mandioca), C. musae 

(banana), Colletotrichum sp (tomate), Colletotrichum sp (fava), Cercosporidium sp 

(uruçu), Curvularia sp (cana-de-açúcar, Sclerotium sp (fava). 
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Vesperman, Kai e Piechulla (2007), também constataram inibição do 

crescimento micelial de vários fungos, dentre eles fitopatógenos importantes como 

Rhizoctonia solani, Phoma betae, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahlie e 

espécies de Penicillium, por meio de  voláteis produzido por espécies de Serratia. 

É provável que os voláteis atuem na alteração da expressão de proteínas 

(HUMPHRIS et al., 2002) e atividade de enzimas associadas a morfogênese 

(GRIFFITH et al., 1994; FIALHO et. al., 2010), alteração no metabolismo oxidativo 

(FIALHO et al., 2010) e efeito sobre a membrana plasmática (INGRAM; BUTTKE, 

1984; SEWARD, 1996).  

Os compostos orgânicos voláteis são considerados ―infoquímicos‖ ideais 

(WHEATLEY, 2002). Tem sido demonstrado que interações entre micro-organismos 

mediadas por voláteis podem ser positivas, negativas ou neutras, para um ou mais 

micro-organismos participantes da interação, podendo determinar vantagem seletiva 

para alguns membros da comunidade como também, podem ser utilizados no 

tratamento de frutos e vegetais e no controle de patógenos associados a sementes e 

na fumigação de solos contaminados (REZENDE et al., 2010). 

O biocontrole pela introdução ou pelo manejo de bactérias antagônicas nos 

locais de colonização do patógeno é um processo econômico e compatível com a 

agricultura sustentável, não causando impactos no ambiente, nem efeitos tóxicos 

(ROBES, 1991). Como alternativa ao uso de agroquímicos, o controle biológico de 

fitopatógenos tem se apresentado como uma forma promissora e viável, por meio do 

uso de micro-organismos como agentes protetores de plantas cultivadas (MELO; 

VALARINI, 1995; PUNJA, 1997; BEVIVINO et al., 2000; KUNOH, 2002). 
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Figura 14 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Pythium sp, pelos isolados 
de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), Pseudomonas putida (3), 
Proteus vulgaris (4), Providencia sp  (5) e Serratia sp (6). 

Fungo testemunha Pythium sp 

 

1       2       3  

4       5       6  

Fonte: Autora, 2012. 

Figura 15 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Pythium sp, pelos 
isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, Pseudomonas putida, 
Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 
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Fonte: Autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 16 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Colletotrichum sp 
(mandioca), pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), 
Pseudomonas putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e 
Serratia sp (6). 

Fungo testemunha Colletotrichum sp (mandioca) 

 

1       2       3  

4       5       6  

Fonte: Autora, 2012. 

Figura 17 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Colletotrichum sp 
(mandioca), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, 
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 
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Fonte: Autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 18 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Colletotrichum musae 
(banana), pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), 
Pseudomonas putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e 
Serratia sp (6). 

Fungo testemunha Colletotrichum musae (banana). 
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Fonte: autora, 2012. 

Figura 19 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Colletotrichum musae 
(banana), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, 
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 
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Fonte: autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 20 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Colletotrichum sp (tomate), 
pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), Pseudomonas 
putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e Serratia sp (6). 

Fungo testemunha: Colletotrichum sp (tomate) 
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Fonte: autora, 2012. 

Figura 21 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Colletotrichum sp 
(tomate), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, 
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 

 

Fonte: autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 22 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Colletotrichum sp (fava) 
pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), Pseudomonas 
putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e Serratia sp (6). 

Fungo testemunha: Colletotrichum sp (fava) 
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Fonte: Autora, 2012. 

Figura 23 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Colletotrichum sp 
(fava), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, Pseudomonas 
putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 

 

Fonte: Autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 24 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Cercosporidium sp (uruçu) 
pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1),Myroides sp (2), Pseudomonas 
putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e Serratia sp (6). 

Fungo testemunha: Cercosporidium sp (uruçu) 

 

1        2        3  

4        5        6  

Fonte: Autora, 2012. 

Figura 25 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Cercosporidium sp 
(uruçu), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, 
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 
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Fonte: Autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 26 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Curvularia sp (cana-de-
açúcar) pelos isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), 
Pseudomonas putida (3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e 
Serratia sp (6). 

Fungo testemunha: Curvularia sp (cana-de-açúcar) 

 

1        2       3  

4        5       6  

Fonte: Autora, 2012. 

