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RESUMO 

Os metabólitos secundários provindos da biodiversidade do bioma Cerrado têm valores 

agregados devido as suas aplicações na obtenção de novos fármacos, agroquímicos e alimentos. 

A Solanum lycocarpum St. Hil., conhecida popularmente como lobeira, é uma planta 

característica deste bioma, que têm sido estudada pela capacidade de se desenvolver em terras 

ácidas e pobres em nutrientes; ademais, possui propriedades medicinais descritas em literatura, 

tornando interessante o estudo de sua microbiota rizosférica também no contexto da resistência 

microbiana, problema preocupante para a saúde mundial que aumenta a severidade das doenças 

infecciosas e os custos de tratamento. O presente trabalho teve como objetivos a caracterização 

bioquímica de cento e trinta e uma bactérias associadas à rizosfera de lobeira avaliando, in vitro, 

o potencial desses micro-organismos para a fixação biológica de nitrogênio (FBN), 

solubilização de fosfato (SF), produção de ácido indol-acético (AIA) e controle biológico por 

meio de antagonismo à fungos fitopatógeno; adicionalmente, foram avaliados o perfil de 

atividade enzimática e o potencial de produção de antibióticos pelos isolados. A identificação 

dos melhores isolados também foi realizada. Quanto aos testes in vitro, a FBN foi testada em 

meio de cultura semi-sólido livre de nitrogênio, a SF foi testada em meio ágar nutriente 

suplementado com fosfato insolúvel e o AIA foi testado o meio caldo Triptona de Soja (TSB) 

10% + L-triptofano. No teste de antagonismo, houve uma seleção massal utilizando discos com 

micélios de 14 fungos fitopatógeno que foram depositados em placas contendo meio Potato 

Dextrose Agar (PDA) juntamente com os isolados e as bactérias com melhores resultados foram 

selecionadas para o teste de pareamento direto com os mesmos fitopatógenos. Para os ensaios 

de atividade enzimática, os isolados foram estriados em meios especiais cujas fontes de carbono 

eram substratos das enzimas de interesse. A antibiose contra três diferentes patógenos clínicos 

foi avaliada pelo método do bloco de gelose. Na identificação molecular foi utilizado o gene 

16S e as sequências foram comparadas no software MEGA X. Do total, 32,6% dos isolados 

obtidos apresentaram resultados positivos para fixação biológica de nitrogênio atmosférico, 

todos produziram AIA (variando de 0,07 μg.mL-1 a 134,1 μg.mL-1) e 45,8% solubilizaram 

fosfato inorgânico. Os testes de atividade enzimática in vitro revelaram que 42,9% dos isolados 

endofíticos apresentaram atividade amilolítica, 42,9% celulolítica, 47,3% esterolítica, 27,7% 



 

 

lipolítica, 31,3% pectinolítica e 60,7% proteolítica. Nos ensaios contra patógenos, foi 

demonstrado atividade antagônica contra um espectro de 14 fungos fitopatogênicos e 3 

patógenos de importância clínica. Os melhores isolados foram identificados como pertencentes 

aos gêneros Burkholderia, Microbacterium e Bacillus sp. 

 

Palavras-chaves: Solanum lycocarpum st. Hil.; Enzimas; Fungos fitopatogênicos; 

Rizobactérias; Antibiose; Cerrado. 
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growth, enzymes and antimicrobial agents. 2020. Master’s dissertation (Pos-graduation 
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ABSTRACT 

Solanum lycocarpum St. Hil., endemic plant of the Brazilian tropical savanna, known 

as the “Cerrado”, has been studied for its medicinal properties and for having the ability to grow 

in acidic and nutrient-poor lands, attracting interest in the investigation of its rhizospheric 

microbiota, which includes plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Industrial enzymes 

and antibiotics can also be obtained from them. In this work, the biological nitrogen fixation 

capacity was tested in NFb semi-solid culture medium and 32.6% of the isolates showing 

positive results. In the inorganic phosphate solubilization tests, 45.8% of the isolates 

demonstrated this capacity in nutrient agar supplemented with insoluble phosphate. The 

solubilization index (SI) for calcium phosphate by the bacterial isolates grown in solid medium 

varied from 0 to 4.833. All bacteria produced indole acetic acid (ranging from 0.07 μg.mL-1 to 

134.1 μg.mL-1) in Tryptic Soy Broth (TSB) 10% + L-tryptophan medium. In assays against 

pathogens, antagonistic activity was demonstrated against a spectrum of fourteen 

phytopathogenic fungi through the technique of direct pairing in Potato Dextrose Agar (PDA) 

medium and three clinical pathogens using the agar block method. The bacterial isolates were 

striated in special mediums whose carbon sources were substrates of the enzymes in the enzyme 

activity assays and 88.4% of them had at least one of these activities. The best isolates were 

identified by partial sequencing of the 16S gene as belonging to the genera Bacillus, 

Burkholderia and Microbacterium. 

 

Keywords: Solanum lycocarpum St. Hil.; Enzymes; Phytopathogenic fungi; Plant 

growth-promoting rhizobacteria (PGPR); Antibiotics; Brazillian savanna. 
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1. INTRODUÇÃO 

Há um grande valor agregado em metabólitos secundários provindos da biodiversidade, 

devido a suas possíveis aplicações em diversas áreas industriais. O Brasil possui a flora mais 

rica em abundância de espécies e cerca de 54,2% de endemismo, o que corresponde a 18.357 

plantas endêmicas em um total de 33.885 espécies vegetais encontradas pelo país, com parte 

desses vegetais se localizando no bioma Cerrado, que hospeda, aproximadamente, 6 mil 

espécies de árvores em uma área de 2.036.448 km2, que equivale a quase um quarto (23,92%) 

do território nacional (OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002), mas grande parte da 

biodiversidade desse bioma ainda não é conhecida, tornando-o um dos 25 hotspots mundiais e, 

com o avanço das atividades agrícolas, o Cerrado vem perdendo áreas de seu domínio e, 

também, espécies endêmicas (SILVA, 2014; SANTOS, 2015).  

Dentre as plantas do Cerrado podem-se destacar uma espécie vegetal com muitos 

estudos descritos na literatura: Solanum lycocarpum st. Hil., cujo nome popular é lobeira. É 

uma planta arbustiva/arbórea que pode chegar a quatro metros de altura, com frutos globosos 

que são a base da alimentação do, ameaçado de extinção, lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), 

sendo assim, além de ser altamente nutritivo, possui grande importância ambiental (MOURA; 

OLIVEIRA; CHAVES, 2010). 

A lobeira também atrai interesse por ser uma planta com propriedades medicinais bem 

descritas pela literatura, como no tratamento de hepatite (ALVES et al., 2016), asmas, gripes, 

resfriados (ARAUJO; COELHO; AGRA, 2010) e atividade antitumoral (CARVALHO, 2017). 

É de fácil obtenção e tem a capacidade de prosperar em solos ácidos e pobres em nutrientes, 

propriedade esta que pode ser, em parte, devida a sua microbiota associada (TORRES , 2018). 

A interação planta-microrganismos é uma área científica a ser explorada, principalmente 

em um país que possui uma enorme biodiversidade de vegetais e microrganismos como o 

Brasil. A utilização de microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal se apresenta 

como uma alternativa sustentável em relação aos fertilizantes químicos na busca de promover 

o aumento da produção de culturas agrícolas (BAEZ-ROGELIO et al., 2017; PREININGER et 

al., 2018). Contudo, essa é uma opção pouco utilizada e estudada na agricultura, apesar de 

possuir um enorme potencial de sustentabilidade e preservação do meio ambiente e, também, 

na utilização em estratégias no manejo integrado de pragas e doenças (GARCIA; KNAAK; 

FIUZA, 2015). Dentre esses microrganismos são encontradas bactérias associadas às rizosferas 

de plantas, atraídas por secreções das raízes e que são capazes de promover o desenvolvimento 

vegetal, sendo denominadas de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP), 

(MENDES, GARBEVA, RAAIJMARKERS, 2013). A efetivação direta do crescimento vegetal 
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ocorre por meio do aumento da disponibilização de nutrientes, através da fixação biológica de 

nitrogênio (FBN); pela solubilização de fosfato mineral e pelo biossíntese de substâncias 

reguladoras do crescimento de plantas, como ácido indol acético (AIA). A promoção de 

crescimento vegetal indireta ocorre pelo antagonismo a outros microrganismos que são 

patogênicos à planta, através da produção de antibióticos, competição, parasitismo ou indução 

de resistência sistêmica (VEGA, 2007; GLICK, 2014; AHEMAD e KIBRET, 2014). Os 

microrganismos promotores de crescimento vegetal têm grande potencial biotecnológico na 

forma de produtos biológicos que objetivam atender propostas agronômicas específicas com 

aumento de produtividade e menores impactos ao meio-ambiente com, por exemplo, 

fitoestimulantes, biofertilizantes, agentes de controle biológico ou produtos de biorremediação 

(PREININGER et al., 2018).  

Os microrganismos associados a plantas acabam por ser objetos perfeitos para o estudo 

de novas enzimas (LACAVA e AZEVEDO, 2013) e novos antibióticos (LACAVA e SOUSA, 

2016). Enzimas de interesse na agricultura, indústria e medicina podem ser prospectadas através 

de diversas origens, tais como animal, vegetal ou microbiana; porém a última acaba sendo mais 

utilizada devido ao rápido crescimento dos microrganismos e maior facilidade de manipulação 

genética (COELHO, SALGADO, RIBEIRO, 2008; PATIL, SEBALE, DEVALE, 2015). 

Enzimas das classes das proteases, pectinases, celulases, lipases, esterases, amilases e outras já 

foram descritas pela literatura como sendo obtidas por meio de microrganismos; essas enzimas 

são utilizadas nos mais diversos setores industriais, tais como combustível, produtos têxteis, 

papel, química, ração animal, dentre outros (DOS SANTOS et al., 2018). 

Quanto aos antibióticos, o correto tratamento das infecções acaba sendo negligenciado 

em países em desenvolvimento, visto que a prevenção destas exige a utilização de fármacos 

específicos e outros agentes e ações cujo custo total se torna dispendioso financeiramente, 

favorecendo o uso indiscriminado de antibióticos e, consequentemente a resistência microbiana 

(SOUSA, 2008; BARBOSA, SOUSA, HOKKA, 2009; RATTI e SOUSA, 2009). Diante disso, 

faz-se necessária a bioprospecção de novos antibióticos e terapias como forma de contornar o 

problema (LIN et al., 2015). 

Visando a conservação da riqueza vegetal do Cerrado e a bioprospecção microbiana 

associada aos vegetais, se fazem necessários estudos nesta área de relação entre microrganismos 

e planta, que atualmente ainda é pouco explorada (AHEMAD e KIBRET, 2014; SOUSA, 

SERRANO, LACAVA, 2017). Por esta razão, o estudo teve como objetivo isolar, identificar e 

selecionar bactérias rizosféricas cultiváveis associadas à espécie Solanum lycocarpum St. Hil., 
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as quais foram testadas quanto a avaliação do potencial biotecnológico dos isolados na 

produção de enzimas e antibióticos e na promoção de crescimento vegetal. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Cerrado 

Grande parte da diversidade do mosaico de biomas Cerrado, o segundo maior do Brasil 

em extensão territorial com 2.036.448 km2, ainda é desconhecida (OLIVEIRA-FILHO e 

RATTER, 2002). Esse mosaico é conhecido, também, como savana brasileira devido a sua 

semelhança com as savanas africanas e possui flora e fauna ricas em diversidade com alto 

endemismo (FRANÇOSO et al., 2015) o que faz do bioma um dos 25 hotspots do mundo 

necessitando ser protegido ambientalmente (SOUSA, SERRANO, LACAVA, 2017);  Contudo, 

o cerrado perdeu aproximadamente cerca de 50% da sua cobertura vegetal natural, sendo que 

em 2012 a taxa de desmatamento do bioma foi de 7.652km2/ano (SANTOS, 2015) sendo essa 

perda causada, majoritariamente, pela expansão das fronteiras agrícolas e da pecuária 

(CASTRO et al., 2009); como consequência ocorre a fragmentação de habitats, erosão de solo 

e a invasão de espécies exóticas, comprometendo a biodiversidade do Cerrado (KLINK e 

MACHADO, 2005) e toda a função hidrológica do continente sul-americano (LOPES e 

MIOLA, 2010). 

O solo do Cerrado é considerado ácido, pobre em nutrientes e sofre alta exposição aos 

raios UV devido ao clima tropical; as plantas endêmicas são interessantes alvos de estudo pois, 

além de se adaptar a estas condições, também necessitam lidar com uma alta gama de 

fitopatógenos presentes neste solo, já que o bioma possui grande diversidade de 

microrganismos (TORRES, 2018). 

