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DIVERSIDADE GENÉTICA, DENSIDADE POPULACIONAL E 

POTENCIAL DE PROMOÇÀO DE CRESCIMENTO DE RIZOBACTÉRIAS 

ASSOCIADAS AO CACAUEIRO

Autor: Augusto César Moura da Silva

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: O objetivo desse trabalho foi estudar a densidade populacional e a 

diversidade genética de bactérias da rizosfera do cacaueiro, bem como avaliar o 

potencial das rizobactérias na promoção de crescimento de mudas desta cultura. 

A densidade populacional de bactérias do gênero Pseudomonas é maior nas 

raízes da planta, enquanto a do gênero Bacillus é maior no solo. A caracterização 

fisiológica revelou que, dos isolados testados, 17,5 % apresentaram atividade 

quitinolítica, 6,4 % apresentaram atividade xilanolítica, 88,9 % produziram ácido 

indolacético e 85,7 % solubilizaram fosfato inorgânico. Nenhum isolado produziu 

celulase. O estudo de diversidade genética por PCR-RAPD e a identificação das 

rizobactérias através do sequenciamento do gene hsp60 revelaram grande 

variabilidade genética e a presença de representantes das famílias 

Pseudomonadaceae (Pseudomonas spp.), Enterobacteriaceae (Enterobacter

spp., Klebisiella spp., Pantoea spp. e Serratia spp.), Flavobacteriaceae

(Flavobacterium spp.) e Bacillaceae (Bacillus spp.) associadas à rizosfera do 

cacaueiro. A avaliação da promoção de crescimento de mudas 60 dias após a 

inoculação das sementes com isolados bacterianos mostrou haver efeitos 

benéficos ou deletérios, dependendo do isolado testado, apenas no plantio em 

solo, não sendo detectado efeitos no plantio em substrato Plantmax®. Houve 

aumento significativo na matéria seca da raiz para 17 isolados testados em solo, 

obtendo-se até 91,8 % de incremento. Estes isolados bacterianos apresentam 

potencial para promoção de crescimento de mudas de cacau em solo.

Palavras-chave: hsp60, PCR-RAPD, promoção de crescimento, 

Theobroma cacao.



   

GENETIC DIVERSITY POPULATION DENSITY AND POTENTIAL FOR 

GROWTH PROMOTION OF RHIZOBACTERIA ASSOCIATED TO 

CACAO

Author: Augusto César Moura da Silva

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: The objective of this work was to study the population densities, 

genetic diversity and the potential of cacao rhizobacteria to promote growth on 

cacao seedlings. The population density of bacteria from the genus Pseudomonas

is higher on roots, while Bacillus is higher in the soil. Bacterial physiological

characterization indicated that among the tested isolates, 17.5 % presented 

chitinolytic activity, 6.4 % presented xilanolytic activity, 88.9 % produced 

indolacetic acid, and 85.7 % solubilized inorganic phosphate. These isolates did 

not present celulolytic activity. The genetic diversity study, through PCR-RAPD 

and the identification through hsp60 gene sequence analyses demonstrated high 

genetic variability and the presence of bacteria from the following families: 

Pseudomonadaceae (Pseudomonas spp.), Enterobacteriaceae (Enterobacter

spp., Klebisiella spp., Pantoea spp., and Serratia spp.), Flavobacteriaceae

(Flavobacterium spp.), and Bacillaceae (Bacillus spp.). The evaluation of seedling 

growth promotion, 60 days after seed inoculation with rhizobacteria isolates, 

promoted beneficial and deleterious effects on plant growth, depending on the 

isolate tested, and only for seedlings grown in soil, with no effect on seedlings 

grown in Plantmax® potting mix. There was a significant increase in root dry 

weight matter for 17 isolates tested in soil, with increments of root dry matter

reaching 91.8 %. These bacteria isolates presented a potential for growth 

promotion of cocoa seedlings.

Key-words: hsp60, PCR-RAPD, growth promotion, Theobroma cacao



   

INTRODUÇÃO

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta perene, arbórea, típica de 

clima tropical e nativa da região da floresta úmida da América (SOUZA & DIAS, 

2001). Do fruto do cacaueiro se extraem sementes que após sofrerem 

fermentação, transformam-se em amêndoas, das quais se obtêm produtos como 

a manteiga de cacau e o chocolate.

A principal zona produtora de cacau do Brasil está localizada na região sul 

baiana. Nos últimos anos, essa cultura vem sofrendo grandes danos em função 

da ação do fitopatógeno Moniliophthora perniciosa (AIME & PHILLIPS-MORA, 

2005), fungo causador da doença vassoura de bruxa. Desde a sua chegada à 

Bahia no final da década de 1980 (PEREIRA et al., 1989), essa doença tem se 

disseminado rapidamente, provocando uma diminuição de aproximadamente 60 

% na produção do cacau que, associada aos baixos preços do produto no 

mercado internacional, fez com que as divisas geradas com a cultura diminuíssem 

drasticamente (SANTOS FILHO et al., 1998). Também tem se observado, em 

menor escala, reduções na produção devido à doença podridão-parda do 

cacaueiro, ocasionada pela ação de quatro espécies do gênero Phytophthora: P. 

capsici, P. palmivora, P. citrophthora e P. heveae (LUZ & SILVA, 2001).

            Para tentar recuperar a cacauicultura regional, algumas medidas vêm 

sendo recomendadas pela CEPLAC (Comissão Executiva do Plano da Lavoura 

Cacaueira), dentre as quais se destacam a substituição de plantas susceptíveis 

por clones tolerantes à vassoura de bruxa e a condução de podas de limpeza nos 

plantios de cacau (ALBUQUERQUE, 2006). Nos últimos anos, algumas 

estratégias como o controle biológico vem se tornando uma importante alternativa 

no combate a diversos fitopatógenos associados a culturas de importância 

econômica (MENEZES, 2006). Nesse contexto, o conhecimento e aproveitamento 

das interações benéficas entre as plantas e os microrganismos do solo são de 



   

fundamental importância, principalmente no processo oneroso de produção de 

mudas. 

Nas últimas décadas, o desenvolvimento de metodologias rápidas e 

eficientes para avaliar e monitorar a comunidade microbiana do solo, em relação 

a sua composição, diversidade, biomassa e seu impacto sobre a produtividade 

das plantas, vem sendo uma das prioridades entre diversos grupos de pesquisa 

(ATKINSON & WATSON, 2000; ZILLI et al., 2003) e as associações de plantas 

com rizobactérias vêm merecendo destaque (OLIVEIRA et al., 2003; MAZZOLA, 

2004).

Bactérias associadas à rizosfera e colonizadoras de raízes de plantas 

podem promover efeitos benéficos às plantas, sendo estas denominadas 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs). Esse efeito 

benéfico das rizobactérias refere-se ao maior crescimento das plantas, refletido 

pela altura, crescimento das raízes, produção de biomassa vegetal, vigor e 

produtividade maiores, quando comparadas a plantas não associadas às RPCPs 

(BERTRAND et al., 2001; ROMEIRO & BATISTA, 2002). Essas bactérias têm sido 

estudadas em uma extensa variedade de plantas, incluindo muitas de interesse 

agrícola, tais como, eucalipto (MAFIA et al., 2005), citrus (ARAÚJO et al., 2001; 

AMORIM & MELO, 2002), milho (ARAÚJO et al., 2000), batata (REITER et al., 

2002), trigo e sorgo (ZINNIEL et al., 2002), feijão (SILVEIRA et al., 1995), arroz 

(NANDAKUMAR et al., 2001), entre outras.

O mecanismo de promoção de crescimento vegetal por bactérias é um 

processo complexo que pode ser influenciado por diversos fatores abióticos 

(temperatura, pH, radiação, umidade, íons e elementos minerais e orgânicos do 

solo) e bióticos (características do hospedeiro, presença de patógenos e outros 

microrganismos associados à planta) (SILVEIRA, 2001; BLOEMBERG & 

LUGTENBERG, 2001; ARAÚJO et al., 2002). O estímulo ao crescimento vegetal 

por estas bactérias pode ser o resultado tanto de ações diretas, como o aumento 

da disponibilidade de nutrientes para a planta e a produção de substâncias 

reguladoras de crescimento vegetal (SHISHIDO et al., 1999; STURZ et al., 2000),

como de ações indiretas, a exemplo do controle de fitopatógenos por competição, 

produção de sideróforos, antibiose e indução de resistência sistêmica no 

hospedeiro (VAN LOON et al., 1998; STURZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 

2001). Vários destes mecanismos de ação podem ocorrer simultaneamente. 
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A extensiva colonização radicular pelas RPCPs é essencial para uma 

eficiente promoção de crescimento vegetal. Em raízes recém formadas, a 

colonização por RPCPs é mínima, mas após alguns dias, microcolônias aparecem 

em associação com a matéria orgânica que entra em contato com as pontas das 

raízes, à medida que estas crescem, e disponibilizam nutrientes como 

carboidratos e aminoácidos nos exsudados radiculares (FREITAS, 2006). Essa 

colonização ocorre rapidamente e as bactérias competem com outros 

microrganismos, podendo suprimir microrganismos deletérios presentes na 

superfície das raízes (RANGARANJAN et al., 2003). No entanto, o sucesso da 

introdução desses microrganismos requer que esse estabelecimento, proliferação 

e atividade ocorram nas condições encontradas no solo (VAN VEEN et al., 1997).

Nem sempre isso acontece: se as condições não forem favoráveis, pode haver 

perda da atividade metabólica (SORENSEN et al., 2001).

Dentre os gêneros de rizobactérias mais estudados, pode-se citar 

Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga, 

Enterobacter, Serratia, Pseudomonas e Burkholderia (OLIVEIRA et al., 2003).

Destas, as bactérias do gênero Pseudomonas se destacam devido, 

principalmente, à sua grande capacidade de suprimir patógenos de solo e 

também pela sua ocorrência no solo em elevadas populações, pelo fato de serem 

nutricionalmente versáteis e possuírem habilidade de crescer numa ampla faixa 

de condições ambientais, além de produzirem uma grande variedade de 

antibióticos, sideróforos e reguladores de crescimento vegetal (MELLO, 1998a).

Através da produção de reguladores de crescimento vegetal (substâncias 

ativas como fitohormônios), os microrganismos podem promover o estímulo ao 

crescimento vegetal e aumentar a produção de metabólitos pelas plantas que 

podem ser utilizados para o seu próprio crescimento. Esse mecanismo de 

interação bactéria-planta é influenciado por vários fatores como genótipo do 

hospedeiro e do próprio microrganismo (PATTEN & GLICK, 2002). Estudos 

relacionados às diversas culturas demonstraram a produção de auxinas (atuam 

na diferenciação celular, crescimento radicular e promoção de crescimento dos 

frutos), citocininas (atuam na regulação do crescimento, diferenciação e 

senescência vegetal), giberelinas (atuam na divisão e alongamento celular, 

interrupção da dormência e aumento do desenvolvimento dos frutos) e etileno 

(promove o amadurecimento dos frutos, abscisão de folhas, flores e frutos e 
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influência na expressão do sexo feminino) pela ação das rizobactérias 

(CATTELAN, 1999; RAVEN et al., 2001; CASSÁN et al., 2001; VERMA et al., 

2001; KOENING et al., 2002). Entre os hormônios microbianos, a auxina AIA 

(ácido indol-3-acético) é produzida por grande parte das bactérias e a resposta 

das plantas pode variar de efeitos benéficos a deletérios, dependendo de sua 

concentração. Quando em baixas concentrações, o AIA pode estimular enquanto 

que em altas concentrações, pode inibir o crescimento das raízes das plantas. Os 

níveis de AIA produzidos pelas bactérias dependem do crescimento bacteriano, 

da atividade metabólica e da expressão de genes que codificam enzimas para a 

biossíntese de AIA (LAMBRECHT et al., 2000).

AS RPCPs podem favorecer as plantas, mineralizando e solubilizando 

nutrientes, deixando-os prontamente disponíveis para as raízes. A capacidade de 

solubilizar compostos fosfatados é uma característica importante dessas 

bactérias, visto que o fósforo (P) é o nutriente mais limitante ao crescimento 

vegetal na maioria dos solos brasileiros, porque a concentração de P livre (forma 

disponível para as plantas), mesmo em solos férteis, é geralmente baixa 

(BARROTI & NAHAS, 2000). Quase a totalidade do fosfato inorgânico solúvel 

aplicado regularmente nos solos agrícolas é rapidamente imobilizada logo após 

sua aplicação, devido a sua alta reatividade com cálcio, ferro e alumínio, 

tornando-o indisponível para as plantas (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Os 

mecanismos pelos quais as bactérias solubilizam esses fosfatos envolvem a 

produção de CO2 e ácidos orgânicos (resultantes da mineralização do C 

orgânico), redução de Fe3+ para Fe2+ (mais solúvel e facilmente assimilável pelas 

raízes) e produção de H2S sob baixas concentrações de O2 que, em condições 

redutoras, favorece a solubilização de fosfatos de ferro (CATTELAN, 1999).

Diferentes gêneros de bactérias foram identificados como capazes de solubilizar 

compostos fosfatados inorgânicos, destacando-se os gêneros Pseudomonas, 

Bacillus e Rhizobium como principais, e entre outros como Burkholderia, 

Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium e 

Erwinia. Existem populações consideráveis destes grupos de bactérias no solo e 

na rizosfera vegetal (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; 

VERMA et al., 2001).

