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RESUMO GERAL 

 
SILVA, Cláudia Maria.Prospecção de rizobactérias com atividades promotoras de crescimento do 

feijoeiro comum. 2018. 104 p. Tese (Doutorado em Produção Vegetal no Semiárido) - Universidade 

Estadual de Montes Claros, Janaúba, MG
1
. 

 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa muito consumida no mundo e o seu 

cultivo é uma das atividades mais importantes na economia brasileira. A produtividade do 

feijão pode ser afetada pela deficiência de minerais do solo e pelo ataque de patógenos e 

insetos.O objetivo deste trabalho foi caracterizar, fisiologicamente, isolados de rizobactérias 

promotoras de crescimento de plantas e investigar o potencial de rizobactérias solubilizadoras 

de fosfato no desenvolvimento do feijoeiro comum em casa de vegetação. Para a 

caracterização fisiológica, foram utilizados 86 isolados oriundos de raízes de bananeira Prata-

Anã coletados na região Norte do Estado de Minas Gerais. Todos os isolados foram 

submetidos às avaliações de atividade bioquímica, conforme protocolos estabelecidos, para a 

solubilização de fosfato, produção de ácido indol-3-acético, fixação biológica de nitrogênio, 

produção de sideróforos e produção das enzimas lipase, protease e quitinase.Nove isolados 

solubiliadores de fosfato foram levados para casa de vegetação para avaliar o desempenho do 

feijoeiro comum em resposta à microbiolização das sementes com rizobactérias. O 

experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados, com 6 repetições, em 

esquema fatorial 9x2+2, sendo nove isolados de rizobactérias e duas fontes de fósforo 

(Fosfato Natural de Gafsa e super simples). Os tratamentos adicionais constituíram das duas 

fontes de fósforo sem bactéria. Os dados obtidos para o experimento in vitro foram 

submetidos à análise de variância e, quando significativos,ao teste de Scott e Knott, a 5% de 

probabilidade, para comparação das médias.Os dados dos atributos agronômicos do feijoeiro 

foram submetidos à análise de variância em esquema fatorial e, quando significativos,ao teste 

de Scott e Knott, a 5% de probabilidade, para comparação das médias. Os tratamentos foram 

comparados com o tratamento adicional pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade. As 

rizobactérias avaliadas apresentaram potencial para a solubilização de fosfato de cálcio 

tribásico inorgânico, além de possuir habilidade para a produção da fosfatase ácida. Em 

contrapartida, todos os isolados avaliados quanto à solubilização de fosfato de alumínio e de 

ferro foram negativos. Dos 86 isolados investigados, 54,6% formaram halo de solubilização 

característico para fosfato de cálcio tribásico inorgânico, 7% foram produtoras de AIA, 

somente quando submetidas à via do Triptofano, 27,9% foram produtores de sideróforo, e 

47,7% foram produtores de lipase. Todos os isolados avaliados neste trabalho foram negativos 

para a atividade da fixação de nitrogênio, além de não serem produtoras de protease e 

quitinase. As rizobactérias associadas às fontes de fosfato promoveram aumento nas variáveis 

de crescimento e produção de plantas. Quatro rizobactérias associadas ao super simples 

aumentaram o teor de fósforo na parte aérea em relação ao super simples isolado. Oito 

rizobactérias associadas ao super simples aumentaram a absorção de fósforo em relação ao 

fosfato natural de gafsa. Nenhuma das rizobactérias promoveu aumento no acúmulo de 

fósforo a partir do fosfato natura de gafsa.Conclui-se que as rizobactérias avaliadas são 

solubilizadoras de fosfato, produtoras de AIA e de sideróforos, além de produtoras da enzima 

lipase.As rizobactérias avaliadas promovem incremento aos atributos agronômicos avaliados 

e aumento na absorção de fósforo. 

Palavras-chave:Bactérias promotoras de crescimento, Phaseolus vulgaris, Bacillus sp., 

                                                 
1
Comitê orientador: Prof.ªRegina C. F. Ribeiro DCA/UNIMONTES (Orientadora); Prof.ªAdelica Aparecida 

Xavier- DCA/UNIMONTES (Coorientadora). Prof. Dr. José Augusto S. Neto - DCA/UNIMONTES 

(Conselheiro). 
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Lysinibacillus sp., Paenibacillus sp., Fosfato de cálcio.  
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GENERAL ABSTRACT 

 
SILVA, Cláudia Maria.Prospection of common bean growth promoting rhizobacteria. 2018. 104 

p. Thesis (PhD in Crop Production in the Semi-Arid) – State University of Montes Claros, Janaúba, 

MG
2
. 

 

Bean (Phaseolus vulgaris L.) is a very consumed legume in the world and its cultivation is 

one of the most important activities in the Brazilian economy. Bean productivity can be 

affected by soil mineral deficiency and by pathogen and insect attack. The objective of this 

work was characterize physiologically isolated of plant growth promoting rhizobacteria and 

investigate the potential of rhizobacteria solubilizing phosphate in the development of 

common bean in greenhouse. For the physiological characterization, were used 86 isolates 

from Prata-anã banana roots collected in the northern region of the State of Minas Gerais. All 

isolates were submitted to biochemical activity evaluations, according to established 

protocols, for phosphate solubilization, indole-3-acetic acid production, biological nitrogen 

fixation, siderophores production and production of lipase, protease and chitinase enzymes. 

Nine phosphate solubilizers were taken into greenhouse to evaluate the performance of 

common bean in response to the microbiolization of the seeds with rhizobacteria. The 

experiment was carried out in a randomized complete block design, with 6 replicates, in a 9x2 

+ 2 factorial scheme, nine of which were rhizobacteria isolates and two phosphorus sources 

(Gafsa and Super Simple Natural Phosphate). The additional treatments consisted of two 

sources of phosphorus without bacteria. The data obtained for the in vitro experiment were 

submitted to analysis of variance and, when significant, to the Scott and Knott test, at 5% 

probability, for comparison of the means. The agronomic attributes data of the bean were 

submitted to analysis of variance in factorial escheme and, when significant, to the Scott and 

Knott test, at 5% probability, for comparison of the means. Treatments were compared with 

the additional treatment by the Dunnet test at 5% probability. The evaluated rhizobacteria 

presented potential for the solubilization of inorganic tribasic calcium phosphate, besides 

being able to produce the acid phosphatase. In contrast, all the isolates evaluated for 

solubilization of aluminum phosphate and iron phosphate were negative.Of the 86 isolates 

investigated, 54.6% formed characteristic solubilization halo for inorganic tribasic calcium 

phosphate, 7% were EIA producers, only when submitted to the Tryptophan path, 27.9% were 

siderophore producers, and 47.7% were lipase producers. All the isolates evaluated in this 

work were negative for nitrogen fixation activity, besides not producing protease and 

chitinase. The rhizobacteria promoted increase in biomass for the evaluated attributes. It is 

concluded that the rhizobacteria evaluated are phosphate solubilizers, producing AIA and 

siderophores, as well as lipase enzyme producers. The evaluated rhizobacteria increase the 

agronomic attributes evaluated.Of the 86 isolates investigated, 54.6% formed characteristic 

solubilization halo for inorganic tribasic calcium phosphate, 7% were AIA producers, only 

when submitted to the Tryptophan path, 27.9% were siderophore producers, and 47.7% were 

lipase producers. All the isolates evaluated in this work were negative for nitrogen fixation 

activity, besides not producing protease and chitinase. The rhizobacteria promoted increase in 

biomass for the evaluated attributes. It is concluded that the rhizobacteria evaluated are 

phosphate solubilizers, producing AIA and siderophores, as well as lipase enzyme producers. 

The evaluated rhizobacteria increase the agronomic attributes evaluated. 

 

Key words: Growth promoting bacteria, Phaseolus vulgaris, Bacillus sp., Lysinibacillus sp., 

Paenibacillus sp., Calcium phosphate. 

                                                 
2
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

As culturas para apresentarem alta produtividade necessitam ser provenientes de 

sementes sadias e/ou certificadas; estas devem ser semeadas em solo adequadamente 

preparado; as plantas devem ser submetidas ao manejo correto de irrigação, de nutrição e de 

insetos e patógenos. No entanto, a utilização de aplicações contínuas de adubos e agrotóxicos 

para o controle de doenças tem gerado impactos ambiental e econômico. Neste sentido, 

pesquisas têm sido realizadas com rizobactérias visando à sua utilização como biofertilizantes 

no crescimento de plantas(BASHAN et al., 2014; MAJEED et al., 2015) e produtos 

biológicos de controle de fitopatógenos (GHOSH et al., 2015; TORRES et al., 2017). 

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs)são microrganismos capazes de 

colonizar as raízes, podendobeneficiar a planta de diversas maneiras (SOUZA et al., 2016; 

NGHIA et al., 2017). 

No crescimento de plantas, estudos apontam que os mecanismos, frequentemente 

envolvidos no aumento da disponibilidade de nutrientes minerais, como o fósforo, ocorrem 

por meio dasolubilização de fosfato (KUMAR et al., 2015) e do ferro, por meio da produção 

de sideróforos (GHOSH et al., 2015). Algumas rizobactérias sãoprodutoras de fitormônios 

(como as auxinas, giberelinas e citocininas)(ALMONEAFY et al., 2014; NGHIA et al., 2017) 

e outras estão envolvidas na fixação biológica de Nitrogênio (FBN)  (BALDANI et al., 2014; 

SAAVEDRA et al., 2017).  

Os mecanismos de antagonismo direto relacionados ao controle biológico de 

fitopatógenos, normalmente, envolvem a produção de enzimas líticas comolipases (TIPRE; 

PINDI; SHARMA, 2015), proteases e quitinases (DUTTA; THAKUR, 2017), antibióticos 

(ROCHA; MOURA, 2013; GONG et al., 2014; PRABHUKARTHIKEYAN; KEERTHANA; 

RAGUCHANDER, 2018).Esses compostos inibem o crescimento de diversos 

microrganismos fitopatogênicos, promovendo, portanto, um eficiente controle biológico na 

natureza(JHA et al., 2013;  MAJEED et al., 2015)(SHARMA; SHARMA, 2017). Por isso, 

trabalhos vêm sendo realizados com a utilização de rizobactérias com o objetivo de estudar 

sua ação contra fitopatógenos e promover a melhoria nas características agronômicas de 

plantas cultivadas (JHA et al., 2013; GHOSH et al., 2015; DUTTA; THAKUR, 2017). 

A produtividade do feijão pode ser afetada por diversos fatores, dentre os quais se 

destacam a dificuldade na absorção de minerais do solo, especialmente o fósforoeo ataque de 

uma grande diversidade de patógenos, como fungos, bactérias, vírus e nematoides, o que pode 
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causar prejuízos à produtividade(GALON et al., 2017). Neste sentido, a investigação de 

alternativas para a melhoria da absorção de nutrientes do solo e o controle de patógenosé 

importante para o sucesso do cultivo do feijão, podendo ser realizado por vários métodos, 

como o químico e o biológico(JHA et al., 2013).  

Os métodos químicos são muito utilizados, porém, o elevado preço e a preocupação 

ambiental são questões da agricultura que devem ser consideradas(MAJEED et al., 2015).Por 

isso, os agentes biológicos, quando comparados aos métodos químicos, podemser vantajosos 

por seremeconomicamente viáveis e por minimizarem o dano ambiental(JHA et al., 2013). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 Caracterizar fisiologicamente isolados de rizobactérias e investigar o potencial de 

rizobactérias solubilizadoras de fosfato no desenvolvimento do feijoeiro comum em casa de 

vegetação. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Investigar a capacidade de isolados de rizobactérias solubilizarem fosfato inorgânico. 

- Investigara capacidade de isolados de rizobactérias produzirem ácido indol-3-acético. 

-Pesquisar a capacidade de isolados de rizobactérias quanto à fixação de nitrogênio. 

- Pesquisara capacidade de isolados de rizobactérias quanto à produção de sideróforos. 

- Averiguara capacidade de rizobactérias quanto à produção das enzimas lipase, 

protease e quitinase. 

- Averiguar o efeito de bactérias solubilizadoras de fosfato associadas adiferentes 

fontes de fosfato no feijoeiro comum. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Rizobactérias promotoras de crescimento 

 

3.1.1 Aspectos gerais 

 As Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs) são microrganismos 

capazes de colonizar as raízes, podendo beneficiar a planta através de diversos 

mecanismos(DUTTA; THAKUR, 2017; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). De maneira 

geral, podem ser classificadas em RPCPs extracelulares (eRPCP), quando presentes na 

rizosfera, no rizoplano ou nos espaços entre as células do córtex da raiz, e em RPCPs 

intracelulares (iRPCP), quando presentes no interior de células de raízes, geralmente em 

estruturas nodulares especializadas (GRAY; SMITH, 2005; ETESAMI; MAHESHWARI, 

2018). 

As mais estudadas são encontradas entre as Pseudomonas spp. não fluorescentes e 

fluorescentes; espécies de Bacillus (ALMONEAFY et al., 2014), Streptomyces (AFZAL et 

al., 2016), Rhizobium (RUBIO-CANALEJAS et al., 2016), Bradyrhizobium, Acetobacter e 

Herbaspirillum; Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae(SHARMA et al., 2013) e 

Burkholderia cepacia(GONTIA-MISHRA; SAPRE; TIWARI, 2017). Essas populações 

microbianas têm sido descritas como agentes que contribuem para desenvolvimento das 

plantas por favorecerem a absorção de nutrientes, além de protegerem a planta contra os 

fitopatógenos (PARK et al., 2013; SHARMA; SHARMA, 2017).  

Estudos com rizobactérias na agricultura iniciaram-se na década de 1960 na China, 

sendo, atualmente, difundido para apromoção de crescimento ou para controle de 

fitopatógenos, com o intuito de aumentar a produção, diminuir os custos e, ao mesmo tempo, 

diminuir os danos ambientais causados por agroquímicos (VIEIRA JUNIOR et al., 2013; JHA 

et al., 2013; GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). Vale citar que, na China, já 

foram registrados aumentos médios de 21% em produtividade devido à utilização desses 

microrganismos (FIGUEIREDO et al., 2010). 

 Os estudos com RPCPs proporcionam ganho de conhecimento sobre esses 

microrganismos, aumentando a possibilidade da sua aplicação na agricultura, visto que podem 

trazer benefícios para o desenvolvimento das plantas (MAJEED et al., 2015). Neste sentido, a 

atuação de rizobactérias na promoção de crescimento de plantas envolve métodos diretos e 

indiretos. Em relação aos métodos diretos, destaca-se a solubilização de fosfato (KUMAR et 

al., 2015), produção de hormônios (como ácido indol-3-acético) (NGHIA et al., 2017), 
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fixação biológica de nitrogênio (SAAVEDRA et al., 2017) e produção de sideróforos 

(GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). Dentre os métodos indiretos, pode-se citar 

aqueles envolvidos no controle biológico de fitopatógenos como a produção das enzimas 

lipase (TIPRE; PINDI; SHARMA, 2015), protease , quitinase (DUTTA; THAKUR, 2017), 

além da produção de antibióticos(PRABHUKARTHIKEYAN; KEERTHANA; 

RAGUCHANDER, 2018).  

 Pesquisa com Bacillus megaterium ST2-9, isolada do solo, por exemplo, mostrou que 

a rizobactéria é produtora de AIA e estimulou o crescimento de raízes de arroz. Desse modo, 

os resultadospermitiram aos autores sugerirem que as bactérias estudadassão inoculantes 

eficientes como biofertilizantes para promover o crescimento das plantas (NGHIA et al., 

2017). Rizobactérias solubilizadoras de zinco exibiram características promotoras de 

crescimento para a cultura do arroz em pesquisa realizada. Estas bactérias estimularam 

atributos como comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, biomassa fresca e seca da 

planta. Os nove isolados de rizobactérias estudados se dividem em 4 gêneros distintos, 

pertencentes aos filos proteobactérias e β-proteobactérias e identificados como Pseudomonas 

aeruginosa,Ralstonia picketti, Burkholderia cepacia e Klebsiella pneumoniae (GONTIA-

MISHRA; SAPRE; TIWARI, 2017). 

 No controle biológico, foi observado que duas estirpes bacterianas rizosféricas, 

Burkholderia cenocepacia VBC7 e Pseudomonas poae VBK1, e três estirpes diferentes de 

Lactococcus lactis subsp. lactis produziram zonas de inibição significativas contra Rhizopus 

stolonifer que causa podridão na cultura da jaca. As rizobactérias induziram ao rompimentode 

micélio do patógenoin vitro e, quando aplicadas às plantas, as bactérias reduziram ou 

preveniram a doença. Além disso, quando aplicadas na pós-colheita, a incidência da doença 

foi reduzida(GHOSH et al., 2015). Em outra pesquisa, foi avaliado o potencial in vitro de 

isolados de Bacillus spp. no controle de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

Flaccumfaciensem feijoeiro-comum. Neste trabalho, foi observado que todos os isolados das 

rizobactérias estudadas inibiram o crescimento de patógeno (LEÃO et al., 2016).  

 Assim, as informações adquiridas sobre esses microrganismos podem servir para 

direcionar a utilização deles em formulações de produtos, contribuindo para uma agricultura 

sustentável, já que pode diminuir o uso de fertilizantes e agrotóxicos(BASHAN et al., 2014; 

SONG et al., 2015). 

 

3.1.2 Mecanismos de promoção de crescimento em plantas 
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A importância das bactérias benéficas na agricultura tem resultado em muitos esforços 

para entender a comunidade bacteriana associada à rizosfera ou endosfera, a fim de elucidar 

seus mecanismos na promoção do crescimento das plantas e manejo de doenças (PASSARI et 

al., 2016). Desse modo, investimentos vêm sendo realizados na área da pesquisa no sentido de 

se descobrir novos microrganismos com atributos para a promoção de crescimento em plantas 

(HARIPRASAD; VENKATESWARAN; NIRANJANA, 2014; SARATHAMBAL et al., 

2015). Esses estudos incluem mecanismos diretos,como a solubilização de fosfato, produção 

de ácido indol-3-acético, fixação biológica de nitrogênio, produção de sideróforos, e indiretos, 

como produção de enzimas como lipase, protease e quitinase (MIHALACHE et al., 2015; 

NGHIA et al., 2017; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). 

 

3.1.2.1 Solubilização de fosfato inorgânico 

  

O fósforo é um macronutriente, do qual as plantas necessitam em quantidades maiores. 

Está ligado ao metabolismo vegetal, participando da fotossíntese, respiração, armazenamento 

e transferência de energia, transferência de genes e reprodução (GRANT et al., 2001; KHAN; 

ZAIDI; AHMAD, 2014). Durante as fases iniciais do desenvolvimento da planta, a 

disponibilidade adequada de fósforo é importante para o estabelecimentodos primórdios das 

partes reprodutivas, aumento da ramificação e resistência das raízes, conferindo, assim, 

vitalidade e capacidade de resistência a doenças. Além disso, contribui na formação de 

sementes e no início da maturação de culturas como cereais e leguminosas. Neste sentido, 

esse nutriente é de grande importância para a agricultura, uma vez que a baixa disponibilidade 

ou deficiência de fósforo reduz acentuadamente o tamanho e o crescimento da 

planta(SHARMA et al., 2013). 

Encontrado nas formas orgânicas e inorgânicas, o fósforo é limitado na maioria dos 

solos. Aqueles destinados à atividade agrícola,por exemplo, possuem grandes quantidades de 

fósforo, porém, a maior parte desse nutriente não se encontra disponível às plantas (GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015). Desse modo, apesar da ampla distribuição do fósforo 

na natureza, a sua deficiência na agricultura é comum por causa da forma altamente insolúvel 

encontrada, principalmente, em solos ácidos de regiões tropicais e subtropicais (SOUCHIE et 

al., 2005). Nesses ambientes, a interação do fósforo com o cálcio, o alumínio e o ferro, que 

fazem parte da constituição do solo, além de sua lenta taxa de difusão na solução do solo, faz 

com que esse nutriente fiquemenos prontamente disponível para as plantas(GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015).   
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Devido à importância do fósforo para as plantas e seu alto custo, osestudospara 

encontrar métodos alternativos para otimizar sua absorção são prioridade para os sistemas 

agrícolas (MATOS et al., 2017). Dentre esses métodos, é promissora a utilização de 

rizobactérias que podem atuar diretamente ou indiretamente no crescimento de plantas 

(XIANG et al., 2017). Dos mecanismos diretos, merece destaque aquele relacionado à 

solubilização de fosfato, que torna o fosforo disponível às plantas(PRAKAMHANG et al., 

2014; TIPRE et al., 2015).  

As rizobactérias podem disponilizar o fósforo às plantas através da solubilização do 

fósforo orgânico e inorgânico, produzindo exsudatos orgânicos como ácidos orgânicos (ácido 

cítrico, ácido glucônico, ácido láctico, ácido succínico, ácido propiônico) e sideróforos 

(GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015), excreção de prótons pela assimilação de 

amônio, e produção de enzimas solubilizadoras como as fosfatases ácidas (SHARMA et al., 

2013; GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015; MATOS et al., 2017). As fosfatases, 

dependendo de seu pH ótimo, podem ser divididas em fosfomonoesterases ácidas, 

predominantes em solos ácidos, e alcalinas, predominantes em solos alcalinos. Ambas podem 

ser produzidas pelos microrganismos solubilizadores de fosfato dependendo das condições 

externas (JORQUERA et al., 2014).  

Através do conhecimento dos mecanismos de solubilização de fósforo por 

rizobactérias, pesquisadores vêm estudando a sua utilização na agricultura para o aumento na 

produção de culturas de interesse econômico (KUMAR et al., 2015; ETESAMI; 

MAHESHWARI, 2018). Em trabalho realizado com o tomateiro, por exemplo, verificou-se 

que, após 7 dias de crescimento, as rizobactérias do gênero Pseudomonas avaliadas 

solubilizaram 10 vezes mais fósforo que o controle, aumentando a biomassa da raiz do tomate 

em 1,7 vezes. Além disso, a biomassa da parte aérea aumentou 44% em relação à bactéria 

controle, levando-se à conclusão de que as rizobactérias podem ser úteis para melhorar o 

crescimento de outras culturas (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). 

Para a cultura do trigo, pesquisa mostrou que entre nove isolados de rizobatcérias, 

avaliadasquanto aos vários mecanismos de crescimento de plantas, quatro foram capazes de 

solubilizar fosfato inorgânico in vitro. Em condições de campo, estudos com a inoculação em 

plantas de trigo indicaram que essesisolados de rizobactérias promotoras de crescimento de 

plantas (RPCPs) proporcionaram um aumento significativo no comprimento e na biomassa da 

parte aérea e da raiz. O estudo indica o potencial dessas RPCPs para a produção de inóculos 

ou biofertilizantes para melhorar o crescimento e teor de nutrientes do trigo e outras culturas 

em condições de campo(MAJEED et al., 2015).  
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Diante disso, observa-se que é fundamental a investigação do potencial das 

rizobactérias na solubilização de fosfato para otimizar a assimilação do fósforo pelas plantas e 

contribuir para o seu desenvolvimento (LACERDA et al., 2016). 

