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RESUMO -  A necessidade de obter mudas saudáveis e evitar a perda de culturas por doenças é 

uma das principais preocupações dos produtores de alface. O uso de rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas pode ser uma alternativa bem sucedida para aumentar a produção agrícola. 

As RPCPs produzem metabólitos que estimulam o crescimento da planta, destacando-se o HCN e 

indóis, e que são capazes de solubilizar fosfato. Além disso, exercem papel fundamental no 

controle biológico, já que produzem antibióticos e sideróforos que inibem o crescimento de 

patógenos, resultando em produtos mais saudáveis e sem o uso de agrotóxicos. Pseudomonas, 

principalmente as do grupo fluorescente, já vêm sendo estudadas no cultivo de alimentos, mas 

pouco se sabe sobre sua ação específica, uma vez que beneficiam mudas de hortaliças, como a 

alface. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se isolados de Pseudomonas spp. 

produzem indóis, HCN e/ou solubilizam fosfato que beneficiem a planta com a qual interagem em 

testes in vitro e avaliar rizobactérias em mudas de alface, em testes em casa de vegetação. 
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ABSTRACT - The need for healthy seedlings and prevent loss of crops due to diseases is a major 

concern for producers of lettuce. The use of plant growth-promoting rhizobacteria can be a 

successful alternative to increase agricultural production. The PGPRs produce metabolites which 

stimulate plant growth, HCN and standing out indoles, and are able to solubilize phosphate, besides 

exerting role in biological control, since they produce siderophores and antibiotics which inhibit the 

growth of pathogens, resulting in more products healthy and without the use of pesticides. 

Pseudomonas, especially the fluorescent group, have been studied in growing food, but little is 

known about their action benefiting seedlings of vegetables, such as lettuce. Thus, the aim of this 

study was to determine whether isolates of Pseudomonas spp. produce indoles, HCN and / or 

solubilize phosphate that benefit the host plant in vitro tests and evaluate rhizobacteria in lettuce 

seedlings in greenhouse tests. 
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1 INTRODUÇÃO 

O cultivo e comercialização de alface (Lactuca sativa) são bem sucedidos em todo o mundo, 

inclusive no Brasil, principalmente no inverno, onde a produção é maior (Fernandes et al., 2002). 

Mediante o cultivo, é imprescindível a obtenção de mudas com boa qualidade, para que se 

obtenham plantas sadias, com boa aparência e número de folhas adequado e para melhor 

apreciação dos consumidores (Bezerra et al., 2005). 

A maior preocupação dos produtores de hortaliças tem sido as perdas de plantas por 

doenças. Uma das alternativas para se obterem plantas sadias é a obtenção de mudas sadias. 

Nesse contexto o uso de microrganismos benéficos como as rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (RPCPs) é uma alternativa viável, além de se enquadrar na busca por 

produtos com uso reduzido de agrotóxicos (Berg, 2009).  

As rizobactérias, como o próprio nome já diz, habitam a região do solo sob influência da 

raiz, a rizosfera, e em alguns casos podem promover o crescimento das plantas sem estabelecer 

com elas relações simbióticas (Kloepper et al., 1980). Dentre os gêneros de microrganismos 

rizosféricos estão Bacillus, Azospirillum e Pseudomonas. A este último pertence o grupo 

fluorescente. Esses microrganismos são capazes de estimular o crescimento vegetal pela 

disponibilidade de nutrientes para as plantas, além da solubilização de fosfato inorgânico e 

mineralização de fosfato orgânico e produção de outros compostos (Bhattacharyya & Jha, 2012). 

Rizobactérias já foram relatadas não só em alface, mas também em várias outras culturas com 

grande eficácia, como cebola (Harthmann et al., 2010), milho (Pedrinho et al., 2010), pepino (Melo 
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et al., 1995), tomate (Peixoto, 1997), eucalipto (Mafia et al., 2009), plantas cítricas (Freitas et al., 

2004), entre outras. 