O aumento no crescimento vegetal também pode ser observado pelo 

biocontrole de fitopatógenos (efeito indireto), através da produção de sideróforos 

4



   

por RPCPs. Sideróforos são substâncias de baixo peso molecular, produzidas em 

situações de deficiência de ferro, capazes de imobilizar o íon férrico (Fe3+) 

(RAMAMOORTHY et al., 2001; PIDELLO, 2003). Como os patógenos necessitam 

de uma concentração de ferro de aproximadamente 10-6 M, estes compostos 

atuam como promotores de crescimento pela capacidade de prevenir a 

proliferação de fitopatógenos no ambiente rizosférico, seqüestrando a maior parte 

do Fe3+ disponível e desta forma facilitando o crescimento vegetal 

(RAMAMOORTHY et al., 2001). Entretanto, os vegetais dificilmente sofrem 

limitações de crescimento por deficiências de ferro, e possuem inclusive 

moléculas de membrana receptoras do complexo ferro-sideróforo bacteriano 

(BAR-NESS et al. 1992). Vários fatores estão envolvidos na eficiência da 

supressão de organismos patogênicos associados à rizosfera, como a espécie

vegetal, as características físicas e químicas do solo, o patógeno a ser suprimido, 

a espécie bacteriana produtora do sideróforo e a afinidade do sideróforo pelo íon 

ferro, entre outros. Este mecanismo de controle é eficaz somente quando a 

disponibilidade de Fe3+ é muito baixa, sendo esta disponibilidade relacionada ao 

pH do solo (menores valores de pH, maior disponibilidade de Fe3+) (MELLO, 

1998a).

Outro mecanismo de promoção de crescimento indireto dos vegetais é a 

antibiose, na qual um ou mais metabólitos produzidos por um organismo têm um 

efeito danoso sobre o outro, inibindo o crescimento ou inativando a célula por 

toxicidade química (SILVEIRA, 2001). Contudo, a ação efetiva de um antibiótico 

contra uma população de um determinado fitopatógeno pode não ter a mesma 

eficiência sobre outra população da mesma espécie, pela existência de 

mecanismos genéticos de resistência, ou ainda por perda da eficiência devido a 

condições variáveis do ambiente (OLIVEIRA et al., 2003). Entre os antibióticos 

com propriedades de biocontrole já bem caracterizados, podemos citar as 

fenazinas, pioluteorinas, pirrolnitrina, piocianina, 2,4-diacetilfloroglucinol e cianeto 

de hidrogênio (RAMAMOORTHY et al., 2001; RAMETTI et al., 2003). São 

conhecidas produtoras de antibióticos, espécies de bactérias dos gêneros 

Bacillus, Pseudomonas fluorescentes, Streptomyces, entre outros (MELLO, 

1998b).

Algumas rizobactérias promotoras de crescimento são capazes de induzir 

resistência sistêmica em plantas. A ISR (Induced Systemic Resistance) pode ser 
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definida como um processo de defesa ativa da planta, em que esta utiliza 

múltiplos mecanismos induzidos sistemicamente por rizobactérias e que se 

apresenta eficiente contra uma variedade de patógenos de plantas (LUZ, 1996).

Alguns dos mecanismos propostos para indução de resistência sistêmica em 

plantas por RPCPs incluem vários processos fisiológicos, tais como: aumento da 

produção das proteínas solúveis em ácido (ZDOR & ANDERSON, 1992), acúmulo

de fitoalexinas (VAN PEER et al., 1991), lignificação (HOFFLAND & BIK, 1993),

produção de ácido salicílico em baixa concentração de ferro (LEEMAN et al., 

1995) e estímulo da atividade da peroxidase (WEI et al., 1996). Os agentes de 

indução são geralmente substâncias produzidas por essas rizobactérias, como 

por exemplo, lipossacarídeos presentes no exterior da membrana de células 

bacterianas, sideróforos e ácido salicílico (RAMAMOORTHY et al., 2001; 

WHIPPS, 2001).

Outros importantes mecanismos de supressão de patógenos por 

rizobactérias são a produção de enzimas líticas que atuam na lise de células 

fúngicas, como quitinases e β-1,3-glucanases, que degradam a quitina e o 

glucano presentes nas paredes dos fungos, a produção de ácido cianídrico (HCN) 

e a degradação de toxinas produzidas pelos patógenos (BERG et al., 2000; 

RAMAMOORTHY et al., 2001).

A detecção de metabólitos produzidos pelas rizobactérias, bem como a 

identificação e a utilização desses microorganismos foram facilitadas pelo advento 

da biotecnologia que na sua amplitude, engloba técnicas que usam organismos 

vivos ou partes destes para produzir ou modificar produtos, melhorar 

geneticamente as plantas ou animais e modificar geneticamente microorganismos 

para fins específicos. Os produtos biotecnológicos encontram aplicação nos 

campos científico, agrícola, médico e ambiental (AMBIENTE BRASIL, 2006). 

O uso dos métodos moleculares oferece respostas às perguntas sobre 

diversidade microbiana, taxonomia de microrganismos e seus mecanismos de 

ação e permite acompanhar o destino de microrganismos introduzidos no 

ambiente (ROSADO et al., 1997; SCHLOTER et al., 2003). Embora exista um 

grande numero de técnicas moleculares que revelam polimorfismo de DNA, é 

importante considerar o tipo de organismo em estudo. O método de amplificação 

de ácidos nucléicos conhecido como PCR (Polymerase Chain Reaction) foi 
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concebido em 1983 por Kary Mullis (Saiki et al., 1985) e tornou-se uma das mais 

importantes inovações científicas das últimas décadas. O PCR utiliza uma DNA 

polimerase termoestável para produzir múltiplas cópias de regiões específicas do 

DNA, incluindo regiões não-codificadoras ou genes específicos. Os produtos 

obtidos após amplificação podem ser analisados através de eletroforese em gel 

de agarose, quanto ao tamanho do fragmento amplificado (ROSADO & DUARTE, 

2002; REIS JÚNIOR et al., 2002). Atualmente, o PCR tornou-se uma das técnicas 

mais simples e rápidas para a identificação e comparação de microrganismos. 

Estratégias variadas usando a técnica de PCR têm sido descritas e utilizadas para 

identificar genes que são característicos de uma espécie em particular, auxiliando 

na identificação dos microrganismos. Entretanto, apesar da grande contribuição 

das novas ferramentas moleculares para estudos sobre a biodiversidade, as 

técnicas tradicionais de enriquecimento e cultivo são também importantes para o 

conhecimento da capacidade metabólica e das características fenotípicas dos 

microrganismos, sendo necessária uma abordagem através de vários enfoques 

(polifásica) para se chegar o mais próximo possível do quadro real de um 

ambiente (MUYZER & SMALLA, 1998). 

Dentre as técnicas da biologia molecular mais utilizadas no estudo da 

diversidade e identificação de rizobactérias destacam-se: mapas de restrição; 

hibridização DNA-DNA ou DNA-RNA; seqüências de subunidades do rRNA; 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); ARDRA (Amplified Ribossomal

DNA Restriction Analysis); RISA (Ribossomal Intergenic Spacer Analysis); DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis) e comparação de seqüências de 

diversos genes (RANJARD et al., 2000; NANNIPIERI et al., 2003; KIRK et al., 

2004). A busca de um método que não requer nenhuma informação prévia acerca 

da seqüência-alvo resultou na técnica denominada RAPD (OLIVEIRA et al., 

2000). O RAPD utiliza como iniciadores, oligonucleotídeos curtos (geralmente 

decâmeros) de seqüência arbitrária. Esse método consiste na escolha arbitrária 

de um único oligonucleotídeo iniciador (primer), combinado com ciclos de baixa 

estringência resultando em fragmentos amplificados característicos de um 

genoma em particular (FUNGARO & VIEIRA, 1998), os quais, após separação por 

eletroforese em gel, produzem um padrão de bandas específico conhecido como 

impressão digital genômica (DNA fingerprint). Os fingerprints permitem distinguir 
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diferentes espécies e até mesmo populações distintas da mesma espécie. O 

RAPD é o método de escolha para muitos estudos, uma vez que é rápido e 

relativamente simples, além de não requerer informações acerca da seqüência 

nucleotídica do DNA genômico (OLIVEIRA et al. 2000; REIS JÚNIOR et al. 2002). 

Essa técnica pode ser utilizada para avaliar a diversidade genética dentro de 

grupos microbianos e associá-las ao nicho ocupado (OLIVEIRA et al., 2000; 

ARAÚJO et al., 2001). 

As regiões do DNA bacteriano que codificam o RNA estrutural das 

subunidades menores dos ribossomos (rDNA) são altamente conservadas no 

genoma e podem ser hibridizadas com os genes de rDNA de muitas espécies de 

microrganismos (WOESE, 1987), bem como terem suas seqüências 

determinadas através de sequenciamento para a posterior determinação das 

espécies por comparação com seqüências conhecidas depositadas nos bancos 

de dados. Os genes de rDNA em bactérias estão organizados em unidades 

transcricionais denominadas operons, nos quais estão os genes individuais dos 

rRNA 16S, 23S e 5S que são separados por seqüências não codificadas 

(MACRAE, 2000). 

Vários estudos com bactérias foram realizados utilizando o gene 16S 

rDNA. Contudo, pesquisas mostram que para alguns gêneros, esse gene 

apresenta algumas limitações (REVA et al., 2004), principalmente por existirem 

várias cópias diferenciadas desse gene em uma única célula bacteriana. Esta 

heterogeneidade pode inviabilizar muitos estudos taxonômicos e levar 

pesquisadores a conclusões errôneas a respeito da identificação de bactérias. Por 

esses motivos, outros genes estão sendo adotados na identificação e em estudos 

taxonômicos (YAMAMOTO & HARAYAMA, 1995; DAHLLOF et al., 2000; SOUZA 

et al., 2003). Genes mais específicos apresentam inúmeras vantagens em relação 

ao 16S, entre elas, a presença de uma única cópia por célula e uma evolução 

mais acelerada que o 16S, permitindo a identificação de espécies 

filogeneticamente próximas (FOX et al., 1992). Assim, a busca por esses genes é 

uma realidade quando se deseja identificar bactérias (SOUZA et al., 2003). 

Genes considerados marcadores altamente específicos vêm sendo 

utilizados na identificação e filogenia de bactérias, como: genes gyrB, que 

codificam a proteína da subunidade B do DNA gyrase (necessária para a 
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replicação do DNA); genes gacA, que influenciam na produção de vários 

metabólitos secundários em espécies patogênicas e benéficas de Pseudomonas

spp.; genes rpoB, que codificam a subunidade  da RNA polimerase; genes cheA,

que codificam uma histidina quinase; genes ompA, que codificam uma proteína da 

membrana externa e genes hsp60, que codificam uma proteína de choque 

térmico (Heat Shock Protein) (LAWRENCE et al., 1991; HEDEGAARD et al., 

1999; KASAI et al., 2000; DAUGA, 2002). Proteínas de choque térmico 

representam um grupo particular de proteínas que têm merecido destaque 

principalmente por constituírem uma resposta comum nos mais distintos 

organismos, sendo conservada ao longo de toda a escala evolutiva (KWOK et al., 

1999). Esta resposta pode ser observada nas arqueobactérias, eubactérias 

(LINDQUIST & GRAIG, 1988), fungos, plantas e animais (VIERLING, 1991),

inclusive seres humanos (RIZZO et al., 1998), onde podem estar relacionadas 

com a resposta do sistema inume. A tendência atual é a utilização de múltiplos 

genes (no mínimo dois ou três) na identificação e filogenia de bactérias 

(YAMAMOTO et al., 1999; WANATABE et al., 2001).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou quantificar a população de 

bactérias totais e dos gêneros Pseudomonas e Bacillus presentes na rizosfera de 

cacaueiro, verificar a diversidade existente entre os isolados obtidos através da 

técnica RAPD e avaliar o potencial de alguns isolados na promoção de 

crescimento em mudas seminais de cacaueiro em substrato comercial não-estéril 

(Capítulo 1). Também foi interesse de estudo a caracterização fisiológica e a 

variabilidade genética dos isolados através do sequenciamento do gene hsp60, 

além da promoção de crescimento em mudas seminais de cacaueiro em solo não-

estéril (Capítulo 2).
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DENSIDADE POPULACIONAL DE RIZOBACTÉRIAS ASSOCIADAS AO 

CACAUEIRO NA REGIÃO SUL DA BAHIA

RESUMO

O estudo da comunidade microbiana associada a uma cultura é de grande 

importância, principalmente quando se busca o conhecimento de microrganismos 

capazes de estimular o melhor desenvolvimento de plantas, como as rizobactérias 

promotoras de crescimento. Este trabalho teve o objetivo de estudar a densidade 

populacional e a diversidade genética de bactérias da rizosfera do cacaueiro, 

além de avaliar o potencial de alguns isolados bacterianos na promoção de 

crescimento de mudas desta cultura. A quantificação das populações de bactérias 

totais, Pseudomonas spp. e Bacillus spp. em duas localidades e em plantios com 

mais e com menos de três anos de idade, revelou diferenças significativas entre 

as populações presentes nas raízes e no solo destes plantios. As densidades 

populacionais de bactérias totais e Pseudomonas spp. são maiores nas raízes 

enquanto que as de Bacillus spp. são maiores no solo. A diversidade genética 

estudada pela técnica PCR-RAPD mostrou uma grande variabilidade das 

rizobactérias associadas à cultura, sendo definidos 12 grupos bacterianos ao nível 

de 51 % de similaridade. A avaliação do número de folhas, altura da planta, 

matéria seca da parte aérea e raiz de mudas de cacaueiro, inoculadas com 22 

isolados de rizobactérias via semente, mostrou não haver diferenças significativas 

para nenhum dos parâmetros analisados. Estes isolados bacterianos não 

apresentaram potencial de promoção de crescimento de mudas de cacaueiro em 

substrato orgânico comercial.