 

3.1.2.2 Produção de ácido indol-3-acético 

Auxinas são um grupo de hormônios que estão ligados ao alongamento celular 

diferencial e são sintetizados, principalmente, pelos meristemas apicais caulinares, nas folhas 

jovens e nas sementes em desenvolvimento. Esses hormônios se espalham até as outras zonas 

da planta, principalmente para a base, onde se estabelece um gradiente de 

concentração(PEDRO; JOÃO; WELLINGTON, 2001). 

Entre as auxinas, o ácido indol-3-acético (AIA) é o fitormônio mais estudado e o mais 

produzido pelas bactérias, sendo requerido em baixas concentrações pelas plantas. Ele é 

conhecido por sua capacidade de auxiliar no desenvolvimento da raiz, divisão celular e 

multiplicação celular.  Isso leva ao aumento do comprimento e do número de pelos 

radiculares e da parte aérea vegetal, aumentando, assim, a captação de nutrientes pelas plantas 

(DJORDJEVIC et al., 2017). Neste sentido, na agricultura, a produção de AIA por 

rizobactérias podem contribuir para o aumento na produção, devido ao incremento nos 

atributos agronômicos das culturas com o melhor desenvolvimento vegetal, além da 

contribuição de modo indireto no controle de fitopatógeno (AHMED et al., 2014; NGHIA et 

al., 2017). 

 O AIA é comumente produzido por várias RPCPs como, por exemplo, Bacillus sp. , 

Lysinibacillus sp. (ANGULO et al., 2014), Paenibacillus sp. (PADDA et al., 2017), 

Aeromonas veronas, Agrobacterium sp., Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., 

Rhizobium sp. e Enterobacter sp. (BISHNOI, 2015). A produção de AIA por estas bactérias é, 

em muitos casos, dependente do aminoácido triptofano e realizada sob diversas vias 

biossintéticas (Figura 1). A biossíntese do AIA triptofano-dependente pode ocorrer por meio 

das vias: ácido indol-3-pirúvico (AIP); indol-3-acetamida (IAM); triptamina (TAM); e indol-

3-acetaldoxima (IAOx) (Figura 1) (SOLANO; BARRIUSO; GUTIÉRREZ-MAÑERO, 2008). 
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FIGURA 1. Rotas biossintéticas do ácido indol-3-acético (AIA) a partir do aminoácido 

triptofano em bactérias e plantas. As enzimas em asterisco estão presentes somente em 

bactérias. 

 

 Com base nesses conhecimentos, pesquisas têm sido realizadas com rizobactérias 

promotoras de crescimento de plantas objetivando o aumento na produtividade agrícola 

(BHARUCHA; PATEL; TRIVEDI, 2013). Muitas delas realizam essa investigaçãobaseando-

se na informação de que a promoção de crescimento vegetal pode ocorrer por meio de 

fitormônios reguladores de crescimento como o AIA (NGHIA et al., 2017).  

 Investigação científica com rizobactérias, por exemplo, avaliou a capacidade delas em 

produzir AIA, além de outros mecanismos de promoção de crescimento, e sua habilidade 

como bioinoculante em mudas de tomateiro. Observou-se que as rizobactérias possuem 

potencial como produtoras de AIA e que, dos 10 isolados selecionados, 9 mostraram potencial 

Rotas de biossíntese de AIA dependentes do triptofano em vegetais e bactérias.

As enzimas que estão presentes somente em bactérias estão marcadas com um 

asterisco (Bartel, 1997).
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significativo para colonização da superfície radicular em tomateiro. Isolados de Bacillus sp. 

foram mais eficientes em formação de biofilme, demonstrando potencial para suportar vários 

estresses bióticos e abióticos. Além disso, Bacillus sp. aumentou significativamente a altura 

das raízes e dos ramos, bem como no peso fresco após 45 e 60 dias de inoculação (PASSARI 

et al., 2016).  

 Em outro trabalho, foi realizada a caracterização de bactérias promotoras de 

crescimento vegetal associadas à cana-de-açúcar, além de avaliar a capacidade dessas 

bactérias em promover o crescimento vegetal na cultura do milho. Das 136 bactérias isoladas, 

83 delas produziram algum fator de crescimento vegetal, sendo que 57 % foramprodutoras de 

AIA.Neste experimento, os sete melhores isolados, avaliados quanto à promoção de 

crescimento milho, pertencem à família Enterobacteriaceae e aos gêneros Klebsiella, 

Enterobacter e Pantoea. Desses, cinco isolados promoveram o crescimento vegetal em 

experimentos em casadevegetação, sendo potenciais candidatos a 

bioinoculantes(RODRIGUES et al., 2016). 

 Com o objetivo de buscar alternativas para a substituição à utilização de produtos 

químicos na agricultura e aumentar a produção, pesquisa foi realizada com Bacillus 

megaterium, Azotobacter chroococcum para verificar a capacidade em produzir AIA e seu 

efeito sobre sementes de milho. O estudo mostrou efeito estatisticamente superior da altura da 

raiz de plantas inoculadas com as rizobactérias em comparação com o controle. De acordo 

com os autores, os isolados bacterianos avaliados no estudo podem ser recomendados como 

bactérias promotoras de crescimento, devido a seus efeitos positivos e, eventualmente, podem 

ser usadas para reduzir as doses de fertilizantes químicos na agricultura (DJORDJEVIC et al., 

2017). 

No controle biológico, estudo com rizobatérias revelou que os isolados selecionados 

com base na capacidade de inibir Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum possuem 

vários atributos de promoção de crescimento que fazem biocontrole indiretamente. Os 

isolados selecionados exibiram capacidades in vitro relacionadas à regulação do crescimento 

de planta, bem como para características antifúngicas e nematicidas. Eles foram positivos para 

a fixação de nitrogênio atmosférico, produção de amônia, ácido indolacético (AIA), 

sideróforos, solubilização de fosfato e de zinco. O potencial no biocontrole foi registrado 

contra alguns fungos fitopatogênicos e uma espécie de nematoide (Meloidogyne incognita) 

em vários graus (EL-SAYED et al., 2014).  
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3.1.2.3 Fixação biológica de Nitrogênio 

 O nitrogênio é de fundamental importância para as plantas, pois faz parte da 

constituição de biomoléculas como os aminoácidos, que compõem as proteínas, os ácidos 

nucléicos,ATP, NADH, NADPH, clorofila e inúmeras enzimas (NELSON; COX, 2014). Na 

agricultura, a disponibilidade de nitrogênio é quase sempre um fator limitante, influenciando 

o crescimento da planta mais do que qualquer outro nutriente e, por isso, é o elemento mais 

importante para elevadas produções(OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO, 2011). 

O nitrogênio representa 80% da atmosfera na forma gasosa, mas as plantas não 

conseguem utilizá-lo. Para contornar este problema, na agricultura, é comum o uso de 

fertilizantes nitrogenados, que acabam emitindo para a atmosfera quantidade excessiva de 

óxido de nitrogênio (N2O), um gás que agrava o efeito estufa (RODRIGUES et al., 2017). 

Uma alternativa ao uso de fertilizantes nitrogenados é a utilização de bactérias 

chamadas diazotróficas ou fixadoras de N2 (FBN), que são capazes de transformar o N2 da 

atmosfera em NH3 ou aminoácidos, tornando o nitrogênio disponível para as plantas. As 

bactérias diazotróficas são, geralmente, classificadas como bactérias simbióticas fixadoras de 

nitrogênio (Rhizobiaceae, com plantas leguminosas e Frankia, com plantas não leguminosas) 

e bactérias fixadoras de nitrogênio não simbióticas, que podem ser de vida livre, associativa 

ou endofítica (MOREIRA et al., 2010). Entre essas bactérias fixadoras, pode-se citar aquelas 

pertencentes aos gêneros Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Paenibacilluse 

cianobactérias(ANDRADE et al., 2014). 

 Sob condições de limitação de nitrogênio mineral, as rizobactérias induzem a 

formação de nódulos simbióticos nas raízes de leguminosas. Nesses nódulos, a bactéria, na 

forma de bacteróide, converte nitrogênio atmosférico em amônia, através da nitrogenase, que 

é utilizada pela planta como fonte de nitrogênio. A amônia é, posteriormente, transformada 

em elementos essenciais para a planta, como as proteínas (SANTOS; REIS, 2008). Essa 

habilidade dos microrganismos fixarem nitrogênio em simbiose com leguminosas é de 

considerável importância agrícola e ambiental, visto que as leguminosas têm, a seu dispor, 

duas fontes de nitrogênio: o mineral, proveniente do solo e/ou fertilizante e o nitrogênio 

gasoso, fixado biologicamente (SILVEIRA; FREITAS, 2007). 

 A fixação assimbiótica de nitrogênio está ligada com a capacidade do microrganismo 

de invadir e proliferar nos tecidos da planta hospedeira e permanecer endofiticamente. Desse 

modo, ele ultrapassa as barreiras físicas e químicas que a planta estabelece, instituindo vias de 

infecção e sítios de colonização, mas em equilíbrio com a planta(KUSS, 2006).A fixação 

assimbiótica de nitrogênio já foi considerada ineficiente por alguns 
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pesquisadores(RUSCHEL; BRITT0, 1966). Entretanto, hoje, sabe-se que alguns 

microrganismos, como aqueles do gênero Bacillus, fixam nitrogênio assimbioticamente, 

podendo servir como inoculantes e proporcionandoo nitrogênio necessário para o bom 

desenvolvimento de plantas cultivadas(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). 

 A rizobactéria Paenibacillus polymyajá foi avaliada quanto à fixação biológica de 

nitrogênio e promoção do crescimento de Pinus (Pinus contorta var. latifolia). No final do 

período de crescimento, a rizobactéria reduziu a mortalidade de plântulas em 14% e o N foliar 

aumentou 79% e duplicou a biomassa de plântulas em comparação com os controles. Os 

resultados sugerem que a fixação de nitrogênio por P. polymyxa aumentou o crescimento de 

plântulas de pinus e apoiou a hipótese de que diazotróficos associados a plantas capazes de 

colonização podem satisfazer uma proporção significativa do nitrogênio requerido por 

plântulas de árvores crescendo sob condições limitadas desse nutriente (ANAND; 

GRAYSTON; CHANWAY, 2013). 

 Pesquisa com combinações triplas diferentes de bactérias promotoras do crescimento 

de plantas (RPCPs) foirealizada para cultivar de bananeira Prata Anã micropropagada, em 

termos de crescimento e absorção de nutrientes. Entre os mecanismos de crescimento exibidos 

pelas bactérias avaliadas, encontra-se a fixação biológica de nitrogênio. Observou-se que 

houve incremento significativo para todos os atributos avaliados. Os resultados revelaram que 

B. subtilis (EB-40), Bacillus pumilus (EB-51), Lysinibacillus sp. (EB-53), Paenibacillus sp. 

(EB-144) e Bacillus sp. (EB-194) têm o potencial de serem explorados como inoculantes por 

melhorarem o crescimento das plântulas de bananeira. Além disso, os autores indicam as 

espécies selecionadas para a aplicação para aumentar a diversidade microbiana, bem como a 

qualidade e a saúde do solo(SOUZA et al., 2016). 

A inoculação de Azospirillum brasilense e a adubação nitrogenada modificaram o 

comprimento total da densidade radicular de plantas de milho. Os resultados demonstraram 

que as duas variáveis são complementares para avaliar o efeito dessas duas práticas 

agronômicas na produção de milho. Os resultados referentes aos efeitos da inoculação com A. 

brasilense e Pseudomonas fluorescens e adubação nitrogenada em algumas comunidades 

microbianas são uma contribuição para o conhecimento da ecologia da rizosfera do milho em 

condições de campo. Eles podem ser usados para melhorar a resposta da cultura a essas 

inoculações de RPCPs em interação com a fertilização química e a caracterização de risco 

ambiental de ambas as práticas agronômicas para uma produção agrícola mais sustentável(DI 

SALVO et al., 2018). 
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 Assim, os estudos com rizobactérias são importantes, devido à contribuição destas 

para o fornecimento de nitrogênio a diversos ecossistemas naturais ou manejados (MARRA, 

2012). 

 

3.1.2.4 Produção de sideróforos 

É sabido que o sistema agrícola é composto por plantas cultivadas que, de modo geral, 

necessitam fazer a retirada de água e de nutrientes minerais presentes no solo, dentre eles o 

ferro. Este nutriente mineral, assim como outros, é adquirido primariamente na forma de íon 

inorgânico e levado para o interior da célula vegetal, predominantemente, através do sistema 

radicular da planta. Nesse processo, outros organismos, como os fungos (micorrízicos) e as 

bactérias da rizosfera, frequentemente, contribuem para a aquisição desses nutrientes 

(DUTTA; THAKUR, 2017). 

Após a absorção, o ferro é transportado para as diversas partes da planta, onde é 

assimilado e utilizado em importantes funções biológicas(KHAN; ZAIDI; AHMAD, 2014).O 

ferro é um micronutriente importante para o desenvolvimento dos organismos vivos, 

incluindo microrganismos e plantas. Talelemento é requerido pelos microrganismos aeróbicos 

para redução do oxigênio nasíntese de ATP, redução de precursores de DNA, formação do 

grupo heme e outras finalidades(SAHRAWAT, 2004; AGUADO-SANTACRUZ et al., 2012). 

Para as plantas, o ferro é fundamental para vários processos metabólicos que incluem 

fotossíntese, respiração, fixação de nitrogênio e síntese de DNA e de hormônios. Mais 

especificamente, esse nutriente faz parte da enzimanitrogenase, responsável pela conversão de 

nitrogênio em amônio, das leg-hemoglobinas,que controla a quantidade de oxigênio dentro 

dos nódulos contendo a bactéria, e doscitocromos, que são carreadores de elétrons no 

processo da respiração celular do bacteroide (KHAN; ZAIDI; AHMAD, 2014; JUCOSKI et 

al., 2016). 

O maior interesse sobre a absorção do ferro está ligado diretamente à agricultura e à 

produtividade das culturas, uma vez que a produção agrícola depende fortemente da 

fertilização com elementos minerais como o ferro. No entanto, as plantas cultivadas, 

tipicamente, utilizam menos da metade dos fertilizantes aplicados (GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015). O restante pode ser lixiviado para os lençóis 

subterrâneos de água, tornar-se fixado ao solo ou contribuir para a poluição do ar. Assim, 

torna-se de grande importância o aumento na eficiência de absorção e de utilização de 

nutrientes, reduzindo os custos de produção e contribuindo para evitar prejuízos ao meio 

ambiente (ETESAMI; MAHESHWARI, 2018).  
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 Apesar da alta abundância de ferro na maioria dos solos, ele é um dos fatores 

limitantes para o crescimento e desenvolvimento das plantas devido à sua baixa 

disponibilidade (SCHMID et al., 2014). Sabe-se que os nutrientes do solo desempenham 

papéis importantes no crescimento das plantas e vários isolados de rizobactérias benéficas têm 

sido aplicados para melhorar a absorção de nutrientes, a biomassa e a tolerância a estresse 

abiótico ou biótico (ZHOU et al., 2016).O ferro pode estar no solo nas formas Fe
2+

 ou Fe
3+

, 

sendo esse último menos solúvel. Em qualquer um dos casos, para que o ferro se torne 

disponível para microrganismos e plantas, é necessário que esses organismos lancem mão de 

mecanismos para a captura do ferro, como, por exemplo, a produção de sideróforos (DUTTA; 

THAKUR, 2017). 

 Plantas evoluíram duas estratégias para adquirir ferro de solos, incluindo a produção 

de sideróforos (BRUMBAROVA; BAUER; IVANOV, 2015). As monocotiledôneas e 

dicotiledôneas não gramináceas utilizam, principalmente, a estratégia baseada na redução de 

Fe
3+

 a Fe
2+

, pela quelato redutase (FRO2), através da liberação de prótons na rizosfera por 

meio da H-ATPase (AHA2) (estratégia I). O Fe
2+

 reduzido é transportado através da 

membrana plasmática para as células epidérmicas da raiz através do transportador de metal 

bivalente IRT1. As monocotiledôneas gramináceas adquirem ferro com base na liberação de 

fitossideróforos na rizosfera que se ligam aoferro, que é então transportado para células 

epidérmicas de raiz(estratégia II)(ZHOU et al., 2016). Além disso, monocotiledôneas e 

dicotiledôneas não gramináceas foram descritas empregando outra estratégia de aquisição de 

ferro baseada na quelação pela exsudação de compostos fenólicos(SCHMID et al., 2014). 

Sideróforos (do grego: "transportadores de ferro") são compostos orgânicos de baixo 

peso molecular, ligantes específicos de íons de ferro, que são produzidos por plantas e 

microrganismos como as rizobactérias, com a função de incorporar este mineral no 

metabolismo celular(BENITE; MACHADO; MACHADO, 2002; ZHOU et al., 2016).  

Existem vários tipos de moléculas orgânicas representantes dos sideróforos 

bacterianos, que foram classificadas em quatro classes principais: carboxilato, hidroxamatos, 

catecolatos de fenol e pioverdinas (OLIVEIRA, 2009; BENITE; MACHADO; MACHADO, 

2002). Estes compostos possuem tal agrupamento com base em seus grupos funcionais de 

coordenação de ferro, características estruturais e tipos de ligantes (BENEDUZI; 

AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012). 

Muitos microrganismos conhecidospodem sintetizar sideróforos, como bactérias 

entéricas, bactérias patogênicas dehumanos, de animais, de fungos e de plantas, 
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microrganismos do solo, bactériasfixadoras de nitrogênio, algumas leveduras, dentre outros 

(BENITE; MACHADO; MACHADO, 2002) 

O papel dos sideróforos na captura de ferro do meio ambiente é tornar este elemento 

químico essencial disponível para a célula microbiana (BENITE; MACHADO; MACHADO, 

2002). São secretados por microrganismos em resposta à baixa disponibilidade de Fe
3+

 em 

solução (OLIVEIRA, 2009), beneficiando as plantas tanto no controle de patógenos, visto que 

estes ficam privados de ferro, quanto no crescimento de plantas, principalmente, em solos 

alcalinos que possuem limitação de ferro (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015).  

Na agricultura, quanto ao desenvolvimento de plantas, a atividade de produção de 

sideróforos por rizobactérias no solo desempenha um papel fundamental, visto que aumenta a 

absorção de ferro por plantas que são capazes de reconhecer o complexo sideróforo-ferro 

bacteriano. Isso permite o transporte desse complexo para ointerior da célula da planta, com o 

intuito de que o micronutriente possa ser aproveitado no metabolismo celular da 

planta(DIMKPA et al., 2009).  

Desse modo, a pesquisa sobre a produção de sideróforos por rizobactérias pode 

contribuir para a formulação de bioprodutos que podem servir para o aumento na produção do 

sistema agrícola. Em trabalho realizado com rizobactérias, 48 isolados avaliados exibiram 

propriedades antifúngicas incluindo a produção de sideróforos (DUTTA; THAKUR, 2017). 

Jimtha et al.(2014), por exemplo, isolaram espécies de Bacillus sp. Estas bactérias 

demonstraram possuir várias propriedades promotoras de crescimento de plantas, incluindo a 

produção de sideróforos.  Em outro trabalho, a capacidade de solubilização de fósforo de 

fontes orgânica (Fitato) e inorgânica (FePO4)por bactérias produtoras de sideróforosfoi 

investigada, com inoculação em mudas de tomateiro. Nele,foi observado que 

bactériasprodutoras de sideróforos solubilizaramas duas fontes de fósforo avaliadas.  Foi 

verificado que o fósforo solubilizado a partir de Fitato e de fosfato de ferro melhorou 

significativamente o crescimento e nutrição do tomateiro. Desse modo, as bactérias avaliadas, 

produtoras de sideróforos, podem solubilizar tanto fontes orgânicas e inorgânicas de fósforo, 

disponibilizando fósforo e ferro que contribui para o crescimento das plantas(GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015). 

 Para a sustentabilidade agrícola, há uma necessidade urgente de aumentar a 

capacidade de as plantas assimilarem o Fe de solos com baixa disponibilidade de tal 

elemento(ZHOU et al., 2016). Espécies do gênero Paenibacillus, por exemplo, são 

consideradas de grande importância para o crescimento das plantas e são amplamente 

utilizadas na agricultura sustentável para a absorção de ferro (ANAND; GRAYSTON; 
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CHANWAY, 2013). Em trabalho realizado, foram relatados os mecanismos de assimilação de 

Fe de plantas induzidas por microrganismos, nos quais a bactéria promotora de crescimento 

de plantas (PGPR) Paenibacillus polymyxa BFKC01 estimulou os mecanismos de aquisição 

de Fe em plantas de Arabidopsis. Estudos mostram que o Paenibacillus polymyxa BFKC01 

ativa o fator de transcrição 1 (FIT1) induzido pela deficiência de Fe, aumentando, assim, a 

expressão de IRT1 e FRO2. Além disso, verificou-se que P. polymyxa BFKC01 induz 

respostas sistêmicas em plantas com a transcrição aumentada de MYB72, e as vias 

biossintéticas de compostos fenólicos também são ativadas. Os dados revelaram que 

compostos fenólicos abundantes são detectados na exsudação radicular das plantas inoculadas 

com P. polymyxa BFKC01, o que, eficientemente, facilita a mobilidade de Fe sob condições 

alcalinas. Além disso, a bactéria pode secretar auxina e melhorar ainda mais os sistemas 

radiculares, o que aumenta a capacidade de as plantas adquirirem Fe a partir dos solos. Como 

resultado, as plantas inoculadas com P. polymyxa BFKC01 têm mais Fe endógeno e maior 

capacidade fotossintética sob condições alcalinas quando comparadas às plantas 

controle(ZHOU et al., 2016). 

 Isolados foram identificados e avaliados quanto à capacidade de produção de 

sideróforos, além de enzimas e outros compostos, que são importantes no desenvolvimento de 

plantas. Bactérias pertencentes a vários gêneros, incluindo os gênerosLysinibacillus e 

Bacillus, foram identificadas como produtoras de sideróforos, sendo, no total, 95% das 

bactérias identificadas (RODRIGUES, 2014). 

   

3.1.2.5 Produção de enzimas 

 

As RPCPs possuem potencial biotecnológico para a produção de enzimas, destacando-

se na indústria em diversos setores, além de desempenharem papel fundamental na agricultura 

através da promoção de crescimento vegetal,uma vez que podem inibir a ação de 

fitopatógenos (TIPRE; PINDI; SHARMA, 2015). A preferência pelas enzimas produzidas por 

microrganismos ocorre devido ao rápido crescimento, espaço limitado de cultivo e fácil 

manipulação genética. Nessa perspectiva, as lipases, proteases e quitinases são algumas das 

enzimas produzidas por microrganismos do solo e associados às plantas que têm recebido 

muita atenção em pesquisas científicas(CHOUDHURY; BHUNIA, 2015).  

