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RESUMO 

Os vegetais terrestres são colonizados por um amplo número de micro-organismos. 
Micro-organismos rizosférios, que ao colonizarem as adjacências das raízes, 
disponibilizam uma extensa quantidade de nutrientes através da decomposição da 
matéria orgânica e da ciclagem de nutrientes, além de melhorar a arquitetura 
radicular e protegerem o hospedeiro contra fitopatógenos. O objetivo deste trabalho 
foi triar bactérias isoladas de rizosfera de alface (Lactuca sativa), com a melhor 
capacidade de promover crescimento vegetal. Seis cepas isoladas da rizosfera de 
alface, pertencentes a bacterioteca do LAMAB/UFG foram triadas quanto a sua 
capacidade de produção de ácido idol-acético (AIA), solubilização de fosfato, fixação 
de nitrogênio, produção de enzimas, celulases e quitinases, formação de biofilme e 
por fim, teste de colonização radicular.  Todos os isolados apresentaram pelo menos 
uma característica analisada, assim como todos foram capazes de produzir biofilme. 
O isolado AG4 obteve o maior índice de solubilização de fosfato, o isolado AG7 foi o 
que produziu o maior número de fatores de crescimento vegetal. Com exceção de 
AG1, todos os outros foram capazes de colonizar as raízes de alface. Dessa forma, 
os isolados Enterobacter cloacae (AG3), Enterobacter cancerogenus (AG5), 
Enterobacter ludwigii (AG7) são bons candidatos a inoculantes, pois além da 
capacidade em colonizar as raízes ainda são produtores de um grande número de 
fatores do crescimento vegetal. 
PALAVRAS-CHAVE: Fosfato, Lactuca sativa e Nitrogênio 
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TRIAL OF PLANT GROWTH PROMOTION POTENCIAL OF RIZOBACTERIA 
ISOLATED FROM LETTUCE. 

 
ABSTRACT 

Terrestrial plants are colonized by a large number of microorganisms. Rhizopheric 
microorganisms, which colonize root adjacencies, provide a large amount of nutrients 
through the decomposition of organic matter and nutrient cycling, as well as 
improving root architecture and protecting the host against phytopathogens. Thus, 
the objective of this work was to screen bacteria isolated from lettuce rhizosphere, 
Lactuca sativa, with the best capacity to promote plant growth. For this purpose, 6 
strains were selected from the bacterioteca and triaged for idol-acetic acid (AIA) 
production, phosphate solubilization, nitrogen fixation, enzyme production, cellulases 
and chitinases, biofilm formation and, finally, root colonization. All isolates were 
capable of producing at least one characteristic analyzed, as well as they were able 
to produce biofilm. The isolated AG4 has obtained the highest phosphate 
solubilization index, the isolated AG7 has produced the highest number of plant 
growth factors. With the exception of AG1, all others were able to colonize lettuce 
roots. Thus, the isolates Enterobacter cloacae (AG3), Enterobacter cancerogenus 
(AG5), and Enterobacter ludwigii (AG7) are good candidates for inoculants, because 
beyond their capacity of colonize the host roots, they are produce a high number of 
plant growth promoters. 
KEYWORDS: Phosphate, Lactuca sativa and Nitrogen. 
 

INTRODUÇÃO 
Os micro-organismos são capazes de estabelecer diversas interações 

ecológicas com a macrobiota terrestre (SILLEN et al., 2015). Nas plantas terrestres 
os micro-organismos colonizam várias regiões do vegetal, incluindo o interior de 
tecidos (endofíticos), superfície de folhas (epifíticos) e as adjacências das raízes 
(rizosféricos). Neste contexto, plantas podem ser consideradas ‘superorganismos’ 
que dependem em parte, dos micro-organismos associados para desempenhar 
funções específicas (MENDES et al., 2013).  