Palavras-chave: Rizobactérias, quantificação, RAPD, Theobroma cacao.
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POPULATION DENSITY OF RIZOBACTERIA ASSOCIATED WITH CACAO 

CROP IN THE SOUTHERN REGION OF BAHIA STATE

ABSTRACT

The study of microbial communities associated to a crop is very important, mainly 

when searching for plant growth promoting microorganisms, such as rhizobacteria. 

This work had the objective of studying the population density and genetic 

diversity of cacao rhizosphere bacteria, and also the potential of some bacteria for 

growth promotion of cacao seedlings. The quantification of total bacteria, 

Pseudomonas spp., and Bacillus spp. populations in two cacao orchards, in plants 

with more than three years of age and plants with less than three years of age, 

showed significant differences between the population density in roots and in soil 

from these orchards. The population densities from total bacteria and 

Pseudomonas spp. were higher in the roots, while those of Bacillus spp. were 

higher in the soil. The genetic diversity studied with PCR- RAPD technique 

indicated a high variability of rhizobacteria associated to cacao crop, with 12 

groups of bacteria being differentiated at a level of 51 % of similarity. The 

evaluation of leaf number, plant height, shoot and root dry weight of cacao 

seedlings inoculated with 22 rhizobacteria isolates, did not show any significant 

differences for the parameters evaluated. These isolates did not present the 

potential for growth promotion of cacao seedlings in commercial organic plant 

growth potting mix.

Key-words: Rhizobacteria, quantification, RAPD, Theobroma cacao
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INTRODUÇÃO

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta perene, arbórea, típica de 

clima tropical e nativa da região da floresta úmida da América (Souza & Dias, 

2001). A principal área produtora de cacau do Brasil está localizada na região sul 

do Estado da Bahia. Contudo, nos últimos anos, essa cultura vem sofrendo 

grandes danos em função da ação do fitopatógeno Moniliophthora perniciosa

(Aime & Phillips-Mora, 2005), fungo causador da vassoura de bruxa.

Para tentar recuperar a cacauicultura, algumas medidas vêm sendo 

recomendadas pela CEPLAC (Comissão Executiva do Plano da Lavoura 

Cacaueira), dentre as quais se destacam a substituição de plantas suscetíveis por 

clones tolerantes à vassoura de bruxa e a condução de podas de limpeza nos 

plantios de cacau (Albuquerque, 2006). Algumas estratégias de controle biológico 

com isolados de Trichoderma stromaticum vêm se tornando também, uma 

importante alternativa no combate à vassoura de bruxa (Souza et al., 2006).

Para a produção de mudas de cacaueiro tolerantes à vassoura de bruxa, 

com boa qualidade nutricional e fitossanitária, o conhecimento e aproveitamento 

das interações benéficas entre plantas e microrganismos do solo são de 

fundamental importância, principalmente no processo de produção de mudas, o 

qual é oneroso e, por ser conduzido em recipientes pequenos e em condições de 

viveiro ou casa de vegetação, permite a inoculação das plantas com 

microrganismos promotores de crescimento.

O solo se encontra entre os habitats mais complexos do globo terrestre, 

cuja interação da sua microbiota com as plantas representa um mecanismo vital 

para a sustentabilidade da produção agrícola (Fonseca et al., 2000). Dentre os 

microrganismos benéficos presentes no solo, as bactérias denominadas de

rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCPs) têm merecido 

destaque, por estimularem o desenvolvimento de uma gama de espécies vegetais 

anuais, a exemplo da abóbora (Chen et al., 2000), alface (Freitas et al., 2003) e 

tomate (Sousa et al., 2006) e perenes, como eucalipto (Mafia et al., 2005) e citrus

(Amorim & Melo, 2002).

Na cultura do cacaueiro, o período de formação de mudas em viveiro 

representa uma fase onerosa, na qual o uso de RPCPs pode gerar benefícios 

significativos. Em plantas anuais, o benefício das RPCPs é dado pelo aumento da 
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produção de massa seca da parte aérea e raiz, podendo resultar em

encurtamento do ciclo da planta ou aumento na produtividade, dependendo da 

espécie vegetal e do isolado bacteriano (Freitas et al., 2003). Em plantas perenes, 

principalmente as culturas que passam por um período de viveiro, como o 

cacaueiro, é altamente desejável obter um isolado bacteriano eficiente que possa 

aumentar a qualidade nutricional e fitossanitária das mudas e diminuir seu tempo 

de permanência em viveiro (Freitas & Aguilar-vildoso, 2004), constituindo-se em 

uma alternativa para a melhoria do processo de produção de mudas, com 

redução nos custos.

O crescimento vegetal por RPCPs é dado principalmente pela solubilização 

de fosfatos, fixação do nitrogênio atmosférico, produção de substâncias 

reguladoras de crescimento vegetal e outros metabólitos secundários

(sideróforos, β-1,3 glucanase, quitinases e antibióticos), pela inibição de 

microrganismos deletérios e pela indução de resistência sistêmica nas plantas

(Sturz et al., 2000; Ramamoorthy et al., 2001).

Dentre os vários gêneros de bactérias benéficas presentes no solo, grande 

ênfase tem sido dada aos gêneros Bacillus spp. e Pseudomonas spp. em 

sistemas de produção agrícola, devido às suas características altamente 

desejadas em termos de promoção de crescimento de plantas de interesse 

econômico, tais como, capacidade de produção de diversos metabólitos 

secundários, grande versatilidade nutricional, habilidade de crescer em uma

ampla variedade de ambientes e o potencial de colonização das raízes (Chanway 

et al., 2000; Aagot et al., 2001).  

Mesmo dentro de cada gênero de RPCPs, existe uma imensa variabilidade 

fenotípica e, principalmente, genotípica entre os isolados estudados (Spiers et al., 

2000). Uma das técnicas de grande auxílio nas pesquisas com genética de 

microrganismos é a utilização de marcadores moleculares do tipo RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA), baseada na amplificação de fragmentos aleatórios, 

por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction). A técnica de RAPD permite de 

forma rápida e relativamente barata a avaliação da diversidade genética entre 

indivíduos ao nível de DNA (Coutinho et al., 1999; Zilli et al., 2003). Araújo et al. 

(2001) isolaram fungos e bactérias de tecidos foliares de citrus e testaram a 

variabilidade genética por RAPD de 36 isolados de duas espécies de bactérias 

encontradas, Bacillus pumilus e Pantoea agglomerans, observando uma maior 
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diversidade na primeira em relação à segunda. Bactérias endofíticas isoladas de 

raízes de cana-de-açúcar foram investigadas por Sumam et al. (2001). Neste 

estudo, 22 linhagens bacterianas foram comparadas morfologicamente, 

bioquimicamente e geneticamente por RAPD. A diversidade estimada por RAPD 

foi mais evidente que a obtida pela análise dos caracteres morfológicos e 

bioquímicos.

Estudos sobre bactérias da rizosfera do cacaueiro ainda não foram 

realizados. Assim, os objetivos deste trabalho foram estudar a densidade 

populacional de bactérias na rizosfera do cacaueiro, a diversidade genética dos 

isolados obtidos e o potencial de alguns isolados bacterianos para a promoção de 

crescimento em mudas de cacaueiro.

MATERIAL E MÉTODOS

Quantificação e isolamento de rizobactérias do cacaueiro

Amostras de solo e de raízes de cacaueiro, na área de projeção da copa 

das plantas, foram coletadas de jardins clonais de cacaueiro do Instituto 

Biofábrica de Cacau (IBC) e da Comissão Executiva do Plano da Lavoura 

Cacaueira (Ceplac), ambos localizados no município de Ilhéus - Bahia, e 

acondicionadas em sacos plásticos. Em cada área (IBC e Ceplac), as amostras 

foram coletadas em um plantio de cacaueiro com mais de três anos de idade 

(denominada de cacaueiro velho) e em um plantio de cacaueiro com até três anos 

de idade (denominada de cacaueiro novo), totalizando quatro locais de coleta 

(Velho IBC; Novo IBC; Velho Ceplac; Novo Ceplac). Em cada local, foram 

coletadas sub-amostras de solo e raízes, na projeção da copa de seis plantas 

escolhidas aleatoriamente, sendo estas misturadas para formar uma amostra 

composta. As características químicas e físicas das amostras de solo estão 

apresentadas na Tabela 1.

A quantificação populacional bacteriana, dividida em três grupos (bactérias 

totais, Pseudomonas spp. e Bacillus spp.), foi determinada pelo método de 

diluição seriada seguido de plaqueamento em meio de cultura, conforme descrito 

a seguir. Inicialmente, para cada amostra, de cada local, separou-se o solo das 

raízes. Em seguida, fez-se a diluição seriada (1:10) de cada amostra, colocando-

se 10 g de raiz ou de solo em frascos de Erlenmeyer contendo 90 mL de solução 
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salina (NaCl a 0,85 %) estéril, sendo este agitado em agitador orbital por 30 

minutos, a temperatura ambiente (28±2oC). Após esse período, fez-se a diluição 

seriada (10-1 a 10-5) em tubos de ensaio com 9 mL de solução salina (NaCl a 0,85 

%) estéril e o plaqueamento em meio de cultura, sendo o inoculo espalhado com 

o auxilio de uma alça de Drigalsky estéril. Foram plaqueadas três repetições para 

cada diluição de cada amostra de solo e de raiz. Utilizou-se o meio nutriente ágar 

- NA (Levine, 1954) com ciclohexamida (10 mg/L) para a determinação da 

densidade populacional das bactérias totais, o meio NAA (Aagot et al., 2001) com 

50 mg de Casamino Acids (Difco) para a quantificação de Pseudomonas spp. e o 

meio ATCC 573, com a seguinte composição: (NH4)2SO4 - 1,3 g; KH2PO4 - 0,37 g; 

MgSO4.7H2O - 0,25 g; CaCl2.2H2O - 0,07 g; FeCl3 - 0,02 g; glicose - 1,0 g; extrato 

de levedura - 1,0 g; ágar – 25 g; água destilada – 1000 mL e ciclohexamida (10 

mg/L), para a população de Bacillus spp. Antes do plaqueamento em meio ATCC 

573, as diluições das amostras de solo e raízes foram incubadas a 80°C por 10 

minutos, em banho-maria (Sneath, 1986). O meio NA foi utilizado por permitir o 

crescimento de uma ampla gama de gêneros de bactérias encontradas no solo e 

na rizosfera (Levine, 1954). O meio ATCC 573, juntamente com o tratamento 

térmico, e o meio NAA permitem o crescimento de Bacillus spp. e Pseudomonas

spp., respectivamente (Sneth, 1986; Aagot et al., 2001).

As placas foram incubadas em condições de temperatura ambiente (28 ± 

2°C), sendo as populações bacterianas avaliadas após 36-48 horas. O cálculo 

das populações bacterianas foi determinado pela contagem das unidades 

formadoras de colônias (UFC) resultante da seguinte formula: UFC.g-1 = N x 10 x 

F x Y, sendo: N = o número de colônias, F = 20 (fator de correção do 

plaqueamento de 50 l de suspensão por placa para 1 mL), Y = fator de diluição 

da amostra. Para a análise estatística, os dados foram transformados em log (x + 

1), em que x corresponde ao número de UFC. Foi utilizado o programa estatístico 

SISVAR (Ferreira, 2000) para a realização da análise de variância (ANOVA) e a 

comparação de médias pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Este trabalho 

foi repetido nas mesmas condições experimentais e a análise estatística foi 

realizada separadamente.

As colônias obtidas no meio NA, correspondentes às bactérias totais foram 

repicadas para meio NA para obtenção de culturas puras e transferidas para 

frascos de vidro contendo água estéril, os quais foram em seguida vedados com 
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tampa de borracha e filme PVC, para preservação das culturas. Todos os isolados 

foram codificados e os frascos com as culturas foram mantidos a temperatura 

ambiente.

Tabela 1. Propriedades físico-químicas das amostras de solo coletadas para o 

isolamento das bactérias.

pH cmolc/dm3 g/dm3 mg/dm3 g/kgAmostra/
Local*

H20 Al Ca Mg K C P Fe Zn Cu Mn Areia Silte Argila

Velho 
IBC

4,8 0,8 4,4 1,6 6,0 18,24 115 73 6 6 63 569 212 219

Novo 
IBC

4,9 1,2 4,2 1,0 5,2 21,36 184 87 5 25 31 559 221 220

Velho 
Ceplac

5,5 0 14,9 3,9 18,8 39,48 20 30 27 129 185 333 511 156

Novo 
Ceplac

5,4 0 13,2 4,0 17,2 25,20 17 93 29 18 206 381 448 171

* Amostras coletadas no IBC (Instituto Biofábrica de Cacau) e na Ceplac (Comissão Executiva do 
Plano da Lavoura Cacaueira), em plantios de cacaueiro com mais de três anos de idade (Velho) e 
com menos de três anos de idade (Novo).