 

2.1.1 Solanum lycocarpum St. Hil. 

A lobeira (figura 2.1), de nome científico Solanum lycocarpum St. Hil., é uma planta 

perene pertencente ao gênero Solanum, da família Solanaceae. É uma espécie nativa do 

Cerrado, conseguindo prosperar em áreas de solo ácido e pobre em nutrientes, sendo facilmente 

encontrada em áreas antrópicas em bordas de fragmentos do bioma (GALLON et al., 2015).  

É uma planta arbustiva/arbórea que pode chegar a quatro metros de altura, com densos 

pêlos, ramos lenhosos, folhas pecioladas, raízes profundas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2004) 

e  frutos globosos nutritivos, que são a base da alimentação do lobo-guará (Chrysocyon 

brachyurus), mamífero endêmico do Cerrado, ameaçado de extinção e principal dispersor de 

sementes da lobeira; o fruto, além de ser altamente nutritivo, possui compostos e substâncias 

com ação vermífuga contra o verme-gigante-dos-rins, parasita fatal a este mamífero; a planta 
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tem ciclo de vida longo e não necessita de muitos subsídios para seu desenvolvimento, além de 

florescer o ano todo (MOURA; OLIVEIRA; CHAVES, 2010). 

Além da grande importância ecológica e ambiental, a lobeira também possui 

importância clínica por suas propriedades medicinais. Na literatura já foi relatado o uso de suas 

raízes contra hepatite (ALVES, 2016), obtenção de um pó extraídos dos frutos e utilizado como 

agente hipoglicêmico no tratamento de diabetes Mellitus tipo II (YOSHIKAWA, 2007), uso de 

suas flores como analgésicos e anti-inflamatórios (ARAÚJO et al., 2010) e atividade 

antitumoral (CARVALHO, 2017). Mais de 100 espécies do gênero Solanum foram descritas na 

literatura com algum tipo de atividade biológica e se fazem importantes na biossíntese de 

compostos de defesa contra microrganismos (BAILAO et al., 2015). 

Devido à sua adaptação as condições adversas, sua importância ambiental, as 

propriedades medicinais associadas, a fácil obtenção do vegetal oriundo do Cerrado e aos 

prévios estudos do grupo, este estudo preconiza o isolamento de rizobactérias isolados de 

lobeira, enfatizando a obtenção de produtos naturais de interesses biotecnológicos. 

 

  

Figura 2. 1 Solanum lycocarpum St. Hil. Fonte: autor 
 

2.2 Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCP) associadas às plantas 

Por definição, a rizosfera é a zona de contato entre o solo e as raízes das plantas, rica 

em nutrientes (GRAÇAS et al., 2015). Nessa região, as raízes das plantas fazem a 

rizodeposição, processo no qual são produzidos e liberados exsudatos para o solo, que podem 
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ser utilizados por bactérias, dentre outros microrganismos, favorecendo seu crescimento e, 

consequentemente, culminando em uma alta densidade delas no solo próximo às raízes 

(MENDES, GARBEVA, RAAIJMAR-KERS, 2013; GOSWAMI, THAKKER, 

DHANDHUKIA, 2016).  

Por sua vez, essas bactérias podem oferecer substâncias de interesse para o 

desenvolvimento da planta ou para sua proteção; assim, essas bactérias são denominadas 

rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (RPCP) ou, em inglês, “Plant growth 

promoting rhizobacteria (PGPR)” (KLOEPPER e SCHROTH, 1978). 

As RPCP podem promover o crescimento vegetal por diversos mecanismos, como 

fixação biológica de nitrogênio (FBN), a produção de fitormônios, em especial o ácido 

indolacético (AIA) (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015); a síntese de sideróforos, que 

são moléculas orgânicas captadoras de ferro (PANDEY et al., 2017); a solubilização de fosfato 

inorgânico (SF) (MUTHUKUMARASAMY et al., 2017); conferindo proteção ao vegetal 

contra fitopatógenos por meio de competição, parasitismo, produção de antibióticos e enzimas 

ou induzindo resistência sistêmica (GOSWAMI, THAKKER, DHANDHUKIA, 2016). Esses 

microrganismos também apresentam enorme potencial como fonte de prospecção de várias 

enzimas de interesses diversos, como na agricultura, medicina e vários setores da indústria 

(PATIL, SEBALE, DEVALE, 2015; DOS SANTOS et al., 2018).  

Na agricultura de alguns países, incluindo o Brasil, as RPCP já estão sendo utilizadas 

(GUPTA et al., 2015) em diversas culturas com o propósito de aumento de produtividade, como  

soja (ARAUJO e HUNGRIA, 1999), milho (BABALOLA et al., 2003; GHOLAMI et al., 

2009), trigo (LUZ, 2001), feijão (SILVEIRA et al., 1995), arroz (BENEDUZI et al., 2008; 

RODRIGUES et al., 2008), tomate (FREITAS ePIZZINATTO, 1991; BERNABEU et al., 

2015;) e alface (GOMES et al., 2003; CHAMANGASHT et al., 2012). Nestes estudos, o 

desenvolvimento vegetal foi avaliado quanto produtividade de grãos, germinação, absorção de 

nutrientes, peso seco e altura dos cultivares, dentre outros (RATZ et al., 2017). 

 

2.2.1 Mecanismos de promoção de crescimento vegetal por rizobactérias  

De acordo com Goswami et al. (2016), as RPCP podem afetar o crescimento da planta 

por mecanismos diretos ou indiretos, sendo que algumas são capazes de apresentarem mais de 

um simultaneamente. 

No mecanismo direto, a rizobactéria aumenta a disponibilidade de nutrientes ou produz 

substâncias que possuem ação de fitormônios como, por exemplo, realizando a fixação 

biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato inorgânico, produção de sideróforos e 
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produção de ácido indol acético ou outras substâncias que também atuem como reguladores 

vegetais; no indireto, ela disputa o microambiente com microrganismos fitopatogênicos por 

meio de produção de antibióticos e enzimas, parasitismo, competição por nutrientes, indução 

de resistência sistêmica e outras estratégias (GLICK, 2014; AHEMAD e KIBRET, 2014; 

GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).  

Neste estudo foram avaliados três mecanismos diretos – fixação biológica de nitrogênio, 

solubilização de fosfato inorgânico e produção de ácido indol acético – e um indireto, 

antagonismo frente a fungos fitopatogênicos. 

 

2.2.1.1 Fixação biológica de nitrogênio  

O nitrogênio é um elemento fundamental para os seres vivos, visto que participa da 

constituição de aminoácidos, ácidos nucléicos, nucleotídeos e outros compostos essenciais à 

vida, podendo ser um fator tão limitante quanto a água em relação ao desenvolvimento vegetal 

(SILVA, 2017). Na atmosfera, principal fonte natural de nitrogênio, cerca de 78% de sua 

composição é formada pelo gás nitrogênio (N2). Porém, a maioria dos vegetais não é capaz de 

utilizar o nitrogênio nesta forma dependendo, então, da pequena fração do elemento disponível 

em formas assimiláveis presentes no solo, principalmente, pela decomposição de matéria 

orgânica, pela adição de fertilizantes nitrogenados ou pela decorrência da fixação biológica de 

nitrogênio (SANTOS et al., 2008; TAIZ & ZEIGER, 2013; AHEMAD; KIBRET, 2014).  

A fixação é o processo pelo qual o nitrogênio atmosférico é transformado nas formas 

iônicas amônio (NH4
+) e nitrato (NO3

-), assim, se tornando assimilável aos seres vivos, em 

especial, as plantas. Na fixação industrial ocorre a queima de combustíveis fósseis em 

temperaturas de 300 a 400ºC para que ocorra o processo de Haber-Bosh, no qual o hidrogênio 

reage com o nitrogênio formando amônia; esse processo é utilizado industrialmente, entre 

outras aplicações, para a produção de fertilizantes nitrogenados (KERBAUY, 2008). Uma 

descarga elétrica de grande intensidade como, por exemplo, um raio, pode quebrar as moléculas 

de água, oxigênio e N2 presentes no ar possibilitando que os átomos desses elementos reajam 

entre si formando ácido nítrico (HNO3), que atinge o solo sendo precipitado com chuva ou 

neve; a esse processo dá-se o nome de fixação espontânea, que é responsável por 10% da 

fixação natural do nitrogênio (TAIZ e ZIEGER, 2013). 

Os 90% restantes (TAIZ e ZIEGER, 2013) decorrem da fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) (EADY e POSTGATE, 1974), processo realizado por meio de microrganismos 

procariontes, em especial as bactérias, que possuem o complexo enzimático nitrogenase, capaz 

de reduzir o N2 a NH3; esses microrganismos são chamados diazotróficos. As bactérias 
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diazotróficas podem ser classificadas em: não-simbióticas (vida livre, associativa ou endófitas), 

fixando nitrogênio atmosférico mas sem formação de estruturas diferenciadas nos vegetais, 

sendo representantes dessa classificação os gêneros Anabaena, Nostoc, Azospirillum, 

Azotobacter, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Azocarus dentre outros; ou em simbiose, 

como os gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium, que estabelecem uma associação simbiótica 

com plantas leguminosas formando estruturas especializadas denominadas nódulos e o gênero 

Frankia, associando-se simbioticamente à árvores não-leguminosas (BHATTACHARYYA e 

JHA, 2012; GUPTA et al., 2015).  

Apesar das bactérias diazotróficas serem encontradas naturalmente no solo, são 

utilizados inoculantes como veículos para multiplicar e favorecer desenvolvimento destes 

microrganismos (MENDES e HUNGRIA, 2001). A inoculação é o processo no qual bactérias 

diazotróficas são incutidas na semente antes da semeadura favorecendo o desenvolvimento do 

vegetal, sendo realizada com o inoculante, um produto biológico que contém microrganismos 

benéficos ao desenvolvimento das plantas e outros aditivos para aderência e melhor 

desenvolvimento desses microrganismos (MENDES e REIS-JÚNIOR, 2010).  Dessa forma, 

mitiga-se a quantidade de fertilizante mineral aplicado e consequentemente, o produtor 

economiza (SILVA, 2017). 

A utilização de bactérias diazotróficas na agricultura é importante tanto no ponto de 

vista econômico, quanto ecológico, pois possibilita aumentar a eficiência dos fertilizantes 

nitrogenados com menores quantidades e até substituí-los com a FBN, possibilitando a 

viabilização de reflorestamentos e minimizando possíveis impactos ambientais decorrentes da 

utilização destes agroquímicos (BARBIERI et al., 1998).  

 

2.2.1.2 Produção de ácido indol acético (AIA)  

Hormônios vegetais ou fitormônios são reguladores químicos que desencadeiam 

consequências específicas em funções variadas no desenvolvimento das plantas. Dentre os 

fitormônios relacionados à divisão celular, crescimento e diferenciação, destacam-se: auxinas, 

giberelinas, etileno, ácido abscíssico e citocininas (TAIZ & ZEIGER, 2013).  

As auxinas, do grego “crescer”, são uma classe de fitormônios capazes de estimular o 

desenvolvimento vegetal (GUPTA et al., 2015) sendo que seus principais efeitos são a expansão 

e alongamento celular e a divisão celular, principalmente nos tecidos das raízes (KRIKORIAN, 

1991). Porém, altas concentrações de auxinas podem causar o efeito contrário, prejudicando o 

desenvolvimento das raízes em algumas culturas (TAIZ e ZEIGER, 2013).  
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A principal auxina encontrada em baixas concentrações nas plantas é o ácido indol 

acético, conhecido pela sigla AIA (SHARMA et al., 2003) que, através da promoção da divisão 

e elongamento celular das raízes proporciona maior absorção de água e nutrientes do solo para 

a planta. (TAIZ e ZEIGER, 2013).  

As bactérias capazes de sintetizar o ácido indol acético geralmente o fazem em seu 

metabolismo secundário, por diversas vias biossintéticas, utilizando o aminoácido L-triptofano 

como precursor (PATTEN e GLICK, 1996) e a enzima indol-3-piruvato descarboxilase (ipdC) 

como principal catalisadora (LEBUHN e HARTMANN, 1993).  

As RPCP são bem conhecidas pela capacidade de sintetizar auxinas (QUECINE, 

BATISTA, LACAVA, 2014).É relatado que 80% dos microrganismos isolados da rizosfera de 

diversas culturas possuam a habilidade de sintetizar e secretar estes compostos (PARRAY, 

MIR, SHAMEEM, 2019). Diversos gêneros de bactérias com capacidade de síntese de AIA já 

foram descritas, tais como Acinetobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Kocuria, Gluconacetobacter, 

Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium e Xanthomonas mostrando grande potencial de promoção 

de crescimento vegetal através da produção deste fitormônio (LACAVA e AZEVEDO, 2013; 

AHEMAD e KIBRET, 2014; QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014; GOSWAMI; 

THAKKER; DHANDHUKIA, 2016; CHEN et al., 2017; BATISTA et al., 2018). 