Os micro-organismos rizosféricos, aqueles que vivem sob influência direta das 
raízes dos vegetais, são pertencentes aos domínios Archaea, Bacteria e Eukarya, 
excluindo apenas animais maiores que 5x10-3 µm3 (PHILIPPOT et al., 2013). As 
plantas investem uma porção significativa de suas fontes de carbono fixadas 
fotossinteticamente na manutenção da microbiota da rizosfera (PETERSEN et al., 
2016). Em contrapartida, a microbiota rizosférica disponibiliza grande quantidade de 
nutrientes através da decomposição da matéria orgânica e da ciclagem de nutrientes 
(KUMAR at al., 2017), além de melhorarem a arquitetura radicular e protegerem o 
vegetal contra fitopatógenos (BERENDSEN et al., 2012). 
 Há inúmeros estudos empregando micro-organismos rizosféricos no controle 
de fungos e bactérias fitogênicos (DING et al., 2013; ADAM et al., 2016), no auxílio 
ao vegetal hospedeiro contra estresse abiótico (SARKAR et al., 2014; TIMMUSK et 
al, 2014), na biotransformação do potássio, deixando-o disponível ao vegetal 
(PARMAR & SINDHU, 2013), na biodegradação de poluentes químicos (TOYAMA et 
al., 2013) e na promoção do crescimento vegetal do hospedeiro (GEETHA et al., 
2014; RODRIGUES et al., 2016). Por esta função ecológica a bioprospecção da 
microbiodiversidade rizosférica é altamente desejável, entretanto, pouco se conhece 
sobre o potencial de promoção do crescimento vegetal de rizobactérias associadas a 
hortaliças, sobretudo em alface. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi triar 
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bactérias isoladas de rizosfera de alface, Lactuca sativa, com a melhor capacidade 
de promover crescimento vegetal. 
 

MATERIAL E METODOS 
  As rizobactérias utilizadas pertencem a bacterioteca do Laboratório de 
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB-UFG) e haviam sido previamente 
isoladas de rizosfera de Lactuca sativa. Foram selecionadas as cepas: Enterobacter 
ludwigii (AG1), Enterobacter cloacae (AG3), Escherichia hermannii (AG4), 
Enterobacter cancerogenus (AG5), Bacillus sp. (AG6) e Enterobacter ludwigii (AG7). 
Os micro-organismos selecionados foram avaliados quanto a capacidade de 
promoção direta ou indireta do crescimento vegetal. Todos os testes foram 
realizados em triplicata. 
 
 Produção de ácido indol-acético (AIA) 

Para constatar a capacidade das rizobactérias em produzir o hormônio 
vegetal ácido indol-acético (AIA), os micro-organismos foram inoculados em caldo 
trioticaseína de soja (TSB),1/10 da força, suplementado com 5,0mM de L-triptofano. 
Os tubos foram incubados na ausência de luz, sob agitação a 130 rpm, 30 °C por 24 
horas. Após esse período 500 µL da cultura foi centrifugada por 10 minutos a 5.000 
rpm e o sobrenadante separado. Ao sobrenadante foram adicionados 500 µL do 
reagente de Salkowski (50 mL de ácido perclórico a 35% e 1,0 mL de FeCl3 a 0,5 M) 
e a solução incubada, por 30 minutos a 30 °C, na ausência de luz. Foram 
considerados positivos os tubos nos quais houve o desenvolvimento de uma 
coloração rósea (GOSWAMI et al., 2013). 

 
Solubilização de fosfato 

A solubilização de fosfato foi avaliada em meio de cultura descrito por 
GAGNE‐BOURGUE et al., (2013) contendo 0,08% de CaHPO4. Com auxílio de um 
inoculador de Steer, os micro-organismos, previamente crescidos em caldo TSB, 
foram inoculados no meio de cultura. Foram considerados solubilizadores aqueles 
capazes de gerar um halo transparente ao redor da colônia. Para os isolados 
solubilizadores foi calculado o índice de solubilização (IS) que é obtido dividindo-se o 
tamanho do halo (H) pelo tamanho da colônia (C). Os índices de solubilização 
obtidos foram submetidos a análise de variância e ao teste aglomerativo de Scott-
Knott (p<0,05) (CASTRO et al., 2014) no programa Sisvar 5.3 Build 77 (FERREIRA, 
2011). 

 
Fixação de nitrogênio 

A fixação de nitrogênio foi avaliada por meio da capacidade dos micro-
organismos de crescerem em meio de cultura semissólido isento de N2 
(DOBEREINER et al., 1976). Após o inóculo, os micro-organismos foram cultivados 
a 30ºC por sete dias. Foram consideradas fixadoras, as bactérias capazes de 
crescer em meio sólido livre de nitrogênio após cinco repiques consecutivos.    
 
Produção de enzimas 
         A produção de celulase total foi verificada inoculando-se os isolados no meio 
Kasana (KASANA et al., 2008), suplementado com 1,0% (m/v) de 
carboximetilcelulose. Após o crescimento, as placas foram tratadas com lugol por 10 
minutos, sendo consideradas positivas aquelas colônias que apresentavam halo 
claro ao seu redor. A identificação da produção de quitinase foi realizada por meio 
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descrito por SZILAGYI-ZECCHIN et al. (2014), isolados positivos apresentaram um 
halo transparente após sete dias de incubação. 