Diversidade genética de rizobactérias

Foram utilizados 63 isolados para o estudo de diversidade genética através 

da técnica de RAPD. Desses isolados, quatro (353, 369, 629 e 684) foram obtidos 

do interior de cacaueiros sadios e gentilmente cedidos pelo Centro de Estudos do 

Cacau Almirante Cacau – Agrícola, Comércio e Exportação LTDA, para servirem 

como padrões de comparação. Para a extração do DNA genômico, os isolados de 

rizobactérias foram crescidos em meio TSA (peptona - 5 g; triptona - 15 g; NaCl -

5 g; ágar - 15 g; água destilada - 1000 mL) e após 24 horas, colônias de cada 

isolado foram transferidas para tubos de microcentrífuga de 1 mL contendo 100 l 

de solução tampão de lise celular (0,05 M NaOH + 0,25 % SDS) e incubados em 

banho-maria por 15 minutos a 100 °C. Em seguida, os tubos contendo as 

amostras foram centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto em microcentrífuga 

(Eppendorf 5417R) e o DNA no sobrenadante foi coletado, diluído 20 vezes em 

água MilliQ e preservado a -20 °C.
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Amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas pela técnica PCR-

RAPD. As reações de amplificação foram feitas em um volume total de 25 l, 

contendo Tris-HCl 10 mM, (pH 8,3), MgCl2 2 mM, 200 mM de cada dNTP (dATP, 

dTTP, dGTP e dCTP) [Promega, Madison, WI, USA], 40 pmol de primer (Operon 

Technologie Inc., Alameda, CA, EUA), 1 U da Taq polimerase e 30 ng de DNA. 

Os primers decâmeros: D7 (TTGGCACGGG), M12 (GGGACGTTGG) e M13 

(GGTGGTCAAG) foram utilizados neste trabalho para obtenção dos marcadores 

RAPD. Esses primers foram selecionados por produzirem um distinto e 

consistente padrão de bandas em bactérias (Keel et al., 1996). As amplificações

foram efetuadas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, MA), 

programado com a seguinte seqüência de passos: 94 ºC por 2 minutos, seguidos 

de 40 ciclos de 94 ºC por 15 segundos, anelamento de primers a 35 ºC por 30 

segundos e extensão a 72 °C por 90 segundos. Após os 40 ciclos, foi feita uma 

etapa de extensão final de 7 minutos a 72 ºC e, finalmente, a temperatura foi 

reduzida para 4 ºC.

Após a amplificação, foram adicionados a cada amostra 5 l de corante 

(azul de bromofenol a 0,25 % e glicerol a 60 % em água MilliQ). Essas amostras 

foram aplicadas em gel de agarose (1,5 %) contendo brometo de etídio, submerso 

em tampão TAE (Tris-Acetato 90 mM e EDTA 1 mM). O DNA ladder de 100 pb foi

utilizado como marcador de peso molecular. A separação eletroforética foi de 3 

horas a 100 Volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados em

transiluminador de UV e fotodocumentados. A presença ou ausência de bandas 

geradas pela análise de RAPD foram convertidas em uma matriz de dados 

binários (1 para presença e 0 para ausência de um particular tamanho de banda 

no gel), que foi usada para calcular o coeficiente de similaridade Nei-Li. As 

análises de agrupamento com o método neighbor-joining e análise de bootstrap

foram realizadas com o programa FreeTree (Hampl et al., 2001). O dendograma 

foi editado e visualizado no TreeView (Page, 1996) e a confiabilidade do

dendrograma foi testada por meio de análise de bootstrap com 1000 

reamostragens.

Promoção de crescimento de mudas de cacaueiro

Nas instalações do Instituto Biofábrica de Cacau (IBC) em Ilhéus, Bahia, foi 

montado um experimento para avaliar o potencial de rizobactérias associadas ao 
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cacaueiro, na promoção de crescimento de mudas seminais. Foram escolhidos 22 

isolados de rizobactérias, representantes dos diferentes grupos bacterianos 

obtidos pela análise RAPD. 

Cada isolado foi cultivado separadamente em meio TSA a 28 ± 2°C e após 

48 horas de crescimento, as colônias foram ressuspendidas em água destilada e 

esterilizada. A concentração de cada suspensão foi ajustada para 

aproximadamente 108 UFC/mL, utilizando como referência a turbidez 0,5 da 

escala de McFarland. Em paralelo, de forma asséptica, foi retirado o tegumento 

das sementes de cacaueiro do tipo comum e feita a desinfestação das sementes, 

com imersão por 10 minutos em hipoclorito de sódio (2,5 % de cloro ativo), 

seguida de três lavagens com água destilada esterilizada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 23 

tratamentos (22 isolados de rizobactérias + 1 controle) e 20 repetições. As 

sementes foram submersas na suspensão bacteriana por 30 minutos e semeadas

logo em seguida em tubetes de 288 cm3 contendo o substrato não esterilizado

Plantmax® (casca de Pinus sp. processada, vermiculita expandida, turfa 

processada e enriquecida e carvão granulado) adicionado à fibra de coco na 

relação 1:1 (v:v), conforme protocolo do IBC. O tratamento controle consistiu na 

imersão das sementes em água destilada esterilizada por 30 minutos. 

Os tubetes foram mantidos em viveiro telado (50 % de sombra, à 

temperatura ambiente) e regime de irrigação de 40 segundos de aspersão, três 

vezes ao dia. Após 60 dias no viveiro, as mudas foram coletadas, avaliando-se os 

seguintes parâmetros: número de folhas, altura da planta, massa seca da parte 

aérea e massa seca da raiz. A biomassa seca foi determinada após a eliminação 

dos resíduos de substrato da raiz e separação da parte aérea. A parte aérea e as 

raízes foram secas em estufa com ventilação forçada a 70 °C até atingir massa 

constante. Os dados foram analisados pelo programa estatístico SISVAR 

(Ferreira, 2000), sendo realizada a análise de variância (ANOVA) e em seguida, a 

comparação das médias pelo teste de Scott & Knott a 5 % de probabilidade. Este 

experimento foi repetido nas mesmas condições experimentais e avaliado 

separadamente. 
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RESULTADOS

Densidade populacional de grupos bacterianos na rizosfera do cacaueiro

A densidade populacional de bactérias foi diferente (P<0,05) no solo e nas 

raízes de cacaueiro, para algumas amostras (Tabela 2). As maiores populações 

de bactérias totais e de Pseudomonas spp. foram observadas nas amostras de 

raízes (Tabela 2). O contrário foi verificado na quantificação de Bacillus spp., para 

a qual, a maior densidade foi observada na amostra de solo. De forma geral, o 

número de bactérias presentes nas amostras da Ceplac foi superior ao do IBC 

(P<0,05). Em relação às bactérias totais, houve diferença significativa apenas 

entre as amostras de cacaueiro com mais de três anos de idade da Ceplac, sendo 

a população encontrada na amostra de raízes superior à encontrada no solo. 

Com relação ao gênero Pseudomonas, as amostras provenientes do IBC 

apresentaram quantidades superiores de bactérias nas raízes (P<0,05). No 

gênero Bacillus foi verificada diferença significativa (P<0,05) em ambas as 

amostras da Ceplac, sendo os valores superiores nas amostras de solo, quando 

comparadas com as amostras de raízes (Tabela 2).

Nas amostras de raízes e nas amostras de solo, o gênero Bacillus 

representou em média, 2,4 % e 25,4 % do total de bactérias, respectivamente, 

enquanto que o gênero Pseudomonas representou 1,7 % e 1,1 % desse total 

(Tabela 2). Os resultados da repetição deste estudo foram semelhantes.
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Tabela 2. Densidade populacional bacteriana na rizosfera do cacaueiro.

* Amostras coletadas no IBC e na Ceplac, em plantios de cacaueiro com mais de três anos de idade (Velho) e com menos de três anos de idade (Novo).
** Porcentagem em relação à população de bactérias totais.

Dentro de cada grupo ou gênero bacteriano, médias seguidas de mesma letra na linha, não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

UFC.g-1 %**

Bactérias Totais Pseudomonas spp. Bacillus spp. Pseudomonas spp. Bacillus spp.Amostra/Local*

Raízes Solo Raízes Solo Raízes Solo Raízes Solo Raízes Solo

Velho IBC 5,30 x 107 a 2,50 x 107 a 1,01 x 106 a 1,0 x 105 b 3,56 x 106 a 5,82 x 106 a 1,92 0,41 6,75 23,25

Novo IBC 8,23 x 108 a 1,90 x 108 a 1,94 x 107 a 1,80 x 105 b 5,79 x 106 a 1,25 x 107 a 2,31 0,09 0,70 6,57

Velho Ceplac 1,21 x 109 a 1,53 x 108 b 1,52 x 107 a 4,26 x 106 a 1,84 x 107 b 7,73 x 107 a 1,26 2,79 1,53 50,67

Novo Ceplac 7,07 x 108 a 2,10 x 108 a 1,02 x 107 a 2,38 x 106 a 6,84 x 106 b 4,43 x 107 a 1,45 1,13 0,97 21,11

Médias 6,98 x 108 a 1,44 x 108 b 1,14 x 107 a 1,73 x 106 b 8,65 x 106 b 3,49 x 107 a 1,73 1,10 2,49 25,4
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Diversidade genética

Sessenta e três isolados bacterianos foram obtidos da rizosfera do 

cacaueiro e utilizados para o estudo da diversidade genética. A amplificação do 

DNA desses isolados, pela técnica de PCR-RAPD com três primers decâmeros 

(D7, M12 e M13) gerou um total de 87 bandas polimórficas, algumas delas 

ilustradas na Figura 1. A análise mostrou que há uma grande diversidade entre os 

isolados, formando pelo menos doze grupos genéticos, com aproximadamente 51 

% de similaridade (Figura 2). Alto grau de similaridade foi verificado apenas entre 

os isolados 110 e 124 (99 %) e entre os isolados 12 e 07 (100 %). 

Figura 1. Perfil de RAPD obtido para 20 isolados de rizobactérias de cacaueiro, utilizando 

os primers D7, M12 e M13. (M) marcador de peso molecular – 100pb.

M  11 3  38 44 20  7  90  64 17  4  55 32  2  79 67 85 66 1 34 40

Primer D7

Primer M12

M  11   3  38 44 20  7  90  64 17  4  55 32  2  79 67 85 66 1 34 40

Primer M13

M  11 3  38 44 20  7  90  64 17  4  55 32  2  79 67 85 66 1 34 40

500 pb 

500 pb 

500 pb 
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Figura 2. Dendograma de isolados de rizobactérias do cacaueiro baseado em marcadores RAPD. 

Os coeficientes de similaridade de Nei-Li foram agrupados através do método Neighbor-Joining. 

Os grupos finais (isolados individuais) foram definidos com base em 100 % de similaridade. A linha 

tracejada indica similaridade de 51 % entre os isolados e define 12 grupos bacterianos (G01 a 

G12). A análise de bootstrap foi feita com base em 1000 repetições e valores ≥ 70 % são 

mostrados. As setas indicam os isolados selecionados para o estudo de promoção de crescimento 

em mudas de cacaueiro. 
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Promoção de crescimento

Não foi constatada diferença significativa (P>0,05) para os parâmetros 

avaliados no estudo de promoção de crescimento, com os isolados escolhidos a 

partir do dendograma resultante da análise RAPD, mesmo sendo encontrados

incrementos de até 10,6 % para número de folhas (isolado 126), 6,1 % para altura 

da planta (isolado 01), 31,8 % e 31,7 % para matéria seca da parte aérea 

(isolados 01 e 05) e raiz (isolado 141), respectivamente (Figura 3).

Figura 3. Crescimento de mudas seminais de cacaueiro inoculadas com rizobactérias.  
(A) - Número de folhas; (B) - Altura das plantas; (C) - Matéria seca da parte aérea e (D) -
Matéria seca da raiz. Foi utilizado o substrato Plantmax® não esterilizado e as avaliações 
foram efetuadas 60 dias após inoculação das sementes com isolados de rizobactérias. 
Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Skott & Knott (P<0,05).
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DISCUSSÃO

Neste trabalho estudaram-se as densidades populacionais, a diversidade 

genética e o potencial de bactérias associadas à rizosfera do cacaueiro para 

promover o crescimento desta cultura. Estudos semelhantes para a cultura do 

cacaueiro não foram encontrados na literatura cientifica.

Em se tratando da quantificação bacteriana, o número de colônias 

encontradas foi superior nas amostras de raízes de cacaueiro, em relação ao 

número de colônias nas amostras de solo, possivelmente devido à presença de 

exsudatos radiculares que são fontes de nutrientes para os microrganismos. 

Lamb et al. (1996) e Elvira-Recuenco et al. (2000) relatam que as populações 

bacterianas são maiores nas raízes do que em qualquer outro órgão vegetal ou 

no solo. As populações na rizosfera podem ser 100 vezes superiores às 

observadas no solo adjacente (Siqueira & Franco, 1988). Contudo, neste estudo 

foram verificadas exceções para alguns gêneros de bactérias, a exemplo do 

gênero Bacillus que apresentou maiores populações nas amostras de solo. A 

população de bactérias totais e de Pseudomonas spp. foi, respectivamente, 4,84 

e 6,62 vezes maior nas raízes do que no solo, enquanto a de Bacillus spp. foi 6,62 

vezes mais abundante no solo que na raiz. As flutuações nas comunidades estão 

relacionadas com características do micro-ambiente, do genótipo da planta e/ou 

do próprio microrganismo. Os resultados deste trabalho demonstram que existe 

uma preferência de micro-habitats entre os grupos de bactérias estudadas. 