O benefício oferecido pelo uso de Pseudomonas spp. como RPCP ainda vem sendo pouco 

explorado na produção de mudas, mas já é comprovada sua eficiência no desenvolvimento de 

plantas. São influenciadas pelo substrato e pelo ambiente no qual se desenvolveram, 

principalmente na rizosfera (Freitas et al., 2004). A promoção de crescimento pode ser 

desencadeada pela produção de fitormônios como o ácido indol-acético, além de produzir 

compostos voláteis, como o ácido hidrocianídrico (HCN), que atua no controle biológico de 

fitopatógenos (Beyeler et al., 1999). 

O objetivo deste trabalho foi verificar se isolados pertencentes ao grupo fluorescente do 

gênero Pseudomonas produzem indóis, HCN e/ou solubilizam fosfato, e avaliar o efeito dessas 

rizobactérias em mudas de alface, em experimentos realizados em casa de vegetação.  

2 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos in vitro e in vivo foram realizados com isolados de rizobactérias 

pertencentes à coleção de microrganismos do Instituto Agronômico, em Campinas (SP). 

2.1 Testes in vitro 

Foram realizados testes para verificar a capacidade de produzir metabólitos que podem ser 

benéficos às plantas. Para o teste de produção de ácido cianídrico (HCN), a metodologia utilizada 

foi a descrita por Bakker & Schippers (1987), onde a produção do ácido é visualizada pela 

mudança de cor do papel filtro de amarelo para laranja.  Já para o teste de produção de indóis, o 

método utilizado foi o descrito por Bric et al. (1991), onde a formação de um halo rosado em volta 

da colônia caracteriza o isolado como produtor. Para avaliar a capacidade de solubilizar fosfato, foi 

utilizada a metodologia proposta por Katznelson & Bose (1959), onde os isolados com essa 

capacidade apresentam halo transparente ao redor da colônia. 

2.2 Teste in vivo 

As suspensões bacterianas utilizadas como inóculo foram obtidas da seguinte forma: os 

isolados bacterianos foram mantidos em meio de cultura B de King líquido, por 24 horas, para 

multiplicação do inóculo. Depois as suspensões bacterianas foram centrifugadas e transferidas 

para solução de MgSO4.7H2O 0,01 mol L-1. A estimativa do número de células bacterianas contidas 

na suspensão foi feita pela contagem do número de unidades formadoras de colônias – UFCs. 
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Produção de mudas: sementes de alface crespa (cv. Verônica) foram semeadas em 

bandejas com 200 células, em substrato comercial. Após 7 dias, inocularam-se 4 mL da suspensão 

bacteriana de diferentes isolados de rizobactérias em cada célula. Entre 15-20 dias após a 

inoculação, as mudas de alface foram colhidas. As raízes foram separadas da parte aérea depois 

de lavadas; ambas as partes foram pesadas para obtenção de massa de matéria fresca.  

Os experimentos em casa de vegetação foram divididos em quatro experimentos distintos, 

sendo que no primeiro foram testados cinco isolados (LP16, LP17, LP22, LP25 e LP47). No 

segundo experimento, foram testados dez isolados (MP1, M2, M4, M5, M14, M15, M16, M17, M23 

e M32). No terceiro experimento, foram oito isolados testados (Ps871B, PsC13, 136RN, E21G1, 

Ps141A, Ps51A, Ps21A, Ps60B). No quarto experimento, foram testados sete isolados (M23, M32, 

M39, M41, M42, M44, M45). O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com cinco 

repetições, com parcelas compostas por cinco plantas. Cada experimento continha um controle 

que constituído por plantas sem inóculo. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

e as médias foram comparadas por meio do teste de Skott-Knott a 5 % de probabilidade. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Testes in vitro 

Esses testes qualitativos indicam a produção ou não dos metabólitos (Tabela 1). A 

produção de HCN pelas rizobactérias, visualizado por mudar a cor do papel de filtro (Figura 1- a2) 

pode inibir o crescimento de patógenos e assim promover o crescimento das plantas (Luz, 1996). A 

produção de indóis, caracterizado pela formação de um halo avermelhado na membrana (Figura 1- 

b2), nos testes in vitro, pode estimular o crescimento de raízes e caules, pelo alongamento de 

células recém-formadas nos meristemas (Taiz & Zeiger, 2010). Já no teste de solubilização de 

fosfato, os isolados com essa característica (Figura 1-c2) podem aumentar o crescimento das 

plantas, in vivo, uma vez que torna esse elemento disponível (Taiz & Zeiger, 2010). 