Nos últimos anos, a pesquisa se concentrou nas interações entre bactérias 

efitopatógenos, em especial sobre rizobactérias no controle de fungos e nematoides 

patogênicos.Por exemplo, enzimas hidrolíticas, principalmente, proteases, colagenases e 
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quitinases, têm sido relacionadas ao efeito nematicida de rizobactérias, demonstrando ser um 

importante fator envolvido na degradação de diferentes constituintes químicos de nematoides 

em distintos estágios de desenvolvimento. Além disso, os metabólitos exudados também 

podem alterar o processo de reconhecimento da planta pelo nematoide ou criar um ambiente 

hostil para os nematoides na rizosfera. As cepas específicas de bactérias responsáveis pela 

produção de toxinas, como as proteínas Cry, também são uma das estratégias utilizadas pelas 

rizobactérias. Dessa forma, a caracterização do modo de ação da rizobactéria pode fortalecer o 

desenvolvimento de produtos comerciais para o controle de populações de patógenos parasitas 

de plantas (CASTANEDA-ALVAREZ; ABALLAY, 2016). 

As lipases são enzimas, hidrolases, que podem ser de origem vegetal, animal ou 

microbiana, sendo as últimas as mais utilizadas, pois apresentam diversas aplicações 

biotecnológicas, além de facilidade de produção em massa (COLLA; L. M.; CHRISTIAN; 

JORGE, 2012)(CHOUDHURY; BHUNIA, 2015). Elas atuam em ligações éster do grupo 

carboxílico, tais como reações de esterificação, interesterificação e transesterificação em 

meios não aquosos, acilação de mentóis e glicóis e síntese de peptídios (SHARMA; CHISTI; 

CHAND, 2001)(CARVALHO et al., 2003). Essas enzimas catalisam a hidrólise do 

triacilglicerol a diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e ácidos graxos livres 

(CHOUDHURY; BHUNIA, 2015).  

As lipases podem ser aplicadas na indústria em diversos setores, comona produção de 

cosméticos, medicamentos, detergentes, alimentos, no tratamento de efluentes (WHITELEY; 

LEE, 2006; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; CHOUDHURY; BHUNIA, 2015) e também 

na agricultura para o controle biológico de fitopatógenos (TIPRE; PINDI; SHARMA, 2015). 

Microrganismos como fungos e bactérias têm sido estudados como fonte de lipases, 

devido à praticidade no cultivo, destacando-se as bactérias, visto que representam uma 

importante fonte dessas enzimas para a indústria. Várias espécies são descritas como 

produtoras, principalmente, aquelas pertencentes aos gêneros Bacillus, Pseudomonas, 

Burhoderia, Chromobacterium e Acinetobacter (HAKI; RAKSHIT, 2003; TIPRE; PINDI; 

SHARMA, 2015). Por atuarem em uma faixa de pH (9-10) alcalina e ter termoestabilidade 

(60-65ºC), as lipases produzidas por Bacillus subtilis possuem maior aplicabilidade 

(WILLERDING, 2007). As rizobactérias que produzem tal enzima podem ser utilizadas no 

controle biológico de fitopatógenos por contribuirem para prevenção do estabelecimento de 

patógenos (SILVA, 2011). 

 Vários estudos têm relatado a utilização de rizobactérias produtoras de lipase no 

controle biológico de fitopatógenos. Estudo para avaliar o potencial biotecnológico de espécie 
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bacteriana do gênero Bacillus sp. foi publicado, demonstrando que a produção de lipase por 

espécies pertencentes a esse gênero contribui para a promoção de crescimento de plantas de 

forma indireta, pois a lipase atua em conjunto com outros mecanismos. Os parâmetros 

avaliados, além da produção da enzima lipase e amilase, foram a produção de ácido 

indoleacético, solubilização de fosfato, produção de amônia e produção de sideróforos. O 

isolado mostrou-se positivo para os parâmetros avaliados. Esses resultados indicam que a 

bactérias do gênero Bacillus sp. exibem uma variedade de propriedades benéficas que as 

tornam potenciais candidatas para aplicabilidade comercial, como um biofertilizante (TIPRE; 

PINDI; SHARMA, 2015). 

A busca por alternativas ao uso intensivo de agrotóxicos no controle de doenças tem 

recebido grande atenção da pesquisa agrícola. Por exemplo, pesquisa foi realizada com o 

objetivo de avaliar a eficácia de seis isolados de rizobactérias, pré-selecionadas, no controle 

de Ralstonia solanacearum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  em casa de vegetação e 

relacionou este comportamento a produção de compostos in vitro. Foi avaliada a capacidade 

de estas rizobactérias produzirem quitinases, amilases, lipases, compostos antibióticos e de 

solubilizar fosfato. A microbiolização das sementes com a rizobactéria reduziu os valores das 

doenças em ambos os ensaios. Os autores salientam que o controle pode ter ocorrido devido à 

produção dos compostos responsáveis pela antibiose observada in vitro(ROCHA; MOURA, 

2013).  

Estudo com rizobactérias revelou que a atividade de lipase foi verificada em todos os 

isolados avaliados e o nível mais alto de atividade coincidiu com a mortalidade mais alta dos 

estágios móveis do nematoide. Por outro lado, a avaliação com o isolado B. megaterium 

FB133M (SBG) resultou em baixa atividade de lipase e nenhuma mortalidade significativa de 

M. ethiopica J2 foi registrada, demonstrando que existe uma correlação entre alta atividade de 

lipase e alta mortalidade de nematoide(ABALLAY et al., 2017). 

As proteases são moléculas de interesse industrial que pertencem a uma classe de 

enzimas que quebram as moléculas de proteínas através da hidrólise das ligações peptídicas 

que ligam os aminoácidos entre si. Elas podem ter seu sítio de localização intracelularmente 

ou extracelularmente, sendo que, no primeiro caso, participam da regulação do metabolismo, 

enquanto que, no segundo, hidrolisam grandes proteínas a moléculas menores para que sejam 

absorvidas pela célula (TREMACOLDI, 2009). 

Diversas funções vitais para a célula são realizadas por proteases, como a regulação do 

processamento de proteínas e dos níveis proteicos intracelulares e remoção de proteínas 

anormais ou danificadas. Desse modo, observa-se que elas estão envolvidas em vários papéis 
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extremamente importantes para a célula, pois atuam em processos como desenvolvimento, 

fisiologia, defesa e resposta ao estresse (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011).  

Essas enzimas são encontradas em uma ampla diversidade de organismos vivos, desde 

animais a microrganismos, nos quais participam de funções fisiológicas, como na manutenção 

da homeostase e na participação em processos inflamatórios(TREMACOLDI, 2009). 

Os microrganismos são considerados como fonte principal de enzimas, como as 

proteases, devido ao seu rápido crescimento, ao espaço limitado requerido para o cultivo e à 

facilidade com que eles podem ser manipulados geneticamente. Assim, podem-se produzir 

novas enzimas com propriedades alteradas que são desejáveis para várias aplicações, como 

nas áreas científicas da química e engenharia de proteínas, e em diferentes processos 

industriais, tais como a síntese de alimentos, indústria farmacêutica e indústria de detergente 

(HAKI; RAKSHIT, 2003). 

Na agricultura, a pesquisa sobre essas enzimas vem crescendo, com o objetivo de 

fornecer informação sobre sua utilização no controle biológico de fitopatógenos (DUTTA; 

THAKUR, 2017). Fungos e nematoides, por exemplo, possuem proteínas em suas paredes 

celulares que podem ser o alvo de estudos sobre a utilização de proteases no controle desses 

microrganismos. Por isso, pesquisas são realizadas com microrganismos produtores dessas 

enzimas, destacando-se aquelas com a utilização de rizobactérias (AFZAL et al., 2016; 

DUTTA; THAKUR, 2017; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018).  

As rizobactérias pertencentes ao gênero Bacillus são registradas como as melhores 

produtoras de protease extracelular (NASCIMENTO; LEAL MARTINS, 2004; AFZAL et al., 

2016). Neste sentido, pesquisas são realizadas com bactérias pertencentes a esse gênero, para 

o controle biológico de patógenos como os nematoides, que podem atuar por vários 

mecanismos, incluindo a produção de protease (XIANG et al., 2017). 

Dutta e Thakur (2017) isolaram rizobactérias do chá indígena em propriedades 

localizadas em Bengala Ocidental, na Índia. Foram obtidos 150 isolados de rizobactérias que 

foram investigadas quanto à atividade antagonista em relação a seis fungos fitopatogênicos. 

Estes foram Nigrospora sphaerica (KJ767520), Pestalotiopsis thea (ITCC 6599), Curvularia 

eragostidis (ITCC 6429), Glomerella cingulata (MTCC 2033), Rhizoctonia solani (MTCC 

4633) e Fusarium oxysporum (MTCC 284). Dos 150 isolados de rizobactérias, 48 eram 

antagonistas a pelo menos um patógeno fúngico utilizado. Estes 48 isolados exibiram 

propriedades antifúngicas variadas como a produção de enzimas como a protease. Além disso, 

quatro isolados foram selecionados para o estudo de crescimento de plantas em duas 

cultivares comerciais de chá TV-1 e Teenali-17 em condições de viveiro. O estudo de 
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promoção de crescimento de plantas mostrou que a inoculação de consórcios desses quatro 

isolados de rizobactérias aumentou significativamente o crescimento de plantas de chá em 

condições de viveiro. Assim, o estudo desses pesquisadores retrata o potencial comercial de 

rizobactérias para o cultivo de chá sustentável. 

A quitina, um homopolímero linear de β 1-4 N-acetilglicosamina, é o mais difundido 

aminopolissacarídeo natural da natureza, sendo o principal constituinte dos esqueletos de 

artrópodes, crustáceos, parede celular de fungos e casca de ovo de nematoides. Atua nestes 

organismos como componentes estruturais de suporte celular e de superfície do corpo (DIAS 

et al., 2013).  

Na estrutura da quitina, enzimas denominadas quitinases podem atuar, sendo objeto de 

estudo, por exemplo, para o controle de organismos fitopatogênicos(KUMAR; DUBEY; 

MAHESHWARI, 2017). As quitinases pertencem a um conjunto de enzimas que degradam a 

quitina, através da clivagem de ligações glicosídicas, resultando em oligômeros e monômeros 

de N-acetilglucosamina, podendo ser denominadas como endoglicosil-hidrolases. Podem ser 

produzidas a partir de diferentes fontes que incluem bactérias, fungos, plantas e 

animais(NITSCHKE et al., 2011; DIAS et al., 2013).  

Inúmeras pesquisas relatam a potencial utilização biotecnológica das quitinases em 

diferentes áreas, incluindo aplicações no ramo da indústria e da agricultura. Podem ser 

utilizadas no controle de fungos fitopatogênicos, nematoides e insetos e, por isto, há um 

crescente interesse na produção de oligossacarídeos de quitina biologicamente ativos através 

da utilização das quitinases (ROCHA; MOURA, 2013;ABALLAY et al., 2017). Desta forma, 

nota-se o universo de processos biotecnológicos em que a quitinase pode estar envolvida, o 

que a torna um importante objeto de estudo na atualidade(AFZAL et al., 2016; DUTTA; 

THAKUR, 2017; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). 

Entre os vários microrganismos produtores dessa enzima, destacam-se as rizobatérias, 

em especial aquelas pertencentes ao gênero Bacillus(AFZAL et al., 2016). O uso de 

rizobactérias é uma alternativa de controle potencial, por exemplo, de doenças como a 

fusariose. Em pesquisa realizada, objetivou-se avaliar a influência de três culturas 

monocotiledônicas sobre a atividade de rizobactérias antagonistas a Fusarium oxysporum f. 

sp. passiflorae (Fop). As rizobactérias foram isoladas de maracujazeiro e avaliadas para a 

produção de compostos difusíveis e voláteis, bem como quitinases que inibem Fop. De um 

total de 167 isolados, 32 produziram quitinases, demonstrando que estas enzimas são 

importantes para a ação no controle da fusariose (SANTOS; ISAQUE; MACAMO, 2017).  
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 Em outro trabalho, rizobactérias foram avaliadas quanto à produção de fatores de 

crescimento, sendo que foram positivas para a produção de AIA, sideróforo e solubilização de 

fosfato insolúvel. Os isolados exibiram, ainda, atividade de quitinase, β-1,3-glucanase e ACC 

deaminase juntamente com a inibição do crescimento de Fusarium oxysporum. Também 

causou degradação e digestão dos componentes da parede celular, resultando na perfuração da 

hifa, perda da integridade estrutural do micélio, juntamente com a degradação dos conídios. 

Os resultados revelaram aumento do rendimento de grãos em 40% do feno-grego em relação 

ao controle em campo. O índice máximo de vigor, o número de nódulos, a biomassa de raízes 

e parte aérea foram registrados para os tratamentos com rizobactérias em comparação com o 

controle. Para os autores, o estudo apresenta o potencial de rizobactérias a ser usado como um 

bioinoculante para a promoção do crescimento de feno-grego, juntamente com a proteção 

contra F. oxysporum(KUMAR; DUBEY; MAHESHWARI, 2017). 

 Os mecanismos de ação atribuídos às rizobactérias incluem atividade lipolítica, 

proteolítica e quitinolítica, bem como a ação através da promoção de crescimento de plantas 

(SANTOS; ISAQUE; MACAMO, 2017; DUTTA; THAKUR, 2017; ETESAMI; 

MAHESHWARI, 2018). Portanto, é possível supor que as rizobactérias atuam por diferentes 

mecanismos e que, quando combinadas, possam apresentar um comportamento superior ao 

obtido nas avaliações de forma individualizada (CORRÊA, 2012). 

 A ação de exoenzimas de rizobactérias em diferentes nematoides parasitas de plantas 

tem influência na eficácia nematicida do microrganismo. Rizobactérias foram avaliadas in 

vitro quanto à atividade nematicida no índice de Meloidogyne ethiopica e Xiphinema. A 

produção das exoenzimas lipase, protease, quitinase e colagenase, além dos metabólitos 

cianeto de hidrogênio e sulfeto de hidrogênio associados à mortalidade de nematoides foi 

investigada. A exposição dos estádios móveis do nematoide ao filtrado bacteriano revelou um 

efeito nematicida até 93,7% no índice Xiphinema e até 83,3% no M. ethiopica. O controle da 

eclosão dos ovos variou entre 35 e 85%. Uma correlação positiva foi encontrada entre a 

mortalidade dos estágios móveis dos nematoides e as atividades combinadas das enzimas 

bacterianas, bem como o nível dos metabólitos voláteis. O efeito nematicida das linhagens de 

rizobactérias varia entre os gêneros de nematoides e entre os estádios de desenvolvimento 

avaliados (ABALLAY et al., 2017). 

 Enzimas como as lipases, proteases e quitinases microbianas são biodegradáveis e 

tornam os processos de produções industriais mais eficientes e menos dispendiosos, 

proporcionando a obtenção de produtos de melhor qualidade. Desse modo, observa-se que 
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uma importante fonte de desenvolvimento biotecnológico encontra-se na investigação de 

microrganismos que possam ser potenciais produtores dessas enzimas (FELESTRINO, 2013). 

 

3.2A cultura do Feijão 

 

O feijão (Phaseolus vulgarisL.) é pertencente taxonomicamente à classe 

Dicotiledoneae, família Leguminosae, subfamília Papilionoidae e gênero Phaseolus. Este 

gênero possui em torno de 55 espécies das quais apenas cinco são cultivadas, sendo elas o 

feijoeiro comum (Phaseolus vulgarisL.); o feijão de lima (P. lunatus); o feijão Ayocote (P. 

coccineus); o feijão Tepari (P. acutifolius); e o P. polyanthus(MENEZES, 1960).Dentre estas, 

a espécie P. vulgaris, vulgarmente designada por feijão comum, é a mais difundida e 

consumida em diversos países(ESPÍNDOLA, 2016). 

 O feijão comum é a espécie do gênero Phaseolus mais extensivamente cultivada em 

todo o mundo, devido ao seu papel social e econômico (SNAPP; RAHMANIAN; BATELLO, 

2018), sendo o Brasil considerado o maior produtor e consumidor (POSSE; SILVA; ROCHA, 

2010;CONAB, 2018). As principais regiões brasileiras produtoras se encontram no Sul, 

Sudeste e Nordeste, destacando-se os estados do Paraná com 21,6%, Minas Gerais com 

17,1% e Bahia com 10,1% de participação na produção nacional (CONAB, 2018). 

Constitui-se no alimento proteico básico na dieta diária brasileira, com um consumo 

per capita de 16 kg in natura/ano, além de ser responsável por fornecer quantidades 

consideráveis de outros nutrientes como cálcio, ferro, vitaminas e fibras. (SILVA;COSTA, 

2003; CASTRO-GUERRERO et al., 2016).  

A cultura é bastante difundida em pequenas e médias propriedades e destaca-se na 

geração de renda e trabalho, principalmente, para a agricultura familiar. Além disso, é um 

alimento de baixo custo, representando fonte de nutrientes importantes para famílias de baixa 

renda. No Brasil, alguns agricultores conseguem fazer com que o cultivo ocorra praticamente 

o ano todo e nos mais variados sistemas(CAMPOS et al., 2015). Isto é possível devido ao 

acesso à alta tecnologia para otimizar a produção, incluindo cultivares mais produtivos, 

irrigação, população de plantas adequada e maiores níveis de adubação, o que pode permitir a 

obtenção de produtividades de grãos em torno de 3.000 kg ha-1 (VIEIRA, 2006). 

O cultivo também ocorre em áreas menores, ou pequenas propriedades localizadas em 

todo território nacional, sendo fonte de renda alternativa, pois podem ser cultivados com o uso 

de tecnologia simples e poucos insumos químicos(ARAUJO, 2011). Apesar disso e da 

grande importância do feijão para o Brasil, o seu rendimento médio, de maneira geral, é muito 
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baixo, de 500 a 600 kg/ha, se comparado a outros países produtores, como os Estados Unidos, 

onde a média de produção chega a mais de 1800 Kg/há (IBGE, 2016;CONAB, 2018). 

A baixa produtividade da cultura no Brasil ocorre devido à dificuldade na absorção de 

alguns minerais do solo e à existência de doenças que limitam a produção e reduzem a 

qualidade fisiológica, sanitária, nutricional e comercial do produto(OLIVEIRA et al., 2018). 

A nutrição do feijoeiro inclui a utilização de macro e micronutrientes que são 

fundamentais para a qualidade e produtividade das sementes(NASCENTE et al., 2014). Entre 

esses nutrientes, destaca-se o fósforo, que é um macroelementode teores, geralmente, baixos 

na solução damaioria dos solos (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). Esse 

nutriente é requerido durante todo o ciclo da cultura do feijão, sendo fundamental para o 

crescimento e desenvolvimento vegetal(OLIVEIRA et al., 2018). Entretanto, o 

aproveitamento do fósforo disponível no solo pela cultura varia de 5 a 25%, que é 

considerado baixo em virtude da importância desse nutriente para o metabolismo da planta 

(NASCENTE et al., 2014). 

A deficiência de fósforo pode comprometer a respiração e a fotossíntese, o que 

prejudica a formação das folhas, principalmente nas primeiras fases do ciclo da cultura. Isso 

ocorre devido à redução na síntese de ácido nucléico e de proteína, com consequente 

acumulação de compostos nitrogenados solúveis no tecido. O resultado é a diminuição na 

altura da planta, atraso na emergência das folhas, redução na brotação e desenvolvimento de 

raízes secundárias, além de redução na produção de matéria seca e na produção de sementes 

(GRANT et al., 2001; SHARMA et al., 2013). 

A resposta da cultura do feijão em relação às fontes de fósforo tem sido relatada como 

positiva, sendo registrado, por exemplo, o aumentopara altura de planta, número vagens por 

planta, massa seca da parte aérea e para produtividade de grãos (SCHONINGER et al., 

2015).Dentre as fontes disponíveis no mercado, os super fosfatos e fosfato natural gafsa 

ocupam posição de destaquedevido ao menor custo e por contribuírem na melhoria dos 

atributos agronômicos de plantas cultivadas (CHAVES; ZUCARELI; DE OLIVEIRA 

JUNIOR, 2013). 

O feijoeiro comum está exposto a uma grande diversidade de doenças que, além de 

prejudicar a produtividade da cultura, diminuem a qualidade do produto ou podem até mesmo 

inviabilizar áreas para o cultivo. Tais doenças podem ser ocasionadas por fungos, bactérias, 

vírus, nematoides, entre outros(MARLENE; AFONSO, 2010; OLIVEIRA et al., 2018). 

 Em relação às doenças fúngicas, existem aquelas da parte aérea e as de solo. De parte 

aérea, destacam-se a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), a mancha-angular 
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(Phaeoisariopsis griseola), a ferrugem (Uromyces phaseoli), o oídio (Erysiphe polygoni), a 

mancha-de-alternária (Alternaria alternata), e o carvão (Microbotryum phaseoli).No caso das 

doenças de solo, as principais são o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), a mela 

(Thanatephorus cucumeris (Frank)), a podridão-radicular-de-Rhizoctonia (Rhizoctonia 

solani), podridão-radicular-seca (Fusarium solani), a murcha-de-fusário (Fusarium 

oxysporum) e a podridão-cinzenta-do-caule (Macrophomina phaseolina Goid)(OLIVEIRA et 

al., 2018). 

 Entre as doenças bacterianas que atacam o feijão, destaca-se o crestamento bacteriano 

comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) e a murcha-de-Curtobacterium 

(Curtobacterium flaccumfasciens pv. flaccumfasciens (Hedges))(SILVA et al., 2013).Dentre 

os vírus, aqueles que estão mais comumente associados com doenças no feijoeiro são o Bean 

common mosaic vírus (BCMV), o Bean golden mosaic vírus (BGMV) e o Bean yellow 

mosaic vírus (BYMV)(FIALLOS, 2010; KITAJIMA, 2013). 

Além das doenças citadas, o feijoeiro está sujeito ao ataque de nematoides e os 

prejuízos causados por esses microrganismos podem ser totais, dependendo da espécie, da 

cultivar e do estádio de desenvolvimento da planta; umidade e temperatura do solo; espécies, 

raça fisiológica e densidade populacional do nematoide. Dentre as espécies de nematoides 

identificadas, as mais comuns nessa cultura são: Meloidogyne incognita, M. 

javanica(nematoides das galhas) e Pratylenchus brachyurus(MORESCO, 2016).  