Enquanto Pseudomonas spp. foi mais abundante nas raízes de cacaueiro, maior 

quantidade de Bacillus spp. foi encontrada no solo (Tabela 2). Fora da influência 

das raízes, o solo pode ser considerado menos rico em nutrientes, por não estar 

sob a influência dos exsudatos radiculares. Portanto, para alguns microrganismos 

qualquer característica que permita a sua permanência nesse ambiente reflete na 

sua capacidade competitiva (Grayston & Jones, 1996). A maior abundância de 

bactérias do gênero Bacillus no solo ocorre possivelmente devido à capacidade 

de produção de endosporos por estas bactérias, enquanto bactérias que não 

produzem essas estruturas de sobrevivência, como as Pseudomonas spp., 

preferem a região da rizosfera. Tem-se observado que os bacilos esporulantes 

(Bacillus spp.) e os cocos gram-positivos são inibidos na rizosfera das plantas 

cultivadas, enquanto os bastonetes gram-negativos como Pseudomonas spp., 
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Agrobacter spp., Beijerinckia spp., Rhizobium spp. e Azospirillum spp. são 

estimulados (Siqueira & Franco, 1988). As bactérias com exigências nutricionais 

simples e aquelas que exigem a presença de aminoácidos são também 

estimuladas na rizosfera (Drozdowicz, 1991). Mocali et al. (2003), verificaram

diferenças entre as populações de isolados de Pseudomonas spp. e de 

Curtobacterium spp. em olmo (Ulmus spp.), sendo observado maior população de 

Pseudomonas spp. nas raízes, enquanto que Curtobacterium spp. foi mais 

comumente encontrada em outros órgãos da planta e no solo.

Algumas propriedades do solo podem ter influenciado a população 

bacteriana. As amostras com densidades superiores de bactérias (Velho Ceplac e 

Novo Ceplac), apresentaram pH mais alto e maior conteúdo de Ca, Mg, K, C, Cu

e Mn, além de teores mais baixos de areia e mais altos de silte (Tabela 1).

Smit et al. (2001) demonstraram que em solos com alto teor de nutrientes 

disponíveis há uma maior densidade bacteriana e uma seleção positiva de 

bactérias das divisões e -proteobacteria (Pseudomonas spp., Enterobacter

spp., Rhizobium spp.), isto é, predominam bactérias com altas taxas de 

crescimento. Por sua vez, nos solos com baixo teor de nutrientes disponíveis, ou 

alto teor de substratos recalcitrantes, a quantidade e diversidade bacteriana são 

menores e predominam bactérias com baixo potencial de crescimento, mas com 

alta capacidade de competição por substratos. Sessitsch et al. (2001) observaram 

que as bactérias estão localizadas em microporos de microagregados (2-20 mM). 

Esses micro-habitats oferecem condições favoráveis para o crescimento 

bacteriano, devido à disponibilidade de água e substrato e difusão de gases. 

Esses autores também sugerem que o tamanho das partículas possui grande 

impacto na diversidade de microrganismos e que a maior diversidade e densidade 

estão na fração silte e argila do solo enquanto que a menor encontra-se na fração 

areia. Oliveira et al. (2003) relatam que a sobrevivência de espécies bacterianas 

na rizosfera possui correlação positiva com parâmetros físicos do solo, como o 

teor de argila e silte, de matéria orgânica e de nitrogênio, e uma correlação 

negativa com o teor de areia e carbonato de cálcio. Assim, a maior densidade 

bacteriana observada nas amostras coletadas na Ceplac, em comparação com as 

amostras do IBC, pode ter sido fortemente influenciada pelas propriedades físicas 

do solo (silte e areia). Entretanto, outros estudos com um número maior de 

amostras devem ser conduzidos para se comprovar estas hipóteses.
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A análise RAPD mostrou um grande polimorfismo genético entre os 

isolados de rizobactérias do cacaueiro, sendo observados diversos grupos e 

subgrupos bacterianos. Esse resultado confirma a grande diversidade genética 

existente entre os microrganismos, que excede, em muito, a diversidade dos 

organismos eucariontes (Ward, 1998; Hunter-Cevera, 1998).

Rosseló-Mora & Amann (2001) relatam que um grama de solo pode conter 

até 10 bilhões de microrganismos, representando milhares de espécies. Estudos 

filogenéticos mostram que a distância filogenética entre dois grupos de bactérias,

as halofílicas e espiroquetas, é 2,5 vezes maior que a distância entre os animais e 

as plantas. Figueiredo et al. (2003) estudando a variabilidade genética e relações 

filogenéticas de rizobactérias do milho, demonstraram com a técnica de RAPD a 

existência de polimorfismo, mesmo para isolados que previamente apresentaram 

padrões morfológicos e bioquímicos similares. Sabe-se que os microrganismos, 

em especial as bactérias, representam o repertório mais rico em diversidade 

genética e química na natureza, constituindo a base de processos ecológicos,

como os ciclos biogeoquímicos e a cadeia trófica, além de manterem relações

vitais entre si e com os organismos superiores (Hunter-Cevera, 1998).

O estudo de promoção de crescimento demonstrou que nas condições 

experimentais testadas, os isolados de rizobactérias avaliados não foram capazes 

de estimular o crescimento das mudas de cacaueiro e nem tiveram efeito deletério 

ao seu crescimento.

Na literatura científica consultada, não foram encontrados estudos 

referentes à promoção de crescimento e diversidade genética de rizobactérias na 

cultura do cacaueiro, o que evidencia a necessidade de maiores estudos para a 

seleção de rizobactérias benéficas, frente à ampla diversidade associada ao solo 

e raiz de cacaueiro. Seleções preliminares devem envolver um grande número de 

isolados, principalmente porque aproximadamente 99 % das rizobactérias não 

apresentam a capacidade de estimular o crescimento vegetal (Chen et al., 1996).

Contudo, as rizobactérias podem promover incrementos significativos no 

crescimento e produtividade de diversas culturas anuais (Freitas et al., 2003; 

Gomes et al., 2003; Sousa et al., 2006). Estudos sobre a interação de plantas 

perenes com RPCPs não são tão abundantes, mas Chanway et al. (2000), 

demonstraram que isolados de Pseudomonas spp. promoveram efeitos 

significativos na produção de matéria seca e na altura de plantas de abeto (Picea 
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glauca). Freitas (1989) detectou aumentos significativos na altura e matéria seca

em plântulas de cafeeiro tratadas com isolados de Pseudomonas spp. Nesse 

caso, não foi detectada grande variabilidade dos dados referentes à matéria seca 

e à altura, mas sim, relativos aos teores de micronutrientes na parte aérea das 

plântulas. Mafia et al. (2005) obtiveram um aumento médio de 55 % na biomassa 

radicular de mudas clonais de eucalipto, quando tratadas com rizobactérias. 

Neste trabalho, demonstrou-se que na cultura do cacaueiro, as populações 

de bactérias totais e de Pseudomonas spp., são maiores nas raízes do que no 

solo, enquanto que as populações de Bacillus spp. são maiores no solo. Apesar 

das análises de RAPD demonstrarem a existência de uma grande diversidade de 

bactérias associada à rizosfera da cultura, nenhum dos isolados testados foi 

capaz de promover o crescimento de mudas. 
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DIVERSIDADE GENÉTICA DE RIZOBACTÉRIAS ASSOCIADAS AO 

CACAUEIRO E  SEU EFEITO NO CRESCIMENTO DE MUDAS SEMINAIS 

RESUMO

Neste trabalho estudaram-se a diversidade genética, a produção in vitro de 

enzimas extracelulares, de ácido indolacético, a capacidade de solubilização de 

fosfato e o potencial de promoção de crescimento de rizobactérias associadas ao 

cacaueiro. Os testes in vitro indicaram que entre as rizobactérias testadas, 17,5 % 

apresentaram atividade quitinolítica, 6,4 % apresentaram atividade xilanolítica, 

88,9 % produziram ácido indolacético e 85,7 % solubilizaram fosfato inorgânico. 

Nenhum dos isolados testados apresentou atividade celulolítica. O estudo da 

diversidade genética de rizobactérias, através do sequenciamento do gene hsp60, 

revelou a presença de representantes de bactérias pertencentes às famílias 

Pseudomonadaceae (Pseudomonas spp.), Enterobacteriaceae (Enterobacter

spp., Klebsiella spp., Pantoea spp. e Serratia spp.), Flavobacteriaceae

(Flavobacterium spp.) e Bacillaceae (Bacillus spp.), sendo que a maioria dos 

isolados (54 %) pertence à família Enterobacteriaceae. O estudo do efeito das 

rizobactérias na promoção de crescimento de mudas seminais de cacaueiro 

mostrou efeitos benéficos ou deletérios, de acordo com o isolado testado. Houve 

aumento significativo na matéria seca da raiz para 17 isolados bacterianos, 

obtendo-se até 91,8 % de incremento. Estes isolados apresentam potencial para 

promoção de crescimento de mudas de cacaueiro.

Palavras-chave: gene hsp60, variabilidade genética, PCR-RAPD, Theobroma 

cacao
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GENETIC DIVERSITY OF RIZOBACTERIA ASSOCIATED TO CACAO PLANTS 

AND THEIR EFFECT ON SEEDLING GROWTH PROMOTION

ABSTRACT

In this work, the genetic diversity, in vitro production of extracelular enzymes and 

indolacetic acid, the capacity for phosphate solubilization and the potential for 

plant growth promotion of rhizobacteria associated with cacao plants were studied. 

The tests in vitro indicated that among the rhizobacteria tested, 17.5 % presented 

chitinolytic activity, 6.4 % presented xilanolytic activity, 88.9 % produced indol 

acetic acid and 85.7 % solubilized inorganic phosphate. These bacteria did not 

present celulolytic activity. The rhizobacteria genetic diversity study, through 

hsp60 gene sequencing, indicated the presence of bacteria belonging to the 

following families: Pseudomonadaceae (Pseudomonas spp.), Enterobacteriaceae

(Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pantoea sp., and Serratia spp.), 

Flavobacteriaceae (Flavobacterium spp.), and Bacillaceae (Bacillus spp.), with the 

majority of these isolates (54 %) belonging to the family Enterobacteriaceae. The 

study of the effect of rhizobacteria in seedling growth promotion showed that 

beneficial and deleterious effects occurred, depending on the bacterial isolate. 

There was a significant increase in root dry weight with 17 bacterial isolates, with 

increments in root dry weight matter reaching 91.8 %. These isolates present a 

potential for cacao seedling growth promotion.

Key-words: hsp60 gene, genetic variability, PCR-RAPD, Theobroma cacao
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INTRODUÇÃO

O cacaueiro (Theobroma cacao) representa uma cultura de importância 

mundial, pois sua amêndoa é matéria prima para fabricação de chocolate. Esta 

cultura tem um grande valor comercial, social e ecológico para o Brasil, por 

empregar mão-de-obra local e por ser uma planta cultivada em sub-bosque, 

preservando a floresta (Cuenca & Nazário, 2004). Contudo, a ação do patógeno 

Moniliophthora perniciosa, causador da doença vassoura-de-bruxa, aliada à 

queda dos preços internacionais contribuiu para o declínio da produção cacaueira 

brasileira (Souza & Dias, 2001). Para tentar recuperar a cacauicultura nacional, 

diversas medidas estão sendo adotadas e as atividades que permitem preservar o 

sistema de produção de cacau e elevar o rendimento da cultura assumem 

primordial importância, principalmente as alternativas de cunho ecológico.

Nesse sentido, o uso de microorganismos associados ao sistema radicular 

das plantas, com potencial de promoção do crescimento, por exemplo, vem sendo 

bastante estudado nos últimos anos e tem apresentado bons resultados para 

várias culturas, destacando-se as associações com rizobactérias (Araújo et al., 

2000; Amorim & Melo, 2002; Mafia et al., 2005; Sousa et al., 2006).

Algumas bactérias são conhecidas como rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (RPCPs), ou seja, são bactérias colonizadoras das raízes 

ou rizosfera, que apresentam efeitos benéficos às plantas, promovendo seu 

crescimento, refletido na altura, vigor e produtividade maior do que nas plantas 

não associadas às RPCPs (Romeiro & Batista, 2002). A promoção de 

crescimento ocorre por diversos mecanismos, a exemplo da produção de 

substâncias reguladoras de crescimento, antibióticos e sideróforos, mineralização 

e solubilização de nutrientes e fixação de nitrogênio (Sturz et al., 2000; Silveira, 

2001; Koening et al., 2002; Pidello, 2003).

Bactérias que apresentam mais de uma característica para a promoção de 

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

nutrientes e produção de sideróforos ou solubilização de fosfato e produção de 

auxinas, entre outras, são desejáveis para uma possível aplicação no campo, 

objetivando o aumento da produção agrícola (Verma et al., 2001). Como na 

cultura do cacaueiro o período de formação de mudas em viveiro representa uma 
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fase onerosa no processo de produção, a utilização de RPCPs pode gerar 

benefícios significativos.

A detecção de metabólitos produzidos pelas rizobactérias, bem como a 

identificação e a utilização desses microorganismos é de fundamental importância 

para o conhecimento da interação bactéria-planta. 

Com o advento da biologia molecular, as respostas às perguntas sobre 

diversidade microbiana, taxonomia de microrganismos, mecanismos de ação e o 

destino dos microrganismos introduzidos no ambiente podem ser respondidas 

(Rosado et al., 1997; Schloter et al., 2003). Nos estudos filogenéticos, vários 

trabalhos com bactérias foram realizados utilizando o gene 16S rDNA. Contudo, 

pesquisas mostram que para alguns gêneros, esse gene apresenta algumas 

limitações (Reva et al., 2004), fato este devido à evolução diferenciada das 

múltiplas cópias deste gene encontradas em uma única célula bacteriana. Por 

esse motivo, outros genes estão sendo adotados na identificação e em estudos 

taxonômicos de microrganismos (Dahllof et al., 2000; Souza et al., 2003). Genes 

mais específicos, como o hsp60 (Heat Shock Proteins) que codifica uma proteína 

de choque térmico apresenta inúmeras vantagens em relação ao 16S, entre elas

a presença de uma única cópia por célula e evolução mais acelerada que o 16S, 

permitindo a identificação de espécies filogeneticamente próximas (Fox et al., 

1992; Goh et al., 1996; Karlin, 2000). 