 

2.2.1.3 Solubilização de fosfato  

O fósforo (P), é o segundo elemento mais requerido na nutrição das plantas, perdendo 

somente para o nitrogênio (VAN RAIJ, 1991), sendo fundamental para praticamente todos o 

metabolismo vegetal, participando das transferências de energia, fotossíntese, respiração, 

síntese de ácidos nucléicos, dentre outros (GRANT et al., 2001; SAHARAN e NEHRA, 2011; 

SANTOYO et al., 2016). O P é encontrado em grandes quantidades no solo, porém, cerca de 

95% a 99% está em formas inorgânicas, não assimiláveis pelas plantas, que só conseguem o 

absorver nas formas solúveis íons monobásicos (H2PO4
-) e dibásicos HPO4

2- (AHEMAD e 

KIBRET, 2014; TEYMOURI et al., 2016; PARRAY, MIR, SHAMEEM, 2019).  O fósforo é o 

fertilizante mais utilizado no Brasil, visto que demanda reaplicações frequentes, já que as 

plantas absorvem apenas pequenas quantidades e todo o restante é convertido em formas 

insolúveis no solo, resultando em um processo dispendioso tanto financeiramente quando 

ambientalmente (SOUCHIE e ABBOUD, 2007; LACAVA e AZEVEDO, 2013; AHEMAD e 

KIBRET, 2014; QIN et al., 2015; MATOS et al., 2017; WALIA et al., 2017; SOLANKI; 

KUNDU; NEHRA, 2018; PARRAY, MIR, SHAMEEM, 2019). 
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As RPCP são capazes de solubilizar formas inorgânicas de fosfato, como consequência 

da liberação de ácidos orgânicos secretados por diferentes gêneros bacterianos, pois esses 

ácidos competem com o fosfato pelos sítios de adsorção no solo, aumentando a disponibilidade 

desse elemento para os vegetais (HAYNES, 1984; ROSENBLUETH e MARTÍNEZ-

ROMERO, 2006; AHEMAD e KIBRET, 2014; ZAIDI et al., 2015; AWAIS et al., 2017; YU 

et al., 2019). Bactérias dos gêneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, 

Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, 

Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia já foram descritas pela capacidade de 

solubilizar fosfato inorgânico (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001; BHATTACHARYYA e 

JHA, 2012; GUPTA; PANWAR; JHA, 2013; CASTRO et al., 2014; SINGH et al., 2015; 

BATISTA et al., 2018).  

Portanto, a utilização de RPCP solubilizadoras de fosfato como produtos biológicos para 

a maximização do aproveitamento de fertilizantes fosfatados químicos ou do fósforo presente 

no solo é interessante pois, além de incrementar o desenvolvimento vegetal também reduz a 

necessidade do uso de fertilizantes manufaturados, diminuindo os impactos ambientais 

(DUARTE et al., 2014; PREININGER et al., 2018). 

 

2.2.1.4 Controle biológico de fungos fitopatogênicos por rizobactérias  

A principal causa de perdas de produtividade na agricultura são as pragas e doenças que 

prejudicam as plantações, sendo fungos os agentes fitopatogênicos de 85% das doenças que 

acometem culturas de grande importância econômica (BUENO e FISCHER, 2006; 

ZAMBOLIM, 2016). Podemos citar como exemplos destes fungos Sclerotinia sclerotiorium, 

fitopatógeno em culturas de algodão, feijão, soja, dentre outras (BOLAND e HALL, 1994); 

Moniliophthora perniciosa, agente da doença “vassoura-de-bruxa” nos cacaueiros (COSTA et 

al., 2010); Fusarium solani, fitopatógeno de soja, pimenta, feijão, dentre outros (NELSON e 

TOUSSOUN, 1989; COLEMAN, 2016); Sphaceloma sp. (CNPUV 102), que causa doenças 

em culturas de avelãs, citros e uvas (BROOK, 1973; MINUTOLO et al., 2016); Ceratocystis 

paradoxa, fitopatógeno de abacaxi, banana, cana-de-açúcar, etc. (KANNANGARA, 

DHARMARATHNA, JAYARATHNA; 2017); Alternaria alternata, agente causador de 

doenças em tabaco, citros, maçãs, etc. (HOU et al., 2016); F. proliferatum, fitopatógeno de 

culturas de cebolas, alhos, trigo, dentre outras (STANKOVIC et al., 2007); Colletotrichum sp., 

agente causador de doenças na manga, abacate e diversos outros frutos (PHOULIVONG et al., 

2010); F. verticillioides, fitopatógeno de milho (PROCTOR et al., 2006); Phytophthora sojae, 

fitopatógeno da soja (TYLER, 2007); Rhizopus microsporus, agente causador de patologias em 
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milho, girassol, arroz e outros (SHTIENBERG, 1997; SANTIAGO et al., 2008); e F. 

oxysporum, fitopatógeno de algodão, feijão e diversas outras culturas (PASTOR-CORRALES 

et al., 1987; ASSIGBETSE et al., 1994). 

Fungicidas são a opção mais eficiente no controle das doenças ocasionadas por fungos 

fitopatogênicos, mas devido ao uso indiscriminado e em excesso tem gerado grandes problemas 

ambientais e de saúde (PAL; GARDENER, 2006). Nas últimas décadas,  foram detectados 

diversos problemas ambientais relacionados a aplicação de fungicidas, como a contaminação 

de sistemas hídricos, a eliminação de insetos controladores de pragas, microrganismos 

controladores de fitopatógenos e o desenvolvimento de cepas de patógenos resistentes a 

antibióticos convencionais (LACAVA eAZEVEDO, 2014; DAS; DEVI; YASMINE, 2015), 

além de problemas de saúde pública. Segundo o Ministério da Saúde, no Brasil, 

aproximadamente 400 mil pessoas são intoxicadas por ano pelos agrotóxicos e, destas, 4 mil 

chegam a óbito (LIMA BOHNER; ARAÚJO; NISHIJIMA, 2013).  

Entre as opções para contorno do problema, está o controle biológico (ARAÚJO et al., 

2014), que pode ser definido como a redução de uma espécie-alvo danosa à cultura de interesse 

utilizando outra espécie para este fim, como predadores naturais, parasitas, dentre outros 

(MELO  AZEVEDO, 1998). 

A ação de RPCP com potencial de biocontrole consiste na interação entre o agente de 

biocontrole e o agente fitopatogênico, com a inibição deste último. As RPCP habitam o mesmo 

nicho que os fitopatógenos, necessitando utilizar estratégias para contornar este conflito e 

garantir sua sobrevivência, tais como antibiose, competição por espaço e nutrientes, 

parasitismo, e de indução de resistência sistêmica (HANDELSMAN; STABB, 1996; LACAVA 

et al. 2018; CHENNIAPPAN et al., 2019). Portanto, é de se esperar que atuem na inibição dos 

patógenos causadores de doenças radiculares (MELO, 1998). 

A antibiose é a produção de metabólitos secundários com atividade antibiótica, capazes 

de matar ou prejudicar o crescimento e a reprodução de fitopatógenos por meio de destruição 

de componente celulares ou inibição do metabolismo (GRIFFIN, 2014; GUPTA et al., 2015; 

ZHAO, XU; LAI, 2018). Numa relação de parasitismo, o parasita obtém seus nutrientes do 

hospedeiro e acaba por prejudicar seu metabolismo e seus componentes estruturais, podendo 

leva-lo a morte (MELO, 1996). 

A penetração ativa da bactéria nas raízes provoca a produção de compostos pela planta 

que atuam sobre patógenos ou alteram sua morfologia como, por exemplo, o aumento da parede 

celular por deposição de lignina e glucanas e aumento da espessura da cutícula, bem como a 

síntese de fitoalexinas. Isso dificulta a entrada do patógeno e o seu desenvolvimento na planta 
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hospedeira, sendo esse mecanismo nomeado de indução de resistência sistêmica (IRS) 

(PEIXOTO NETO et al., 2004; SILVA et al., 2018).  

Muitos estudos já apontaram alguns gêneros de bactérias encontradas na rizosfera como 

utilizáveis no controle biológico de fitopatogênicos, sendo os gêneros Bacillus e Pseudomonas 

os mais relatados como antagonistas destes (AHEMAD e KIBRET, 2014 GRAÇAS et al., 2015; 

LACAVA et al., 2018). 

 

2.3 Produção de enzimas por rizobactérias  

As enzimas são, em sua maioria, proteínas que atuam como catalisadoras de reações 

químicas de forma específica sendo fundamentais para qualquer processo bioquímico 

(NELSON e COX, 2014). 

O setor industrial está em constante pressão para usar mais processos que beneficiem o 

meio ambiente e para procurar novos métodos que tornem seus produtos mais competitivos. As 

enzimas microbianas estão ganhando mercado, substituindo a catálise química convencional 

em muitos processos industriais devido à pressão por produtos ecologicamente sustentáveis e 

devido a ampla disponibilidade, baixo custo de produção, ampla especificidade pelo substrato, 

diferentes características físico-químicas e suscetibilidade de manipulação genética frente as 

enzimas de origem animal e vegetal (LIU e KOKARE, 2017). As enzimas microbianas vêm 

sendo utilizadas com maior frequência nas áreas de processamento de alimentos, fabricação de 

detergentes, têxteis e produtos farmacêuticos, terapia médica e biologia molecular (CARRIM, 

BARBOSA; VIEIRA, 2006; VERMELHO et al., 2013). 

Assim, se torna interessante o estudo de microrganismos com capacidades de quebrar e 

modificar substratos específicos, com diferentes variáveis em relação à pH, temperatura, etc. e, 

como há entre os microrganismos associados com as plantas muitas destas capacidades ainda 

não descritas, acabam por ser objetos perfeitos para o estudo de novas enzimas (LACAVA e 

AZEVEDO, 2013; GUPTA et al., 2015).  

As principais atividades enzimáticas apresentadas pelos microrganismos são as 

amilases, celulases, lipases, esterases, pectinases e proteases (MONTEIRO e SILVA, 2009; 

CASTRO et al., 2014; SILVA, 2015).  

Nas células vegetais, microrganismos produzem amilases para degradar o amido, um 

polímero de glicose, utilizando esta molécula como fonte de energia para seu metabolismo 

(ARAÚJO e MARTINS, 2018). Sua aplicação industrial pode servir como aditivos em 

detergentes, na sacarificação de amido e nas indústrias de alimentos, fermentação, papel e têxtil. 
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Assim, a busca de microrganismos amilolíticos se justifica pelo amplo espectro de utilização 

de amilases em várias áreas industriais (ANDRADE, 2019). 

As lipases e esterases constituem um importante grupo de enzimas que estão associadas 

ao metabolismo e a hidrólise dos lipídeos. Suas principais aplicações envolvem a produção de 

detergentes, produção de laticínios, processamento de óleos, biotransformações, produtos 

farmacêuticos, produção de agroquímicos, pesticidas e inseticidas (LUZ et al., 2016; LIU; 

KOKARE, 2017; PAMPHILE et al., 2017; PÉREZ et al., 2019).  

As proteases catalisam a quebra das ligações peptídicas e participam em inúmeros 

processos fisiológicos com várias aplicações nas indústrias de detergente e de alimentos. Com 

intuito de diminuir a quantidade de poluentes relacionados ao tratamento de couro, a utilização 

de proteases se apresenta como uma saída “ambiental” na substituição da utilização de 

compostos tóxicos e poluentes (NIGAM, 2013; PAMPHILE et al., 2017).  

Celulases de origem microbiana são amplamente utilizadas nas indústrias de papel, 

vinho, ração animal e têxtil, bem como para produção de biocombustível, processamento de 

alimentos vegetais tais como suco de frutas, extração de óleo de oliva e carotenoides, além de 

manejo de efluentes (GUPTA et al., 2011a). Os efluentes gerados em agroindústrias e campos 

de plantio contêm grande quantidade de celulose não utilizada, o que acaba gerando poluição 

ambiental caso o descarte não seja adequado. Atualmente, porém, estes rejeitos podem ser 

utilizados para produção de derivados com elevado valor agregado, como enzimas, açúcares, 

biocombustíveis e outros compostos químicos (KUHAD et al., 2010; GUPTA et al., 2011a; 

GUPTA et al., 2011b).  

Pectinases são utilizadas na indústria têxtil com diversas atuações tais como degradar a 

camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior processamento, 

tratar o resíduo líquido e a degomagem das fibras naturais, maceração das fibras vegetais, na 

biopreparação de algodão e, no polimento enzimático de tecidos mistos de juta e algodão. Em 

algodão cru, nas condições adequadas substitui o uso da soda cáustica e gera produtos de alta 

qualidade para posterior tingimento e processo de tecelagem com menor consumo de energia 

(MONTEIRO e SILVA, 2009).  