 
Figura 1. Ausência (a1) e produção (a2) de HCN; ausência (b1) e produção de Indóis (b2); isolados que não 
solubilizam (c1) e isolados que solubilizam fosfato (c2) 
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Tabela 1. Testes de produção (+) ou não (-) de metabólitos por isolados de Pseudomonas spp. 

Isolado      HCN      Indóis Solub. Fosfato Isolado     HCN     Indóis Solub. Fosfato 

LP16 + + - M32 - - + 

LP17 + - + M39 - - + 

LP22 + - + M41 - + + 

LP25 + - + M42 - - - 

LP47 + + + M44 - - - 

MP1 + - - M45 - + + 

M2 + - + Ps51A - + + 

M4 - - - Ps871B + + + 

M5 - - - PsC13 - + + 

M14 - + - 136RN + + + 

M15 - - + E21G1 - - + 

M16 - + + Ps21A - + + 

M17 - + + Ps60B + - + 

M23 - + - Ps141A - + + 

 

3.2 Testes in vivo 

De acordo com a figura 2, é possível observar as diferenças de promoção de crescimento 

de diversos isolados, comparados com o tratamento controle. No experimento I, todos os isolados 

(LP16, LP17, LP22, LP25 e LP47) promoveram crescimento da parte aérea, mas não houve 

diferença de nenhum tratamento para a raiz. 

Já no experimento II, apenas os isolados M2, M14 e M15 promoveram crescimento de toda 

a planta, tanto da parte aérea quanto da raiz, enquanto os tratamentos MP1 e M5 apresentaram 

crescimento somente na parte radicular. Os outros isolados testados (M4, M16, M17, M23 e M32) 

não se diferenciaram da testemunha neste experimento, de acordo com a análise estatística. No 

experimento III, os isolados que se destacaram na promoção de crescimento foram o Ps871B, 

PsC13, Ps51A, Ps21A e Ps60B, havendo diferença de massa de matéria fresca da parte aérea e 

das raízes das mudas de alface, diferente do tratamento Ps141A, que apenas resultou em 

crescimento da parte aérea. Os isolados 136RN e E21G1 mostraram-se iguais ao tratamento 

controle ao serem analisados estatisticamente.  

No quarto e último experimento, somente o isolado M23 se apresentou como promotor de 

crescimento da planta inteira, já que é possível observar a diferença de matéria fresca entre esse 

isolado e o controle. O isolado M32 também resultou em diferença no crescimento da planta, mas 

somente na parte aérea. Os demais tratamentos (M39, M41, M42, M44 e M45) não apresentaram 

nenhuma diferença em relação ao peso da planta testemunha. 
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Figura 2. Massa de matéria fresca (mg) de mudas de alface cultivadas bandejas com substrato comercial, 

tratadas com isolados de rizobactérias, do gênero Pseudomonas. 
* 

Médias seguidas por letras iguais não 

diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade. 

 

Sendo assim, é possível sugerir que os isolados Ps871B, PsC13, Ps51A, Ps21A e Ps60B 

apresentaram diferenças em comparação com o controle por serem produtores de indóis, 

característica essa observada também em trabalho realizados por Rosas et al. (2009). 

Dos 28 isolados testados em experimentos in vitro e in vivo, 24 são produtores de 

metabólitos benéficos ao desenvolvimento de plantas de alface e 18 promoveram crescimento da 

parte aérea e/ou das raízes de alface. Esses metabólitos podem ser produzidos por diferentes 

espécies de rizobactérias e podem beneficiar o desenvolvimento de diversas culturas entre elas a 

alface (Lucy, et al., 2004; Henkes et al., 2011). 

 

4 CONCLUSÃO 

- Os isolados pertencentes ao grupo fluorescente do gênero Pseudomonas são capazes de 

produzir indóis, HCN e solubilizar fosfato; 

- Os isolados testados, pertencentes à coleção de rizobactérias do Laboratório de 

Microbiologia do Solo, são capazes de promover o crescimento de mudas de alface. 
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