Embora haja diversos trabalhos enfatizando a associação benéfica das 

RPCPs com diversas espécies de plantas, bem como o conhecimento genético 

desses microrganismos, não há informações na literatura científica sobre estes 

estudos na cultura do cacaueiro. Assim, o presente trabalho teve como objetivos 

caracterizar os isolados de rizobactéria quanto à produção de enzimas 

extracelulares, ácido indolacético e solubilização de fosfato inorgânico, avaliar o 

potencial desses isolados na promoção de crescimento em mudas de cacaueiro e 

fazer a análise filogenética desses isolados por meio da análise de sequências do 

gene hsp60.

MATERIAL E MÉTODOS

Nesses estudos, foram utilizados 59 isolados bacterianos provenientes da 

rizosfera de cacaueiros dos jardins clonais da Ceplac - Comissão Executiva do 
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Plano da Lavoura Cacaueira e do IBC - Instituto Biofábrica de Cacau, ambos 

localizados no município de Ilhéus – BA. Foram incluídos mais quatro isolados 

(353, 369, 629 e 684), obtidos do interior de cacaueiros sadios e gentilmente 

cedidos pelo Centro de Estudos do Cacau Almirante Cacau – Agrícola, Comércio 

e Exportação LTDA para servirem como padrões de comparação.

Os isolados bacterianos foram obtidos transferindo-se 10 g de raízes para

um frasco de Erlenmeyer contendo 90 mL de solução salina (NaCl a 0,85 %) 

estéril, sendo este agitado em agitador orbital por 30 minutos, a temperatura 

ambiente (28 ± 2oC). Após esse período, fez-se a diluição seriada (10-1 a 10-5) em 

tubos de ensaio com 9 mL da solução salina estéril e o plaqueamento em meio 

ágar nutriente - NA (Levine, 1954), contendo ciclohexamida (10 mg/L). O inóculo 

foi espalhado com o auxílio de uma alça de Drigalsky estéril. As colônias obtidas 

foram repicadas para meio NA para obtenção de culturas puras e transferidas 

para frascos de vidro contendo água estéril, os quais foram vedados com tampa 

de borracha e filme PVC, para preservação dos isolados bacterianos. Todos os 

isolados foram codificados e os frascos com as culturas foram mantidos a 

temperatura ambiente.

Caracterização fisiológica dos isolados de rizobactérias

Os testes in vitro para a produção de quitinase, celulase, xilanase e ácido 

indolacético e solubilização de fosfato foram realizadas com quatro repetições.

Produção de enzimas extracelulares

Para a determinação da produção de quitinase in vitro, foi utilizada a 

metodologia descrita por (Renwick et al., 1991). Os isolados de rizobactérias 

foram cultivados em placas de Petri contendo meio mínimo de sais (Tuite, 1969),

suplementado com quitina coloidal como única fonte de carbono. As culturas 

foram incubadas em câmara B.O.D. (28 ± 2 °C) durante 72 horas. Após este 

período, a atividade quitinolítica dos isolados foi detectada pela visualização de 

um halo hialino em torno das colônias crescidas.

A produção de celulase e xilanase in vitro foram determinadas conforme a 

metodologia descrita por Lewis (1988). Os isolados foram multiplicados em placas 

de Petri contendo meio mínimo de sais (Tuite, 1969), suplementado com xilana ou 

celulose como única fonte de carbono e incubadas em câmara B.O.D. (28 ± 2 °C), 
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durante 48 horas. Após este período foram adicionados 10 mL da solução 

vermelho congo a 0,5 % em cada placa, seguido de incubação a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi removido o excesso da solução de 

vermelho congo e adicionados 10 mL da solução salina (NaCl 1 M) em cada 

placa, sendo estas mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. Decorrido o 

tempo, a solução foi removida e a formação de um halo de coloração alaranjada 

em torno das colônias foi observada, indicando à atividade xilanolítica ou 

celulolítica dos isolados de rizobactérias.

Produção de ácido indolacético – AIA

A capacidade de produção de ácido indolacético (auxina) foi avaliada 

utilizando a técnica qualitativa de Brici et al., (1991). Os isolados foram cultivados 

em placas de Petri contento meio triptocaseína de soja ágar (10 %), 

suplementado com 5 mM de L-triptofano (100 µg.mL-1), cobertos por uma 

membrana de nitrocelulose (Sartorius  AG37070) e incubados em câmara B.O.D. 

a 28 ± 2 ºC por 48 horas. Após incubação, as membranas foram removidas e 

saturadas com solução de Salkowski (Gordon & Welber, 1951). Os isolados que 

formaram um halo avermelhado na membrana, no período de 30 minutos, foram 

considerados produtores de ácido indolacético.

Solubilização de fosfato inorgânico

A capacidade de solubilização de fosfato foi determinada segundo o 

método proposto por Katznelson & Bose (1959). Os isolados foram cultivados em 

meio de cultura triptocaseína de soja ágar (10 %) acrescido de CaHPO4 e 

incubados em câmara B.O.D. a 28 ± 2 ºC por sete dias. Após esse período, a 

solubilização do fosfato foi detectada pela formação de halo claro em torno das 

colônias crescidas dos isolados.

Seqüenciamento e análise filogenética

Para a extração do DNA genômico, os 63 isolados de rizobactérias foram 

crescidos em meio Triptocaseína de soja ágar e após 24 horas, colônias de cada 

isolado foram transferidas para tubos de microcentrífuga de 1 mL contendo 100 l 

de solução tampão de lise celular (NaOH 0,05 M, SDS a 0,25 %) e incubados em 

banho-maria por 15 minutos a 100 °C. Em seguida, os tubos contendo as 
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amostras foram centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto em microcentrífuga 

(Eppendorf 5417R) e o DNA no sobrenadante foi coletado e diluído 20 vezes em 

água MilliQ.

A amplificação do fragmento do gene hsp60 para a identificação molecular 

e análises filogenéticas, foi realizada com os primers HSP60F e HSP60R 

(Roggenkamp et al., 2004). As amplificações de PCR foram obtidas em um 

volume total de 50 μl contendo 50 mM de KCl, 1,5 mM MgCl2, 200 mM de cada 

dNTP (Promega, Madison, WI, USA), 20 pmol de cada primer,  6 μl de DNA 

genômico (10 ng. μl-1), e 2 U de Taq DNA polimerase (Promega). As 

amplificações de PCR foram feitas em um termociclador PTC-100 (MJ Research 

Inc., Watertown, MA) e consistiram de uma desnaturação inicial a 94 ºC por 2 

minutos, 10 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 45 segundos, anelamento de 

primer a 58 ºC por 45 segundos, diminuindo 1 ºC a cada ciclo sucessivo, 

alongamento a 72 ºC por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de desnaturação a 94 ºC 

por 45 segundos, anelamento a 48 ºC por 45 segundos, alongamento a 72 ºC por 

1 minuto e uma extensão final de 72 ºC por 5 minutos. 

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose de baixo 

ponto de fusão (NuSieve) com uma concentração de 1,5 %. Em seguida, as 

bandas foram cortadas do gel, congeladas a –80 ºC por 1 hora e centrifugadas 

por 15 minutos a 1400 rpm em microcentrífuga (Eppendorf, modelo 5417R). O 

sobrenadante foi usado diretamente para o sequenciamento com os primers

anteriormente utilizados para a amplificação. O sequenciamento foi feito com o 

BigDye Deoxy terminator sequencing kit (Applied Biosystems) de acordo com as 

recomendações do fabricante, em um volume total de 5 μl, contendo 0,5 μl de 

BigDye, 1 μl de tampão de sequenciamento (5X), 2 pmol de primer e 30 ng de 

DNA. As reações de sequenciamento foram feitas em um termociclador PTC-100 

e consistiram de desnaturação inicial de 95 ºC por 2 minutos, 30 ciclos de 

desnaturação a 95 ºC por 15 segundos, anelamento a 58 ºC por 30 segundos e 

extensão a 72 ºC por 4 minutos. 

Após a reação de sequenciamento, as amostras foram precipitadas com 20 

μl de isopropanol 65 % e a seguir permaneceram no escuro em temperatura 

ambiente por 15 minutos. Posteriormente, as placas de 96 poços contendo as 

reações foram centrifugadas por 40 minutos a 4000 rpm em microcentrífuga 

(Eppendorf 5417R). O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre 

50



   

papel toalha. Acrescentou-se 100 μl de etanol 60 % e centrifugou-se à mesma 

velocidade por 8 minutos. O etanol foi descartado e a placa foi centrifugada sobre 

o papel toalha a 700 rpm por 10 segundos para remover o excesso de etanol. 

Após secagem a temperatura ambiente por 15 minutos, foram adicionados 10 μl 

de formamida a cada amostra e a placa colocada no termociclador para a 

desnaturação a 94 ºC por 3 minutos. Após essa etapa, a placa foi encaminhada 

ao Seqüenciador Automático de DNA, modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer. 

Para a análise das seqüências provenientes dos dois primers (forward e 

reverse), foi utilizado o programa BioEdit versão 5.0.9 (Hall, 1999) para unir as 

seqüências. Os alinhamentos foram feitos com o programa MEGA versão 3.1 

(Kumar et al., 2004). O programa BLAST (Altschul et al., 1997) foi usado para 

comparar as seqüências de cada isolado com aquelas encontradas nos bancos 

de dados públicos. Para fins de comparação, foram obtidas as seguintes 

seqüências do banco de dados públicos: AE016877 (Bacillus cereus ATCC), 

CP000001 (B. cereus E33L), AE017334 (B. anthracis), AJ417141 (Enterobacter 

asburiae), AJ417125 (E. cloacae), AY579184 (E. sakazakii), AF30652 (E. 

aerogenes), AAPM01000013 (Flavobacterium johnsoniae), AB008147 (Klebsiella 

oxytoca), AB008146 (K. pneumoniae), AANC01000007 (Leeuwenhoekiella 

blandensis), AY579182 (Pantoea sp.), AAOG01000001 (Polaribacter irgensii), 

CP000076 (Pseudomonas fluorescens – PF5), AE015451 (P. putida), AE004091 

(P. aeruginosa – PO1), AB008145 (Serratia marcescens) e Serratia Dd11(Sanger 

Institute – não terminado).  

As análises filogenéticas foram feitas com o programa MEGA 3.1, 

utilizando o método de Máxima Parcimônia com os parâmetros de Jukes-Cantor e 

análise de bootstrap com 1000 repetições.

Promoção de crescimento em mudas de cacaueiro

Para avaliar o potencial de 63 isolados de rizobactérias, na promoção de 

crescimento em mudas seminais de cacaueiro em solo não estéril, foi conduzido 

em casa-de-vegetação da Ceplac, um experimento em delineamento inteiramente 

casualizado, com 64 tratamentos (63 isolados bacterianos + 1 controle) e cinco 

repetições.

Para tanto, os isolados foram cultivados em meio triptocaseína de soja ágar 

(TSA) a 28 ± 2 °C por um período de 48 horas. Em seguida, as colônias foram 
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ressuspendidas em água destilada autoclavada e a concentração de cada 

suspensão foi ajustada para aproximadamente 108 ufc/mL. Antes da bacterização, 

retirou-se o tegumento das sementes de cacaueiro e, em seguida fez-se a 

desinfestação das sementes através de imersão por 10 minutos em hipoclorito de 

sódio a 2,5 % de cloro ativo, seguida de três lavagens com água destilada 

esterilizada.

As sementes então foram submersas em cada suspensão bacteriana por 30 

minutos e semeadas logo em seguida em vasos plásticos com capacidade para 

500 mL, contendo solo de barranco não esterilizado. O tratamento controle 

consistiu na imersão das sementes em água destilada esterilizada, por 30 

minutos. As mudas foram mantidas em casa de vegetação e coletadas 60 dias 

após a semeadura, avaliando-se número de folhas, altura da planta, massa seca 

da parte aérea e massa seca da raiz. A biomassa seca foi determinada após 

lavagem das raízes em água corrente e separação da parte aérea, sendo então 

levadas à estufa, com ventilação forçada a 70 °C até atingir massa constante. Os 

dados foram analisados pelo programa estatístico SISVAR (Ferreira, 2000), sendo 

realizada a análise de variância (ANOVA) e em seguida, a comparação das 

médias pelo teste de Scott & Knott a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS

Caracterização fisiológica

Os testes fisiológicos mostraram que os 63 isolados bacterianos 

apresentaram in vitro pelo menos uma das atividades testadas: solubilização de 

fosfato inorgânico, produção de quitinase, xilanase e ácido indolacético (AIA) 

(Tabela 1), cuja constatação foi visualizada, respectivamente, pela formação de 

um halo claro, halo hialino e halo alaranjado ao redor das colônias e um halo 

avermelhado nas membranas de nitrocelulose (Figura 1). A atividade celulolítica 

não foi detectada em nenhum dos isolados testados. Entre os isolados, 17,5 % 

apresentaram atividade quitinolítica, 6,4 % xilanolítica, 88,9 % produziram AIA e 

85,7 % solubilizaram fosfato de cálcio. Nove isolados (02, 23, 44, 62, 84, 102, 

369, 629 e 684) apresentam até três atividades fisiológicas apresentadas na 

Tabela 1.
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Tabela 1. Produção de enzimas, ácido indolacético e solubilização de fosfato inorgânico 

in vitro por isolados de bactérias do cacaueiro.