 

2.4 Antibiose contra patógenos humanos 

Originada nas tradições milenares chinesas e indianas e muito utilizada até os dias 

atuais, a medicina herborística é, por definição, a aplicação de substâncias químicas naturais 

obtidas de diversos organismos para o tratamento de doenças (DA SILVA ALMEIDA, 2004); 

dentre estes organismos estão as plantas medicinais, a partir das quais pode-se produzir chás, 
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pomadas, cápsulas ou tinturas com aplicações clínicas (REMPEL, 2019), sendo umas das 

maiores fontes para bioprospecção de compostos naturais em conjunto com sua microbiota 

associada (LING et al., 2015; PIZA et al., 2015; LACAVA e SOUSA, 2016). 

Os antibióticos representam uma forma de terapia de grande sucesso na medicina que 

protegeram a humanidade de doenças antes letais, por isso considerados como ferramentas 

indispensáveis no combate contra infecções bacterianas. Por definição, antibioticoterapia é o 

tratamento de pacientes com sintomatologia clínica de infecção microbiana pela administração 

de substâncias antimicrobianas, com o objetivo de cura  da doença infecciosa (cura clínica) ou 

da erradicação do agente infeccioso situado em um determinado foco de infecção (cura 

microbiológica). Essa terapia é utilizada após diagnóstico preciso ou presuntivo da etiologia do 

processo infeccioso, fundamentado nos relatos do paciente e nos exames clínicos e laboratoriais 

(PIÑEIRO et al., 2019). O uso indiscriminado e irresponsável de antibióticos, terapêutica ou 

profilaticamente, humano ou veterinário, passando ainda pelo uso no crescimento animal e 

propósitos agrícolas, tem favorecido uma pressão seletiva, que tem como resultado a seleção e 

predominância de espécies cada vez mais resistentes, que alteram os níveis de morbilidade e 

mortalidade das doenças infecciosas e elevam o custo dos tratamentos hospitalares, 

constituindo um grande problema à saúde global (LIN et al., 2015). O resultado disso é a 

necessidade de novos antibióticos mais potentes para serem empregados no tratamento desses 

microrganismos resistentes (PAULA et al., 2016). 

Na comunidade microbiana do solo estão as actinobactérias, um filo de bactérias 

filamentosas Gram-positivas, interessantes de serem prospectadas nesse aspecto visto que são 

reconhecidas por serem produtoras de enzimas, pigmentos, substâncias com ações antibiótica, 

antitumoral, anti-helmíntica e antifúngica, dentre outras (FERREIRA et al., 2016). Bactérias 

rizosféricas de plantas medicinais do Cerrado têm sido isoladas e estudadas visando obter 

variada aplicação biotecnológica, como fonte potencial para a identificação e produção de 

metabólitos de interesse biotecnológico, incluindo novos antibióticos (ROMANO, 2015; 

PIMENTEL et al., 2015; PIZA et al., 2015; PIZA et al., 2016). 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

Este trabalho teve como objetivo geral o isolamento e a caracterização de bactérias 

rizosféricas associadas à lobeira (Solanum lycocarpum st. Hil.) com potencial biotecnológico 

para promoção de crescimento vegetal e produção de enzimas e agentes antimicrobianos . Para 

isso, os objetivos específicos foram:  

 

3.2 Objetivos específicos  

• Isolar a comunidade bacteriana cultivável associada a rizosfera de S. lycocarpum st. 

Hil.; 

• Avaliar in vitro o potencial para fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato 

e produção de ácido indol acético pelos isolados bacterianos rizosféricos obtidos; 

• Avaliar in vitro o potencial de antagonismo frente  a fungos fitopatogênicos; 

• Avaliar in vitro a produção das enzimas celulase, amilase, protease, lipase e esterase 

pelos isolados bacterianos; 

• Avaliar in vitro a antibiose frente à patógenos humanos;, 

• Identificar os isolados bacterianos com melhores resultados, nos testes in vitro, por meio  

do sequenciamento do rDNA 16S. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Local da realização do trabalho e coleta do material vegetal 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia e Biomoléculas - LaMiB, 

do Departamento de Morfologia e Patologia localizado na Universidade Federal de São Carlos, 

campus São Carlos, São Paulo, Brasil. 

Amostras da rizosfera de três indivíduos da espécie S. lycocarpum foram coletadas, nas 

mesmas condições climáticas, na reserva ambiental do cerrado (21°58’, 47°52’W) na 

Universidade Federal de São Carlos, estado de São Paulo, Brasil, no mês de março, pela manhã. 

Foram coletadas cerca de 50g do solo aderido as raízes de cada indivíduo, a 25cm de 

profundidade, utilizando sacos de autoclave esterilizados para acondicionamento e 

transferência imediata para o Laboratório de Microbiologia e Biomoléculas, onde foram 

realizados os procedimentos para obtenção das colônias. 

 

4.2 Obtenção, purificação e armazenamento dos isolados de rizobactérias  

Para o isolamento das rizobactérias, as três amostras coletadas de diferentes indivíduos 

foram homogeneizadas e então pesados 10g de cada amostra, sendo adicionados em 90 mL-1 

de solução tampão PBS esterilizada (NaCl 8,0g; KCl 0,2g; Na2HPO4 1,44g; KH2PO4 0,2g; 1000 

mL-1 de água destilada; pH 7,4) em erlenmeyers previamente autoclavados, os quais foram 

agitados durante 60 minutos a 150 rpm. Procedeu-se então, em tampão PBS, as diluições 

seriadas, de fator 10, das suspensões de solo obtidas.  

Foram adicionadas alíquotas de 0,1mL das diluições seriadas utilizadas e espalhadas 

com o auxílio de uma alça de Drigalski, em duplicata, em placas de Petri contendo o meio de 

cultura Triptona Soja Ágar (TSA) (Kasvi) e International Streptomyces Project 2 (ISP2) (que 

favorece o crescimento de actinobactérias) (suplementados com benlate (50μg.mL-1) para evitar 

contaminação fúngica) e incubadas invertidas à temperatura de 28ºC por 48 horas.  

As colônias obtidas foram selecionadas aleatoriamente para purificação, que foi feita 

por meio de estrias de esgotamento em placas de Petri contendo os mesmos meios de cultura 

(TSA e ISP2), então incubadas invertidas por mais 48 horas.  

Depois de confirmada a pureza das culturas, as linhagens bacterianas foram inoculadas 

em microtubos de 1,5 mL contendo meio Tryptic Soy Broth (TSB) 100% (Kasvi) suplementado 

com glicerol 50% e armazenados em freezer a -80ºC.  

As linhagens obtidas receberam códigos para facilitar a apresentação dos dados. 

Inicialmente, foi atribuída a letra “T” ou “A”, relativo ao meio do qual a colônia foi isolada 
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(sendo “T” remetendo à TSA e “A” à ISP2), seguidas de um número (de um a três) de acordo 

com a amostra da qual o isolado foi obtido. Todos os isolados receberam a sigla LRZ, cujo 

significado é “oriundos de rizosfera de lobeira” e números sequenciais para diferenciação das 

linhagens. 

 

4.3 Seleção de rizobactérias com potencial agrícola e biotecnológico  

 

4.3.1 Ensaios de avaliação de promotores de crescimento vegetal in vitro  

 

4.3.1.1 Fixação biológica de nitrogênio (FBN)  

A capacidade dos isolados em realizar o processo de FBN foi avaliada qualitativamente 

in vitro. O meio de cultura NFb, livre de nitrogênio, foi preparado contendo a seguinte 

composição em g.L-1: ácido málico, 5; K2HPO4, 0,5; MgSO4.7H2O, 0,2; NaCl, 0,1; 

CaCl2.2H2O, 0,02; KOH, 4,5; e em mL: solução de micronutrientes, 2; solução de azul de 

bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2; solução de FeEDTA (solução 1,64%), 4; e solução de 

vitaminas, 1; pH 6,8 (DÖBEREINER et al., 1995). Foram utilizados tubos de ensaio de 13x 

100 mm, contendo 4 mL de meio de cultura NFb semissólido, onde as linhagens foram 

inoculadas com alça de platina, a partir de culturas crescidas em meio NFb semissólido, foram 

realizadas três repetições para cada isolado (QUECINE et al., 2012; ARAÚJO et al., 2014). A 

incubação foi realizada por 96 horas a 28ºC. Após esse período foi verificada a formação de 

película de crescimento próximo à superfície dos tubos. Esse procedimento foi realizado mais 

uma vez. A reinoculação sucessiva das linhagens é realizada para confirmar se o crescimento 

não está ocorrendo à custa de reservas de nitrogênio das células, bem como para verificar a 

estabilidade dessa característica das linhagens (CATTELAN, 1999).  

 

4.3.1.2 Produção de ácido indol acético (AIA)  

Para a detecção e quantificação da produção de AIA, utilizou-se a metodologia 

originalmente proposta por Bric et al. (1991), que foi adaptado para o método quantitativo 

(HUSEN, 2003). Os isolados bacterianos foram cultivados em tubos de ensaio contendo 3 mL 

de meio tripticaseína de soja (TSB) 10% + L-triptofano (5 mM) e incubadas a 28ºC no escuro 

por 72 horas, sob agitação constante. Após este período coletou-se 2 mL da suspensão 

bacteriana, centrifugou-se por 5 minutos a 10.000 g e 900 μL do sobrenadante foi coletado e 

colocados em cubetas de 1,5 mL e adicionados 400 μL do Reagente de Salkowski (2 mL de 

FeCl3 (0,5 mol L-1) e 98 mL de HClO4 (35%)). Após 30 minutos de incubação a 28ºC foi 
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realizada a leitura das amostras em espectrofotômetro no comprimento de onda de 520 nm de 

absorbância. Como controle negativo utilizou-se apenas o meio de cultura TSB 10% com L-1 

triptofano (5 mM) acrescido do Reagente de Salkowski. As leituras foram normalizadas por 

meio de curva padrão, calculada com base em doses conhecidas do hormônio sintetizado 

(Sigma), nas seguintes concentrações: 1, 5, 25, 50, 75; 100; 125; 150; 175 e 200 μg.mL-1. A 

coloração rosa-avermelhada das amostras indicou a produção de auxinas. Os testes foram 

realizados em triplicata.  

 

4.3.1.3 Solubilização de fosfato inorgânico  

Para a análise da capacidade de solubilizar fosfato sessenta e três isolados bacterianos 

foram inoculados, em quadruplicata, em meio de cultura sólido contendo: 10 g.L-1 de glicose; 

5 g.L-1 de NH4CI; 1g.L-1 de NaCI; 1 g.L-1 de MgSO4.7H2O; 0,8 g.L-1 de CaHPO4; 15 g.L-1 de 

ágar; pH 7,2 a 28ºC por 120 horas. A presença de halo incolor ao redor das colônias indicou a 

capacidade dos isolados em solubilizar fosfato inorgânico. Os isolados com melhores resultados 

foram selecionados visualmente para fins semi-quantitativos, onde foram medidos os diâmetros 

dos halos claros formados ao redor de cada colônia (Dh), com auxílio de um paquímetro, e os 

diâmetros das colônias correspondentes (Dc). Com os dados, pôde-se calcular a razão: 

(Dh)/(Dc). De modo que linhagens que solubilizam mais fosfato, obtêm maiores razões e, 

portanto, apresentam maiores Índices de Solubilização de Fosfato (ISF) (BERRAQUERO et 

al., 1976). De acordo com Silva Filho e Vidor (2000), a solubilização pode ser classificada 

como baixa (ISF<2), média (2<ISF<3) e alta (ISF>3). 

 

4.4 Atividade enzimática  

A atividade enzimática dos isolados bacterianos foi avaliada qualitativamente. 

Inicialmente, os isolados foram crescidos em meio tripticaseína de soja (TSA) e em seguida 

semeados em placas de Petri contendo os meios de cultura específicos para cada enzima, após 

o crescimento microbiano foi observado a presença ou ausência de determinada atividade 

enzimática, por meio de formação de halo em torno da colônia. Os isolados bacterianos foram 

analisados quanto a sua capacidade de produzir as enzimas amilases; celulases; lípases, 

esterases; proteases e pectinases (pectato liases e poligalacturonase) (ARAÚJO et al., 2014). 

 

4.4.1 Atividade amilolítica  

Os isolados foram cultivados em meio mínimo M9 contendo 200 mL-1 de solução 

estoque (64 g.L-1 de Na2HPO4.7H2O; 15 g.L-1 de KH2PO4; 2,5 gL-1 de NaCl; 5 g.L-1 de NH4Cl); 
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2 mL-1 de MgSO4 1M; 0,1 mL-1 de CaCl2 1M, 10 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1 de ágar, pH 7,2 

contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido solúvel a 28ºC durante 48 horas. Após o 

crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de solução de Iodo e então lavados quase que 

imediatamente com água. A presença de um halo incolor em torno da colônia indicou a 

produção de amilase.  