Os nematoides das galhas são os principais responsáveis por redução de produtividade 

da cultura.Os nematoides fitoparasitas do gênero Meloidogyne prejudicam as plantas pela 

ação nociva das galhas formadas sobre o sistema radicular, afetando a absorção e a 

translocação de nutrientes, o que leva à alteração da fisiologia da planta. Além disso, esses 

organismos podem predispor a planta a doenças e a estresses ambientais ou atuarem como 

transmissores de outros patógenos (BOMFIM JUNIOR, 2013). 

Métodos alternativos vêm sendo estudados para o manejo dos fitopatógenos, em geral, 

devido à crescente pressão pública por uma agricultura sustentável. Sob esta perspectiva, a 

utilização de agentes biológicos, como as rizobactérias,é uma alternativa viável e seu estudo 

vem se destacando no cenário mundial(JHA et al., 2013; MAJEED et al., 2015; SHARMA; 

SHARMA, 2017), principalmente aqueles que visamà caracterização fisiológica desses 

microrganismos (NGHIA et al., 2017). 
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CAPÍTULO I - CARACTERIZAÇÃO FISIOLÓGICA DE RIZOBACTÉRIAS 

ISOLADAS DEBANANEIRA PRATA-ANÃ 
 

RESUMO 

 
SILVA, Cláudia Maria.Caracterização fisiológica de rizobactérias isoladas de banaeira Prata-

Anã. 2018. 104 p. Tese (Doutorado em Produção Vegetal no Semiárido) - Universidade Estadual de 

Montes Claros, Janaúba, MG
3
. 

 

As Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs) destacam-se no 

desenvolvimento das plantas e no controle biológico de fitopatógenos por meio de vários 

mecanismos. Objetivou-se caracterizar fisiologicamente 86 rizobactérias isoladas de 

bananeira de diferentes municípios do Norte de Minas Geraisquanto à capacidade de 

solubilização de fosfato inorgânico, produção de ácido indol-3-acético, fixação biológica de 

nitrogênio, produção de sideróforos e produção das enzimas lipase, protease e quitinase. As 

bactérias foram cultivadas em meio TSA (Triptic Soy Agar), em placas de Petri por um 

período de 24h a 28ºC. Em seguida, os isolados foram submetidos ao ajuste da densidade 

ótica a 1,0 de absorbância, no comprimento de onda (λ) a 540 nm em espectrofotômetro. Em 

seguida, todos os isolados foram submetidos às avaliações de atividade bioquímica, conforme 

protocolos estabelecidos, para a solubilização de fosfato, produção de ácido indol-3-acético, 

fixação biológica de nitrogênio, produção de sideróforos e produção das enzimas lipase, 

protease e quitinase. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e, quando 

significativos,ao teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade. Asrizobactérias avaliadas 

apresentaram potencial para a solubilização de fosfato de cálcio tribásico inorgânico em meio 

NBRIP sólido e líquido e habilidade para a produção da fosfatase ácida. Em contrapartida, 

todos os isolados avaliados quanto à solubilização de fosfato de alumínio e de ferro foram 

negativos.Dos 86 isolados investigados, 54,6% formaram halo de solubilização característico 

para fosfato de cálcio tribásico inorgânico, 7% foram produtores de AIA, somente quando 

submetidas à via do triptofano, 27,9% foram produtores de sideróforo, e 47,7% foram 

produtores de lipase. Todos os isolados avaliados neste trabalho foram negativos para a 

atividade da fixação de nitrogênio, além de não serem produtoras de protease e quitinase. 

Dessa forma, conclui-se que os isolados avaliados são solubilizadosde fosfato inorgânico, 

produtores de AIA e de sideróforos, além de produtores da enzima lipase, podendo ser fontes 

promissoras de biofertilizantes. 

 

Palavras-chave: solubilização de fosfato, fixação biológica de nitrogênio, ácido indol-3-

acético, sideróforos, enzimas. 
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CHAPTER I – PHYSIOLOGICAL CHACTERIZATION OF RIZOBACTERIA 

ISOLATED FROM PRATA-ANÃ BANANA TREE 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, Cláudia Maria.Physiological characterization of rhizobacteria isolated from 

Prata-Anã banana tree. 2018. 104 p. Thesis (PhD in Plant Production in the Semi-Arid) - 

State University of Montes Claros, Janaúba, MG
4
. 

 

Plant growth promoting rhizobacteria (RPCPs) stand out in the development of plants and in 

the biological control of phytopathogens through several mechanisms. The objective of this 

study was to characterize 86 rhizobacteria isolated from banana plants from different 

municipalities in the North of Minas Gerais, Brazil, regarding the inorganic phosphate 

solubility, indole-3-acetic acid production, biological nitrogen fixation, siderophores 

production and lipase, protease and chitinase production. Bacteria were cultured in TSA 

medium (Triptic Soy Agar) in Petri dishes for a period of 24 h at 28 ° C. Then the isolates 

were adjusted to the optical density at 1.0 absorbance, at wavelength (λ) at 540 nm in a 

spectrophotometer. Afterwards, all isolates were submitted to biochemical activity 

evaluations, according to established protocols, for phosphate solubilization, indole-3-acetic 

acid production, biological nitrogen fixation, siderophores production and production of 

lipase, protease and chitinase enzymes. The data were submitted to analysis of variance and, 

when significant, to the Scott and Knott test, at 5% probability. The evaluated rhizobacteria 

presented potential for the solubilization of inorganic tribasic calcium phosphate in solid and 

liquid NBRIP medium and ability to produce acid phosphatase. In contrast, all the isolates 

evaluated for solubilization of aluminum phosfate and iron phosphate were negative. Of the 

86 isolates investigated, 54.6% formed characteristic solubilization halo for inorganic tribasic 

calcium phosphate, 7% were AIA producers, only when submitted to the tryptophan path, 

27.9% were siderophore producers, and 47.7% were lipase producers. All the isolates 

evaluated in this work were negative for nitrogen fixation activity, besides not producing 

protease and chitinase. Thus, it is concluded that the isolates evaluated are solubilizers of 

inorganic phosphate, AIA and siderophores producers, as well as lipase enzyme producers, 

and may be promising sources of biofertilizers. 

 

Key words: phosphate solubilization, biological nitrogen fixation, indole-3-acetic acid, 

siderophores, enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 

As Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs) têm recebido 

bastante atenção, principalmente, no que diz respeito aos seus mecanismos de ação no 

desenvolvimento das plantas (JHA et al., 2013). Entre eles, merecem destaque aqueles 

relacionados à solubilização de fosfato, à produção de ácido indol-3-acético (AIA), àfixação 

biológica de nitrogênio; que são mecanismos de crescimento diretos,além da produção de 

lipase, sideróforos, protease e quitinase que representam mecanismosindiretos por atuarem no 

controle de fitopatógenos(PRAKAMHANG et al., 2014)(TIPRE; PINDI; SHARMA, 2015). 

 A solubilização de fosfato é um processode grande relevância, visto que o fósforo é 

um nutrienteque exerce papel importante no metabolismo vegetal, participando da 

fotossíntese, respiração, armazenamento e transferência de energia, transferência de genes e 

reprodução (GRANT et al., 2001). Os solos agrícolas, de modo geral, possuem grandes 

quantidades de fósforo, porém, a maior parte desse nutriente não se encontra disponível às 

plantas. Desse modo, torna-se fundamental a participação das rizobactérias na solubilização 

de fosfato para que o fósforo seja assimilado pelas plantas e contribuir para o seu 

desenvolvimento (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). 

 Entre as auxinas, o ácido indol-3-acético (AIA) é o fitormônio mais estudado e o mais 

produzido pelas bactérias, sendo requerido pelas plantas em baixas concentrações. Ele é 

conhecido por sua capacidade de auxiliar no desenvolvimento da raiz, divisão celular e 

multiplicação celular.  Isso leva ao aumento do comprimento e do número de pêlos 

radiculares e da parte aérea vegetal, aumentando, assim, a captação de nutrientes pelas 

plantas(JHA et al., 2013). 

 A habilidade dos rizóbios para fixar nitrogênio em simbiose com leguminosas éoutro 

mecanismo de considerável importância agrícola e ambiental, visto que as leguminosas têm, a 

seu dispor, duas fontes de nitrogênio: o mineral, proveniente do solo e/ou fertilizante e o 

nitrogênio gasoso, fixado biologicamente (SILVEIRA; FREITAS, 2007).  

 Além desses benefícios, as enzimas produzidas por rizobactérias,como a lipase 

protease e quitinase, constituem um importante grupo de enzimas, devido à versatilidade de 

suas propriedades e à fácil produção em massa. São amplamente diversificadas em suas 

propriedades enzimáticas e especificidade do substrato, o que as torna muito atrativas para a 

aplicação no controle biológico de doenças de plantas(AFZAL et al., 2016).Essas bactérias 

também podem produzir sideróforos, que são moléculas orgânicas extracelulares de baixo 

peso molecular, que são quelantes específicos de íons férricos, tornando-os disponíveis para 

as plantas(DUTTA; THAKUR, 2017). 
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Neste sentido, o ganho de melhor entendimento sobre os benefícios dos 

microrganismos no solo é muito promissor, possibilitando seu uso em substituição aos 

fertilizantes convencionais e contribuindo para controle biológico de doenças de plantas 

(ZILLI et al., 2003;PHILIPPOT et al., 2013). 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os isolados de rizobactérias quanto à 

capacidade para a solubilização de fosfato inorgânico, produção de ácido indol-3-acético, 

fixação de nitrogênio, produção de sideróforos e produção das enzimas lipase, protease e 

quitinase.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Seleção dos isolados e preparo das suspensões bacterianas 

Foram utilizados 86 isolados oriundos de bananeira Prata-anã, sendo que alguns foram 

identificados com base na identidade da sequência parcial do gene 16S rDNA (Tabela 1). Os 

outros isolados estão em fase identificação. 

Foramcaracterizados fisiologicamente 86 isolados de rizobactérias, provenientes de 

bananeiras de municípios do Norte de Minas Gerais, quanto à capacidade de solubilização de 

diferentes fontes de fosfato inorgânico, produção de ácido indol-3-acético, atividade de 

fixação de nitrogênio e, ainda, quanto à produção de sideróforos, lipase, protease e quitinase.   

As bactérias foram cultivadas em meio TSA (Triptic Soy Agar), em placas de Petri por 

um período de 24h a 28ºC. Em seguida, os isolados foram submetidos ao ajuste da densidade 

ótica a 1,0 de absorbância, no comprimento de onda (λ) a 540 nm em espectrofotômetro. Para 

isso, foram inoculados 100 μL do isolado estoque que foi cultivado em 100 mL de meio 

líquido TSB (Triptic Soy Broth), mantidos em agitador automático a 120 rpm e temperatura 

de 28ºC por um período de 48h.Depois do período de crescimento, esses isolados foram 

transferidos para tubos que foram centrifugados por 10 minutos à velocidade de 10.000 rpm 

para precipitação das células bacterianas. O sobrenadante foi descartado e as suspensões 

foram preparadas adicionando-se ao precipitado a solução salina a 0,85% para posterior 

leitura no espectrofotômetro. Essa suspensão bacteriana padronizada foi utilizada para os 

estudos de solubilização de fosfato inorgânico em meio sólido e líquido, detecção da fosfatase 

ácida, produção de ácido indol-3-acético, fixação biológica de nitrogênio, produção de 

sideróforos e produção das enzimas lipase, protease e quitinase. 
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TABELA 1. Identificação das rizobactérias oriundas de raízes de bananeira „Prata-Anã‟ com 

base na identidade da sequência parcial do gene16S rDNA. 

 

Isolado E value Identidade Organismo mais relacionado Acesso no 

Genbank 

RZ-3 0.0 98% Lysinibacillus sphaericus EU982902.1 

RZ-5 0.0 98% Bacillus pumilus KF361365.1 

RZ-6 0.0 98% Bacillus tequilensis KT758623.1 

RZ-7 0.0 99% Bacillus altitudinis JX134625.1 

RZ-12 0.0 99% Bacillus thuringiensis KP137560.1 

RZ-18 0.0 99% Bacillus cereus JN206614.1 

RZ-19 0.0 99% Bacillus pumilus JF419325.1 

RZ-21 0.0 99% Lysinibacillus sphaericus EU982902.1 

RZ-22 0.0 99% Bacillus thuringiensis KR010173.1 

RZ-23 0.0 99% Bacillus tequilensis JF411319.1 

RZ-25 0.0 99% Bacillus subtilis KC465728.1 

RZ-26 0.0 99% Bacillus subtilis KR010179.1 

RZ-31 0.0 98% Bacillus cereus JX025166.1 

RZ-32 0.0 99% Bacillus altitudinis FJ174641.1 

RZ-33 0.0 99% Bacillus pumilus JF419325.1 

RZ-35 0.0 98% Bacillus aerophilus KT758422.1 

RZ-38 0.0 99% Bacillusthuringiensis KP137560.1 

RZ-39 0.0 98% Bacillus amiloquefaciens KP261025.1 

RZ-40 0.0 99% Bacillus thuringiensis KP137560.1 

RZ-41 0.0 99% Bacillus amiloquefaciens HM372880.1 

RZ-42 0.0 99% Bacillus subtilis GQ395245.1 

RZ-43 0.0 98% Bacillus subtilis KJ655538.1 

RZ-44 0.0 99% Bacillus pumilus JF419325.1 

RZ-48 0.0 99% Paenibacillusalvei AB377108.1 

RZ-50 0.0 99% Bacillus pumilus KF641839.1 

RZ-51 0.0 99% Bacillus cereus KR071870.1 

RZ-53 0.0 99% Bacillus stratosphericus KF535117.1 

RZ-54 0.0 99% Bacillus aerophilus JN867128.1 

RZ-59 0.0 99% Bacillus cereus KR071870.1 

RZ-61 0.0 99% Bacillus aerophilus JN867128.1 

RZ-62 0.0 98% Bacillus cereus KC876035.1 

RZ-63 0.0 99% Bacillus thuringiensis KP137560.1 

RZ-65 0.0 98% Bacillus amiloquefaciens KJ870199.1 

RZ-66 0.0 99% Bacillus thuringiensis KF971833.1 

RZ-67 0.0 99% Bacillus xiamenensis JX680066.1 

RZ-71 0.0 98% Lysinibacillus sphaericus FJ174625.1 

RZ-72 0.0 99% Lysinibacillus sphaericus FJ174625.1 

RZ-73 0.0 98% Lysinibacillus sphaericus FJ174625.1 

RZ-77 0.0 99% Bacillus altitudinis FJ174641.1 

RZ-81 0.0 98% Lysinibacillus sphaericus FJ174625.1 

RZ-84 0.0 99% Bacillus aquimaris KF358255.1 

RZ-85 0.0 98% Bacillus subtilis EF423590.1 

RZ-86 0.0 99% Bacillus aquimaris KF358255.1 
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2.2 Solubilização de fosfato inorgânico a partir de diferentes fontes de fósforo 

A capacidade de solubilização de fósforo pelas rizobactérias foi avaliada a partir de 

distintas fontes de fósforo insolúvel por meio da metodologia descrita por(KATZNELSON, 

H.; BOSE, 1959), utilizando-se o meio de cultura NBRIP sólido. Foram utilizados 86 

tratamentos para três fontes de fósforo com três repetições. 

As seguintes fontes inorgânicas de fósforo foram utilizadas: Ca3(PO4)2, AlPO4, 

FePO4. No centro da placa de Petri, foi realizada a adição de 10µL da suspensão bacteriana 

padronizada e, no 15º dia, foi avaliada a formação de halo claro como positivo para 

solubilização de fósforo. Foi mensurado ainda o diâmetro do halo da colônia e da colônia e foi 

calculado o índice de solubilização (IS) por meio da razão entre o diâmetro do halo e o 

diâmetro da colônia(BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA, 1976). Como escala de 

eficiência do índice de solubilização, foi utilizada a escala de Silva Filho e Vidor (2000), 

sendo que índices inferiores a 2 caracterizam a baixa solubilização, índices entre 2 e 3 

possuem média solubilização, e índices acima de 3 possuem alta solubilização.  

 

2.3 Quantificação da solubilização de fosfato inorgânico 

A quantificação de solubilizaçãode fosfato inorgânicofoi realizada para 47 

rizobactérias que foram positivas na solubilização de fosfato. O ensaio foi montadoem 

delineamento inteiramente casualizado com três repetições. Os isolados que solubilizaram 

fósforo em meio sólido foram adicionadosem meio líquidoNBRIP contendo 0,1 g/L de 

(NH4)2SO4, 0,25 g/L de Ca3(PO4)2, 0,25 g/L de MgSO4.H2O, 5,0 g/L de MgCl2.6H2O, 0,2 g/L 

de KCl e 10 g/L de glucose (NAUTIYAL, 1999). Os isolados bacterianosforam cultivados em 

meiolíquidoTSBdurante 48 he100μL da suspensão bacterianaajustada (DO = 1,0ABS,λ=540 

nm) foramtransferidos parafrascos de erlenmeyer, contendo 50ml de meiolíquidoNBRIP, 

suplementado coma fonte de fósforo de Ca3(PO4)2,que apresentou halo de solubilização do 

fósforo. O controlefoi composto porfrascossemo inóculo e as amostras foram incubadasa 

24°Ccom agitaçãoconstantepor 72 horas.Após incubação, o meio líquidofoi filtrado e a 

concentração de Pno filtrado resultante foi determinada pelométodo do ácidoascórbico em um 

espectrofotômetroem comprimento de ondade 725nm (Figura 2)(BRAGA, J.M.; DEFELIPO, 

1981). Além disso, foimedidoopH do filtrado com o auxílio de um medidor de pH digital. O 

fósforo solubilizadofoi estimadopela diferençaentre Psolúvelnas amostrasinoculadasenão 

inoculadasnos frascos.  
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FIGURA 2. Escala de quantificação de fósforo (A, B, C, D, E e F representam 0, 1, 2, 3,4 e 5 mg de 

fósforo, respectivamente), utilizada no método do ácido ascórbicoem um espectrofotômetroem 

comprimento de ondade 725nm. 

 

2.4 Detecção da atividade da fosfatase ácida 

A atividade da fosfatase também foi investigada nos isolados que solubilizaram 

fosfato inorgânico.Assim, foi preparado o meio TSA no qual foramadicionados 2 ml de 

solução de difosfato de fenoftaleína a 0,5% (esterelizada e filtrada). Em um ponto da 

superfície do meio de cultura solidificado, foi adicionado 10µL da suspensão bacteriana 

ajustada em espectrofotômetro para 1,0 de absorbância. As placas foram incubadas a 28ºC por 

48 horas e a revelação da atividade da fosfatase foi realizada  pela adição de algumas gotas de 

hidróxido de amônio (8,4%).Após  15 min, foi realizada a leitura e a atividade da fosfatase foi 

visualizada pela formação de uma zona cor de rosa em torno das colônias das bactérias 

(ROMEIRO, 2007).  

 

2.5 Quantificação da produção de Ácido indol-3- acético 

Para a quantificação de ácido indol-3-acético (AIA), o ensaio foi realizado em 

delineamento inteiramente casualizado com 86 tratamentos e três repetições. 

A metodologia utilizada foi a descrita por (KUSS et al., 2007), que utiliza o meio TSA 

10% suplementado com L-triptofano em solução com água destilada e filtrada com filtro tipo 

Millipore® 0,22μ para concentração final de 5mM de L-triptofano.  

 Alíquotas de 0,250 mL da suspensão bacteriana ajustada para 1 foram adicionadas em 

meio de cultura, incubados por 48 horas a 28ºC sob agitação constante de 120 rpm, na 

ausência de luz. Após esse período, 2,0 mL de cada uma das culturas homogeneizadas foram 
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transferidas para microtubos tipo Eppendorf de 2,0 mL e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 

minutos. 

 O sobrenadante foi transferido para tubo de ensaio de 15,0 mL, sendo adicionados 2,0 

mL de reagente de Salkowski. Os frascos foram incubados por, pelo menos, 30 minutos em 

ambiente escuro. A produção de AIA foi avaliada pela presença da coloração rosa nos frascos. 

 Foi realizado também o ensaio da capacidade de síntese de AIA por via alternativa ao 

triptofano, onde os isolados que apresentaram capacidade de síntese de AIA em meio TSA 

10% suplementado com L-triptofano foram inoculados em meio TSA 10% não suplementado.  

 A avaliação quantitativa de AIA foi realizada pela intensidade da cor por meio da 

leitura da absorbância das amostras com o auxílio do espectrofotômetro em densidade ótica de 

530 nm de comprimento de onda. 

 A concentração de AIA foi determinada pela absorbância em espectrofotômetro de 

meio de cultura esterilizado não inoculado com concentrações conhecidas de AIA comercial 

de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0μg.mL
-1

, que foi normalizada em curva-padrão, gerando 

a equação para determinar a concentração de AIA das amostras (Figura 3).  

 

FIGURA 3. Curva-padrão de ácido indol-3-acético para o cálculo da concentração de AIA 

via triptofano dependente (A) e independente (B). 

2.6 Atividade de fixação de nitrogênio 

  Para avaliar a capacidade dos isolados bacterianos em fixar nitrogênio in vitro, a 

suspensão de células bacterianasfoi centrifugada, com solução salina (NaCl) 0,85% 
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esterilizada, por três vezes para eliminar resíduos de compostos nitrogenados. Após três 

centrifugações, a suspensão foi calibrada para DO de 0,5 de absorbância em comprimento de 

onda de 540 nm. 

Foram utilizados tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura NFb semi-sólido, 

sem nitrogênio. As bactérias foram cultivadas em triplicatas no meio NFb a 28°C por 10 dias. 

Foi observada se houve a formação de película aerotáxica no meio de cultura que indica a 

capacidade de fixar nitrogênio (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). 

 

2.7 Produção de sideróforos 

Para a avaliação da produção de sideróforos, foi utilizada a metodologia adaptada de 

(SCHWYN; NEILANDS, 1987). As bactérias calibradas foram cultivadas em frascos 

elenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de 1/10 de TSB. Os frascos foram incubados a 28ºC por 

24 horas sob agitação constante. Logo após, a suspensão de células foi centrifugada a 12.000 

rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 150 microlitros que foram transferidos 

para placas de Elisa, na qual foram adicionados 150 microlitros do corante cromoazurol CAS. 

Os isolados que converteram a cor azul da solução CAS para amarelo, dentro de 15 minutos, 

foram considerados produtores de sideróforos.O ensaio foi realizado em triplicata e os 

resultados foram analisados qualitativamente, classificando-se os isolados como positivo ou 

negativo. Desse modo, o número de isolados produtores de sideróforos foi expresso em 

porcentagem. 