Atividade enzimática Atividade enzimáticaIsolados

Quitinase Xilanase
AIA* SF** Isolados

Quitinase Xilanase
AIA* SF**

01 - - + + 58 - - + +
02 + - + + 59 - - + +
03 - - - + 61 + - + +
04 - - + + 62 - + + +
05 - - + + 63 - - + +
07 - - + + 64 - - + +
11 - - + + 65 - - + -
12 - - + + 66 - - + +
13 - - + + 67 - - + -
15 - - + + 69 - - + +
17 - - + + 72 - - + +
20 - - + + 79 - - + -
21 - - + - 84 + - + +
22 - - + - 85 - - + +
23 + + + - 90 - - + +
24 - - + + 97 - - + +
27 - - + + 102 + - + +
32 - - + - 103 - - + -
33 - - + + 110 - - + +
34 - - + + 114 - - + +
35 - - + + 124 - - + +
38 - - + + 126 - - + +
39 - - - + 127 - - + +
40 - - + + 130 - - + +
44 + - + + 133 - - + +
47 + - - + 141 - - + +
49 - - + + 142 - - - +
51 + - - - 353 - - + +
54 - - + + 369 + - + +
55 - - + + 629 + + - +
56 - - + + 684 + + - +
57 - - + +

* Produção de ácido indolacético; ** Solubilização de fosfato de cálcio.

Os sinais (+) e (-) indicam, respectivamente, resposta positiva ou negativa em relação à 

produção de enzimas, AIA e solubilização de fosfato. 
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Figura 1. Caracterização fisiológica dos isolados de rizobactérias do cacaueiro. A -

solubilização de fosfato (isolado 02); B - atividade quitinolítica (isolado 44); C - atividade 

xilanolítica (isolado 62) e D - produção de ácido indolacético (isolado 02). 

Diversidade genética e identificação molecular

O sequenciamento do gene hsp60 permitiu a obtenção de seqüências de 

310-pb alinhadas, as quais mostraram que os isolados bacterianos são 

pertencentes às famílias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae. A maior 

diversidade genética (34 isolados) foi observada na família Enterobacteriaceae, 

que através dos acessos obtidos dos bancos de dados públicos, pode-se 

averiguar que compreendem os gêneros Enterobacter, Klebsiella, Pantoea e 

Serratia (Figura 2). O gênero Pseudomonas foi o único encontrado entre as 

Pseudomonadaceae, representando 23 isolados (Figura 2). 

 A identificação dos isolados pertencentes às famílias Bacillaceae (isolados 

90, 97 e 142) e Flavobacteriaceae (isolados 110, 124 e 133) foi efetuada através 

da análise de seqüências de outros genes, porém, com a amplificação feita 

através dos primers para o gene hsp60 (Figura 3). Desta forma pode-se dizer que 

estes fragmentos obtidos são amplificações inespecíficas. Apesar de serem 

inespecíficas, as amplificações se mostraram bastante úteis na identificação dos 

isolados mencionados. A comparação destas seqüências com outras depositadas

B
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Figura 2. Filograma genético dos isolados de rizobactérias baseado em 310-pb de 

nucleotídeos alinhados do gene hsp60. O filograma foi construído utilizando-se o método 

de Máxima Parcimônia. Os valores apresentados nas ramificações do filograma 

correspondem ao bootstrap ≥ 70, e foram calculados com base em 1000 repetições. A 

escala indica o número de substituições de nucleotídeos por sítio. As letras entre 

parênteses indicam produção de enzima quitinase (Q), xilanase (X), ácido indolacético 

(A) e solubilização de fosfato (S) pelos isolados.
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Figura 3. Identificação de isolados de bactérias da rizosfera de cacaueiro através da 

análise das amplificações inespecíficas com primers para o gene hsp60. (A) Filograma 

genético baseado em 375-pb de nucleotídeos alinhados de um gene que codifica uma 

proteína hipotética, amplificada para os isolados de rizobactérias do cacaueiro e 

seqüências dos bancos de dados públicos pertencentes a bactérias da família 

Flavobacteriaceae. (B) Filograma genético baseado em 590-pb de nucleotídeos alinhados 

de um gene que codifica o componente E1 da 2-glutarato desidrogenase, amplificada 

para os isolados de rizobactérias do cacaueiro e seqüências dos bancos de dados 

públicos pertencentes a bactérias da família Bacillaceae. Os filogramas foram construídos 

utilizando-se o método de Máxima Parcimônia. Os valores apresentados nas 

ramificações do filograma correspondem ao bootstrap calculados com base em 1000 

repetições. A escala indica o número de substituições de nucleotídeos por sítio. As letras 

entre parênteses indicam produção de ácido indolacético (A) e solubilização de fosfato 

(S) pelos isolados.
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nos bancos de dados públicos mostrou que estas apresentam 95 % de identidade 

quando comparadas a uma proteína hipotética de bactérias da família 

Flavobacteriaceae. Para os isolados 90, 97 e 142, as seqüências obtidas 

apresentaram até 96 % de identidade quando comparadas com seqüências do 

gene que codifica o componente E1 da 2-glutarato desidrogenase de bactérias 

pertencentes à Família Bacillaceae. Estas comparações permitiram a identificação 

dos isolados 110, 124 133 como pertencentes à Família Flavobacteriaceae, 

provavelmente ao gênero Flavobacterium e os isolados 90, 97 e 142 como 

pertencentes à família Bacillaceae e ao gênero Bacillus.

A análise filogenética mostrou identidade de 100 % entre as seqüências de 

alguns isolados de Enterobacteriaceae (54, 64, 49, 65 e 11; 684 e 629; 103, 63, 

12 e 17; 84 e 44; 62 e 61; 369, 141, 02, 130 e 102) e Pseudomonadaceae (72, 66, 

32 e 33; 04 e 23; 35 e 67; 01 e 39). De acordo com a proximidade e identidade 

entre as seqüências obtidas do banco de dados e seqüências obtidas com o 

sequenciamento, os dois gêneros mais comuns encontrados na rizosfera do 

cacaueiro são Enterobacter e Pseudomonas (Tabela 2).

Tabela 2. Identidade entre seqüências dos isolados de rizobactérias.

Identidade (%)
Acessos*

Mín. Máx.
Isolados bacterianos

Enterobacter spp. 89 96
03, 11, 20, 22, 24, 49, 51, 54, 56, 57, 

59, 64, 65, 629, 684

Klebsiella spp. 94 97 07, 12, 17, 40, 63, 103, 114

Pantoea spp. 87 91 13, 85, 353

Serratia spp. 99 100 02, 44, 61, 62, 84, 102, 130, 141, 369

Pseudomonas spp. 89 99

01, 04, 05, 15, 21, 23, 27, 32, 33, 34, 

35, 38, 39, 47, 55, 58, 66, 67, 69, 72, 

79, 126, 127

Bacillus spp. 93 96 ** 90, 97, 142

Flavobacterium spp. 95 95 ** 110, 124, 133

* Seqüências obtidas nos bancos de dados públicos.

** Amplificações inespecíficas com os primers para o gene hsp60.
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Estes resultados permitem aferir que os isolados com atividade quitinolítica 

e xilanolítica in vitro são representantes dos gêneros Serratia, Enterobacter e 

Pseudomonas. A produção de AIA e solubilização de fosfato foi observada por 

todos os gêneros obtidos.

Promoção de crescimento

O estudo de promoção de crescimento com os 63 isolados, mostrou que 

houve diferença estatística na altura da planta, matéria seca da parte aérea e 

matéria seca da raiz (Figura 4B, C e D). Não foi verificada diferença significativa 

(P>0,05) no número de folhas, mesmo sendo observados incrementos de até 41,6 

% em relação à testemunha (Figura 4A), para o isolado 141 (Serratia spp.), o qual 

apresenta a capacidade de solubilização de fosfato e produção de AIA.

Em relação à altura das plantas, 41 isolados não diferiram da testemunha 

(P>0,05), apesar do aumento de até 15,2 % observado com o isolado 04 

(Pseudomonas spp. produtora de AIA e solubilizadora de fosfato). No entanto, foi 

verificado efeito deletério significativo de alguns isolados, sendo mais acentuado 

para os isolados 64, 90, 102, 114, 130 e 369 (Figura 4B).

Quanto à biomassa seca da parte aérea, não foram constatadas diferenças 

significativamente superiores à testemunha para os isolados avaliados, embora 

tenha sido observado até 29,1 % de aumento na sua produção para o isolado 24 

(Enterobacter spp., produtora de AIA e solubilizadora de fosfato). Efeito deletério 

também foi verificado na produção de biomassa seca da parte aérea, sendo 

conferido a 33 isolados, que também afetaram negativamente a altura das plantas 

(Figura 4C).

Houve incremento significativo na matéria seca da raiz (P<0,05) para os 

isolados 97 (um dos três isolados classificados como Bacillus spp.); 124 (um dos 

três isolados classificados como Flavobacterium spp.); 13 (um dos três isolados 

de Pantoea spp.); 02 e 141 (22,2 % dos isolados de Serratia spp.); 17 e 103 (28,6 

% dos isolados de Klebsiella spp.); 01, 05, 35, 69 e 127 (21,7 % dos isolados de 

Pseudomonas spp.); 22, 24, 64, 629 e 684 (33,3 % dos isolados de Enterobacter

spp.) (Tabela 2). O efeito benéfico do isolado 5, Pseudomonas spp. produtor de 

AIA e solubilizador de fosfato, foi significativamente superior aos demais, 

conferindo incremento de 91,8 % na biomassa seca da raiz, em relação à 

testemunha (Figura 4D).
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Figura 4. Número de folhas (A), altura de planta (B), matéria seca da parte aérea (C) e matéria seca da raiz (D) de mudas seminais de cacaueiro em solo 

não estéril, colhidas 60 dias após inoculação das sementes com isolados de rizobactérias. Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de 

Skott & Knott (P<0,05).
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DISCUSSÃO

Com base nos estudos realizados, bactérias associadas à rizosfera do 

cacaueiro pertencem às principais famílias citadas na literatura como RPCPs e 

alguns isolados são capazes de produzir enzimas extracelulares, AIA e solubilizar 

fosfato inorgânico. Apesar da produção in vitro, esses testes fisiológicos foram 

utilizados apenas como indicadores de promoção de crescimento, já que não se 

comprovou a produção de nenhum desses metabólitos in vivo. Os resultados 

indicam também que há uma distinção quanto ao efeito (benéfico ou deletério) 

conseqüente da ação dessas bactérias em mudas de cacaueiro.

A produção in vitro de quitinase foi observada por 17,5 % dos isolados 

bacterianos testados. A quitina é um polímero (N-acetilglicosamina) constituinte 

da parede celular na maioria dos fungos fitopatogênicos, tornando-os susceptíveis 

a ação antagônica das bactérias produtoras de quitinase. Essa atividade 

metabólica pode constituir-se num dos mecanismos de biocontrole desses 

patógenos (Gomes et al., 2000; Majeti & Kumar, 2000). Nesse estudo, a atividade 

quitinolítica foi observada nos isolados de Serratia spp. e Enterobacter spp., cuja 

literatura cita como principais gêneros de bactérias produtores de quitinases, 

juntamente com Streptomyces spp. (Matsuo et al., 1999, Patil et al., 2000).

Os testes para a produção de xilanase in vitro mostraram que apenas 

quatro isolados (23, 62, 629, 684) apresentaram atividade xilanolítica.

Rizobactérias capazes de produzir xilanase têm papel importante na 

mineralização e liberação de nutrientes, pois são capazes de degradar moléculas 

orgânicas complexas presentes no solo, como xilana (principal polímero 

constituinte do complexo hemicelulolítico), auxiliando na decomposição da 

matéria orgânica, e consequentemente, favorecendo o estado nutricional e o 

crescimento das plantas (Oliveira et al., 2003). Entretanto, o experimento em 

casa-de-vegetação com mudas de cacaueiro mostrou que esses isolados não 

promoveram significativos aumentos de biomassa vegetal, sugerindo que, nas 

condições avaliadas, a atividade xilanolítica é uma característica que talvez não 

seja determinante para a promoção de crescimento.

A alta porcentagem de isolados solubilizadores de fosfato (85,7 %), 

atestada neste estudo, é comumente encontrada na rizosfera de diversas plantas 

(Vazquez et al., 2000). Esta capacidade de solubilizar compostos fosfatados é 
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uma característica importante dessas bactérias, já que o fósforo (P), apesar de 

ser abundante nos solos na forma orgânica e inorgânica, é o nutriente mais 

limitante do crescimento vegetal tendo um papel estrutural, funcional, e na 

transferência de energia na planta. Muitos tipos de solos são deficientes em 

fósforo porque a concentração P livre (forma disponível para as plantas), mesmo 

em solos férteis, é geralmente baixa (Barroti & Nahas, 2000). Isso se deve pela 

alta reatividade com cálcio, ferro e alumínio, tornando-o indisponível (Richardson, 

2001). A solubilização de fosfato na rizosfera representa o mecanismo mais 

comum de ação em RPCPs que aumentam a disponibilidade de nutrientes às 

plantas. As RPCPs dissolvem o fosfato insolúvel pela produção de ácidos 

orgânicos e inorgânicos e/ou pela diminuição do pH, e consequentemente, ocorre 

a liberação de fosfato disponível que pode ser adsorvido pelas plantas (Vassilev & 

Vassileva, 2003). Vários estudos abordam a relação de bactérias solubilizadoras 

de fosfato com a promoção de crescimento vegetal em diversas culturas, citando 

o Rhizobium leguminosarum em milho (Chabot et al., 1998), Azotobacter 

chroococum em trigo (Kumar & Narula, 1999) e Pseudomonas fluorescens em 

feijão (Katiyar & Goel, 2003), sendo que os gêneros Pseudomonas, Bacillus e 

Rhizobium estão entre as bactérias mais eficientes (Verma et al., 2001; Rodriguez 

& Fraga, 1999).