 

4.4.2 Atividade celulolítica  

As bactérias foram cultivadas em meio mínimo M9 contendo: 200mL-1 de solução 

estoque (64 g.L-1 de Na2HPO4.7H2O; 15 g.L-1 de KH2PO4; 2,5 gL-1 de NaCl; 5 g.L-1 de NH4Cl); 

2 mL-1 de MgSO4 1M; 0,1 mL-1 de CaCl2 1M, 10 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1 de ágar, pH 7,2 

contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de carboximetilcelulose (CMC) a 28ºC durante 48 

horas. Após o crescimento bacteriano foram adicionados 10mL do corante Vermelho Congo, 

depois de 15 minutos as placas foram lavadas com NaCl 5M segundo a metodologia proposta 

por Teather e Wood (1982). A presença de um halo amarelado ou incolor em torno da colônia 

após a adição de NaCl indicou a secreção de celulase. 

  

4.4.3 Atividade lipolítica e esterolítica  

As bactérias foram cultivadas em meio de lipase/esterase contendo: 10 g.L-1 de peptona; 

5 g.L-1 de NaCl; 0,1 gL-1 de CaCl2.2H2O e 15 g.L-1 de Agar, pH 7,4. Após a esterilização do 

meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20, previamente esterilizado. Após a 

incubação a 28ºC durante 48 horas, a formação de um halo formado por cristais ao redor da 

colônia bacteriana indicou a secreção de lípases. A metodologia utilizada para a avaliação da 

produção de esterase foi a mesma utilizada para a lípase, porém após a esterilização do meio de 

cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 80, previamente esterilizado. A formação de um halo 

claro ao redor da colônia bacteriana indicou a secreção de esterases. 

 

4.4.4 Atividade pectinolítica  

As bactérias foram cultivadas em meio mínimo M9 contendo: 200 mL-1 de solução 

estoque (64 g.L-1 de Na2HPO4.7H2O; 15 g.L-1 de KH2PO4; 2,5 g.L-1 de NaCl; 5 g.L-1 de NH4Cl); 

2 mL-1 de MgSO4 1M; 0,1 mL-1 de CaCl2 1M, 10 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1 de ágar, pH 5,0 

contendo 0,5% de extrato de levedura, 1% de pectina (v/v) a 28ºC durante 48 horas. Após o 

crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de lugol e em seguida efetuou-se a lavagem 

com água. A presença de um halo incolor em torno da colônia indicou a secreção de pectinases. 

O pH desse meio pode ser modificado para caracterização de duas diferentes pectinases: o meio 
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com pH 8,0 é utilizado para caracterização de pectato liase e o meio com pH 5,0 para 

poligalacturonase.  

 

4.4.5 Atividade proteolítica  

As bactérias foram cultivadas em meio Protease contendo: 5 g.L-1 de triptona; 2,5 g.L-1 

de extrato de levedura; 1 g.L-1 de glicose; 2,5 g.L-1 de NaCl e 15 g.L-1 de ágar, pH 7,0. Após a 

esterilização adicionou-se 100mL de leite desnatado. Após a incubação a 28ºC durante 48 horas, 

a formação de um halo ao redor da colônia indicou a secreção de proteases. 

 

4.5 Atividade antagônica contra fungos fitopatogênicos  

Para analisar o potencial antagônico dos isolados rizosféricos da lobeira frente à fungos 

fitopátogenos foram realizados testes de antagonismo in vitro. Os fungos fitopatogênicos 

utilizados nos ensaios foram: Alternaria alternata, Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum sp., 

três cepas de Fusarium oxysporum (cepa ATTCC 2163, uma cepa isolada de feijão e outra do 

algodão), F. proliferatum, F. solani, F. verticillioides, Moniliophthora perniciosa, 

Phytophthora sojae, Rhizopus microsporus, Sclerotinia sclerotiorium e Sphaceloma sp.. 

(CNPUV 102), pertencentes a Coleção de Culturas Microbianas do Laboratório de 

Microbiologia e Biomoléculas - LaMiB,  Departamento de Morfologia e Patologia localizado 

na Universidade Federal de São Carlos - UFSCar, campus São Carlos, São Paulo, Brasil. 

Foi realizada uma seleção massal com todos os isolados obtidos, em duplicata, onde as 

bactérias foram repicados em forma de estrias em quatro pontos equidistantes nas extremidades 

das placas contendo o meio batata-dextrose-ágar (BDA) (ou Potato Dextrose Agar (PDA)) e 

discos de meio BDA, com as estruturas dos fungos fitopatogênicos medindo 0,5 cm de diâmetro 

foram depositadas no centro de cada placa (figura 4.6). 

As placas foram incubadas a 28ºC. Uma placa controle contendo apenas um disco com 

micélio do fitopatógeno sem o repique de isolados bacterianos foi utilizada para indicar o 

momento de avaliar a inibição (momento em que o fungo atingiu as extremidades da placa), 

realizada por meio de análise visual. 

 

4.5.1 Técnica de cultura pareada ou pareamento direto in vitro 

Nesta segunda etapa do ensaio de antagonismo, discos contendo cerca de 0,5cm de 

diâmetro cortados de placas de Petri contendo os fungos fitopatogênicos já cultivados em meio 

BDA foram colocados em um dos lados de uma outra placa de Petri e, do outro lado, os isolados 

bacterianos rizosféricos selecionados na seleção massal foram inoculados com o auxílio de um 
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palito descartável e esterilizado, de acordo com o método da cultura pareada ou pareamento 

direto (MARIANO, 1993; ASSUMPÇÃO et al., 2009; SILVA, 2015). O ensaio foi realizado 

em triplicata. Para a avaliação, foram efetuadas medições do diâmetro das colônias, em três 

sentidos diametralmente opostos, com auxílio de um paquímetro, definindo-se uma média para 

cada colônia (Figura 4.1). A percentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) foi 

calculada pela fórmula de Menten et al. (1976), onde: PIC = [(diâmetro médio do controle – 

diâmetro médio do tratamento) / diâmetro médio do controle] x 100. Os tratamentos onde não 

houve inibição de crescimento micelial receberam valor igual a zero. 

 

Figura 4.1: Pareamento direto Burkholderia territorii (endofítico) vs Phytophtora sojae (fitopatógeno), agente 

causador da “podridão-de-fitóftora” da soja, com as medidas utilizadas para o cálculo de percentual de inibição micelial 

(PIC), onde: X2’ e X2” (amarelo) correspondem as medidas tomadas para o cálculo do diâmetro micelial médio e X1 

(vermelho) corresponde a medida relativa a distância média de inibição do crescimento micelial. Fonte: autor. 
 

4.6 Antibiose frente à patógenos humanos 

O método do bloco de gelose é derivado do método sobrecamada (PUGSLEY, 1987) no 

qual, após a aplicação de blocos de ágar com isolados rizobacterianos ali cultivados, o composto 

bioativo sintetizado se difunde pelo próprio ágar para o meio de cultura inoculado previamente 

com um patógeno, a fim de verificar se o microrganismo do bloco de ágar produz ou não 

antibiose.. Para este ensaio foram utilizados os patógenos clínicos Staphylococcus aureus 

ATCC 25922; Escherichia coli ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 10231, que foram 

reativados em meio Triptona Soja Ágar (TSA), por 24-48 h a 37 ºC. Depois da reativação, 
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foram espalhados na superfície de placas contendo meio TSA com o auxílio de swab. Após o 

surgimento de uma camada microbiana formada pelas colônias homogêneas do patógeno, 

foram adicionados os blocos de ágar de vinte e seis isolados, selecionados por seus 

desempenhos nos testes de promoção de crescimento diretos (FBN, SF e produção de AIA) e, 

também, por identificação visual de antibiose entre si durante outros testes.  

 

4.7 Identificação molecular dos isolados bacterianos 

 

4.7.1 Extração de DNA bacteriano 

Os isolados foram retirados do estoque a -80ºC, transferidos para meio de cultura TSA 

10% sólido e incubados a 28ºC, até o aparecimento de colônias isoladas. Em seguida, os 

mesmos foram repicados em meio líquido TSB 100% por 48 horas a 28°C, sob agitação 

constante (150 rpm). A cultura bacteriana foi, então, centrifugada por 10 minutos a 10.000 g e 

os DNAs extraídos com o Bacteria DNA Preparation Kit, da Cellco (Cellco Biotec do Brasil 

Ltda., São Paulo, Brasil), de acordo com as especificações do fabricante. 

 

4.7.2 Amplificação do gene 16s rDNA pela reação de PCR 

A amplificação do gene 16S rDNA dos isolados foi realizada pela técnica de reação em 

cadeia de polimerase (PCR), com volume de 50 μL, com 2 μL de DNA-molde 

(aproximadamente 20 ng), 0,2 μM dos iniciadores V3F (5’ 

CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3’) e V6R (5’ ACATTTCACAACACGAGCTGACGA-

3’), 200 μM de cada dCTP, dGTP, dATP e dTTP; 3,75 mM de MgCl2, 2,5 U de Taq DNA 

polimerase e 1x tampão de Taq DNA polimerase. A PCR será realizada em termociclador, que 

será programado para gerar desnaturação inicial de 4 minutos a 94ºC, seguida de 35 ciclos de 

30 s a 94ºC, 1 minuto a 62,5ºC, 1 minuto a 72ºC, e uma extensão final de 7 minutos a 72ºC. A 

amplificação do fragmento de aproximadamente 1.400 pb será confirmada por eletroforese em 

gel de agarose (1,2%) juntamente com o marcador de peso molecular 1 Kb DNA. 

 

4.7.3 Purificação do DNA, sequenciamento, edição e análise das sequências 

Os fragmentos do gene 16S rDNA amplificados foram purificados por meio do 

QIAquick® PCR purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com as 

especificações do fabricante e encaminhadas para o sequenciamento, no laboratório 

Multiusuários Biomol, localizado no Departamento de Ciências Biológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP, campus Araraquara. As sequências obtidas a partir do gene 
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16S rDNA foram utilizadas para identificação dos isolados nos bancos de dados do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information – http://ncbi.nlm.nih.gov), por meio do Blastn. 

Serão consideradas sequências com dissimilaridade menor ou igual a 3% com as do banco de 

dados. As sequencias obtidas a partir do sequenciamento serão utilizadas para identificação dos 

isolados, em análise realizada pelo software MEGA X (KUMAR et al., 2018), onde as 

sequencias são comparadas à sequencias-tipo com base nos resultados observados no BLASTn. 

Estas sequencias foram obtidas nas bases de dados do NCBI. O dendograma foi construído com 

base no alinhamento realizado pelo Muscle (EDGAR, 2004) que, posteriormente, foi convertido 

numa matriz de distância determinada pelo parâmetro Maximum Composite Likelihood 

(TAMURA, NEI, KUMAR, 2004), sendo agrupada pelo método de Neighbor-Joining 

(SAITOU; NEI, 1987). 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Seleção de rizobactérias com potencial para promoção de crescimento vegetal  

Foram obtidos 131 isolados, os quais foram avaliados quanto à capacidade de fixação 

de nitrogênio, produção de AIA e solubilização de fosfato, conforme apresentado na Tabela 

5.1. Para os ensaios de antibiose a patógenos de importância clínica foram selecionados os 

melhores isolados nestes testes anteriores (fixação biológica de nitrogênio, solubilização de 

fosfato, produção de AIA e atividade enzimática). Para o ensaio de pareamento direto frente a 

fungos fitopatogênicos foram selecionados os melhores isolados do teste de seleção massal. 

 

Tabela 5.1 Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para os 

isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. 