Figura 27 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Curvularia sp (cana-
de-açúcar), pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, 
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 
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Fonte: Autora, 2012. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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Figura 28 – Inibição “in vitro” do crescimento micelial de Sclerotium sp (fava) pelos 
isolados de Alcaligenes faecalis (1), Myroides sp (2), Pseudomonas putida 
(3), Proteus vulgaris (4), Providencia sp (5) e Serratia sp (6). 

Fungo testemunha: Sclerotium sp (fava). 

 

1        2        3  

4        5        6  

Fonte: Autora, 2012. 

Figura 29 – Percentagem de inibição do crescimento micelial de Sclerotium sp (fava) 
pelos isolados de Alcaligenes faecalis, Myroides sp, Pseudomonas 
putida, Proteus vulgaris, Providencia sp e Serratia sp. 

 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: *Medias seguidas de mesma letra não diferem entre si (Scott-Knott P<0,05). 
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4.5 Solubilização de fosfato 
 

Apenas os isolados de P. putida e Providencia halo em torno das colônias 

(13,5 e 8,8 mm respectivamente) indicando o potencial de solubilização de fosfato 

(Figura 30). Estes halos de solubilização foram superiores aos verificados por Silva 

Filho e Vidor (2000), Massenssini et al. (2008) e NautiyaL (1999), onde os diâmetros 

dos halos variaram de 2 a 7 mm para isolados do gênero Pseudomonas e de  2 a 5 

mm para Bacillus. 

Figura 30 – Halos de solubilização de fosfato inorgânico (CaHPO4)2 por isolados de 
Pseudomonas putida  e Providencia sp cultivados em meio NYDA pH 7,0 a 
28 °C por sete dias. 

 

 

Fonte: Autora, 2012. 

Esta habilidade tem sido atribuída à capacidade de alteração do pH do meio, 

através da liberação de ácidos orgânicos como citrato, lactato, succinato, dentre 

outros (HARIPRASAD; NIRANJANA, 2009), enquanto que para mineralização de 

fósforo orgânico, as fosfatases ácidas são de grande importância (SOUCHIE ET al.,  

2005).  

Segundo Holford (1997) são documentadas 170 formas minerais de P 

inorgânico. No presente estudo se utilizou apenas uma das formas, o CaHPO4. É 

possível que os outros isolados utilizem outras vias de solubilização. 
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4.6 Promoção de crescimento em mudas bacterizadas de tomate, pimentão 

e couve 

Figura 31 – Médias de comprimento de raiz (CR), peso de matéria seca de raiz (PMSR), 
peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA) peso de matéria seca total 
(PMST), número de folhas (NF) e área foliar (AF) de mudas bacterizadas 
de tomate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05). 
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Figura 32 – Médias de comprimento de raiz (CR), peso de matéria seca de raiz (PMSR), 
peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA) peso de matéria seca total 
(PMST), número de folhas (NF) e área foliar (AF) de mudas bacterizadas 
de pimentão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05). 
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Figura 33 – Médias de comprimento de raiz (CR), peso de matéria seca de raiz (PMSR), 

peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA) peso de matéria seca total 

(PMST), número de folhas (NF) e área foliar (AF) de mudas bacterizadas 

de couve. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Autora, 2013. 

Nota: Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05). 
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As análises de variância detectaram significância (teste F p<0,01) entre os 

isolados bacterianos e hortaliças (tomate, pimentão e couve) e para interação entre 

os mesmos, para todas as variáveis: comprimento de raiz (CR), peso de matéria 

seca de raiz (PMSR), de matéria seca da parte aérea (PMSPA), número de folhas 

(NF), área foliar (AF) e peso de matéria seca total (PMST). 

Em relação às variáveis, comprimento de raiz (CR), peso de matéria seca da 

parte aérea (PMSPA) e peso de matéria seca total (PMST) o teste Scott-Knott 

P<0,05) identificou diferenças significativas entre todas as bactérias e a testemunha. 

Para CR, a mistura dos isolados apresentou maior média, individualmente, 

Myroides, Providencia e Serratia proporcionaram as maiores médias não diferindo 

significativamente entre si. 

Para PMSPA o isolado de Providencia e a mistura dos isolados não 

diferiram estatisticamente entre si apresentando os melhores resultados. Os isolados 

de Proteus e Pseudomonas diferiram significativamente dos isolados de Alcaligenes, 

Myroides e Serratia proporcionando os menores valores.  