 
Formação de biofilme 
         A capacidade de formação de biofilme em superfície abiótica foi realizada de 
acordo com KAVAMURA & MELO (2014). Uma alíquota de 100 µL do inóculo 
microbiano foi incubada em tubos tipo eppendorf, contendo 900 µL caldo TSB a 1/10 
da força, por 96 horas a 30 ºC. Após esse período, o líquido contendo o crescimento 
microbiano foi completamente descartado e cada tubo lavado por três vezes com 
água destilada. Aos tubos limpos foram adicionados 1000 µL de cristal violeta 
(0,1%), incubado por 15 minutos a temperatura ambiente e lavados por três vezes 
com água destilada. Para a leitura, 100 µL de álcool etílico foi adicionado aos tubos 
e a leitura da solução realizada em espectrofotômetro (OD 560nm). 

 
Teste de colonização radicular de L. sativa 
         Para avaliar a capacidade das rizobactérias em colonizarem as raízes de 
alface, foi realizado o teste descrito por SOTTERO et al. (2006). Sementes orgânicas 
de alface foram desinfestadas com solução de hipoclorito de sódio (2,5%) por um 
minuto e lavadas com água destilada autoclavada. As sementes foram germinadas, 
a temperatura ambiente no escuro, com auxílio de algodão e papel filtro umedecidos. 
Após o período de germinação de 48 horas, as sementes germinadas foram 
embebidas em uma solução salina a 0,85%, contendo os micro-organismos na 
concentração de 108 UFC/mL (DO550=0,1). Após secas, as sementes foram 
semeadas em tubos de ensaio contendo ágar água (0,6%) e incubadas a 30ºC por 
48 horas. Foram preparadas cinco repetições por inóculo. A positividade do teste é 
indicada quando é perceptível um crescimento em névoa nas raízes de no mínimo 
quatro das plântulas.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Dos seis isolados avaliados, todos apresentaram pelo menos uma das 

características de promoção do crescimento vegetal avaliadas (Tabela 1). O isolado 
Escherichia hermannii (AG4) apresentou somente a capacidade de solubilizar 
fosfato. Em contraponto, o isolado Enterobacter ludwigii (AG7) apresentou 
positividade para a maior parte dos testes, sendo negativa apenas para produção de 
quitinase (Tabela 1). Os presentes resultados estão em concordância com o 
demonstrado por KATIYAR et al., (2016). Esses autores apresentam uma série de 
rizobactérias isoladas de alface capazes de produzir fatores do crescimento vegetal. 

Algumas linhagens de micro-organismos rizosféricos mantêm relações 
benéficas com os vegetais, possuindo papel importante no controle de patógenos, 
disponibilização de nutrientes e promoção do crescimento vegetal. Deste modo, as 
rizobactérias podem possuir mecanismos importantes para a adaptação das plantas 
ao ambiente (LOPEZ-GUERRERO et al., 2013; PARMAR & SINDHU, 2013; 
AHEMAD & KIBRET, 2014; KAUSHAL & WANI, 2016; VURUKONDA et al., 2016).  
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TABELA 1: Fatores de promoção do crescimento vegetal produzidos por 
rizobactérias isoladas de L. sativa 

  Isolados 

Teste AG 1 AG 3 AG 4 AG 5 AG 6 AG 7 

AIA + + - + - + 

Fosfato + + + + - + 

Fixação de Nitrogênio + + - + - + 

Celulase - - - - + + 

Quitina - - - - - - 

Formação de biofilme + + + + + + 

+ produtor do fator de crescimento vegetal 
- não produtor do fator de crescimento vegetal  

A capacidade de produção de AIA foi demonstrada pela maior parte dos 
isolados rizosféricos, com exceção dos isolados Escherichia hermannii (AG4) e 
Bacillus sp. (AG6) (Tabela 1). O AIA é o fitohormônio mais produzido por 
rizobactérias associadas a vegetais e em geral, sua ação está ligada aos processos 
de divisão celular, diferenciação celular e elongamento de tecidos vegetais 
(GOSWAMI et al., 2015). 