 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

1 T1LRZ1 - 3,143 + 106,04 

2 T1LRZ2 - - - 7,23 

3 T1LRZ3 - - - 4,62 

4 T1LRZ4 - - - 4,47 

5 T1LRZ5 - - - 2,90 

6 T1LRZ6 - 3 + 81,86 

7 T1LRZ7 + - - 3,20 

8 T1LRZ8 - - - 4,62 

9 T1LRZ9 - - - 16,71 

10 T1LRZ10 - - - 5,29 

11 T1LRZ11 - - - 8,95 

12 T1LRZ12 - - - 2,75 

13 T1LRZ13 - - - 14,69 

14 T1LRZ14 - - + 13,20 

15 T1LRZ15 - - - 1,63 

Continua 
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Tabela 5.1: Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para 

os isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. (continuação) 

 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

16 T1LRZ16 + - + 6,86 

17 T1LRZ17 - - - 2,68 

18 T1LRZ18 + - - 9,84 

19 T1LRZ19 - - - 5,29 

20 T1LRZ20 - - - 4,17 

21 T1LRZ21 - - + 6,86 

22 T1LRZ22 - 1,167 + 14,69 

23 T1LRZ23 + - - 3,35 

24 T1LRZ24 - - - 6,71 

25 T1LRZ25 - - - 0,07 

26 A1LRZ1 - 2,571 + 11,93 

27 A1LRZ2 - - + 2,46 

28 A1LRZ3 - 2,75 + 7,23 

29 A1LRZ4 + 3,143 + 108,72 

30 A1LRZ5 + - + 0,96 

31 A1LRZ6 - - - 0,51 

32 A1LRZ7 - 3,167 + 106,71 

33 A1LRZ8 + - - 0,29 

34 A1LRZ9 - - - 5,89 

35 A1LRZ10 - - - 32,98 

36 A1LRZ11 - 2,91 + 0,51 

37 A1LRZ12 - - - 0,66 

38 A1LRZ13 - - + 3,50 

Continua 
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Tabela 5.1: Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para 

os isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. (continuação) 

 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

39 A1LRZ14 - 3,571 + 134,10 

40 A1LRZ15 + 1,25 + 33,95 

41 A1LRZ16 + - + 9,99 

42 A1LRZ17 - 1,571 + 11,71 

43 A1LRZ18 - - - 0,51 

44 A1LRZ19 - - + 22,98 

45 A1LRZ20 - - - 5,59 

46 A1LRZ21 - 1,143 + 33,35 

47 T2LRZ1 + - - 3,87 

48 T2LRZ2 - - + 6,26 

49 T2LRZ3 - - + 0,51 

50 T2LRZ4 - - - 7,23 

51 T2LRZ5 + - - 2,90 

52 T2LRZ6 - - - 4,32 

53 T2LRZ7 - - + 4,47 

54 T2LRZ8 - - - 1,49 

55 T2LRZ9 - 1,125 + 3,87 

56 A2LRZ1 - - - 5,74 

57 A2LRZ2 + 2,714 + 24,02 

58 A2LRZ3 - - - 3,95 

59 A2LRZ4 - - + 0,51 

60 A2LRZ5 - - - 5,51 

61 A2LRZ6 - - - 5,96 

Continua 
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Tabela 5.1: Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para 

os isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. (continuação) 

 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

62 A2LRZ7 - 2,222 + 15,96 

63 A2LRZ8 + 4,571 + 1,93 

64 T3LRZ1 + - + 1,26 

65 T3LRZ2 + - - 8,13 

66 T3LRZ3 + - - 6,93 

67 T3LRZ4 - 4,77 + 78,13 

68 T3LRZ5 - - - 83,05 

69 T3LRZ6 - - + 90,96 

70 T3LRZ7 + 1,125 + 4,25 

71 T3LRZ8 + - - 0,51 

72 T3LRZ9 + 2,667 + 2,46 

73 T3LRZ10 + - - 5,89 

74 T3LRZ11 + - + 3,20 

75 A3LRZ1 - - - 0,51 

76 A3LRZ2 + 3,285 + 3,50 

77 A3LRZ3 - - - 31,26 

78 A3LRZ4 - - + 2,60 

79 A3LRZ5 + 4,833 + 2,46 

80 A3LRZ6 - - + 4,47 

81 A3LRZ7 - - + 7,16 

82 A3LRZ8 - - - 10,59 

83 A3LRZ9 - - - 4,47 

84 A3LRZ10 + - - 3,65 

Continua 
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Tabela 5.1: Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para 

os isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. (continuação) 

 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

85 A3LRZ11 + 4 + 5,29 

86 T1LRZ26 + - - 3,13 

87 T1LRZ27 + - - 5,29 

88 T1LRZ28 - - - 1,26 

89 T1LRZ29 - - - 4,47 

90 T2LRZ10 + - + 7,01 

91 T2LRZ11 + 1,423 + 9,02 

92 T2LRZ12 - - + 10,81 

93 T3LRZ12 - - + 15,22 

94 T3LRZ13 - - - 0,51 

95 T3LRZ14 - - - 1,26 

96 A1LRZ22 + 3,143 + 3,57 

97 A1LRZ23 - - - 8,35 

98 A1LRZ24 - 1,143 + 81,86 

99 A1LRZ25 + 1,115 + 84,10 

100 A1LRZ26 - - - 0,51 

101 A1LRZ27 + 1,167 + 4,40 

102 A2LRZ29 - - - 10,51 

103 A2LRZ30 - - + 0,51 

104 A2LRZ31 - - - 0,96 

105 A2LRZ32 - - - 0,51 

106 A3LRZ16 - - - 0,51 

107 A2LRZ33 + - + 5,89 

Continua 
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Tabela 5.1: Avaliação de indicadores de promoção de crescimento vegetal in vitro analisados para 

os isolados rizobacterianos associados à Solanum lycocarpum St. Hil. (continuação) 

Identificação Código dos 

isolados 

NFb Fosfato 

Quantitativo 

(ISF) 

Fosfato 

Qualitativo 

AIA 

(µG.mL - 1)  

108 A1LRZ29 - - + 17,75 

109 A3LRZ12 + - + 29,77 

110 A3LRZ13 - - - 9,47 

111 A3LRZ14 - - - 0,51 

112 A3LRZ15 + 1,117 + 5,07 

113 A1LRZ28 + 1,333 + 6,11 

114 A3LRZ17 + 1,5 + 8,05 

115 T2LRZ13 - - - 9,47 

116 T3LRZ15 + 1,143 + 5,14 

117 T3LRZ16 - - - 81,86 

118 A1LRZ30 + 1,25 + 11,19 

119 A1LRZ31 + 1,167 + 38,57 

120 A1LRZ32 + 4,384 + 4,32 

121 A2LRZ34 - - - 0,51 

122 A3LRZ18 + - - 56,49 

123 A3LRZ19 - - + 7,68 

124 A1LRZ33 - - - 0,51 

125 A1LRZ34 - - - 7,01 

126 T2LRZ14 - - - 0,37 

127 A2LRZ35 - - - 3,05 

128 T3LRZ17 - - - 5,81 

129 A3LRZ20 - - - 3,43 

130 A3LRZ21 - - - 0,51 

131 A2LRZ36 - - - 0,51 

Fonte: tabela elaborada pelo autor. 
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5.1.1 Fixação biológica de nitrogênio - FBN  

Dentre os cento e trinta e um isolados rizobacterianos avaliados, quarenta e dois (32,1%) 

foram capazes de crescer e formar película em meio de cultura semissólido livre de nitrogênio, 

como demonstrado na Figura 5.1, indicando o potencial de FBN. 

 

Figura 5. 1 Controle negativo (à esq.) e isolado positivo pra FBN (à dir.). A presença da película (indicada 

pela seta vermelha) mostra a realização de FBN pelo microrganismo. Sua falta (seta preta) indica a ausência dessa 

capacidade. Fonte: autor 

 

5.1.2 Produção de ácido indol acético  

Todos os isolados rizobacterianos avaliados foram capazes de produzir AIA, tornando 

a coloração do sobrenadante vermelho-rósea (Figura 5.2), com valores variando de 0,07 μg.mL-

1 até 134,1 μg.mL-1 (tabela 1). Os valores obtidos neste estudo foram comparados com os 

resultados obtidos por meio de curva padrão, calculada com base em doses conhecidas do 

hormônio sintetizado (Sigma), nas concentrações de 5, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 

μg.mL-1.  

 

Figura 5. 2 Quantificação de ácido indol acético em isolados positivos para a síntese. Fonte: autor. 
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5.1.3 Solubilização de fosfato  

Dos cento e trinta e um isolados rizobacterianos avaliados quanto à capacidade de 

solubilização de fosfato em meio sólido contendo CaHPO4, sessenta isolados apresentaram halo 

em torno das colônias (Figura 5.3) representando 45,8% do total de isolados testados e 

indicando o potencial de solubilização de fosfato pelos mesmos. Destes, foram selecionados os 

isolados que possuíam os halos mais robustos para a avaliação quantitativa da solubilização de 

fosfato, de acordo com Silva Filho e Vidor (2000), classificando os isolados em três classes: 

Isolados com baixo potencial de solubilização (ISF<2), com médio potencial de solubilização 

(2<ISF<3) e com alto potencial de solubilização (ISF>3). Os isolados T1LRZ1, T1LRZ6, 

T3LRZ4, A1LRZ4, A1LRZ7, A1LRZ14, A1LRZ22, A1LRZ32, A2LRZ8, A3LRZ2, A3LRZ5 

e A3LRZ11 apresentaram alto potencial de solubilização (ISF>3). Os isolados T3LRZ29, 

A1LRZ1, A1LRZ3, A1LRZ11, A2LRZ2 e A2LRZ7 potencial médio. O restante dos isolados 

apresentou baixo potencial. 

 

Figura 5. 3 Halo translúcido ao redor da colônia indica processo de solubilização de fósforo. Dc: diâmetro da 

colônia. Dh: diâmetro do halo. Fonte: Abreu (2016). 

 

5.2 Produção enzimática  

Devido a perdas no processo de armazenamento, foram avaliados quanto ao potencial 

de produção enzimáticas apenas cento e doze isolados. Foram considerados positivos aqueles 

que apresentaram halos de degradação característicos para cada enzima (Figura 5.4), conforme 

descrito no item 4.4.  
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Figura 5. 4 As setas indicam a atividade enzimática, com formação de halo; sendo A) produção de amilase, 

B) de celulase, C) de esterase, D) de lipase, E) de pectinase e F) de protease. Fonte: Machado (2015). 

 

Dentre os isolados bacterianos avaliados, quarenta e oito (42,9% dos isolados avaliados) 

apresentaram atividade amilolítica, quarenta e oito (42,9% dos isolados avaliados) 

apresentaram atividade celulolítica, cinquenta e três (47,3% dos isolados avaliados) 

apresentaram atividade esterolítica, trinta e um (27,7% dos isolados avaliados) apresentaram 

atividade lipolítica, para a atividade pectinolítica vinte e cinco (22,3% dos isolados avaliados) 

apresentaram atividade enzimática da poligalacturonase, quarenta e cinco isolados para pectato 

liase (40,2% dos isolados avaliados) e sessenta e oito (60,7% dos isolados avaliados) 

apresentaram atividade proteolítica conforme descrito na Tabela 5.2.  
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Tabela 5.2 Perfil enzimático dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. 
Nº do 

isolado 

Código do 

isolado 
Protease Lipase Esterase 

Pectato  

liase 

Poli-

galacturonase 
Celulase Amilase 

1  T1LRZ1 + - - - - - - 

2  T1LRZ2 + - - - - + - 

3  T1LRZ3 + - - + - - + 

4  T1LRZ4 + - - + - + + 

5  T1LRZ5 + + - + - + - 

6  T1LRZ6 - - - + - + - 

7  T1LRZ7 - + + + - - + 

8  T1LRZ8 + - - - - + + 

9  T1LRZ9 + + - + - + + 

10  T1LRZ10 + - + + - + + 

11  T1LRZ11 + - + + - + + 

12  T1LRZ12 + - + + - + + 

13  T1LRZ13 + - - - - + - 

14  T1LRZ14 - + + + + - + 
 

15  T1LRZ15 + - - - - + - 

16  T1LRZ16*        

17  T1LRZ17 + - + + - + + 

18  T1LRZ18 - - - - - - - 

19  T1LRZ19 + - + + + + + 

20  T1LRZ20 + - - - - + - 

21  T1LRZ21 + - + + + - + 

22  T1LRZ22 + + + + - - + 

23  T1LRZ23 + - - - - + - 

24  T1LRZ24 + - + + + + - 

25  T1LRZ25 + - - + + + - 

26  A1LRZ1 + + + + - - - 

27  A1LRZ2 - + - + - - - 

28  A1LRZ3 - - - - - - - 

29  A1LRZ4 - + + - - - - 

30  A1LRZ5*        

31  A1LRZ6*        

32  A1LRZ7 + - - - - - - 

33  A1LRZ8 - - + - - - - 

34  A1LRZ9 + - + + - - - 

Continua 
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Tabela 5.2: Perfil enzimático dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. 