Providencia e a mistura dos isolados apresentaram os melhores resultados 

não diferindo significativamente entre si para PMST. O teste Scott-Knott P<0,05) não 

identificou  diferenças significativas entre os demais isolados. 

O isolado de Pseudomonas não diferiu significativamente da testemunha, 

para as variáveis PMSR, NF e AF. Em relação a PMSR  e NF os melhores 

resultados foram proporcionados pela mistura dos isolados, seguido de Providencia, 

os demais isolados não diferiram entre si. Para NF a maior média foi obtida para a 

mistura dos isolados, enquanto Proteus e Pseudomonas não diferiram da 

testemunha. 

Na análise dos desdobramentos das interações, o teste Scott-Knott P<0,05) 

identificou melhores resultados proporcionado pelo isolado de Serratia, em relação 

ao tomate, exceto para CR que apesar de apresentar maior média, não diferiu 

significativamente de Alcaligenes, Myroides e Pseudomonas (Figura 31). Esses 

resultados estão de acordo com aqueles obtidos por Barreti et al. (2009), que  

estudando isolados de Acinetobacter johnsonii, Sinorhizobium sp Bacillus 
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megaterium,e Serratia marcescens quanto à sua potencialidade como agentes de 

biocontrole de doenças e promoção de crescimento do tomateiro verificaram que 

apenas Serratia foi capaz de promover crescimento. 

Outra interação que se destacou foi entre Providencia e couve promovendo 

os maiores aumentos que diferiram estatisticamente dos outros tratamentos e a 

mistura dos isolados para as variáveis: PMSR, PMSPA e PMST (Figura 33). Para as 

outras variáveis o tratamento com o isolado não resultou em diferenças significativas 

em relação à mistura dos isolados.  

Quanto ao pimentão, o isolado de Myroides, Proteus, Providencia 

proporcionaram os maiores aumentos de PMSR (377.50, 417.50 e 415.00 mg 

respectivamente) (Figura 32), o tratamento com Myroides resultou em maiores 

PMSPA, PMST (581.5, 959.00 mg, respectivamente) diferindo estatisticamente dos 

demais tratamentos, quanto ao NF (8.00)  e AR (40.26cm2) esse efeito foi obtido 

com Providencia. No entanto, na média de todos os tratamentos, produziu os 

melhores resultados. 

Além do aumento da massa seca, a arquitetura do sistema radicular das 

plantas inoculadas foi diferente das plantas controle. As plantas inoculadas 

apresentaram sistema radicular mais alargado que as plantas controle, em hortaliças 

é interessante que as raízes se espalhem mais horizontalmente, pois os canteiros 

são pouco profundos e os nutrientes oriundos da adubação tendem a se concentrar 

nos primeiros 10 a 15 cm do solo.  

Silveira et al. (1995) obtiveram resultados semelhantes quando plantas de 

feijão receberam isolados de Pseudomonas sp. Chiarini et al. (1998), por sua vez, 

obtiveram aumentos significativos tanto na massa da matéria fresca da parte aérea 

como da raiz quando plantas de sorgo receberam inóculo contendo isolados de 

Pseudomonas fluorescens ou de Burkholderia cepacia. Gasoni et al. (2001) 

obtiveram respostas positivas apenas em relação à massa da matéria fresca em 

plantas de alface 

 Para todos os tratamentos a mistura dos isolados produziu os melhores 

resultados, conforme evidenciado nas Figuras. Em experimento em casa de 
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vegetação, Siddiqui e Shaukat (2002) inocularam um consórcio de rizobactérias em 

tomateiros e constataram aumento da massa de matéria fresca da parte aérea nas 

plantas que receberam o inóculo, em comparação ao controle. 

Em experimento com mudas de abacaxi, Mello et al. (2002) inocularam 

diferentes consórcios de bactérias e obtiveram diferença significativa em relação à 

massade matéria seca da parte aérea. 

Os resultados indicam que os isolados testados podem ser considerados 

RPCP, pois apresentaram efeito positivo para pelo menos uma das características 

testadas. Esses resultados também indicam que os isolados interferiram em algum 

estágio de desenvolvimento da planta, podendo ser a interação entre genótipo da 

planta e a bactéria, adaptação às condições ambientais, tipo de solo, pH entre 

outros fatores. 

A capacidade de estimular o crescimento vegetal apresentada pelas 

rizobactérias tem sido atribuída a vários mecanismos, dentre eles, indiretamente, 

pela supressão de doenças e, diretamente, pela produção ou alteração da 

concentração de fitormônios, fixação de nitrogênio, solubilização de fosfatos 

minerais ou outros nutrientes do solo, oxidação do enxofre, aumento da 

permeabilidade das raízes e produção de sideróforos. 