Quatro isolados foram capazes de crescer em meio semi-sólido livre de 
nitrogênio (Tabela 1). Dos fatores de promoção vegetal, a fixação de nitrogênio é o 
mais buscado. O elemento é indispensável ao metabolismo celular e é constituinte 
de diversos compostos complexos como as proteínas, os ácidos nucléicos e as 
proteínas. Micro-organismos fixadores de nitrogênio são capazes de converter a 
forma gasosa do elemento, o nitrogênio atmosférico (N2), em formas assimiláveis 
pelos vegetais como os nitratos e a amônia. (SANTI et al., 2013; SANTOS et al., 
2015). 

A produção de celulases foi observada nos isolados Bacillus sp. (AG6) e 
Enterobacter ludwigii (AG7), enquanto a produção de quitina não ocorreu por 
nenhum isolado. Todos os isolados demonstraram serem capazes de produzir 
biofilme in vitro (Tabela 1). Embora a produção de celulases, quitinases e formação 
de biofilme sejam considerados mecanismos indiretos do crescimento vegetal são 
extremamente importantes no processo de colonização e proteção do vegetal contra 
o ataque de patógenos (EL-SAYED et al., 2014). As celulases e as quitinases 
apresentam ação lítica, sendo responsáveis pela degradação da parede celular 
fúngica. Além disso, a celulase auxilia na penetração desses micro-organismos no 
vegetal hospedeiro (CASTILLO et al., 2016).  

Ademais, o biofilme desempenha função de proteção contra patógenos, 
protege as raízes do vegetal contra a dissecação e outros estresses abióticos. Altera 
a agregação de solo em torno da raiz, o que facilita a disponibilização de nutrientes 
ao vegetal, bem como, auxilia na colonização da rizosfera por esses organismos 
(GUPTA et al., 2015).  

Quanto a solubilização de fosfato, as amostras foram agrupadas em três 
grupos de solubilização pelo teste de Scott-Knott. Os melhores resultados foram 
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observados para o isolado Escherichia hermannii (AG4), seguido pelo isolado 
Enterobacter cloacae (AG3) (Tabela 2). Destaca-se que embora o isolado AG4 
apresente o melhor resultado na solubilização de fosfato, o isolado AG3 é produtor 
de maior número de fatores de promoção do crescimento vegetal, o que o torna 
interessante para uso como inoculante.  

 

TABELA 2: Índice de solubilização de fosfato por rizobactérias isoladas de L. sativa 

  Isolados 

 AG 1 AG 3 AG 4 AG 5 AG 7 

IS* 1.847 a 2.089 b 3.000 c 1.455 a 1.626 a 

*Índice solubilização: razão entre o diâmetro do halo pelo diâmetro da colônia. 
Valores com a mesma letra dentro da linha não são significativamente diferentes 
(p<0.05) de acordo com teste Scott-Knott  

 

A presença de solubilizadores de fosfato pode ser consequência direta de 
estímulos exercidos pelas raízes em resposta a estresse de fósforo. BASHAN et al. 
(2013) e KUMAR et al. (2015) argumentam que a microbiota rizosférica pode ser 
composta, preferencialmente, por micro-organismos solubilizadores de tal composto 
a fim de manter a homeostase vegetal em ambientes pobres em fósforo ou 
disponível em formas insolúveis. Portanto, essa influência microbiana pode equilibrar 
a concentração do elemento fósforo no solo, além de torná-lo biodisponível. 

Com exceção do isolado Enterobacter ludwigii (AG1), os demais foram 
capazes de colonizar a região da rizosfera no teste de avaliação da colonização do 
sistema radicular de L. sativa (Figura 1). Estudo conduzido por APONTE et al., 
(2017) sugere que as rizobactérias não só são capazes de colonizar as raízes, como 
também são capazes de promover o crescimento vegetal das plântulas de alface.   

 
FIGURA 2. Colonização das raízes de L. sativa por 
rizobactérias. A colonização é indicada pelo crescimento 
em nevoa em torno da raiz. Em A Escherichia hermannii 
(AG4) e em B Enterobacter ludwigii (AG7). 
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ETESAMI et al. (2015) ainda complementam que bactérias que apresentam 
capacidade de colonização são as mais promissoras para elaboração de um 
inoculante. Dessa forma, os isolados Enterobacter cloacae (AG3), Enterobacter 
cancerogenus (AG5), Enterobacter ludwigii (AG7) são bons candidatos a 
inoculantes, pois além da capacidade em colonizar as raízes ainda são produtores 
de grande número de fatores do crescimento vegetal. 
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