 

2.8 Produção de enzimas 

Lipase 

A partir das amostras com densidade ótica ajustada para 1 de absorbância, foi 

realizada a adiçãopontual, em triplicata,das amostras de bactérias no centro da placa contendo 

o meio com tributirina 1,0% p/v, NaCl 0,5% p/v  e Agar 2,0% p/v e, posteriormente, elas 

foram  incubadas por 48 horas.Os isoladosapresentando um halo transparente ao redor da 

colônia foram considerados positivos para a produção de lipase, eo raio dos halos foi medido 

através do uso de um paquímetro digital. O índice enzimático (IE=R/r) expressa a relação 

entre o diâmetro do halo de degradação do substrato e o diâmetro de crescimento da colônia 

de microrganismo(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).  
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Protease 

 A produção de protease pelos isolados foi verificada por método semiquantitativo 

descrito por Tiago e Silva(2007).Dez microlitros dos isolados bacterianos calibrados foram 

introduzidos em três pontos equidistantes da placa de Petri contendo meio Simmons (0,2 g/L 

de MgSO4; 1,0 g/L de NH4H2PO4; 2,0 g/L de K2HPO4; 2,0 g/L de citrato de sódio; 5,0 g/L 

NaCl e 15 g/L de agar) acrescido de caseína (1,0 g/L), em triplicata. As placas foram 

incubadas em estufa com controle de temperatura e luminosidade por 10 dias a 26ºC. Após 

este período, adicionou-se nas placas solução de ácido tricloroacético (10%) para revelação 

dos halos de degradação que indicaria a ação das proteases sobre a caseína. A atividade 

proteolítica foi determinada pelo índice de revelação dos halos de degradação (IRE=D/d), em 

que D é o diâmetro total (colônia + halo) e d é o diâmetro da colônia. 

 

Quitinase 

 Para a avaliação da produção de quitinase, foram adicionados 8 g de quitina 

coloidal(RENWICK; CAMPBELL; COE, 1991), como única fonte de carbono, por litro de 

meio MLN, complementado com 0,78 g de NH4NO3 e 15 g de agar. Dez microlitros dos 

isolados calibrados foram adicionados nas placas com o meio MLN (Meio semi-sólido livre 

de nitrogênio), em triplicata, e incubados em estufa a 28ºC por 10 dias. A formação de um 

halo claro indica a produção de quitinase.  

 

2.9 Análises estatísticas 

Os resultadosforam submetidos à análise de variância e, quando significativos, as 

médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade, por meio do 

programa estatístico Sisvar (FERREIRA, 2011).  
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Solubilização de fosfato inorgânico e atividade da fosfatase ácida 

Asrizobactérias avaliadas apresentaram capacidade para a solubilização de fosfato de 

cálcio tribásico inorgânico em meio NBRIP sólido e líquido, além de possuírem habilidade 

para a produção da fosfatase ácida. Em contrapartida, todos os isolados avaliados quanto à 

solubilização de fosfato de alumínio e de ferro foram negativos. 

Através das análises realizadas, verificou-se que houve diferença significativa na 

solubilização de fosfato de cálcio tribásico inorgânico, tanto em meio NBRIP sólido quanto 

em meio líquido, entre as rizobactérias estudadas (p<0,05). Além disso, houve diferença 

significativa entre os valores do pH final entre as rizobactérias submetidas ao teste de 

solubilização em meio líquido NBRIP, suplementado com fosfato de cálcio tribásico 

inorgânico (p<0,05). 

 Dos 86 isolados investigados, 47 (54,6%) formaram halo de solubilização 

característico para fosfato de cálcio tribásico inorgânico em meio sólido. O isolado 51 

(Bacillus cereus) apresentou o maior índice de solubilização de fósforo, sendo classificado 

como de alta solubilização, visto que o IS foi maior que 3 (Figura 4). 

 

 

FIGURA 4.  Halo (A) característico da solubilização de fosfato por Bacillus cereus(B) 

isolado de bananeira Prata-Anã. Solubilização para fosfato de cálcio tribásico inorgânico em 

meio sólido NBRIP. 
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O menor índice de solubilização foi registrado para o isolado 56, sendo classificado 

como de baixa solubilização, já que o IS foi menor que 2 (Tabela 2). Verificou-se, ainda, 

variação no diâmetro da colônia e do halo no ensaio de solubilização de fosfato em meio 

sólido (p<0,05). O maior halo foi registrado para o isolado 2, com diâmetro médio de 30 mm, 

enquanto que o menor foi para o isolado 13, com diâmetro médio de halo de 7,7 mm. A maior 

colônia foi formada pelo isolado 56, com diâmetro médio de 18,3 mm, enquanto que foi 

observada a menor colônia para os isolados 13 e 50, ambos com diâmetro médio de 5,6 

mm(Figura 5). 

Quanto a solubilização de fosfato de cálcio tribásico em meio líquido, o melhor 

isolado foi a rizobactéria 41 (8,94 mg/L
-1

), enquanto o isolado 56 (0,02 mg/L
-1

) apresentou a 

menor solubilização (Figura 6). Os valores de pH apresentaram variações, visto que, no início, 

o pH do meio líquido NBRIP foi ajustado para 7 e, no final, ficou em 3,37, para o isolado 79 

que promoveu a maior variação, e em  6,93 para o isolado 22 (Bacillus thuringiensis) que 

promoveu a menor variação de pH (Figura 6).  

 A avaliação da produção da fosfatase ácida, realizada para os isolados solubilizadores 

de fosfato de cálcio tribásico, comprova que a maioria produz a enzima. Das 47 rizobactérias 

avaliadas neste aspecto, 32 (68,1%) formaram halos de coloração rosa, característicos da 

produção da fosfatase ácida (Figura 7). Dentre elas, 9 (28,1%) formaram halos maiores que 1 

cm de diâmetro e 23(72%) formaram halos com até 1 cm de diâmetro (Tabela 2). 

 

TABELA2. Índice de solubilização para rizobactérias isoladas de bananeira Prata-Anã em 

meio sólido NBRIP, suplementado com fosfato de cálcio tribásico [Ca3(PO4)2], classificação 

de acordo com a escala de eficiência proposta por Silva Filho e Vidor (2000) e atividade da 

fosfatase ácida. 

Isolado Código/ 
figura 2 e 3 

Gênero/espécie 
mais 

 Relacionado 

Índice de 
solubilização* 

Classificação
†
 Fosfatase 

ácida
‡
 

RZ-2 1  1,77 a BS - 
RZ-6 2 Bacillus 

tequilensis 
1,36 a BS 

- 

RZ-7 3 Bacillus 
altitudinis 

1,47 a BS 
++ 

RZ-8 4  1,51 a BS + 
RZ-9 5  1,54 a BS + 
RZ-11 6  1,43 a BS - 
RZ-13 7  1,38 a BS ++ 
RZ-15 8  1,98 b BS + 
RZ-19 9 Bacillus pumilus 1,26 a BS - 
RZ-22 10 Bacillus 

thuringiensis 
1,64 a BS 

- 
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RZ-24 11 Bacillus 
tequilensis 

1,72 a BS 
+ 

RZ-25 12 Bacillus subtilis 1,23 a BS + 
RZ-27 13  1,41 a BS + 
RZ-28 14  1,25 a BS + 
RZ-29 15  2,19 d MS - 
RZ-30 16  1,52 a BS + 
RZ-31 17 Bacillus cereus 1,69 a BS + 
RZ-32 18 Bacillus 

altitudinis 
1,19 a BS 

_ 

RZ-36 19  1,86 a BS + 
RZ-39 20 Bacillus 

amiloquefaciens 
1,59 a BS 

+ 

RZ-41 21 Bacillus 
amiloquefaciens 

1,65 a BS 
++ 

RZ-42 22 Bacillus subtilis 1,44 a BS + 
RZ-43 23 Bacillus subtilis 1,69 a BS + 
RZ-46 24  1,71 a BS - 
RZ-50 25 Bacillus pumilus 2,01 b MS + 
RZ-51 26 Bacillus cereus 3,72 c AS - 
RZ-53 27 Bacillus 

stratosphericus 
2,23 b MS 

+ 

RZ-54 28 Bacillus 
aerophilus 

2,24 b MS 
- 

RZ-55 29  2,11 b MS - 
RZ-56 30  1,18 a BS + 
RZ-57 31  1,97 b BS + 
RZ-58 32  1,66 a BS + 
RZ-60 33  1,60 a BS + 
RZ-61 34 Bacillus 

aerophilus 
2,29 b MS 

- 

RZ-62 35 Bacillus cereus 1,50 a BS + 
RZ-63 36 Bacillus 

thuringiensis 
1,90 b BS 

+ 

RZ-64 37  1,71 a BS + 
RZ-65 38 Bacillus 

amiloquefaciens 
1,26 a BS 

- 

RZ-66 39 Bacillus 
thuringiensis 

1,58 a BS 
++ 

RZ-67 40 Bacillus 
xiamenensis 

1,71 a BS 
++ 

RZ-68 41  1,54 a BS - 
RZ-70 42  2,08 b MS ++ 
RZ-74 43  1,91 b BS ++ 
RZ-76 44  1,61 a BS - 
RZ-78 45  1,40 a BS - 
RZ-79 46  1,49 a BS ++ 
RZ-80 47  1,75 a BS ++ 

CV (%)   15,15   
*Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,005). 
†
AS, alta solubilização; MS, média solubilização; BS, baixa solubilização. 

‡(+) Indica halos com até 1cm de diâmetro, (++) Indica halos maiores que 1cm de diâmetro (-) Indica isolado 

quenãoproduzfosfataseácida. 
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*Médias seguidas de letras maiúsculas e minúsculas iguais não diferem entre si em diâmetro de halo e de colônia, respectivamente, pelo teste de Scott-knott a 5% de 

probabilidade. 

 

FIGURA 5. Valores médios de diâmetro de halo de solubilização e diâmetro de colônia, em mm, em meio NBRIP suplementado com fosfato de 

cálcio tribásico [Ca3(PO4)2] por rizobactérias isoladas de raízes de bananeira Prata-Anã.  
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*Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). 
 

FIGURA 6. Médias da solubilização (mg/L
-1

) em meio líquido NBRIP, suplementado com fosfato de cálcio tribásico [Ca3(PO4)2], por 

rizobactérias, respectivos valores de pH obtidos após a solubilização, e a classificação quanto a atividade da fosfatase ácida. 
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FIGURA 7. Avaliação da produção da fosfatase ácida, realizada para os isolados 

solubilizadores de fosfato de cálcio tribásico. Isolado negativo (A), halos de coloração rosa, 

característicos da produção da fosfatase ácida por rizobactérias (B e C). 

 

3.2 Quantificação da produção de ácido indol-3-acético 

As rizobactérias avaliadas neste experimento são produtoras de ácido indol-3-acético 

somente quando submetidas à via do triptofano. Dos 86 isolados, 6 (7%) foram produtores de 

AIA (RZ-15, RZ-55, RZ-83, RZ-19 (Bacillus pumillus), RZ-2 e RZ-81 (Lysinibacillus 

sphaericus)), sendo que, através das análises realizadas, verificou-se que houve diferença 

significativa entre os tratamentos (p<0,05). Além disso, observou-se que os melhores 

produtores de AIA foram os isolados RZ-2 e RZ-81 (Lysinibacillus sphaericus), com média 

de 4,3 e 4,6 µg/mL, respectivamente (Figura 8) (Tabela 3). 
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FIGURA 8. Resultado característico da produção de ácido indol-3-acético por rizobactérias 

isoladas de bananeira Prata-Anã. Branco (B), resultado para isolado negativo RZ-1 (1.2, 1.2 e 

1.3) e resultado para isolado positivo RZ-2 (2.1, 2.2 e 2.3).  

 

TABELA 3. Média da concentração de ácido indol-3-acético (AIA), em µg/mL, produzido 

por rizobactérias isoladas de bananeira Prata-Anã. 

Tratamentos Médias da concentração de AIA (µg/mL) 

RZ-15 0,23 a 

RZ-55 0,29 a 

RZ-83 0,48 b 

R-19(Bacillus pumilus) 1,86 c 

RZ-2 4,03 d 

RZ-81 (Lysinibacillus sphaericus) 4,06 d 

CV (%) 91,86 

*Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 

  

3.3 Produção de sideróforos 

Dos isolados avaliados, 27,9% foram produtores de sideróforos, visto que houve 

mudança de coloração de azul para amarelo, que indica resultado positivo para o fator 

avaliado (Figura 9). Os isolados positivos foram: RZ-7 (Bacillus altitudinis), RZ-8, RZ-9, RZ-

10, RZ-12, RZ-18, RZ-19, RZ-21, RZ-23, RZ-26, RZ-27, RZ-28, RZ-29, RZ-30, RZ-31, RZ-

32, RZ-33, RZ-35, RZ-36, RZ-38, RZ-40, RZ-48, RZ-58 e RZ-66.  
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Entre os isolados positivos para a produção de sideróforos, observou-se que houve 

diferença na tonalidade da coloração indicativa da positividade. Neste aspecto,os isolados RZ-

7 (Bacillus altitudinis), RZ-8 e RZ-10 apresentaram a maior intensidade na coloração 

amarela. 

 

 

FIGURA 9. Avaliação da produção de sideróforos por rizobactérias isoladas de bananeira 

Prata-anã. Rizobactérias avaliadas (A-J) e controle negativo (K).  

 

3.4 Produção de enzimas 

Lipase 

 Dos 86 isolados avaliados, 47,7% foram produtores de lipase. Através das análises, 

observou-se que houve diferença significativa no diâmetro do halo, no diâmetro da colônia e 

no índice enzimático exibido entre os tratamentos (p<0,05).Omaior diâmetro do haloe da 

colônia foi registrado para o isoladoRZ-37, sendo de 20,33 mm e 17,00 mm, respectivamente. 

Enquanto que os melhores índices enzimáticos foram registrados para os isoladosBacillus 

xiamenensis-67 (1,93), RZ-82 (2,00), Bacillus subtilis-43 (2,04), RZ 58 (2,07) e Bacillus 

amiloquefaciens-41 (2,14)(Figura 10) (Tabela 4). 
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FIGURA 10. Halo característico da produção de lipase por rizobactérias isoladas de 

bananeira Prata-Anã, registrado para o isolado RZ-37. 

 

TABELA4. Médias do diâmetro do halo, diâmetro da colônia e do índice enzimático (IE) 

resultantes da avaliação da produção de lipase por rizobactérias isoladas de bananeira Prata-

anã. 

Isolado Diâmetro do halo 

(mm) 

Diâmetro da 

colônia (mm) 

Índice 

enzimático 

RZ-37 20,33 f 17,00 g 1,20 a 

RZ-30 9,66 a 7,66 c 1,26 a 

RZ-32 (Bacillus altitudinis) 11, 66 c 9,33 e 1,26 a 

RZ-36 12,33 c 9,33 e 1,32 b 

RZ-55 13,33 d 10,00 f 1,33 b 

RZ-24 12,66 c 9,50 e 1,34 b 

RZ-46 13,33 d 9,66 e 1,37 b 

RZ-34 13,33 d 9,66 e 1,38 b 

RZ-48 (Paenibacillus alvei) 9,26 a 6,66 c 1,38 b 

RZ-26 (Bacillus subtilis) 12,00 c 8,66 d 1,39 b 

RZ-61 (Bacillus aerophilus) 11,66 c 8,33 d 1,40 b 

RZ-51 (Bacillus cereus) 12,33 c 8,33 d 1,40 b 

RZ-49 10,33 b 7,33 c 1,41 b 

RZ-47 15,50 e 10,66 f 1,45 c 

RZ-20 13,33 d 9,10 e 1,47 c 

RZ-33 (Bacillus pumilus) 11,00 b 7,33 c 1,50 c 
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*Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 

 

3.5 Atividade de fixação de nitrogênio, produção de protease e produção de quitinase 

 Todos os isolados avaliados neste trabalho foram negativos para a atividade da fixação 

de nitrogênio, uma vez que não se observou a formação de película aerotáxica, que é um 

requisito para a indicação da positividade da característica avaliada. Da mesma forma, 

nenhuma das bactérias produziuprotease equitinase, visto que não foi observada a formação 

de halo de degradação, característico da produção das enzimas citadas, nos meios de cultura 

em que as bactérias foram avaliadas. 

RZ-52 12,66 c 8,33 d 1,52 c 

RZ-42 (Bacillus subtilis) 13,33 d 8,66 d 1,54 c 

RZ-65 (Bacillus amiloquefaciens) 11,16 b 7,23 c 1,54 c 

RZ-50 (Bacillus pumillus) 14,66 e 9,33 e 1,57 c 

RZ-38 (Bacillus thuringiensis) 14,66 e 9,33 e 1,57 c 

RZ-57 12,66 c 8,00 d 1,58 c 

RZ-64 13,66 d 8,50 d 1,61 d 

RZ-9 12,66 c 7,83 c 1,62 d 

RZ-60 13,66 d 8,50 d 1,63 d 

RZ-28 13,33 d 8,16 d 1,63 d 

RZ-56 12,33 c 7,66 c 1,64 d 

RZ-25 (Bacillus subtilis) 14,00 d 8,50 d 1,65 d 

RZ-53 (Bacillus stratosphericus) 15,00 e 8,83 d 1,67 d 

RZ-85 (Bacillus subtilis) 14,66 e 8,66 d 1,69 d 

RZ-68 13,16 d 7,66 c 1,72 e 

RZ-79 11,00 b 6,33 b 1,73 e 

RZ-62 (Bacillus cereus) 11,50 b 6,50 b 1,77 e 

RZ-74 15,93 e 9,00 d 1,77 e 

RZ-77 (Bacillus altitudinis) 13,00 d 7,33 c 1,77 e 

RZ-63 (Bacillus thuringiensis) 10,33 b 5,66 a 1,82 e 

RZ-67 (Bacillus xiamenensis) 11,00 b 5,66 a 1,93 f 

RZ-82 13,66 d 6,83 c 2,00 f 

RZ-43 (Bacillus subtilis) 14,33 e 7,00 c 2,04 f 

RZ-58 11, 00 b 5,33 a 2,07 f 

RZ-41 (Bacillus amiloquefaciens) 15,50 e 7,23 c 2,14 f 

CV (%) 11,25 12,72 11,51 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1 Solubilização de fosfato e atividade da fosfatase ácida 

As rizobactérias utilizadas neste trabalho demonstraram ser potenciais para a 

solubilização de fosfato de cálcio tribásico inorgânico, uma vez que mais de 50% dos isolados 

formaram halo de solubilização no meio sólido e líquido NBRIP. De acordo com a 

identificação prévia dos isolados, a maioria deles pertence ao gênero Bacillus, e espécies deste 

gênero têm sido documentadas quanto à sua capacidade para aumentar a disponibilidade de 

fósforo no solo(ALMONEAFY et al., 2014; ANDRADE et al., 2014).  

Estudos de avaliação da solubilização de fosfato com rizobactérias isoladas de 

bananeira Prata-Anã cultivadas em solos tropicais são fundamentais.Uma alta população de 

microrganismos solubilizadores de fósforo provenientes da rizosfera permite a mobilização 

mais eficientedo fósforo insolúvel e o torna disponível para as plantas, causando um impacto 

direto no crescimento, especialmente em solos pobres(KUMAR et al., 2015).O conhecimento 

desses organismos permite a sua manipulação para a melhoria da disponibilização do fósforo 

para plantas cultivadas em solos tropicais, já que nestes ambientes ele se encontra 

indisponível em sua maior parte(LACERDA et al., 2016).  

O resultado negativo para o teste de solubilização em meio sólido NBRIP, quando 

suplementado com o fosfato de ferro e fosfato de alumínio, indica que os isolados avaliados 

apresentam incapacidade para a solubilização do fosfato ligado a esses elementos nas 

condições em que o experimento foi realizado. Tal fato pode ter ocorrido devido à natureza 

adaptativa das enzimas responsáveis pela solubilização de fosfatos anteriores (BANIK; DEY, 

1982). Também à dificuldade ou, até mesmo, inexistência de mecanismos, por parte das 

bactérias estudadas, para disponibilizar o fósforo ligado a esses elementos (BASHAN et al., 

2014).  

De acordo com pesquisa, o aumento na disponibilidade de fósforo para a planta em 

áreas alagadas envolve a redução do fosfato férrico (Fe
3+

) a fosfato ferroso (Fe
2+

) e a 

liberação de fósforo a partir de compostos ligados a ferro e alumínio na solução do solo. 

Desse modo, é possível que as plantas não tenham a necessidade de atrair bactérias que 

solubilizam fósforo ligado a esses elementos (ETESAMI et al., 2014). Assim, os mecanismos 

de solubilização de rizobactérias podem estar associados a uma prévia seleção desses 

microrganismos, de acordo com a necessidade da planta no ambiente em que está inserida 

(BANIK; DEY, 1982).    

Sabe-se que, nos solos tropicais, que possuem acidez, os fosfatos predominantes são 
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aqueles resultantes da associação do fósforo com o ferro e o alumínio, enquanto, nos solos 

com pH mais elevado, predominam as formasassociadas ao cálcio(BARROSO; NAHAS, 

2005).Então, como as rizobactérias utilizadas neste trabalho foram isoladas de bananeira 

Prata-Anã cultivadas em solos tropicais, era de se esperar que as bactérias estivessem 

habituadas a solubilizar, além do fósforo ligado ao cálcio, o fósforo ligado ao alumínio e 

ferro, resultando em formação de halo no teste em meio sólido. Como isso não aconteceu, 

pode-se dizer que pode ter ocorrido uma prévia seleção de microrganismos especializados em 

solubilizar fósforo ligado ao cálcio. Em trabalho anterior,  a avaliaçãodainfluência da 

irrigação com água calcária sobre as propriedades químicas do solo, no norte de Minas 

Gerais, permitiuconstatar que o pH do solo aumenta1,4 unidades em média no decorrer de 

quatro anos de irrigação, levando à reduçãoda solubilidade de alguns nutrientes como ferro e 

alumínio,  essenciais à nutrição das plantas(SILVA; CARVALHO, 2004). 

As diferenças observadas entre os isolados para solubilizar fosfato de cálcio em meio 

sólido e líquido e, ainda, a variação do pH, dos tamanhos dos halos e dos índices de 

solubilização são importantes para selecionar os melhores isolados para a realização de 

experimento em casa de vegetação. Assim, é fundamental que os resultados de solubilização 

de fosfato sejam interpretados com cautela, uma vez que a produção de ácido e a resposta 

metabólica podem variar devido a diferenças no metabolismo entre os organismos e, ainda, a 

resposta de um único organismo pode variar com o substrato. Portanto, categorizar 

organismos como solubilizadores e não solubilizadores de fosfato torna-se uma tarefa difícil. 

A atividade de solubilização pode, portanto, ser verdadeiramente significativa apenas no 

contexto dos ambientes dos microrganismos (CUNNINGHAM; KUIACK, 1992). 

As diferenças observadas nos halos de solubilização podem ter ocorrido devido ao 

comportamento dos isolados diante do substrato. Existe influência da composição do 

substrato sobre o diâmetro da zona de solubilização de fosfato de cálcio. Tanto a composição 

de nutrientes quanto a capacidade tampão do meio podem influenciar os resultados. 