A produção de AIA pode desempenhar um papel fundamental na promoção 

de crescimento das plantas, principalmente nos primeiros estágios de 

desenvolvimento, e no processo de enraizamento induzindo o aumento no 

crescimento das raízes e na parte aérea, no número de folhas, na área foliar e no 

rendimento. Segundo Harthmann (2010) o aumento no volume das raízes é devido 

ao efeito da microbiolização de rizobactérias nas sementes provavelmente permite 

maior absorção de água e nutrientes pela planta e, como consequência, incremento 

no desenvolvimento de plantas.  

Após inoculação da planta com algumas rizobactérias promotoras de 

crescimento, podem ocorrer dois efeitos relacionados a auxina: o primeiro e direto, 

devido a produção do AIA pelos micro-organismos na rizosfera; o outro devido ao 

estimulo a síntese desse hormônio pela própria planta (GAUDIN; VRAIN; JOUANIN, 
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1994). O acido 3-indol acético (AIA) a auxina mais comumente produzida na 

natureza, e sintetizada principalmente em rotas bioquímicas dependentes do 

triptofano. Bactérias promotoras de crescimento de plantas são favorecidas 

indiretamente, pois dependem dos metabólitos liberados por seus hospedeiros na 

rizosfera, assim, a produção de fitormonios por bactérias pode aumentar a 

quantidade de produtos exsudatos e a área de exsudação da planta (GLICK et al., 

1999). 

Os resultados são semelhantes àqueles obtidos por vários autores, com 

várias culturas e vários gêneros como Azospirillum spp, Alcaligenes faecalis, 

Klebsiella sp, Bacillus e Enterobacter sp, Serratia sp, Xanthomonas sp, 

Herbaspirillum seropedicae, Rhizobium spp e Bradyrhizobium spp e Serratia sp 

sendo as pseudomonas o grupo mais estudado. 

As interações observadas indicam que isolados de rizobactérias que 

colonizam uma determinada espécie vegetal em maior nível, podem não ser os 

melhores colonizadores de outra espécie. Segundo MIller; Henken e Van Veen 

(1989), essas diferenças acontecem devido às quantidades e composições dos 

exsudatos radiculares que devem variar de uma espécie para outra e mesmo de 

uma cultivar para outra na mesma espécie,  e independentemente do solo, produza 

alguma substância que favorecem determinadas rizobactérias. 

O crescimento vegetal também pode ser estimulado de forma mais direta, 

pelo aumento na disponibilidade de nutrientes para as plantas, pela solubilização de 

fosfato inorgânico e pela mineralização de fosfato orgânico. Diferentes gêneros 

bacterianos, como Pseudomonas, Bacillus e Agrobacterium, possuem habilidade 

para solubilizar fosfatos de compostos inorgânicos (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999). 

Chabot, Antoun e Cescas (1996 a) e Chabot et al. (1996 b) testaram microrganismos 

solubilizadores de fosfato, como Pseudomonas spp e Rhizobium leguminosarum, 

para verificar seu potencial como RPCP em alface e milho. A solubilização de fosfato 

por essas bactérias pareceu ser um mecanismo importante para a promoção de 

crescimento da planta em um solo moderadamente fértil e em outro muito fértil, por 

causa do aumento da disponibilidade do nutriente. 
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Os microrganismos afetam diretamente a habilidade das plantas em 

adquirirem P do solo por meio de vários mecanismos. Esses mecanismos incluem: 

incremento da área superficial das raízes pela extensão do sistema radicular ou pela 

promoção do crescimento de raízes laterais e pelos radiculares (promoção de 

crescimento por meio de fitormônios); deslocamento do equilíbrio de adsorção, o 

que resulta numa transferência de íons fosfato para a solução do solo ou incrementa 

a mobilidade de formas orgânicas de P eestímulos de processos metabólicos que 

são efetivos na solubilização e mineralização do P a partir de formas pouco 

disponíveis de fósforo inorgânico e orgânico. Esses processos incluem a excreção 

de íons hidrogênio, liberação de ácidos orgânicos, produção de sideróforos e a 

produção de enzimas fosfatases que são capazes de hidrolizar o P orgânico. 

 No Brasil, existem diversos trabalhos que mostram o efeito benéfico de 

rizobactérias e outros micro-organismos que, além de atuarem como promotores de 

crescimento de plantas, também exercem antagonismo a diversos patógenos. Em 

estudo realizado por Gomes et al. (2003), foi observado que mudas de alface 

tratadas com isolados de Bacillus spp. obtiveram maior massa quando comparadas 

às não tratadas.  