(continuação) 

Nº do 

isolado 

Código do 

isolado 
Protease Lipase Esterase 

Pectato  

liase 

Poli-

galacturonase 
Celulase Amilase 

35  A1LRZ10 + - + - - - - 

36  A1LRZ11 + + + - - - - 

37  A1LRZ12*        

38  A1LRZ13 - - + - - - - 
 

39  A1LRZ14 - - + - - - - 

40  A1LRZ15 - - - - - + - 

41  A1LRZ16*        

42  A1LRZ17 + - - - + - - 

43  A1LRZ18*        

44  A1LRZ19 - + - + + + + 

45  A1LRZ20 - - - - - - - 

46  A1LRZ21 - - - - - - - 

47  T2LRZ1 + + - + + + - 

48  T2LRZ2 + - - + - + - 

49  T2LRZ3*        

50  T2LRZ4 + - - - - + - 

51  T2LRZ5 + - - + - - - 

52  T2LRZ6 + - - - - - - 

53  T2LRZ7 + - + + + - + 

54  T2LRZ8 + - + - + + - 

55  T2LRZ9 + + + - + + + 

56  A2LRZ1 - - - - - - + 

57  A2LRZ2 + - + - - - - 

58  A2LRZ3 + - - + - - - 

59  A2LRZ4*        

60  A2LRZ5 + - - - - - - 

61  A2LRZ6 + - - + - - + 

62  A2LRZ7 - + + + + - + 

63  A2LRZ8 + + + - - - - 
 

64  T3LRZ1*        

65  T3LRZ2 - + + - - - - 

66  T3LRZ3*        

67  T3LRZ4 + - - + - - - 

Continua 



42 

 

Tabela 5.2: Perfil enzimático dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. 

(continuação) 

Nº do 

isolado 

Código do 

isolado 
Protease Lipase Esterase 

Pectato  

liase 

Poli-

galacturonase 
Celulase Amilase 

68  T3LRZ5 - - - - - - - 

69  T3LRZ6*        

70  T3LRZ7 + + + - + + + 

71  T3LRZ8*        

72  T3LRZ9 + - + + + + + 

73  T3LRZ10 + - - - - + - 

74  T3LRZ11 + + + + + + + 

75  A3LRZ1*        

76  A3LRZ2 - - + - - - - 

77  A3LRZ3*        

78  A3LRZ4 - + + + + - + 

79  A3LRZ5 - + + - - - - 

80  A3LRZ6 + + - + + + - 

81  A3LRZ7 - - - - - - - 

82  A3LRZ8 - - - - - - + 

83  A3LRZ9 + - + - - + + 

84  A3LRZ10 + - + - - + + 

85  A3LRZ11 + + + - - - - 

86  T1LRZ26 + - - - - + - 

87  T1LRZ27 + - - - - + - 
 

88  T1LRZ28 + - + - + + + 

89  T1LRZ29 - - - - - - - 
 

90  T2LRZ10 - - + - - - - 

91  T2LRZ11 - + - + + + + 

92  T2LRZ12 - - - - - - - 

93  T3LRZ12 - - + - - - + 

94  T3LRZ13*        

95  T3LRZ14 + - + + - + + 

96  A1LRZ22 + + + + - + + 

97  A1LRZ23 - - - - + - - 

98  A1LRZ24 + - - + - + + 

99  A1LRZ25 + - - - - - - 

Continua 
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Tabela 5.2: Perfil enzimático dos isolados rizobacterianos associados a Solanum lycocarpum St. Hil. 

(continuação) 

Nº do 

isolado 

Código do 

isolado 
Protease Lipase Esterase 

Pectato  

liase 

Poli-

galacturonase 
Celulase Amilase 

100 A1LRZ26 - - - - - + + 

101 A1LRZ27 - - - - - - - 

102 A2LRZ29 - + + - - - - 

103 A2LRZ30 + - + + - + + 

104 A2LRZ31 - - - - - - - 

105 A2LRZ32 + - - + - + + 

106 A3LRZ16 + - + + - + + 

107 A2LRZ33 + - - + - + + 

108 A1LRZ29 - - + - + + + 

109 A3LRZ12 - - - - + - + 

110 A3LRZ13 - - - - - - - 

111 A3LRZ14 - + + + - - + 

112 A3LRZ15 - + + + + - + 
 

113 A1LRZ28 + + + + - + + 

114 A3LRZ17 + - + - - - - 

115 T2LRZ13 - + + - - - + 

116 T3LRZ15 - - + - - + + 

117 T3LRZ16 - - - - - - - '  

118 A1LRZ30 + - + - + + + 

119 A1LRZ31 - - - - - - - 

120 A1LRZ32 + + + - - - - 

121 A2LRZ34 - - - - - - - 

122 A3LRZ18 - - - - - - - 

123 A3LRZ19 + + + + + - + 

124 A1LRZ33*        

125 A1LRZ34 + - - - - - - 

126 T2LRZ14 + - - - - - - 

127 A2LRZ35 + + - + - - + 

128 T3LRZ17*        

129 A3LRZ20*        

130 A3LRZ21 + - + - - + + 

131 A2LRZ36*        

*Isolados perdidos durante o processo de armazenamento. 

Fonte: tabela elaborada pelo autor. 



44 

 

 

As porcentagens totais de atividade enzimática de todos os isolados rizobacterianos 

testados são apresentados na figura 5.5. 

 

Figura 5. 5 Perfil enzimático das rizobactérias associadas a Solanum lycocarpum st. Hil. Fonte: autor. 

 

5.3 Antagonismo contra fungos fitopatogênicos 

Dos cento e trinta e um isolados avaliados contra os fungos fitopatógenos, 50% 

apresentaram alguma atividade antagônica (Figura 5.6) contra o fungo FP1, 58% contra FP2, 

38% contra FP3, 40% contra FP4, 52% contra FP5, 61% contra FP6, 23% contra FP7, 46% 

contra FP8, 50% contra FP9, 31% contra FP10, 33% contra FP11, 47% contra FP12, 32% contra 

FP13 e 46% contra FP14. 

 

Figura 5. 6 Seleção massal, mostrando controle (no qual somente o micélio do fungo foi inoculado na placa, à 

esquerda de cada imagem) e tratamento (inoculação do fungo juntamente com os isolados bacterianos, à direita de cada 
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imagem), evidenciando atividade antagônica. A: Alternaria alternata. B: Sclerotinia sclerotiorium. C: Sphaceloma sp. D: 

Fusarium proliferatum. Fonte: autor. 

 

Os dez isolados que apresentaram atividade antagônica contra o maior número de 

fungos fitopatogênicos foram selecionados para a etapa de pareamento direto. Os resultados da 

porcentagem de inibição micelial são mostrados na tabela 5.3. 

 

Tabela 5.3 Porcentagem de inibição micelial (PIC) em %. Nas ordenadas, FP1: Sclerotinia 

sclerotiorium, FP2: Moniliophthora perniciosa, FP3: Fusarium solani, FP4: Fusarium oxysporum (ATTCC 

2163), FP5: Sphaceloma sp. (CNPUV 102), FP6: Ceratocystis paradoxa, FP7: Alternaria alternata, FP8: 

Fusarium proliferatum FP9: Colletotrichum sp., FP10: Fusarium verticillioides, FP11: Fusarium oxysporum 

(isolado de feijão), FP12: Fusarium oxysporum (isolado de algodão), FP13: Phytophthora sojae e FP14: 

Rhizopus microsporus. Na abscissa estão o código dos dez isolados selecionados para o teste. 

 

 T1LRZ14 A1LRZ4 A1LRZ19 A2LRZ7 T3LRZ7 T3LRZ9 A3LRZ5 A3LRZ11 A1LRZ30 A1LRZ32 

FP1 0,0 40,0 25,0 25,0 46,7 48,3 46,7 33,3 46,7 43,3 

FP2 1,3 32,9 45,4 1,3 34,9 42,8 42,8 40,8 46,7 42,8 

FP3 36,4 46,6 49,5 43,2 49,0 49,5 44,7 49,0 47,6 47,6 

FP4 21,1 35,5 21,1 27,0 32,9 49,3 46,7 46,7 46,7 41,4 

FP5 33,3 45,0 30,0 50,0 46,7 45,0 41,7 41,7 45,0 50,0 

FP6 0,0 40,0 25,0 25,0 46,7 48,3 46,7 33,3 46,7 43,3 

FP7 34,4 43,8 43,8 46,9 36,3 6,3 47,5 43,8 49,4 45,6 

FP8 25,0 43,3 33,3 36,7 45,0 50,0 41,7 46,7 48,3 50,0 

FP9 43,3 33,3 36,7 45,0 40,0 45,0 41,7 48,3 46,7 48,3 

FP10 40,8 36,7 41,7 41,7 50,0 43,3 38,3 31,7 48,3 41,7 

FP11 43,3 33,3 36,7 45,0 40,0 45,0 41,7 48,3 46,7 48,3 

FP12 16,7 46,7 50,0 45,0 16,7 33,3 48,3 41,7 48,3 38,3 

FP13 21,1 47,4 47,4 11,2 29,6 29,6 49,3 29,6 25,7 46,7 

FP14 21,1 47,4 47,4 11,2 29,6 29,6 49,3 29,6 25,7 46,7 

Fonte: tabela elaborada pelo autor. 

 

5.4 Antibiose frente a patógenos de interesse clínico 

 Vinte e seis isolados foram avaliados quanto ao potencial de antibiose frente à 

Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Foram considerados positivos os 

isolados bacterianos que apresentaram halo de inibição visível nas placas-teste (Figura 5.7). 
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Figura 5.7 Antibiose de Bacillus subtilis contra Escherichia coli, evidenciada pelo halo em volta do bloco de 

gelose indicado pela seta vermelha. Fonte: autor. 

 

Destes, dois isolados (7,7% do total de isolados testados) apresentaram antibiose contra 

C. albicans, três (11,5%) contra S. aureus e doze (46%) contra E. coli, como mostrado na Tabela 

5.4. 

 

Tabela 5.4 Antibiose contra patógenos de interesse clínico 

 

Código 

do 

isolado 

Staphylococcus 

aureus  

Candida 

albicans  

Escherichia 

coli  

T1LRZ14  - - - 

A1LRZ4  + + + 

A1LRZ15  - - - 

A1LRZ19  - - + 

A2LRZ2  - - - 

A2LRZ7  - - - 

T3LRZ7  - - + 

T3LRZ9  - - + 

Continua 
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Tabela 5.4: Antibiose contra patógenos de interesse clínico (continuação) 

 

Código do 

isolado 

Staphylococcus 

aureus 

Candida 

albicans 

Escherichia 

coli  

A3LRZ2  - - - 

A3LRZ5  - - + 

A3LRZ11  - - + 

T2LRZ11  - - - 

A1LRZ22  - - - 

A1LRZ25  - - - 

A1LRZ27  - - - 

A2LRZ29  - - - 

A2LRZ30  - - + 

A3LRZ16  - - + 

A3LRZ15  - - - 

A1LRZ28  - - - 

A3LRZ17  - - - 

A1LRZ30  + - + 

A1LRZ31  - - - 

A1LRZ32  + + + 

A3LRZ19  - - + 

A2LRZ35  - - + 

Fonte: tabela elaborada pelo autor. 

 

5.5 Sequenciamento 

Sete isolados foram sequenciados e identificados, após amplificação da sequência do 

gene 16S rDNA (Figura 5.8) pelo critério de melhor desempenho nos ensaios de promotores de 

crescimento vegetal.  
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Figura 5.8 Gel de confirmação da amplificação do fragmento do gene 16S, indicados pelas setas. Fonte: 

autor. 

 

As sequências obtidas foram comparadas com sequências do GenBank através do 

programa BLASTn (NCBI – www.ncbi.nih.gov). As linhagens correspondentes são mostradas 

na Tabela 5.5. 

 

Tabela 5.5 Identificação dos melhores isolados por sequenciamento parcial do gene 16S 

 

Código do 

isolado 

bacteriano 

Espécie 

A3LRZ11 Burkholderia territorii 

A1LRZ27 Microbacterium lemovicicum 

T3LRZ7 Bacillus subtilis 

A2LRZ35 Bacillus toyonensis 

A2LRZ2 Bacillus toyonensis 

A2LRZ30 Bacillus bingmayongensis 

A1LRZ22 Bacillus marcorestinctum 

Fonte: tabela elaborada pelo autor. 

 

http://www.ncbi.nih.gov/


49 

 

6. DISCUSSÃO  

 

6.1 Ensaios de promoção de crescimento por mecanismos diretos 

Rizobactérias já são descritas como promotoras de crescimento vegetal devido à 

capacidade em fixar nitrogênio atmosférico, solubilizar fosfato e produzir auxinas (VERMA; 

LADHA; TRIPATHI, 2001; BRADER et al., 2014; GUPTA et al., 2015; BATISTA et al., 

2018). 

Diante de um grande número de isolados rizobacterianos obtidos, o presente estudo foi 

baseado em técnicas in vitro para a seleção de linhagens promissoras para promoção de 

crescimento e produção de enzimas. Tais técnicas fornecem uma base para a seleção inicial de 

bactérias promotoras de crescimento de plantas e que poderão ser utilizadas testes futuros sob 

condições in vivo (CASTRO, 2011; SILVA, 2015; BATISTA et al., 2018).  