(CUNNINGHAM; KUIACK, 1992). A formação do halo característico de solubilização 

ocorre devido à presença de substâncias, como ácidos orgânicos, liberadas pelos 

microrganismos, classificando-os como solubilizadores de fosfato(SOUCHIE et al., 2005). 

Apesar de muitos isolados apresentarem solubilização, apenas um isolado nesta 

pesquisa apresentou um índice de alta solubilização (AS), enquanto que a maioria dos 

isolados foi classificada como de baixa (BS) e de média solubilização (MS). Resultados 

semelhantes foram encontrados em trabalho realizado testando a solubilização de fósforo 

ligado a cálcio, no qual o maior índice de solubilização foi de 3,15 para um único isolado 
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(CHAGAS et al., 2010). Em outra pesquisa com 40 isolados de bactérias endofíticas, 37,5% 

solubilizaram fosfato inorgânico, sendo que somente um apresentou um alto índice de 

solubilização, enquanto que a maioria apresentou baixo índice(ANDRADE et al., 2014). 

Os mecanismos pelos quais os microrganismos solubilizam o fosfato são vários, mas 

ainda não estão muito bem esclarecidos. No presente estudo, a variação entre o valor de pH 

inicial e final mostrou que existe uma relação entre o processo de liberação de íons H
+
 no 

meio e a quantidade de fósforo liberada. Esta associação é comum, visto que a liberação de 

H
+
 é descrita como um dos principais mecanismos de solubilização de fosfato(PARK; LEE; 

SON, 2009). A significativa diminuição do pH pode ter ocorrido em razão do consumo do 

açúcar do meio pela bactéria, resultando na produção de ácidos orgânicos. Desse modo, a 

diminuição nos valores de pH pode estar associada ao aumento da acidez no meio durante o 

crescimento da bactéria (BARROSO; NAHAS, 2008). Este comportamento dos 

microrganismos já foi observado anteriormente,deixandoclaro que a solubilização de fosfato 

inorgânico é acompanhada por uma diminuição no pH(PARK; LEE; SON, 2009;ZHANG et 

al., 2016). Em trabalho realizado por outros pesquisadores, observou-se que, à medida que 

ocorreu um aumento gradual na liberação de fósforo, houve uma redução drástica no pH do 

meio. No caso referido, o valor do pH caiu para 4,5 a partir de um valor inicial de 6,5 

(MEHTA et al., 2014). 

Visto que a excreção de ácidos orgânicos atuam na redução do pH em solos 

ácidos(PARK et al, 2009), é importante ressaltar que eles possuem sua eficiência aumentada 

dependendo do tipo do ácido que é liberado e da combinação entre eles, implicando em 

diferentes capacidades de dissolver as diversas formas de fosfato. Destacam-se, entre esses 

ácidos, o cítrico, propiônico, glucônico, cetoglucônicos, láctico e succínico. Eles atuam 

ligando-se a cátions como Ca, Fe e Al, implicando na dissolução do fósforo do solo (CHEN et 

al., 2006).  

Na rizosfera, as raízes liberam H
+
e possibilita uma maior absorção dos cátions em 

relação aos ânions. Em solos alcalinos, ocorrem modificações no pH para mantê-lo em faixa 

de aproximadamente 7,3, favorecendo a solubilização do fósforo na região próxima às raízes, 

tornando o fósforo desta área disponível para a planta (HINSINGER et al., 2003).  

Verifica-se ainda, neste trabalho, que existe uma forte influência da enzima fosfatase 

ácida com a solubilização de fosfato, visto que a maioria das bactérias solubilizadoras 

produziu a enzima.Assim, a solubilização de P pode ter sido realizada, também, por meio 

dessas enzimas (ZHANG et al., 2016). As enzimas fosfatase são hidrolases que convertem o 

fósforo insolúvel em formas solúveis por hidrólise. Elas utilizam fosfoésteres como substratos 
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e, normalmente, são secretadas em condições de ausência de P (KAPRI; TEWARI, 2010). 

A principal fonte de fosfatases no solo é de origem microbiana e a atividade delas 

aumenta substancialmente na rizosfera (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999). Bactérias produtoras 

de fosfatases também já foram isoladas de várias rizosferas, mostrando que elas mineralizam 

uma ampla gama de fósforo tanto inorgânico (LACERDA et al., 2016) quanto orgânico 

(JORQUERA et al., 2008).  

A identificação de microrganismos produtores da fosfatase ácida serve como indicador 

do potencial de solubilização de fosfato inorgânico (BERGKEMPER et al., 2016), visto que a 

síntese de fosfatase depende da concentração de P no meio de crescimento (SATO et al., 

2016). Dessa forma, torna-se imprescindível o trabalho para identificar microrganismos 

produtores dessas enzimas e o estudo desses mecanismos no ambiente rizosférico. 

 

4.2 Quantificação da produção de ácido indol-3-acético 

 Quanto à produção de AIA, pode-se dizer que poucos isolados(7%) foram produtores 

desse hormônio, quando se compara a quantidade total de isolados avaliados (86). Isso pode 

ser explicado devido à origem das bactérias estudadas, já que foram isoladas de regiões 

próximas às raízes de bananeira. Desse modo, a capacidade de produção de AIA pode estar 

ligada ao hábito do microrganismo. 

 Etesami et al. (2014) avaliaram e compararam a atividade bioquímica de isolados de 

rizobactérias e de bactérias endofíticas. Os resultados mostraram que o número de isolados e a 

capacidade em promover o crescimento em planta foram diferentes entre os isolados. 

Ademais, uma alta porcentagem de isolados endofíticos foram produtores de outros 

compostos promotores de crescimento, como sideróforos. 

Em trabalho realizado com bactérias endofíticas, por exemplo, verificou-se que 57% 

dos isolados foram produtores de AIA. Os sete melhores isolados foram avaliados quanto à 

capacidade de promover o crescimento vegetal na cultura do milho. Os isolados pertencem à 

família Enterobacteriaceae e aos gêneros Klebsiella, Enterobacter e Pantoea. Cinco isolados 

promoveram o crescimento vegetal em experimentos em casa devegetação, sendo potenciais 

candidatos a bioinoculantes(RODRIGUES et al., 2016). 

 Por outro lado, em pesquisa realizada com rizobactérias, o ácido indol-3-acético 

produzido foi detectado em 76,41% dos isolados avaliados, além de grande porcentagem de 

isolados positivos para outros atributos bioquímicos avaliados. Entre os isolados produtores 

de AIA, cinco foram avaliados quanto à promoção de crescimento e atividade antifúngica na 

cultura do tomateiro. Neste caso,B. subtilis CKS1 exibiu significante aumento no 
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comprimento da parte aérea (13,82 %), comprimento de raízes (25,07 %), peso seco da parte 

aérea (29,47 %) e peso seco da raiz (33,33 %).A promoção de crescimento e a atividade 

antifúngica de B.subtilis CKS1 mostrou que esse isolado pode ser utilizado como potencial 

biofertilizante de tomate (KUMAR et al., 2015). 

 Todos os trabalhos citados anteriormente comprovam que existe um mecanismo 

eficiente de promoção de crescimento exercido pelo AIA produzido pelas bactérias 

mencionadas. A rizobactéria com propriedade de produção de AIA ajuda a aumentar o 

comprimento da raiz e a área de superfície, além de afrouxar as paredes celulares das plantas, 

facilitando o acesso aos nutrientes do solo e estabelecendo intensa interação planta-micróbio 

acumulando mais exsudatos radiculares(GLICK, 2012). 

Além disso, pode-se dizer que esse mecanismo é potencializado com a capacidade 

dessas bactérias em promover outros fatores de crescimento como fixação biológica de 

nitrogênio, solubilização de fosfato, produção de sideróforos e produção de enzimas. Desse 

modo, isolados eficientes como promotoras de crescimento avaliadas em condições de viveiro 

possuem potencial comercial para o desenvolvimento de bioformas microbianas e a aplicação 

desses biofertilizantes pode resultar em uma diminuição substancial no uso de fertilizantes 

químicos para os sistemas agrícolas(DUTTA; THAKUR, 2017) 

No presente trabalho, as rizobactérias consideradas melhores produtoras pertencem 

aos gêneros Bacillus e Lysinibacillus. É sabido que esse hormônio é comumente produzido 

por bactérias dos gênerosPaenibacillus sp. (PADDA et al., 2017), Aeromonas veronas, 

Agrobacterium sp., Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. e 

Enterobacter sp. (BISHNOI, 2015), incluindo Bacillus sp. e Lysinibacillus sp. (ANGULO et 

al., 2014). 

 Pesquisa com Bacillus megaterium e Azotobacter chroococcumdemonstrou que essas 

rizobactérias têm a capacidade de produzir AIA. Em tal estudo, observou-se que a inoculação 

de sementes de milho com esses microrganismos produtores desse hormônio 

proporcionoumaior altura de raiz em comparação com o controle. Dessa forma, as cepas 

bacterianas avaliadas podem ser recomendadas como bactérias promotoras de crescimento de 

plantas devido a seus efeitos positivos e, eventualmente, podem ser usadas para reduzir 

fertilizantes químicos(DJORDJEVIC et al., 2017). 

 Neste estudo, todas as rizobactérias produtoras de AIA utilizaram somente a via 

triptofano dependente. Pesquisadores observaram, em outro trabalho, quetodas as cepas de 

rizobactérias avaliadas produziram AIAtanto na presença quanto na ausência de triptofano, 

mas elas variaram em sua capacidade de produzir auxina. Aprodução máxima foi registrada 
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pela cepa P10 que forneceuresultados significativamente diferentes em comparação com 

outras cepas(ZAFAR-UL-HYE; AHMAD; SHAHZAD, 2013). Em outro trabalho, a produção 

de ácido indol-3-acético (IAA) via triptofano dependente foi monitorada em nove 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas do solo rizosférico de alfafa 

(Medicago sativa). O isolado que produziu quantidade máxima de AIA foi identificado como 

Pseudomonas putida UB1(BHARUCHA; PATEL; TRIVEDI, 2013).  

Dessa forma, o conhecimento de microrganismos produtores de AIA é valioso para a 

agricultura, já que eles podem contribuir para o aumento na produção, devido ao incremento 

nos atributos agronômicos das culturas, além de atuarem de modo indireto no controle de 

fitopatógeno (NGHIA et al., 2017). 

 

4.3 Produção de sideróforos 

Os isolados que foram positivos para a produção de sideróforos promoveram a 

mudança de coloração da solução de azul para amarelo. Este fenômeno acontece quando um 

ligante forte sequestra e complexa o ferro liberando o corante, o que causa a mudança de cor. 

No caso, o corante é o cromoazurol S (CAS) e o ligante é um ou mais sideróforos produzidos 

pelas bactérias. Observou-se ainda que a intensidade da coloração e o tempo de transformação 

da cor azul para amarela foi diferente entre os isolados avaliados. O tempo de transformação e 

a intensidade do amarelo são indicativos de maior ou menor produção de sideróforos 

(CATTELAN, 1999). 

Para a agricultura, o entendimento sobre bactérias produtoras de sideróforos é de 

grande importância, pois estes compostos podem promover o crescimento de plantas por 

vários mecanismos. Como os sideróforos são ligantes específicos de íons de ferro(BENITE; 

MACHADO; MACHADO, 2002), as rizobactérias que os produzem podem ser utilizadas no 

controle biológico, uma vez que o ferro fica indisponível aos agentes fitopatogênicos 

(BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012). 

No presente trabalho, uma considerável porcentagem de isolados de rizobactérias 

(27,9%) foram produtores de sideróforos e podem ser utilizadas para a proteção de culturas de 

interesse econômico contra diversos fitopatógenos. A capacidade de produção de sideróforos 

permite que bactérias criem uma condição limitante de ferro que minimiza o crescimento de 

patógenos, visto que esse micronutriente deixa de participar de processos metabólicos 

importantes para a sobrevivência do fitopatógeno, como a síntese de DNA, respiração e 

ativação ou participação como componente de enzimas(SAHRAWAT, 2004). Os sideróforos 

quelam e internalizam Fe
3+

, tornando-o disponível para o microrganismo produtor dessa 
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molécula e, consequentemente, diminui a disponibilidade de ferro para possíveis 

microrganismos patógenos, sendo um promotor de crescimento indireto pelo controle de 

fitopatogenias (SAHRAWAT, 2004;JIMTHA et al., 2014). 

É importante evidenciar que os sideróforos quelados a ferro também poderiam ser 

adquiridos pela planta, e isto influenciaria diretamente no seu desenvolvimento. Desse modo, 

podem auxiliar ainda no crescimento de plantas cultivadas, principalmente em solos alcalinos 

que possuem limitação de ferro e de fósforo. Neste tipo de solo, o ferro se encontra 

frequentemente ligado ao fosfato, formando fosfato de ferro (FePO4)(GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015). Isto gera a indisponibilidade desses dois nutrientes que 

são fundamentais para vários processos metabólicos das plantas, que incluem fotossíntese, 

respiração, fixação de nitrogênio e síntese de DNA e de hormônios(KHAN; ZAIDI; 

AHMAD, 2014; JUCOSKI et al., 2016). Dessa forma, a utilização de bactérias produtoras de 

sideróforos como biofertilizante pode ser promissora para disponibilizar ferro e fósforo nos 

sistemas agrícolas (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015). 

Evidências experimentais também sugerem que o crescimento estimulado de plantas 

por essas bactérias é o resultado líquido de vários mecanismos de ação que são ativados 

simultaneamente(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). Neste sentido, é crescente o número de 

pesquisas fomentadas no potencial de rizobactérias em promover o crescimento de plantas, a 

fim de disponibilizar dados sobre esses mecanismos para a produção de biofertilizantes. No 

trabalho de Jimtha et al.(2014), por exemplo,bactérias isoladas da cultura de suspensão de 

células foram identificadas como Ralstonia sp. e Bacillus sp. Estas bactérias demonstraram 

possuir várias propriedades promotoras de crescimento de plantas, incluindo a produção de 

sideróforos. O efeito no aumento do crescimento em mudas defeijão da China (Vigna radiata) 

promovido por Ralstonia sp.demonstrou resultados promissores e os parâmetros de 

crescimento foram estatisticamente significantes quando comparados ao controle.  

A capacidade de solubilização de fósforo e produção de sideróforos de sete bactérias 

foi investigada em trabalho realizado anteriormente, com inoculação em mudas de tomateiro. 

Nele, foi avaliada a capacidade de produtores de sideróforos na solubilização de P de minerais 

inorgânicos como fosfato de ferro (FePO4), rocha fosfática e fitato orgânico. Para confirmar 

que os sideróforos foram responsáveis pela liberação de P, mutantes de bactéria Pseudomonas 

fluorescens Pf5 (PchA), produtora de sideróforos, foram utilizadas como controle. Após 7 

dias de crescimento, o controle solubilizou 10 vezes menos P que a linhagem PG12 avaliada, 

o que aumentou a biomassa da raiz do tomate em 1,7 vezes. Para a solubilização de fitatos por 

outra bactéria(PG6), a biomassa da parte aérea do tomateiro aumentou 44% em relação à 
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bactéria controle Pseudomonas chlororaphis. Desse modo, tal experimento demonstrou a 

eficiência de sideróforos em quelar íons ferro e torná-lo disponível para a planta(GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015). 

A possível contribuição das rizobactérias promotoras de crescimento vegetal nos 

ciclos biogeoquímicos de elementos minerais, bem como sua capacidade de induzir e/ou 

regular respostas moleculares e bioquímicas em plantas, ainda está em discussão. Nesta 

perspectiva, já foi demonstrado que a presença da rizobactéria Azospirillum brasilense na 

rizosfera de plantas de pepino cultivadas em solos calcários poderia aumentar a nutrição de 

Fe, aliviando os sintomas de clorose de Fe. Destaca-se, ainda, que as respostas moleculares e 

fisiológicas das plantas de pepino à inoculação estão estritamente relacionadas ao estado 

nutricional de Fe, sugerindo a possível coexistência de múltiplos mecanismos de regulação. 

Esses resultados fortalecem ainda mais a informação sobre a capacidade das RPCPs, como o 

Azospirillum, de modular a aquisição de Fe nas plantas por meio da ativação de genes de 

maneiras diferentes (PII et al., 2016). 

 

4.4 Produção de enzimas 

 Das três enzimas investigadas neste estudo (lipase, protease e quitinase), as 

riobactérias produziram somente a lipase. Existem vários trabalhos na literatura que relatam a 

produção dessas enzimas por rizobactérias, mas observou-se que o número de trabalhos 

publicados com essas informações ainda é pequeno, principalmente quando se trata da 

produção de protease e quitinase. Estas, na maioria dos trabalhos, são produzidas por 

bactérias endofíticas (ETESAMI et al., 2014RODRIGUES et al., 2016;AFZAL et al., 2016).  

 A diferença nos valores dos índices enzimáticos comprovou que é importante que um 

grande número de isolados sejaavaliado para a produção de lipase, assim como foi realizado 

no presente trabalho. A pesquisapara a investigação da bactéria mais promissora para a 

produção de lipase deve ser estendidaa um grande número de isolados, visto que diferentes 

representantes microbianos podem produzir quantidades diferentes de uma mesma enzima 

(ABALLAY et al., 2017). 

 Na agricultura, a utilização de formulações à base de rizobatérias produtoras de lipase 

é interessante, visto que cada vez mais está sendo exigidaa utilização de produtos para o 

biocontrole de fitopatógenos nos sistemas agrícolas. Neste contexto, a pesquisa sobre os 

mecanismos enzimáticos de rizobactérias visando à sua utilização em bioformulações é 

crescente(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). 
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A lipase, de modo geral, atua degradando as moléculas de lipídeos que estão presentes 

em diversas estruturas do patógeno, como, por exemplo, nas membranas. No caso dos 

nematoides, as lipases são importantes no controle desses patógenos por degradarem suas 

reservas energéticas e por atuarem nos lipídios de membrana(ABALLAY et al., 2017).Desde 

a fase de ovo até o estádio infectivo, os nematoides apresentam 30% de seu peso corporal 

constituído de lipídios, como a principal fonte energética para os gastos no processo de 

sobrevivência, locomoção, penetração e parasitismo do hospedeiro.Desse modo, tais enzimas 

podem atuar também nas reservas lipídicas que se encontram presentes nos ovos e no corpo 

de juvenis de fitonematoides, agindo como um microrganismo de biocontrole de doenças de 

plantas(MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005). 

 De maneira geral, produtos de biocontrole à base de rizobactérias já se encontram no 

mercado e têm demonstrado resultados interessantes quando avaliados em pesquisa. Tais 

trabalhos, muitas vezes, não relacionam os mecanismos específicos envolvidos no 

crescimento de plantas e no controle de fitopatógenos, mas demonstram que as rizobactérias 

são prováveis produtoras dos compostos mencionados neste trabalho(SILVA et al., 2017; 

ARAÚJO et al., 2018).  

Em estudo publicado recentemente, por exemplo, foi avaliado o efeito da aplicação de 

Bacillus subtilis (Nemathel®) no tratamento de mudas, do tipo chifre, de bananeira subgrupo 

Terra cv. Comprida, infectadas por uma população mista com Radopholus similis, 

Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. e Helicotylenchus spp. Foram avaliadas diferentes doses 

do produto (50; 100; 150; 200 e 250 mL/10 L de água), além das testemunhas positiva 

(nematicida) e negativa (água). A avaliação foi realizada após quatro meses e as doses de 200 

e 250 mL do produto por 10 L de água proporcionaram as maiores reduções das populações 

dos nematoides em raízes e rizomas, confirmando que espécies do gênero Bacillus são 

promissoras para formulação de produtos de biocontrole(ARAÚJO et al., 2018).Neste sentido, 

rizobactérias têm reveladoa capacidade paraparasitaros ovos, formas juvenis e, em alguns 

casos, até as formas adultas de nematoides(SILVA et al., 2017). 

Pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar a eficácia de seis isolados de 

rizobactérias, pré-selecionadas, no controle de Ralstonia solanacearum e Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), em casa de vegetação e relacionou este comportamento à 

produção de compostos in vitro. Além disso, foi avaliada a capacidade de estas rizobactérias 

produzirem quitinases, amilases, lipases, compostos antibióticos e de solubilizar fosfato. A 

microbiolização das sementes com a rizobactéria reduziu os valores das doenças em ambos os 
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ensaios. Este controle pode ser associado à produção dos compostos responsáveis pela 

antibiose observada in vitro(ROCHA; MOURA, 2013).  
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5 CONCLUSÕES 

Dos 86 isolados de rizobactérias, 47 solubilizaram fosfato de cálcio tribásico 

inorgânico em meio NBRIP sólido e líquido. 

Dentre as 47 rizobactérias solubilizadoras de fosfato de cálcio tribásico, 32 apresentam 

habilidade para a produção da fosfatase ácida. 

Dos 86 isolados avaliados, 6,97% são produtores de AIA, 27,9% são produtores de 

sideróforos e 47,7% são produtores de lipase. 

As rizobactérias avaliadas não apresentam potencial para a fixação biológica de 

nitrogênio e produção deprotease e quitinase. 
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CAPÍTULO II - DESEMPENHO DO FEIJOEIRO COMUM INOCULADO COM 

BACTÉRIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO 

 

RESUMO 

 

SILVA, Cláudia Maria.Desempenho do feijoeiro comum inoculado com bactérias 

solubilizadoras de fosfato. 2018. 104 p. Tese (Doutorado em Produção Vegetal no Semiárido) - 

Universidade Estadual de Montes Claros, Janaúba, MG
5
. 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) destaca-se como a principal fonte de proteína 

vegetal, além de ser altamente nutritivo por fornecer fibras, carboidratos complexos, 

vitaminas e micronutrientes. Dentre os nutrientes que são fundamentais para o feijoeiro está o 

fósforo, que exerce papel importante no metabolismo vegetal, participando da fotossíntese, 

respiração, transferência de energia e reprodução.É considerado como um dos nutrientes que 

mais limitam a produção do feijoeiro devido à sua interação com com outros constituintes do 

solo e sua lenta taxa de difusão no solo. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o 

desempenho do feijoeiro comum inoculado com bactérias solubilizadoras de fosfato. Para 

isso, foram utilizados 9 isolados de rizobactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico in 

vitro, oriundos de raízes de bananeira Prata-anã coletados na região Norte do Estado de Minas 

Gerais. As bactérias foram cultivadas em meio TSA (Triptic Soy Agar), em placas de Petri por 

um período de 24 h a 28ºC. Em seguida, os isolados foram submetidos ao ajuste da densidade 

ótica a 1,0 de absorbância, no comprimento de onda (λ) a 540 nm em espectrofotômetro. Os 

isolados com densidades óticas ajustadas foram utilizados para microbiolizar as sementes de 

feijão comum do cultivar BRS Estilo.. O experimento foi realizado em esquema fatorial 

9x2+2, sendo 9 isolados de rizobactérias, duas fontes de fósforo (Fosfato Natural Gafsa e 

Super simples); os tratamentos adicionais constituíram das fontes de fósforo sem bactéria. O 

experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com 6 repetições.Os 

dados dos atributos agronômicos do feijoeiro foram submetidos à análise de variância em 

esquema fatorial e, quando significativos,ao teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade. Os 

tratamentos foram comparados com o tratamento adicional pelo teste de Dunnet a 5% de 

probabilidade. Os resultados revelaram que as rizobactérias avaliadas promoveram aumento 

na biomassa para os atributos avaliados como matéria seca da parte aérea, matéria seca da 

raiz, matéria seca total, massa de vagem por planta, massa de grãos por planta, número de 

vagem por planta, número de grãos por planta e peso de 100 grãos e número de grãos por 

vagem (com o tratamento super simples + rizobactérias). Quatro rizobactérias associadas ao 

super simples aumentaram o teor de fósforo na parte aérea em relação ao super simples 

isolado. Oito rizobactérias associadas ao super simples aumentaram a absorção de fósforo em 

relação ao fosfato natural de gafsa. Nenhuma das rizobactérias promoveu aumento no 

acúmulo de fósforo a partir do fosfato natura de gafsa. Conclui-se que as rizobactérias 

avaliadas podem ser utilizadas para melhorar a produção da cultura do feijoeiro e contribuir 

com práticas agronômicas para uma produção agrícola mais sustentável. 