 Também com alface, Freitas et al. (2003), conseguiram maior desenvolvimento 

de plantas tratadas com isolados fluorescentes do gênero Pseudomonas. Bettiol, 

Garibaldi e Migheli (1997) realizaram aplicações de um produto na forma de pó-

molhável e metabólitos concentrados produzidos por Bacillus subtilis na parte aérea 

plantas de pepino e abóbora para controlar lesões provocadas por oídio 

(Sphaerotheca fuliginea). Os autores verificaram que a pulverização de produtos 

formulados à base do antagonista resultou em maior massa de matéria fresca das 

plantas, quando comparadas à testemunha pulverizada apenas com água. Além 

disso, observaram que as folhas foram pulverizadas com os concentrados 

produzidos à base do antagonista, não apresentaram lesões causadas pelo 

patógeno. 

O benefício de rizobactérias sobre o crescimento de plantas também pode ser 

observado em outras culturas além de hortaliças. Freitas e Vildoso (2004) avaliaram 

a eficiência de rizobactérias quanto à promoção de crescimento de diferentes  porta-
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enxertos de plantas cítricas e verificaram que alguns isolados promoveram o 

crescimento das raízes das plantas cítricas.  

Da Silva (2005), observou por meio do estudo de promoção de crescimento 

em mudas de cacaueiro, os efeitos positivos quanto a capacidade de produção de 

AIA e solubilização de fósforo detectados em Serratia sp, Pseudomonas sp e 

Enterobacter sp, Bactérias que apresentam mais de uma característica para a 

promoção de crescimento vegetal, como por exemplo, a capacidade de 

mineralização de nutrientes e produção de sideróforos ou solubilização de fósforo e 

produção de auxinas, são desejáveis para uma possível aplicação no campo, 

proporcionando o aumento da produção agrícola (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 

2001). 

Amorim e Melo (2002), também avaliaram em plantas de citros o antagonismo 

de isolados de Pseudomonas spp e Bacillus spp a Phytophthora parasitica e 

Phytophthora citrophthora. Os resultados obtidos in vitro mostraram um possível 

antagonismo tanto pela produção de sideróforos como pela produção de substâncias 

tóxicas e nos testes in vivo os isolados reduziram a infecção causada pelos dois 

isolados do patógeno.  
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5 CONCLUSÕES 

 

● As informações obtidas por meio dos testes bioquímicos permitiram que os 

isolados fossem identificadas como Alcaligenes faecalis ssp faecalis, Pseudomonas 

putida, Proteus vulgaris, Providencia rettigueri,Serratia marcescense Myroides sp, 

enquanto que por meio do sequenciamento do gene RNAr 16S, Providencia 

rettigueri, Serratia marcescens e Myroides sp não permitiram que fossem 

identificadas em espéciedevido os primers universais utilizados produzirem um 

fragmento de aproximadamente 500 pb, o que corresponde apenas a 1/3 da 

sequencia completa que é de  aproximadamente 1.500 pb. 

● Os isolados de A. faecalis ssp faecalis, Myroides sp, P. putida, P. vulgaris e 

Providencia sp  produzem AIA em maior quantidade. 

● Os isolados de Pseudomonas putida e Providencia sp foram capazes de solubilizar 

fosfato. 

● O isolado de Serratia spapresenta maior eficiência no controle dos fungos 

fitopatogênicos Colletotrichum sp e Sclerotium sp por compostos voláteis.  

● Os experimentos em casa de vegetação mostraram que as rizobactérias 

interferiram positivamente no desenvolvimento de mudas de couve, pimentão e 

tomate, destacando-sea mistura dos isolados em todas as variáveis;o isolado de 

Providencia spse destacou para as variáveis: CR, PMSR,PMSPA, NF e AF; o 

isolado deSerratia marcescens se mostrou mais eficiente no incremento de PMST. 

● Este é o primeiro relato de Myroides sp como rizobactéria promotora de 

crescimento e produtora de AIA e deProvidencia sp como solubilizadora de fosfato. 

● Para as variáveis onde o incremento ao crescimento não ocorreu, não se observou 

depleção. 

● As rizobactérias estudadas demonstraram que possuem potencial para serem 

empregadas no desenvolvimento de novos produtos para apromoção do 

crescimento de plantas e no controle de fungos fitopatogênicos por compostos 

voláteis.  
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