O teste qualitativo de produção de ácido indolacético – AIA (principal 

auxina de ocorrência natural) in vitro mostrou que 88,9 % dos isolados 

bacterianos testados são capazes de produzi-lo. Este resultado corrobora com a 

literatura, na qual tem sugerido que mais de 80 % das bactérias isoladas da 

rizosfera são capazes de produzir esse regulador de crescimento (Leinhos & 

Vacek, 1994; Barazani & Friedman, 1999; Khalid et al., 2004). A produção de 

substâncias reguladoras de crescimento como AIA, tem explicado o efeito 

benéfico das rizobactérias observado em várias culturas (Mafia et al., 2005) e tem 

sido detectada em meio de cultura após o crescimento de isolados de 

rizobactérias como o Azospirillum spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Bacillus

spp., Azotobacter spp., Pseudomonas spp. e Rhizobium spp. (Mello,1998; Verma 

et al., 2001; Halda-alija, 2004). A produção de reguladores de crescimento ativos 

faz parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias associadas aos 

vegetais, causando modificações na morfologia das raízes, influenciando na 

absorção de nutrientes e água (Patten & Glick, 2002). Através da produção 
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substâncias reguladoras de crescimento vegetal, os microrganismos podem 

promover um estímulo ao crescimento vegetal, além de aumentar a produção de 

metabólitos pelas plantas que podem ser utilizados para seu próprio crescimento 

(Oliveira et al., 2003). A resposta das plantas ao AIA liberado por bactérias, pode 

variar de efeitos benéficos a deletérios dependendo de sua concentração. 

Quando em baixas concentrações, pode estimular e quando em altas 

concentrações, pode inibir o desenvolvimento da raiz. Os níveis de AIA 

produzidos pelas bactérias dependem do crescimento bacteriano, da atividade 

metabólica e da expressão de genes que codificam enzimas para a biossíntese 

de AIA (Lambrecht et al., 2000). Patten & Glick (2002) verificaram que 

Pseudomonas putida aumentou de 35 % a 50 % o crescimento primário das 

raízes de canola (Brassica campestris), devido à produção de AIA. Eles 

demonstraram diretamente que o fitoregulador bacteriano tem um papel 

importante na elongação da raiz, quando a bactéria produtora está associada à 

planta hospedeira. Efeito semelhante foi obtido por Cattelan (1999) com diferentes 

isolados de Pseudomonas spp. em soja. Barazani & Friedman (1999) estudaram a 

promoção de crescimento de plantas de alface por substâncias secretadas por 

rizobactérias e verificaram que o crescimento das plantas foi mediado pela 

produção de auxinas.  

A análise filogenética mostrou que entre os isolados identificados 

associados à cultura do cacaueiro, a maioria pertence à Família 

Enterobacteriaceae (54 %) (Figura 2) e que há uma predominância de gêneros 

bacterianos dentro do Filo Proteobacteria, sendo a maioria pertencente à sub-

divisão gama () (Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pantoea spp., Pseudomonas

spp. e Serratia spp.). O mesmo tem sido observado em algumas culturas, como 

milho (Cerigioli, 2005), mandioca (Teixeira et al., 2005) e soja (Sobral, 2003). As 

Proteobactérias são o maior e mais diverso grupo de bactérias, alocadas em 

cinco subdivisões: alfa (), beta (), gama (), delta () e epsilon (). Os 

organismos alocados nesses grupos são Gram-negativos e apresentam uma 

enorme diversidade de morfologia e metabolismo, mesmo dentro de uma mesma 

radiação filogenética (Canhos et al., 1999; McCaig et al., 1999; Pereira, 2003). 

Estes autores sugerem que o Filo Proteobacteria está favorecido em solos

cultivados.
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No estudo de promoção de crescimento em mudas de cacaueiro pode-se 

observar que, embora não diferindo significativamente da testemunha para o 

número de folhas, altura da planta e matéria seca da parte aérea, os efeitos 

positivos mais acentuados foram obtidos, respectivamente, com isolados 141, 04 

e 24, os quais possuem a capacidade de produção de AIA e solubilização de 

fosfato. Tais características também são observadas no isolado 05, que promoveu 

aumentos significativos na matéria seca da raiz (Tabela 1; Figura 2). Entretanto, 

não é possível afirmar que esses isolados apresentaram a mesma atividade 

metabólica nas raízes das mudas, pois testes in vitro apenas indicam possíveis 

mecanismos de promoção de crescimento (Vessey, 2003), sendo, portanto, 

necessários mais testes para averiguar essas atividades in vivo.

O fato dos tratamentos não causarem aumentos significativos no número 

de folhas, altura de plantas e matéria seca da parte aérea, pode ser atribuído a 

diversos fatores. Estudos com número superior de isolados são necessários para 

obtenção de isolados promissores, principalmente porque menos de 1 % das 

rizobactérias são capazes de promover crescimento em plantas (Chen et al., 

1996). Silveira et al. (2004) testaram em três bioensaios, o potencial de 103 

isolados bacterianos para a promoção de crescimento em plantas de pepino. 

Destes, apenas cinco isolados foram selecionados por aumentarem 

significativamente a biomassa vegetal das plântulas.

É possível observar também que os isolados apresentaram diferentes 

respostas em relação às variáveis analisadas, mostrando influência positiva e 

negativa na altura da planta e matéria seca da parte aérea (Figura 4B e C). Esse 

é um fato comum no ambiente da rizosfera de qualquer planta, onde, em geral, 

ocorre um equilíbrio entre microrganismos benéficos e deletérios (Whipps, 2001). 

Uma pequena mudança neste equilíbrio pode desencadear uma doença ou, por 

outro lado, resultar no controle biológico de patógenos ou promoção do 

crescimento da planta. A maioria dos trabalhos com RPCPs discutem apenas o 

efeito benéfico dessas bactérias, não comentando sua ação deletéria. Contudo, a 

ocorrência de efeitos positivos ou deletérios é relatada por alguns autores 

(Probanza 1996, Khalid et al., 2004) e parece estar correlacionada com a espécie 

de microrganismo testada e seu hospedeiro. Probanza (1996) observou a redução 

de comprimento da parte aérea e raízes, bem como da biomassa de plântulas de 

pinus (Pinus taeda) tratadas com os isolados B. subtilis (BS1 e BS2), enquanto 
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que outros isolados aumentaram significativamente a biomassa do sistema 

radicular da mesma espécie. O mesmo autor detectou o efeito prejudicial de sete 

isolados de Pseudomonas fluorescens, obtidos de rizosfera de amieiro (Alnus 

glutinosa), sobre o crescimento desse hospedeiro. Além da redução do 

crescimento, algumas bactérias são capazes de aumentar a incidência ou 

severidade de doenças conforme relatado por Noronha et al., (1995), com Bacillus 

spp. em relação ao “damping-off” do caupi (Vigna unguiculata) causado por 

Rhizoctonia solani.

Entretanto, efeitos benéficos como o observado com o isolado 05 (91,8 % 

de incremento na matéria seca das raízes), são comumente relatados na literatura 

em diversas culturas. Em eucalipto, as rizobactérias proporcionaram maior 

produção e predisposição das estacas ao enraizamento e, quando incorporadas 

ao substrato, promoveram incrementos na biomassa e qualidade das raízes e da 

parte aérea, com ganhos superiores a 100 % nos índices de enraizamento 

(Alfenas et al., 2004). De acordo com Silveira et al., (1995) Pseudomonas spp. 

fluorescentes aplicadas a plântulas de feijão promoveram aumentos de matéria 

seca do caule e nódulos, conteúdo de fósforo e nitrogênio da parte aérea. Em um 

experimento com citros, Freitas & Aguilar-Vildoso (2004) verificaram o aumento 

da matéria seca das raízes e da parte aérea de plantas, promovido por nove 

isolados de RPCPs, sendo que sete deles eram do gênero Pseudomonas spp. e 

um de Bacillus spp.

Maiores esforços para ampliar o conhecimento sobre a diversidade 

microbiana e filogenia de bactérias são fundamentais para a exploração de novos 

isolados de interesse ambiental, bem como industrial (Istock et al., 1996; Ranjard 

et al., 2000). Neste trabalho evidenciou-se através da análise de seqüências do 

gene hsp60 que as bactérias colonizadoras da rizosfera do cacaueiro pertencem

predominantemente às famílias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, sendo 

este o primeiro trabalho desta natureza para a cultura do cacaueiro. Alguns dos 

isolados testados foram capazes de produzir enzimas extracelulares, AIA, 

solubilizar fosfato inorgânico e promover o crescimento de mudas seminais de 

cacaueiro. Estes isolados podem representar potenciais candidatos para 

aplicações na produção de mudas tanto do cacaueiro como de outras culturas.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo da comunidade 

bacteriana associada às raízes de cacaueiro, englobando a densidade 

populacional, a diversidade genética e o potencial destas bactérias na promoção 

de crescimento de mudas. 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as bactérias do gênero 

Pseudomonas são mais competentes na rizosfera do que as bactérias do gênero 

Bacillus. Este fato é evidenciado pelas maiores densidades populacionais de 

Pseudomonas spp. na rizosfera que no solo, sendo a relação inversa observada 

para Bacillus spp. (Capítulo 1). Estes resultados foram também confirmados no 

Capítulo 2, onde bactérias do gênero Pseudomonas foram identificadas através 

da análise de seqüências do gene hsp60 como um dos grupos mais numerosos 

na rizosfera do cacaueiro. Bactérias pertencentes à família Enterobacteriaceae

são também numerosas na rizosfera do cacaueiro (Capítulo 2). De fato, na 

literatura científica, muitos autores relatam que bactérias das famílias 

Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae são as mais numerosas na rizosfera 

de diversas espécies vegetais (Sobral, 2003; Teixeira et al., 2005; Cerigioli, 2005).  

No Capítulo 1, as análises com a técnica PCR-RAPD mostraram a grande 

diversidade genética dos isolados de rizobactérias associadas ao cacaueiro. 

Entretanto, as informações obtidas por meio desta técnica não permitem a 

classificação taxonômica dos isolados. No Capítulo 2, as rizobactérias foram 

identificadas como pertencentes aos gêneros Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, 

Serratia, Klebsiella, Flavobacterium, e Enterobacter. 

A produção in vitro de enzimas extracelulares, ácido indolacético e 

solubilização de fosfato em diversos isolados de rizobactérias (Capítulo 2) não é 

garantia de que estas atividades fisiológicas ocorram in vivo. O comportamento 

inverso também pode ocorrer (Vessey, 2003). Neste trabalho, as atividades 

fisiológicas in vitro foram utilizadas apenas como indicadores do mecanismo de 

ação das rizobactérias. 

Os isolados de rizobactérias avaliados quanto à promoção de crescimento 

de mudas de cacaueiro em substrato Plantmax® não foram capazes de estimular 

incrementos significativos no crescimento das mudas (Capitulo 1). Contudo, em 

solo não estéril, foram observados aumentos significativos no incremento da 

75



   

matéria seca das raízes (Capitulo 2).  Esta diferença nos resultados de promoção 

de crescimento se deve, possivelmente, às condições diferenciadas de condução 

dos experimentos. As características químicas e físicas do substrato Plantmax® 

são mais favoráveis ao desenvolvimento das mudas (Capítulo 1), do que o solo

(Capítulo 2). Isso pode ter influenciado a resposta das mudas às rizobactérias, 

uma vez que o nível de estresse das mudas no solo é maior do que no 

Plantmax®. A ação das rizobactérias pode ter diminuído o estresse da planta, 

refletindo em um incremento do crescimento das mudas apenas no solo. 

Entretanto, a maioria dos isolados avaliados não promoveram incrementos na 

biomassa das mudas no solo (Capítulo 2). Isso pode ter ocorrido devido a não 

colonização ou colonização ineficiente das raízes pelos isolados, fator essencial 

para a promoção de crescimento (Ranjard et al., 2000; Lugtenberg et al., 2001).  

O fato do cacaueiro ser uma cultura perene contrasta com as avaliações

realizadas apenas em mudas neste trabalho. Entretanto, tecnologias microbianas 

para a melhoria do crescimento e vigor das mudas de culturas perenes são 

altamente desejáveis para a diminuição do tempo de permanência das mudas em 

viveiro, levando a uma produção mais precoce (Alfenas et al., 2004; Freitas & 

Aguilar-vildoso, 2004). 

Este trabalho é o primeiro a analisar as densidades populacionais, a 

diversidade genética e o potencial de rizobactérias para a promoção de 

crescimento de mudas de cacaueiro. Portanto, é esperado que um número maior 

de estudos complementares seja realizado. O pequeno número de isolados 

avaliados neste trabalho, face à grande diversidade de rizobactérias associadas 

ao cacaueiro, indica a necessidade da inclusão de um número maior de isolados 

em futuros estudos, pois sabe-se que a maioria das bactérias presentes no solo 

não são capazes de promover o crescimento vegetal (Chen et al., 1996). Ênfase 

também deve ser dada à análise da colonização destas bactérias nas raízes do 

cacaueiro, uma vez que a colonização é fundamental para uma série de 

processos benéficos mediados por esses microrganismos. 
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