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento de plantas, fosfatase ácida, trifosfato de 

cálcio, Bacillus sp. 
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CHAPTER II - PERFORMANCE OF COMMON BEAN INOCULATED WITH 

PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, Cláudia Maria. Performance of common bean inoculated with phosphate 

solubilizing bacteria. 2018. 104 p. Thesis (PhD in Plant Production in the Semi-Arid) - State 

University of Montes Claros, Janaúba, MG
6
. 

 

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) stands out as the main source of vegetable protein, as 

well as being highly nutritious in providing fiber, complex carbohydrates, vitamins and 

micronutrients. Among the nutrients that are fundamental to the bean is phosphorus, which 

plays an important role in plant metabolism, participating in photosynthesis, respiration, 

energy transfer and reproduction. It is considered as one of the nutrients that most limit the 

production of common bean. In order to solve the problem of the unavailability of phosphorus 

to the plants, without the use of chemical fertilizers, phosphate solubilizing rhizobacteria can 

be used. In this sense, the objective of this study was to evaluate the performance of common 

bean inoculated with phosphate solubilizing bacteria. For this, 9 inorganic phosphate 

solubilizing rhizobacteria isolates were used from the Prata-anã banana roots collected in the 

northern region of the State of Minas Gerais. Bacteria were cultured in TSA medium (Triptic 

Soy Agar) in Petri dishes for a period of 24 h at 28 ° C. Then the isolates were adjusted to the 

optical density at 1.0 absorbance, at wavelength (λ) at 540 nm in a spectrophotometer. The 

isolates with adjusted optical densities were used to microbiolize the common bean seeds of 

the cultivar BRS Estilo, which were taken to greenhouse for the assembly of the exeperiment. 

The experiment was carried out in a 9 x 2 factorial scheme, 9 rhizobacteria isolates and two 

phosphorus sources (Gafsa Natural and Super Simple Phosphate). Additional treatments 

consisted of combinations of the sources of phosphorus with saline without bacteria. The 

experiment was conducted in a randomized complete block design with 6 replicates. The 

agronomic attributes data of the bean were submitted to  analysis of variance in factorial 

escheme and, when significant, to the Scott and Knott test, at 5% probability, to compare the 

means by means of the statistical program Sisvar. Treatments were compared with the 

additional treatment by the Dunnet test at 5% probability. The results showed that the 

evaluated rhizobacteria promoted an increase in biomass for the attributes evaluated as aerial 

part dry matter, root dry matter, total dry matter, pod mass per plant, grain mass per plant, 

number of pod per plant, number of grains per plant and weight of 100 grains and number of 

grains per pod (with super simple treatment + rhizobacteria). It is concluded that the evaluated 

rhizobacteria promote an increase in the evaluated agronomic attributes, being able to be used 

to improve the production of the bean crop and to contribute with agronomic practices for a 

more sustainable agricultural production. 

Keywords: Plant growth promoting bacteria, acid phosphatase, calcium triphosphate, 

Bacillus sp. 
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1 INTRODUÇÃO 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa mais importante para 

consumo direto no mundo e mais extensivamente cultivada, devido ao seu papel social e 

econômico (SNAPP; RAHMANIAN; BATELLO, 2018). O Brasil é considerado o maior 

produtor e consumidor (POSSE; SILVA; ROCHA, 2010;CONAB, 2018), sendo que as 

principais regiões brasileiras produtoras se encontram no Sul, Sudeste e Nordeste, destacando-

se os estados do Paraná com 21,6%, Minas Gerais com 17,1% e Bahia com 10,1% de 

participação na produção nacional (CONAB, 2018). 

No Brasil, é o produto alimentício mais popular e conhecido, destacando-se como a 

principal fonte de proteína vegetal, além de ser altamente nutritivo por fornecer fibras, 

carboidratos complexos, vitaminas e micronutrientes (SALVADOR, 2013; CASTRO-

GUERRERO et al., 2016).  

Essa leguminosa apresenta ampla adaptação edafoclimática, o que permite seu cultivo 

durante todo o ano, em quase todas as unidades da federação brasileira, nas diferentes épocas 

e safras (SALVADOR, 2013). Entretanto, para que a cultura tenha alta produtividade, é 

importante o manejo de adubação das plantas, uma vez que o feijoeiro exige bons níveis de 

fertilidade do solo. Nesse tipo de cultura, as plantas precisam absorver quantidades 

significativas de nutrientes em pequeno período de tempo, devido ao seu ciclo relativamente 

curto, e também por causa do sistema radicular superficial e pouco desenvolvido, que limita a 

exploração de grande volume de solo(SCHONINGER et al., 2015).  

Dentre os nutrientes que são fundamentais nesse processo está o fósforo, que exerce 

papel importante no metabolismo vegetal, participando da fotossíntese, respiração, 

transferência de energia e reprodução.É considerado como um dos nutrientes que mais 

limitam a produção do feijoeiro(NASCENTE et al., 2014).  

Os solos agrícolas, de modo geral, possuem grandes quantidades de fósforo, porém, a 

maior parte desse nutriente não se encontra disponível às plantas. Assim, apesar da ampla 

distribuição desse nutriente na natureza, a sua deficiência é comum por causa da forma 

altamente insolúvel encontrada, principalmente, em solos ácidos de regiões tropicais e 

subtropicais(SOUCHIE et al., 2005). Nesses ambientes, a interação do fósforo com o cálcio, o 

alumínio e o ferro, que fazem parte da constituição do solo, além de sua lenta taxa de difusão 

na solução do solo faz com que esse nutriente fique menos prontamente disponível para as 

plantas(GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015).   

Para solucionar o problema da indisponibilidade do fósforo às plantas, sem a 

utilização de fertilizantes químicos, pode-se lançar mão de rizobactérias solubilizadoras de 
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fosfato.Elas são capazes de disponibilizar o fósforo às plantas através da solubilização do 

fósforo orgânico e inorgânico. Os mecanismos envolvidos neste processo incluem a produção 

de exsudatos orgânicos como ácidos orgânicos (ácido cítrico, ácido glucônico, ácido láctico, 

ácido succínico, ácido propiônico) e sideróforos (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 

2015), excreção de prótons pela assimilação de amônio e produção de enzimas solubilizadoras 

como as fosfatases ácidas (SHARMA et al., 2013; GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 

2015; MATOS et al., 2017). 

Neste sentido, pesquisas vêm sendo realizadas com o intuito de descobrir rizobactérias 

solubilizadoras de fósforo para a produção de biofertilizantes. Em estudo para a avaliação do 

potencial biotecnológico de rizobactérias, do gênero Bacillus no crescimento de soja e milho, 

por exemplo, mostrou que essas bactérias são fundamentais para a absorção de fósforo por 

essas culturas.Os resultados indicaram que as formulações utilizadas apresentaram potencial 

biotecnológico para incrementar o desenvolvimento e a nutrição das plantas de milho e 

soja(RATZ et al., 2017). Em outro trabalho realizado com o tomateiro,verificou-se que 

rizobactérias do gênero Pseudomonas solubilizaram 10 vezes mais fósforo que o controle, 

aumentando a biomassa da raiz do tomate em 1,7 vezes. Além disso, a biomassa da parte 

aérea aumentou 44% em relação à bactéria controle, levando-se à conclusão de que as 

rizobactérias solubilizadoras de fosfato podem ser útil para otimizar o crescimento de outras 

culturas (GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015) como a do feijoeiro, visto que o 

fósforo é um elemento limitante na sua produção (NASCENTE et al., 2014). 

Os estudos com RPCPsproporcionam ganho de conhecimento sobre o mecanismos de 

solubilizaçãodesses microrganismos, aumentando a possibilidade da sua aplicação na 

agricultura, visto quepodem trazer benefícios para o desenvolvimento das plantas (MAJEED 

et al., 2015). Assim, as informações adquiridas sobre esses microrganismos podem servir para 

direcionar a utilização deles em formulações de produtos, contribuindo para 

umaagriculturasustentavél, já que pode diminuir o uso de fertilizantes fosfatados(BASHAN et 

al., 2014). Desse modo, torna-se fundamental a investigação do potencial das rizobactérias na 

solubilização de fosfato para otimizar a assimilação do fósforo pelas plantas e contribuir para 

o seu desenvolvimento(LACERDA et al., 2016).Diante do exposto, o objetivo deste estudo 

foi avaliar o desempenho do feijoeiro comum inoculado com bactérias solubilizadoras de 

fosfato. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2 Tratamento de sementes com rizobactérias no desenvolvimento e produção de 

feijoeiroadubado com duas fontes de fósforo 

Este trabalho foi desenvolvido na casa de vegetação danematologia da Universidade 

Estadual de Montes Claros/UNIMONTES - Campus Janaúba/MG.Foram utilizados 9 isolados 

oriundos de raízes de bananeira Prata-Anãque apresentaram atividade positiva para a 

solubilização de fosfato de cálcio e produção de fosfatase ácida (Bacillus altitudinis-7, RZ-

13,Bacillus amiloquefaciens-41, Bacillus thuringiensis-66, Bacillus xiamenensis-67, RZ-70, 

RZ-74, RZ-79, RZ-80).  As sementes utilizadas foram do cultivar de feijão comum BRS 

Estilo, fornecidas pelo laboratório de Grandes Culturas da Unimontes. 

O experimento foi realizado em esquema fatorial 9x2+2, sendo 9 isolados de 

rizobactérias e duas fontes de fósforo (Fosfato Natural Gafsa e Super simples). Os tratamentos 

adicionais constituíram de combinações das fontes de fósforo com solução salina sem 

bactéria. O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com 6 

repetições. 

 Para o tratamento das sementes de feijão comum, 2000 sementes foram desinfestadas 

com hipocloritode sódio a 1%, por dez minutos(CHUN; SCHNEIDER; COHN, 1997)e, em 

seguida, foi realizada a tríplice lavagem em água destilada estéril e colocadas para secar em 

fluxo laminar, por duas horas. Posteriormente, 1000 sementes desinfestadas foram colocadas 

em erlenmeyers contendo suspensão bacteriana calibrada (com densidade ótica igual a 1, 

conforme os tratamentos citados anteriormente, e 1000 sementes foram colocadas em solução 

salina 0,85% (tratamento adicional). Esses erlenmeyers foram deixados no shake em agitação 

por 2 horas a 100 rpm e, após esse período, as sementes foram colocadas sobre folhas de 

papel filtro  em câmara de fluxo laminar para secar por 2 horas. 

 Para a montagem do experimento em casa de vegetação, foram utilizados vasos 

plásticos de três litros de capacidade, que receberam o solo previamente autoclavado(a 120 °C 

por 30 minutos, durante três dias consecutivos). O solo foi coletado na fazenda experimental 

da Universidade Estadual de Montes Claros (Unimontes) e uma amostra de 100 g foi enviada 

para o Centro de Tecnologia e Ambiental (CAMPO) para análise de macro e micronutrientes, 

além da análise de textura.As análises foram realizadas conforme Manual de Análises 

Química dos Solos, Plantas e Fertilizante (2ª edição revista e ampliada). O solo de textura 

argilosa apresentou as seguintes características químicas, conforme quadro 1: 
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QUADRO 1. Resultado da análise do solo coletado na fazenda experimental da Universidade 

Estadual de Montes Claros (Unimontes), Campus Janaúba.  

Macronutrientes Saturação do Complexo de Troca 

Parâmetros Unidades Resultado K % 9 

pH em água - 5,7 Ca % 48 

pH em CaCl2 - 5,2 Mg % 17 

M. O. Dag 1,6 Na % 0 

C. Org. % 0,9 H+Al % 26 

P mg/dm
3
 6,4 Micronutrientes 

K mg/dm
3
 257,5 Parâmetros Unidades Resultado 

P rem. mg/dm
3
 40,9 B mg/dm

3
 0,6 

S mg/dm
3
 10,9 Zn mg/dm

3
 2,2 

Ca
2+

 Cmolc/dm
3
 3,4 Fe mg/dm

3
 29,8 

Mg
2+

 Cmolc/dm
3
 1,2 Mn mg/dm

3
 56,5 

Al
3+

 Cmolc/dm
3
 <0,1 Cu mg/dm

3
 0,2 

H+Al Cmolc/dm
3
 1,8    

CTC Cmolc/dm
3
 7,1    

V % 74    

M % 0    

Relações    

Ca/Mg - 2,8    

Ca/K - 5,2    

Mg/K - 1,8    

 

 Foram semeadas cinco sementes do cultivar de feijão comum BRS Estilo 

desinfestadas e tratadas, conforme descrito anteriormente, por vaso, de acordo com esquema 

fatorial citado. Após sete dias da germinação, realizou-se o desbaste, deixando apenas a planta 

mais vigorosa em cada vaso.  

 A irrigação foi realizada diariamente mantendo o solo constantemente úmido e a 

adubação de acordo com recomendações para a cultura (Anexo 1). Após 80 dias do plantio, 

foram avaliadas as variáveis agronômicas: matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz, 

matéria seca total, massa de vagem por planta, massa de grãos por planta, número de vagem 
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por planta, número de grãos por vagem, número de grãos por planta, peso de 100 grãos 

(Figura 11). 

 

 

FIGURA 11. Experimento em casa de vegetação para avaliação dos atributos agronômicos do 

feijoeiro comum cultivar BRS Estilo. 

 

A parte aérea e as raízes do feijoeiro foram lavadas cuidadosamente em água e, 

posteriormente, foram acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa a 60 °C por 48 

horas, até peso constante, para determinação da massa seca e para a análise foliar. 

A parte aérea foi pulverizada em moinho tipo Wiley com peneira de 20 mesh 

(0,85mm) e acondicionada em sacos de papel para a determinação do conteúdo mineral. Para 

determinar os teores de P, as amostras do material vegetal foram submetidas à digestão 

nítrico-perclórica (proporção 2:1), sendo os teores de P determinados por colorimetria pelo 

método azul de molibdênio, tendo ácido ascórbico como agente redutor(EPAMIG, 2018).  

Os resultados do ensaio fatorialforam submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidadepor meio do programa 

estatístico Sisvar (FERREIRA, 2011). Os tratamentos foram comparados com o tratamento 

adicional pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade. 



 

 

83 

 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Tratamento de sementes com rizobactérias no desenvolvimento e produção de 

feijoeiroadubado com duas fontes de fósforo 

Em relação à matéria seca da parte aérea do feijoeiro, todas as rizobactérias associadas 

às fontes de fosfato proporcionaram incremento quando comparadas com as fontes de fósforo 

sem as bactérias (p<0,01). Em relação ao fatorial, não houve diferença significativa dos 

fatores fontes de fosfato e rizobactérias, além de não haver interação significativa entre os 

fatores (p>0,05) (Tabela 5). Todas as rizobactérias associadas com ambas as fontes de fosfato 

proporcionaram maior matéria seca da raiz do feijoeiro em relação às fontes isoladamente 

(p<0,01) (Tabela 5) (Figura 12). Desdobrando o fatorial e fixando as fontes de fosfato, 

verifica-se que quando se utilizou super simples não houve diferença de matéria seca de raiz 

entre as rizobactérias avaliadas. Por outro lado, quando se empregou o fosfato de gafsa, as 

rizobactérias RZ-13 e B. thuringiensis-66 foram as que proporcionaram maior matéria seca de 

raiz, com incremento de279,63%. Fixando-se os isolados, verifica-se que RZ-13 e B. 

thuringiensis-66 proporcionaram maior matéria seca de raiz quando se utilizou fosfato de 

gafsa (Figura 13). 

A matéria seca total do feijoeiro aumentou significativamente diante da inoculação 

com rizobactérias em comparação aos tratamentosadicionais (p<0,01). Por outro lado, não 

houve diferença significativa entre os tratamentos tanto ao analisar as fontes de fosfato 

utilizadas associadas com as rizobactérias quanto ao analisar as fontes de fosfato 

separadamente (p>0,05) (Tabela 6). Além disso, houve efeito significativo das rizobactérias 

na matéria seca total do feijoeiro (p<00,1), destacando-se as rizobactérias RZ-80, RZ-13, B. 

thuringiensis-66 e B. amiloquefaciens-41 (Tabela 7).  

Quanto à massa de vagens por planta do feijoeiro, verificou-se que todas as 

rizobactérias associadas às fontes de fósforo promoveram aumento em relação às fontes 

isoladamente (p<0,01) (Tabela 8). Os tratamentos RZ-80, associado ao fosfato de gafsa, e 

Bacillus amiloquiefaciens-41, associado ao super simples, aumentaram a massa de vagens em 

128,63% e 238,50,54%, respectivamente, em relação aos tratamentos adicionais. 
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TABELA 5. Médias da matéria seca da parte aérea e raiz, em gramas, de feijoeiro inoculado com rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, 

associadas ao fosfato Super simples e ao fosfato natural Gafsa. 

 
Isolados Fonte de fosfato Isolados Fonte de fosfato 

Super simples Gafsa Super simples Gafsa 

 Matéria seca de parte aérea (g)  Matéria seca de raiz (g) 

RZ-74 8,4* 8,6* RZ-70 6,0 aA* 6,8 aA* 

RZ-79 8,7* 8,9* B. altitudinis-7 6,2 aA* 6,0 aA* 

B. xiamensis-67 8,7* 9,4* RZ-13 6,5 aA* 8,2 bB* 

RZ-13 8,9* 9,1* B. thuringiensis-66 6,7 aA* 8,2 bB* 

RZ-80 9,0* 8,9* RZ-74 6,8 aA* 6,3 aA* 

B. altitudinis 9,5* 8,7* B. xiamenensis-67 6,8 aA* 5,7 aA* 

RZ-70 9,2* 8,7* B. amiloliquefaciens-41 7,0 aA* 7,7 bA* 

B. thurigiensis-66 9,7* 8,5* RZ-79 7,3 aA* 6,2 aA* 

B. amiloliquefaciens-41 9,9* 8,7* RZ-80 7,5 aA* 6,7 aA* 

CV (%) 11,65 CV 15,44 

Super simples 5,9 Super Simples 2,4 

Gafsa 4,6 Gafsa 2,16 

* Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste Dunnett a 5% de probabilidade.Médias seguidas de diferentes letras maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas 

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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FIGURA 12. Parte aérea do feijoeiro comum para avaliação da matéria seca. Feijoeiro não 

inoculado com rizobactérias (A) e inoculado com B. thuringiensis-66 (B). 

 

 

FIGURA 13. Raízes do feijoeiro comum para avaliação da matéria seca. Raízes de feijoeiro 

não inoculado com rizobactérias (A) e inoculado com B. thuringiensis-66 (B). 
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TABELA6.Médias da matéria seca total, em gramas, defeijoeiro inoculado com rizobactérias, 

isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao fosfato natural 

Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. altitudinis-7 15,78* 14,67* 

RZ-13 15,44* 17,24* 

B. amiloliquefaciens-41 16,80* 16,33* 

B. thuringiensis-66 16,30* 16,80* 

B. xiamenensis-67 15,33* 15,09* 

RZ-70 15,29* 15,34* 

RZ-74 15,07* 15,00* 

RZ-79 15,85* 15,10* 

RZ-80 16,48* 15,64* 

CV 8,37 

Super Simples 8,09 

Gafsa 6,77 

*Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade. 

 

TABELA7. Médias da matéria seca total, em gramas,defeijoeiro inoculado com rizobactérias, 

isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao fosfato natural 

Gafsa. 

 

Isolados Matéria seca total (MST) 

B. amiloliquefaciens-41 16,67 a 

B. thuringiensis-66 16,42 a 

RZ-13 16,25 a 

RZ-80 16,17 a 

RZ-79 15,58 b 

RZ-70 15,33 b 

B. altitudinis-7 15,17b 

RZ-74 15,08b 
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B. xiamenensis-67 15,08 a 

CV 8,37 

Médias seguidas de mesma letranão diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 

 

TABELA 8. Médias da massa de vagens, em gramas, defeijoeiro inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. altitudinis-7 7,15* 5,94* 

RZ-13 6,61* 5,99* 

B. amiloliquefaciens-41 7,21* 6,20* 

B. thuringiensis-66 6,97* 5,75* 

B. xiamenensis-67 6,28* 6,13* 

RZ-70 5,90* 6,18* 

RZ-74 5,74* 5,90* 

RZ-79 5,93* 5,95* 

RZ-80 5,89* 5,67* 

CV 12,09 

Super Simples 2,13 

Gafsa 2,48 

*Médias diferem do tratamento adicional pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade. 

 

Na análise fatorial, verificou-se efeito significativo dos fatores individuais. Assim, 

destacaram-se no aumento de massa de vagens as bactériasRZ-13, B. thuringiensis-66, B. 

altitudinis-7 e B. amiloqufaciens-41(Tabela 9). 
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TABELA9. Médias da massade vagem, em gramas, por planta de feijoeiro comum inoculado 

com rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

 

Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knot a 5% de probabilidade. 

 

Com relação às fontes, verificou-se maior massa de vagens quando as plantas 

receberam super simples (p<0,01) (Tabela 10).  

 

TABELA10. Médias da massa de vagem de feijoeiro, em gramas, inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Isolados Massa de vagem/planta (MVP) 

Super Simples  6,39* 

Gafsa 5,97 

CV 12,09 

* Médias diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. 

 

 Todas as rizobactérias associadas a ambas as fontes de fósforo promoveram aumento 

na massa de grãos em relação às fontes isoladamente (p<0,05).As rizobactérias RZ-79, RZ-80 

associadas ao super simples, RZ-74 associada ao gafsa e B. altitudinis-7 associada ao super 

simples proporcionaram um incremento variando de 207,09% a 325,53% (Tabela 11). 