Na agricultura, a FBN é explorada e se encontra comercialmente disponível para muitas 

culturas, como a soja, o feijão e o milho, na forma de inoculantes. Estima-se uma economia 

mundial de US$ 6 bilhões anuais pela exploração da FBN em substituição à adubação 

nitrogenada mineral (BRASIL, 2017). A utilização dessas bactérias na agricultura possibilita, 

também, a viabilização de reflorestamentos e minimiza impactos ambientais decorrentes da 

utilização destes agroquímicos, como contaminação de águas superficiais e subterrâneas pela 

lixiviação de nitrato (BARBIERI et. al., 1998; RAMBO et al., 2004).  

No presente estudo foi constatado que 32,1 % dos isolados bacterianos avaliados 

apresentaram a capacidade de fixar nitrogênio (Tabela 5.1), pela formação de película em meio 

semissólido de NFb devido à migração das colônias fixadoras para a localização onde o 

oxigênio dissolvido não prejudica a atividade na nitrogenase, sensível a este elemento. 

(BRASIL, 2005; PELZER, 2010).  

Szilagyi-Zecchin et al., (2014), avaliaram sete isolados bacterianos endofíticos 

associados ao milho, onde todos os isolados apresentaram resultado positivo para a formação 

de película em meio NFb semissólido, sendo um dos gêneros Enterobacter e seis do gênero 

Bacillus. Em estudos realizados por Machado (2015) com bactérias rizosféricas associadas ao 

pinhão-manso foram encontradas dez linhagens de Bacillus sp. com habilidade de fixar 

nitrogênio in vitro. Linhagens bacterianas tais como Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, e 

Pseudomonas têm sido isoladas da rizosfera e também de raízes e partes aéreas do pinhão-

manso. Tais gêneros vêm sendo relatado de forma recorrente como fixadores de nitrogênio 

(AHEMAD e KIBRET, 2014; MOREIRA et al., 2010; XIE e YOKOTA, 2005), corroborando 

com os gêneros encontrados neste estudo. 
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Mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera são aptas a produzir o ácido indol 

acético (AIA) a partir do precursor triptofano presente nos exsudatos liberados pelas raízes, 

estimulando a síntese de auxinas na rizosfera (GRAÇAS et al., 2015). No presente estudo foi 

observado que todas as rizobactérias avaliadas foram capazes de sintetizar o AIA, destacando-

se os isolados A1LRZ14, A1LRZ4, A1LRZ7 e T1LRZ1 com valores de 134,1 μg.mL-1, 108,7 

μg.mL-1, 106,7 μg.mL-1 e 106.mL-1, respectivamente. 

Não se conhece uma faixa de quantidade de AIA benéfica ou tóxica que seja comum à 

todas as plantas e o efeito dessas quantidades pode ser variável (TAIZ e ZAIGER, 2009).  

Batista et al. (2018) isolou duas linhagens da rizosfera do guaraná, uma de Bacillus sp. 

(produzindo 67,4 μg.mL-1) e outra de Burkholderia sp. (produzindo 175 μg.mL-1) sendo que 

ambas foram capazes de promover o crescimento do milho. Etesami, Alikhani e Hosseini 

(2015) discorreram sobre rizobactérias promotoras de crescimento vegetal encontradas na 

rizosfera, rizoplano e nichos endofíticos que podem produzir AIA e apoiar o crescimento das 

plantas. Machado (2015) relatou sobre duas linhagens de Bacillus sp. produzindo valores de 

47,07 μg.mL-1 e 48,45 μg.mL-1, respectivamente, e duas linhagens de Microbacterium sp. com 

valores de 51,90 μg.mL-1 e 56,34 μg.mL-1, respectivamente, evidenciando novamente a 

confiabilidade dos gêneros identificados no presente estudo. 

Entre os gêneros bacterianos que são conhecidos pela capacidade de solubilização de 

fosfato inorgânico, estão os gêneros Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, 

Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, 

Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus e Serratia (VERMA; LADHA, 2001; GRAÇAS et al., 

2015). 

Machado (2015) avaliou linhagens bacterianas endofiticas, isoladas do pinhão-manso, 

pertencentes ao gênero Bacillus e Citrobacter e essas linhagens mostraram um alto índice de 

solubilização de fosfato. Andrade (2012), relata seis diferentes espécies de Bacillus sp. capazes 

de solubilizar fosfato de cálcio com índices de solubilização de fosfato (ISF) variando de 0,42 

a 2,28. Chauhan et al. (2013) avaliaram, in vivo, o efeito positivo de quatro linhagens de 

rizobactérias solubilizadoras de fosfato (dos gêneros Bacillus sp. e Pseudomonas sp.) sobre o 

desenvolvimento de cana-de-açúcar pelo aumento da germinação (55 %), número de colmos 

(20 %), altura (18 %), circunferência e peso de colmos (8 e 51 %, respectivamente), 

produtividade (39 %) e a porcentagem de açúcares disponíveis (6 %), quando comparados ao 

controle. 

A importância das bactérias solubilizadoras de fosfato não está apenas no fato de 

contribuir para o crescimento das plantas, mas também para reduzir a necessidade ou maximizar 
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o uso de fertilizantes manufaturados (QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014). No presente 

estudo, 45,8 % dos isolados avaliados foram positivos para o ensaio de fosfato qualitativo e 12 

isolados (9,2 %) apresentaram alto potencial de solubilização (ISF>3) (entre eles, os isolados 

identificados pertencentes aos gêneros Bacillus, Burkholderia e Microbacterium sp.) 

demonstrando, assim, seu potencial uso na agricultura. 

 

6.2 Ensaios enzimáticos 

A produção de enzimas microbianas é considerada um dos principais setores da atual 

biotecnologia industrial (ORLANDELLI et al., 2012). Bonatelli (2012) analisou bactérias 

endofíticas isoladas de guaranazeiro da Amazônia para atividade enzimática e verificou um 

total de 13,4 % dos isolados produzindo amilases, 14,8 % celulases, 19,9 % lípases, 20,8 % 

esterases, 22,7 % pectinases e 44 % proteases. Para efeitos de comparação, neste estudo a 

atividade de amilase apareceu em 42,9 % dos isolados avaliados; de celulase, em 42,9 %; 

esterase, 47,3 %; de lipase, 27,7 %; de poligalacturonase, 22,3 %; de pectato liase; 40,2 %; e, 

por fim, 60,7 % dos isolados avaliados apresentaram atividade proteolítica.  

Vários gêneros como Aeromonas, Acinetobacter Bacillus, Burkholderia, Lactobacillus, 

Micrococcus, Propionibacterium, Pseudomonas, Staphylococcus e Streptococcus têm se 

destacado na produção de lipases (LUZ et al., 2016; LIU e KOKARE, 2017; PAMPHILE et al., 

2017; PÉREZ et al., 2019), corroborando com o estudo, já que as linhagens de Bacillus subtilis 

e Burkholderia territorii demonstraram essa atividade enzimática. 

As α-amilases secretadas por bactérias são mais termoestáveis que as de origem fúngica, 

sendo as secretadas pelo gênero Bacillus as mais termoestáveis, aumentando ainda mais a sua 

aplicabilidade industrial (DELATORRE et al., 2010). No presente estudo, foi encontrada uma 

linhagem de B. subtilis que demonstrou atividade amilolítica e que se mostra interessante para 

estudos mais profundos. 

O presente estudo do perfil enzimático, in vitro, da microbiota rizosférica associada à 

lobeira revelou que dentre as cento e doze rizobactérias avaliadas, noventa e nove (88,4 %) 

foram capazes de mostrar pelo menos algum tipo das atividades enzimáticas testadas (Tabela 

5.2), evidenciando a utilidade de rizobactérias encontradas no Cerrado como fonte de 

bioprospecção de enzimas de interesse industrial, clínico e agrícola, sendo interessante o estudo 

mais aprofundado dessas enzimas, isolando-as, purificando-as e testando-as em parâmetros 

específicos e sob diversas condições, para verificação da aplicabilidade biotecnológica. 

 

6.3 Antagonismo a fungos fitopatogênicos 
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Cerca de 85 % das doenças que atingem culturas de grande importância econômica são 

causadas por fungos (ZAMBOLIM, 2016). O gênero Fusarium compreende um grande e 

heterogêneo grupo de fungos que provoca doenças em diversas plantas, tais como a soja 

(Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum) e feijão (Phaseolus vulgaris), reduzindo tanto a 

qualidade como a quantidade dos seus produtos sendo, portanto, economicamente prejudicial 

(MATARESE et al., 2012). Mendes et al. (2007) discorreu sobre bactérias endofíticas do 

gênero Burkholderia, isoladas de cana-de-açúcar que inibiam o crescimento de Fusarium 

verticillioides; estudos in vitro demonstraram a atividade antagonista de Bacillus subtilis, um 

dos isolados obtidos neste estudo, contra o mesmo fitopatógeno (FIGUEIREDO et al., 2010). 

O uso de Bacillus subtilis, foi eficiente para o controle de F. oxysporum em Cicer 

arietinum L. (grão-de-bico), in vivo (MORADI et al., 2012) e F. solani em Lycopersicon 

esculento L. (tomate), in vitro e in vivo (MORSY et al., 2009). Maciel et al., (2014) relatou 

uma linhagem do gênero B. subtilis (UFV3918) promissora no biocontrole in vivo de F. 

sambucinum. Em estudos realizados por Abdalla et al. (2014), foram encontrados vinte e sete 

isolados de Bacillus com capacidade antagônica contra o fitopatógeno A. alternata. 

Várias espécies de Bacillus são descritas como antagonistas de fungos fitopatogênicos 

podendo ser usadas em programas de controle biológico (JUNIOR et al., 2002; VIEIRA et al., 

2016; FANTINEL et al., 2018). O gênero Bacillus apresenta grandes vantagens à outros 

gêneros bacterianos por seu rápido crescimento, sua ausência de patogenicidade (na maioria 

das espécies) e sua capacidade de formar esporos termotolerantes resistentes contra variações 

de pH, a agroquímicos, fertilizantes e ao tempo de estocagem permitindo, portanto, sua 

utilização na formulação de bioprodutos estáveis e viáveis (BACKMAN; WILSON; 

MURPHY, 1997; BATISTA et al., 2018). 

No presente estudo, os isolados identificados como Bacillus subtilis (código T3LRZ7) 

e Burkholderia territorii (código A3LRZ11) demonstraram ótimos resultados de inibição 

micelial dos fungos fitopatogênicos testados (Tabela 5.3). 

 

6.4 Antibiose a patógenos clínicos 

O uso indevido de antibióticos, em termos de aplicação e dosagem, é um fator que 

contribui para o desenvolvimento linhagens de patógenos resistentes à medicamentos. O 

desafio no desenvolvimento de novos antibióticos eficazes contra estes patógenos é identificar 

novos compostos que possam neutralizar as funções de efluxo (LIN et al., 2015).  

No presente estudo, o isolado identificado como Burkholderia teritorii apresentou 

antibiose contra E. coli, sendo que esse gênero demonstra um potencial biotecnológico 
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significativo como fonte de novos antibióticos e metabólitos secundários bioativos já descritos 

pela literatura (DEPOORTER et al., 2016). Muthulakshmi e Uma (2019), estudaram a atividade 

antimicrobiana de nanopartículas de prata produzidas por Bacillus subtilis contra diversos 

patógenos multirresistentes à antibióticos, obtendo resultados positivos contra E. coli e S. 

aureus, corroborando com os resultados apresentados pela linhagem de B. subtilis isolada neste 

trabalho. 

Bactérias rizosféricas e endofíticas de plantas medicinais do Cerrado constituem um 

grande reservatório de biodiversidade, mas não existem muitos estudos avaliando o potencial 

destes microrganismos para a produção de novos antibióticos, apesar de se saber que várias 

espécies já descritas como produtoras de compostos bioativos possam ser encontradas neste 

nicho (PIZA et al., 2015; PIZA et al., 2016; LACAVA  SOUSA, 2016). Com os resultados 

obtidos, destacando-se isolados que demonstraram antibiose frente aos três patógenos avaliados 

que são comumente associados a infecções hospitalares, espera-se estimular trabalhos mais 

aprofundados nessa linha de pesquisa, até mesmo com estes isolados, de forma a desenvolver 

soluções para este grande problema da saúde mundial. 
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7. CONCLUSÕES 

As bactérias pertencentes aos gêneros Bacillus , Burkholderia e Microbacterium 

isoladas da rizosfera de Solanum lycocarpum st. Hil. possuem potencial in vitro para a 

promoção do crescimento vegetal tanto direto quanto indireto (antagonismos);  

Do total de cento e doze isolados avaliados, 88,4 %  mostraram algum tipo de atividade 

enzimática, destacando-se as atividades de protease, amilase, esterase e celulase que ocorreram 

em mais de 40% dos isolados; 

Neste estudo foram obtidos isolados capazes de mostrar antibiose contra C. albicans, S. 

aureus e E. coli, patógenos frequentemente encontrados em infecções hospitalares.  
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