Isolados Massade vagem/planta (MVP) 

B. amiloliquefaciens-41 6,69 a 

B. altitudinis-7 6,58 a 

B. thuringiensis-66 6,37 a 

RZ-13 6,32 a 

B. xiamenensis-67 6,14 b 

RZ-70 6,06 b 

RZ-79 5,92b 

RZ-74 5,84b 

RZ-80 5,73b 

CV 12,09 
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TABELA11. Médias da massa de grãos,em gramas, por planta defeijoeiro inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. altitudinis-7 6,00 aA* 4,67 aB* 

B. thuringiensis-66 5,83 aA* 4,50 aB* 

B. amiloliquefaciens-41 5,83 aA* 5,33 aA* 

RZ-13 5,17 aA* 4,50 aA* 

B. xiamenensis-67 5,00bA* 4,83 aA* 

RZ-74 4,83bA* 4,33 aA* 

RZ-70 4,83bA* 4,83 aA* 

RZ-80 4,33bA* 4,50 aA* 

RZ-79 4,33bA* 4,67 aA* 

CV 13,77 

Super Simples 1,41 

Gafsa 1,73 

*Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade.Médias seguidas de 

diferentes letras maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% 

de probabilidade. 

 

 O peso de 100 grãos foi significativo em relação aos tratamentos com as rizobactérias 

associadas às fontes de fosfato (p<0,05), sendo que os maiores valores foram registrados para 

as rizobactérias Bacillus altitudinis-7, Bacillus amiloquefaciens-41 e Bacilus thuringiensis-

66associadas ao fosfato Super simples (Tabela 12).Adicionalmente, observou-se que houve 

diferença significativa dos tratamentos em relação ao tratamento adicional. O maior aumento 

foiproporcionado pelo Bacillus amiloquefaciens-41, sendo de 87,78% em relação ao fosfato 

Super simples e de 43,81% em relação ao fosfato de Gafsa.  

 Os tratamentos RZ-80 com super simples, RZ-74 com super simples, RZ13 com super 

simples, RZ-70 com super simples, B. thurigiensis-66 com super simples,Bacillus 

amiloquefaciens-41 com super simples,Bacillus altitudinis-7 com super simples e Bacillus 

amiloquefaciens-41 com gafsa promoveram aumento significativo em relação às fontes 

isoladamente. 
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TABELA12. Médias do peso de 100 grãos, em gramas, por planta do feijoeiro inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. altitudinis-7 29,79 aA* 21,92 aB 

B. amiloliquefaciens-41 28,11 aA* 24,75 aB* 

B. thuringiensis-66 26,12 aA* 21,29 aA 

RZ-70 23,98 bA* 21,75 aA 

RZ-13 22,92bA* 21,40 aA 

RZ-74 22,01bA* 18,95 aA 

RZ-80 21,52bA* 19,98 aA 

B. xiamenensis-67 19,57bA 21,58 aA 

RZ-79 19,52bA 20,41 aA 

CV 14,59 

Super Simples 14,97 

Gafsa 17,21 

*Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade.Médias seguidas de 

diferentes letras maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% 

de probabilidade. 

 

O número de grãos por planta foi diferente, significativamente, em relação aos 

tratamentos com rizobactérias associados às fontes de fosfato analisadas p<0,05). Os maiores 

números de grãos por planta foram observados para os tratamentos com os isolados Bacillus 

thuringiensis-66, RZ-13, RZ-79 e Bacillus xiamenensis-67 associados ao fosfato Super 

simples (Tabela 13). 
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TABELA13. Médias do número de grãos por planta defeijoeiro inoculado com rizobactérias, 

isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao fosfato natural 

Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. xiamenensis-67 25,00 aA* 22,83 aA* 

RZ-79 23,67 aA* 23,17 aA* 

RZ-13 23,50 aA* 21,33 aA* 

B. thuringiensis-66 22,67 aA* 21,83 aA* 

B. amiloliquefaciens-41 21,83bA* 21,33 aA* 

RZ-74 21,83bA* 23,33 aA* 

RZ-80 21,33bA* 22,67 aA* 

RZ-70 20,67bA* 22,67 aA* 

B. altitudinis-7 20,33bA* 21,67 aA* 

CV 8,70 

Super Simples 9,00 

Gafsa 10,00 

*Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade.*Médias seguidas de 

diferentes letras maiúsculas nas linhas e minúsculas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% 

de probabilidade. 

 

 Para o número de vagens por planta, as análises permitiram verificar que houve 

diferença significativa dos tratamentos quando comparado ao tratamento adicional (p<0,01). 

Entretanto, o número de vagens por planta não apresentou diferença significativa entre os 

tratamentos avaliados neste experimento(p>0,05) (Tabela 18). 
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TABELA18. Médias do número de vagens por planta defeijoeiro inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

RZ-80 6,66* 6,33* 

RZ-79 5,83* 5,66* 

RZ-74 6,33* 6,33* 

RZ-70 6,67* 6,33* 

B. xiamenensis-67 6,33* 6,5* 

B. thuringiensis-66 6,50* 6,0* 

B. amiloliquefaciens-41  6,83 * 6,0* 

RZ-13 6,17* 5,83* 

B. altitudinis-7 5,56*  6,33* 

CV 16,75 

Super Simples 2,17 

Gafsa 2,83 

*Médias diferem do tratamento adicional pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade. 

 

3.2Análise foliar 

 

 Houve efeito significativo dos fatores isoladamente no acúmulo de fósforo na parte 

aérea de feijoeiro. As bactérias que promoveram maior acúmulo de P foram B. thurigiensis-

66, B. amyloliquefaciens-41, RZ-13 e B. altitudinis-7 (Tabela 19). A fonte super simples 

proporcionou maior acúmulo de fósforo na parte aérea (Tabela 20). Comparando-se os 

tratamentos pareados pelo teste Dunnet a 5%, verifica-se que B. thurigiensis-66 associado ao 

super simples, B. amyloliquefaciens associado ao super simples, RZ-13 associado ao super 

simples e B. altitudinis associado ao super simples promoveram incremento no acúmulo de 

fósforo em relação ao super simples sem rizobactéria. Nenhuma das bactérias promoveu 

aumento na absorção de fósforo quando associadas ao fosfato natural de gafsa. Com exceção 

do isolado RZ-79, todos os demais associados ao super simples aumentaram o teor de fósforo 

em relação ao fosfato natural de Gafsa isoladamente (Tabela 21). 
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TABELA 19.Conteúdo de fósforo da parte aérea de feijoeiro comum inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

 

Médias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Scott Knot a 5% de probabilidade. 

 

TABELA 20.Teor de fósforo por matéria seca de parte aérea de feijoeiro inoculado com 

rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao 

fosfato natural Gafsa. 

 

Fontes Conteúdo de fósforo 

Super Simples  5,39* 

Gafsa  1,84  

CV 29,32 

* Médias diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. 

 

  

Isolados Conteúdo de fósforo 

B. thuringiensis-66 4,49 a 

B. amiloliquefaciens-41 4,32 a 

RZ-13 4,00 a 

B. altitudinis-7 3,90 a 

RZ-70 3,47 b 

B. xiamenensis-67 3,42 b 

RZ-80 3,41b 

RZ-79 2,80b 

RZ-74 2,73 b 

CV 12,09 
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TABELA 21.Conteúdo de fósforo de parte aérea de feijoeiro inoculado com rizobactérias, 

isoladas de bananeira Prata-Anã, associadas ao fosfato Super simples e ao fosfato natural 

Gafsa. 

 

Isolados Fonte de fosfato 

 Super simples Gafsa 

B. thuringiensis-66  6,24 
xy 

2,75 

B. amiloliquefaciens-41  6,22 
xy 

2,97 

RZ-13 6,01 
xy

 1,99 

B. altitudinis-7 5,81 
xy

 1,99 

RZ-70 5,37
y
 1,47  

B. xiamenensis-67  5,33 
y
 1,94 

RZ-80 4,47 
y
 2,08 

RZ-79 3,70 
y
 1,85 

RZ-74 3,46 1,73 

CV 29,32 

Super Simples 3,55 

Gafsa 1,38 

x 
Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade em relação ao super 

simples.
y 

Médias diferem dos tratamentos adicionais pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade em relação ao 

gafsa.  
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4 DISCUSSÃO 

Todos os atributos agronômicos avaliados para o feijoeiro neste experimento foram 

incrementados com a utilização das rizobactérias avaliadas. Os resultados evidenciaram que a 

microbiolização das sementes de feijão comum com as rizobactérias otimizou a captação do 

fósforo das fontes de fosfato super simples e fosfato de gafsa pelas plantas. Todos os 

resultados revelaram que a associação das bactérias com as fontes de fósforo avaliadas foram 

melhores que o tratamento adicional (fontes de fósforo sem a bactéria). Além disso, observou-

se que, para a maioria dos atributos avaliados, a associação das fontes de fósforo com 

rizobactérias foi melhor que o tratamento adicional independentemente da fonte de fósforo 

utilizada, demonstrando que os isolados dispõem de um mecanismo eficiente de solubilização.  

A atividade solubilizadora, in vitro, varia em função do tipo de microrganismo e dos 

fatores nutricionais, indicando a presença de diferentes mecanismos de solubilização que 

podem influenciar na absorção de fósforo pelas plantas, quando inoculadas (FILHO; VIDOR, 

2001).  

O aumento nos atributos agronômicos avaliados no feijoeiro pode ser devido à 

disponibilização de formas lábeis e não lábeis de fósforo ou, ainda, devido à promoção de 

crescimento radicular, que contribui para a absorção de nutrientes do solo. Entre os 

mecanismos de crescimento de plantas, muito discutido na literatura atualmente,estão aqueles 

envolvidos na solubilização de fósforo por rizobacatérias (ETESAMI; MAHESHWARI, 

2018).  Na constituição química do solo utilizado neste experimento, classificado como 

argiloso, foram encontradas quantidades de cálcio (3,4 Cmol/dm
3
) que podem estar associadas 

com o fósforo no solo e que pode ter sido solubilizado pelas rizobactérias. Em experimento in 

vitrorealizado anteriormente, verificou-se que os nove isolados de rizobactérias avaliados 

neste experimento são potenciais solubilizadoras de fósforo ligado aocálcio, o que pode ter 

contribuído para os resultados no incremento dos aspectos agronômicos do feijoeiro. Neste 

aspecto, corroborando com os resultados deste trabalho, pesquisa com combinações triplas de 

RPCPsrevelou que a bioformulação, incluindo bactérias solubilizadoras de fosfato de cálcio in 

vitro(ANDRADE et al., 2014), estimulou o crescimento de plântulas de banana 

micropropagada (SOUZA et al., 2016). Para a cultura do tomateiro, em casa de vegetação, 

outros pesquisadores verificaram que a aplicação de rizobactérias solubilizadoras de fosfato 

como inoculantes promoveu o aumento na captação de fósforo, supressão de patógeno, além 

de melhorar o crescimento da cultura (SABER et al., 2015). 

Além disso, foi verificado, previamente, que todos os isolados utilizados neste 

experimento são produtores da enzima fosfatase ácida.É descrito na literatura que as 
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rizobactérias podem disponibilizaro fósforo de forma eficiente às plantas através da 

solubilização do fósforo orgânico e inorgânico pela ação de enzimas solubilizadoras como as 

fosfatases ácidas (SHARMA et al., 2013; GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015; 

MATOS et al., 2017). Podem também exercer esse papel produzindo exsudatos orgânicos 

como ácidos orgânicos (ácido cítrico, ácido glucônico, ácido láctico, ácido succínico, ácido 

propiônico), produção de sideróforos(GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 2015) e 

excreção de prótons pela assimilação de amônio(SHARMA et al., 2013; GHOSH; 

RATHINASABAPATHI; MA, 2015; MATOS et al., 2017). Em trabalho realizado por outros 

pesquisadores, foi observado que rizobactérias solubilizadoras de fosfato e produtoras da 

enzima fosfatase ácida promoveram aumentos significativos na altura e peso da parte aérea, 

comprimento e peso de raízes, e diâmetro do caule de plantas de tomate, além de inibir o 

crescimento do fungo Sclerotinia sclerotiorum(GAO et al., 2015). 

Tratando-se de plantas e microrganismos, esses diferentes mecanismos podem 

fornecer aumentos na eficiência de solubilização que, consequentemente, incrementem a 

biomassa da planta. Dessa forma, o melhor resultado dos atributos agronômicos avaliados 

para o feijoeiro neste experimento com a utilização de fosfato super simples e fosfato de gafsa 

foi proporcionado pelas rizobactérias de forma eficiente independente do tipo de fonte de 

fosfato. Esse resultado pode ter ocorrido devido à diminuição do pH do solo, sendo favorecida 

pela produção de ácidos orgânicos e inorgânicos realizada pelas plantas e pelas rizobactérias 

na rizosfera, associadas à hidrólise do fosfato promovida pelas fontes solúveis. As 

rizobactérias podem aumentar a eficiência das fontes solúveis, além de favorecer a 

solubilização dos fosfatos naturais e, ainda, promover o crescimento radicular, permitindo 

assim maior exploração do solo e absorção de fósforo (CHAVES; ZUCARELI; DE 

OLIVEIRA JUNIOR, 2013). 

Em estudo realizado por outros pesquisadores, no caso das brássicas, uma revisão 

realizada sobre pesquisas científicas revela que características físicas da raiz, exsudação de 

ácidos orgânicos (particularmente malato e citrato) e enzimas fosfatases são consideradas 

mecanismos potenciais de controle de respostas à deficiência de fósforo. A influência de 

rizodepósitos no desenvolvimento da comunidade microbiana da rizosfera foi discutida e as 

características específicas desta comunidade em resposta à deficiência de fósforo foram 

consideradas; especialmente a produção de fosfatases (HUNTER; TEAKLE; BENDING, 

2014). 

 Estudos anteriores têm reportado que a inoculação de plantas com microrganismos 

podem aumentar a biomassa da planta (AUNG et al., 2015). A utilização de 
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rizobactériasdesde os anos 90 já vem se destacando no cenário mundial como uma área 

potencial para pesquisa. Sob esta perspectiva, a inoculação de bactérias em cultivares 

específicos, ou no solo onde estas plantas serão cultivadas, tem sido amplamente utilizada na 

tentativa de promover o aumento na produção em diversos países. Em Cuba, por exemplo, 

muitos biofertilizantes já eram produzidos e comercializados para aplicação em diferentes 

culturas há muitos anos (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999). Hoje, com o avanço da pesquisa 

nessa área, vários mecanismos de promoção de crescimento têm sido associados às 

rizobactérias, promovendo incremento nos atributos agronômicos para diversas culturas, 

como milho(RODRIGUES et al., 2016), tomate(GHOSH; RATHINASABAPATHI; MA, 

2015), trigo (MAJEED et al., 2015) e feijão(SÁNCHEZ et al., 2014). 

 Em pesquisa realizada por outros autores, o potencial promotor de crescimento de 

duas linhagens de rizobactérias positivas para a solubilização e produção de sideróforos (S4) e 

para a produção de ácido indolacético (S7) foi avaliado em plantas de feijão cultivadas em 

sistema de cultivo orgânico. A inoculação de sementes com linhagens de rizobactérias 

resultou em aumento das atividades fotossintéticas, eficiência no uso da água e teor de 

clorofila. Além disso, o tratamento S4 + S7 aumenta significativamente o rendimento de 

grãos com 27,58%. Os resultados indicam que a co-inoculação produziu uma influência mais 

pronunciada, enquanto a inoculação sozinha mostrou um efeito menor, provavelmente devido 

a um efeito sinérgico entre cepas inoculadas com rizobactérias. Os autores sugerem que as 

linhagens S4 e S7 podem ser utilizadas como biofertilizante para a produção de hortaliças em 

sistemas agrícolas sustentáveis e orgânicos(STEFAN et al., 2013). 

 Pesquisa realizada mostrou a efetividade deBacillus pumilus em promover o 

crescimento e absorver césio 137 do solo em 4 espécies de brássicas em diferentes fazendas 

contaminadas com césio 137 no Japão. Observou-se um aumento na área de superfície 

radicular e no volume radicular que, consequentemente, promoveram maior concentração de 

césio no tecido vegetal e maiores valores de césio do que os demais vegetais. O resultado 

evidencia que as rizobactérias, além de promover o aumento na biomassa, podem servir para 

melhorar a qualidade do solo(AUNG et al., 2015). 

 Em outro trabalho, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) foram 

isoladas de nódulos de leguminosas, apresentando potencial para aumentar a nodulação, o 

crescimento e a produção de leguminosas quando co-inoculadas com Rhizobium. O estudo 

investigou o efeito da co-inoculação de RhizobiumePseudomonas em genótipos de feijoeiro 

(Phaseolus vulgaris L.).Os autores observaram que a co-inoculação nativa de 

RhizobiumePseudomonas em relação à inoculação única de Rhizobium aumentou a nodulação, 
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os parâmetros de crescimento e a produtividade dos diferentes genótipos. Os 

resultadoscontribuem para o entendimento da interação entre Rhizobium, BPCP‟s e a planta 

hospedeira e, além disso, os autores sugerem que a co-inoculação com Rhizobium pisi e 

Pseudomonas monteilii pode ser uma estratégia eficaz de biofertilização para a produção de 

feijão(SÁNCHEZ et al., 2014). 

 Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a importância de se notificar a 

existência de bactérias solubilizadoras que incrementam a biomassa de espécies cultivadas, 

visto que nem todos os isolados possuem essa mesma capacidade. Outra pesquisa, por 

exemplo, foi conduzida em casa de vegetação, para avaliar o efeito de biofertilizantes nas 

propriedades químicas do solo e no desempenho da bactéria Paenibacillus polymyxa na 

absorção de macronutrientes na cultura do feijão caupi.Houve efeito da fertilização na 

absorção dos macronutrientes, sendo os melhores resultados para P e K com SFT+KCL, e N, 

Ca e Mg para os biofertilizantes. Entretanto, a rizobactériaP. polymyxa não influenciou na 

absorção dos elementos na planta e os biofertilizantes e as rochas supriram a necessidade de 

nutrientes das plantas, revelando-se como potencial para uma agricultura sustentável(SILVA 

et al., 2015). 

 Para a cultura do arroz, pesquisadores investigaram os efeitos do potencial promotor 

do crescimento de plantas de rizobactérias. Os resultados revelaram que os isoladosforam 

capazes de produzir fitohormônio, sideróforos, HCN, minerais solubilizados como P, K e Zn. 

Produziram também enzimas como a ACC desaminase, que pode modular o crescimento e 

desenvolvimento das plantas. Com base na presença de múltiplas características promotoras 

do crescimento das plantas, os isolados foram selecionados para estudos de inoculação que 

certificaram que as rizobactérias melhoraram significativamente o crescimento do arroz. Essas 

características promotoras de crescimento melhoraram os parâmetros de crescimento e o 

rendimento do arroz e indicam que as rizobactériaspodem ser utilizadas como bioinoculantes 

para o arroz(SARATHAMBAL et al., 2015). 

A análise dos teores de fósforo nas folhas poderia justificar o aumento na biomassa 

proporcionado pelos tratamentos com rizobactérias para o feijoeiro neste experimento. Outros 

pesquisadores, por exemplo, relataram em trabalho realizado, para melhorar a produtividade 

do milho, que houve aumentos no teor de fósforo nas folhas com a inoculação de RPCPs em 

relação aos tratamentos não inoculados. Os autores citam que isso pode ser explicado pela 

capacidade de solubilização de fosfato da rizobatéria que disponibilizou o fosfato inorgânico 

para a solução.Desse modo, ocorreu o aumento da concentração do fósforo no meio e, 

consequentemente, a planta obteve maior absorção foliar(CHAVES; ZUCARELI; DE 
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OLIVEIRA JUNIOR, 2013). 

Neste trabalho, não houve incremento no número de grãos por vagem, o que foi 

corroborado por outra pesquisa, sem a utilização de bactérias, na qual praticamente todas as 

variáveis analisadas foram influenciadas pela aplicação de P, exceto o número de grãos por 

vagens (NGV) (SCHONINGER et al., 2015).  

 As respostas das culturas à inoculação com microrganismos são complexas 

porque envolvem interações planta-microrganismos, muitas delas ainda desconhecidas. Neste 

sentido, é necessário melhorar o conhecimento sobre a ecologia microbiana da rizosfera de 

culturas sob diferentes práticas agrícolas(DI SALVO et al., 2018). Assim, a avaliaçãodos 

efeitos de determinados inoculantes de RPCPs e adubação fosfatada para a cultura dofeijão 

comumé importante, a fim de obter uma produção agrícola mais sustentável.As plantas 

cultivadas nos solos com os teores mais baixos de argila apresentam maiores teores de P na 

parte aérea, o que está de acordo com dados obtidos em outra pesquisa. (SILVA; RESENDE; 

CINTRA, 2001). 
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5 CONCLUSÕES 

 O tratamento de sementes de feijoeiro com rizobactérias associado à adubação 

comsuper simples ou fosfato natural de gafsapromovem incremento no desenvolvimento e 

produção da cultura. 

 O tratamento de sementes de feijoeiro com quatro isolados de rizobactérias associado 

ao super simples promovem aumento no acúmulo de fósforo na parte aérea em relação ao 

super simples isolado. 

 O tratamento de sementes de feijoeiro com oito isolados de rizobactérias associado ao 

super simples promovem aumento no acúmulo de fósforo na parte aérea em relação ao fosfato 

natural de gafsa isolado. 

 Nenhuma rizobactéria associada ao fosfato natural de gafsa aumenta a absorção de 

fósforo em relação ao gafsa isolado. 
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Anexo1- Quadro de adubação do solo de acordo com recomendações para a cultura do 

feijoeiro. 

ADUBO RECOMENDAÇÃO  TOTAL P/ 

VASO 

(3,0 dm³) 

MOMENTO DA 

APLICAÇÃO 

SUPERFOSFATO 

SIMPLES 

3,8 g/dm³ 11,4 g  Semeadura 

FOSFATO NATURAL 

REATIVO 

3,8 g/dm³ 11,4 g Semeadura 

ENXOFRE 

AGROPECUÁRIO 

0,3 g/dm³ 0,9 g Semeadura 

SULFATO DE COBRE 12 mg/dm³ 18 mg Após 7 dias 

18,0 mg Após a emergência 

aguardar 30 dias 

NITRATO DE CÁLCIO 266,61 mg/dm³ 799,83 mg 1 vez p/semana início 

com 7 dias 

CLORETO DE POTÁSSIO 104 mg/dm³ 312 mg 30 dias após a 

germinação 

- 

 Repetir a cada 30 dias 

ÁCIDO BÓRICO 6 mg/dm³ 18 mg Após a emergência 

aguardar 30 dias 

 

 

 

 

 


