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O setor brasileiro de árvores plan-
tadas é responsável por mais de 91% 
de toda a madeira produzida para 
fins industriais, sendo o Brasil um dos 
maiores produtores de celulose, papel e 
painéis de madeira no mundo (Indústria 
Brasileira de Árvores, 2023). Entre as 
árvores plantadas, se destacam duas 
culturas, o eucalipto e o pínus. Pinus 
spp. no Brasil possuem uma área plan-
tada de aproximadamente 2,0 milhões 
de ha, o que corresponde a 19,4% da 
área total de florestas plantadas no País 
(Indústria Brasileira de Árvores, 2022). 
Tem sido usado para a fabricação de 
papeis que demandam maior resistên-
cia, como as embalagens, nas camadas 
internas do papel cartão, e também em 
papel jornal que utiliza a celulose de 
fibra longa. Esta fibra possui compri-
mento entre 2 mm e 5 mm, sendo obtida, 
principalmente, a partir de madeira de 
Pinus taeda cultivado no Sul do Brasil. 
(Indústria Brasileira de Árvores, 2017). 

Espécies do gênero Pinus foram introdu-
zidas no Brasil, no século XIX, trazidas 
pelos imigrantes europeus, com finali-
dade ornamental (Dossa et al., 2002). 
Somente na década de 1950, o governo 
estimulou o investimento na indústria de 
papel e celulose. Em decorrência disso, 
os plantios de pínus passaram a ser 
implementados de forma intensa com 
objetivo de suprimento de matéria-prima 
em substituição à madeira de araucária 
(Dossa et al., 2002). Espécies desse 
gênero são usadas, principalmente, 
pelas indústrias de madeira, de serrados 
e laminados, de chapas, de resina e de 
celulose e papel. O pínus no Brasil é 
propagado em escala comercial pela via 
seminal e a produção de mudas por este 
processo acaba limitando a produção 
comercial, devido à variação genotípica, 
o que pode ser prejudicial à uniformida-
de e produtividade silvicultural (Aguiar 
et al., 2013). As espécies de Pinus são 
de difícil clonagem, pois apresentam 
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envelhecimento fisiológico, resultando 
em baixas taxas de enraizamento de es-
tacas e miniestacas de indivíduos adultos 
selecionados (Degenhardt et al., 2020). 
Isto é, a dificuldade de produção clonal 
de Pinus spp. de material genético adul-
to, idade em que a seleção de árvores é 
mais efetiva (Ishibashi et al., 2022), é um 
problema para o setor florestal. Assim, o 
uso de bactérias promotoras do cresci-
mento de plantas (BPCP) pode ser uma 
alternativa para incrementar as taxas de 
enraizamento de plantas selecionadas. 
BPCP são micro-organismos que vivem 
livremente no solo e, ou que colonizam 
a rizosfera (rizobactérias), que promo-
vem efeitos benéficos na produtividade 
vegetal e que podem também reduzir os 
efeitos de estresse bióticos e abióticos 
em plantas (Ramakrishna et al., 2019). 
Para aumentar as taxas de enraiza-
mento de pínus no presente trabalho, 
utilizou-se a metodologia de isolamento 
de bactérias da rizosfera de miniesta-
cas com capacidade de enraizamento. 
Das bactérias isoladas, foi realizada uma 
seleção por meio da detecção in vitro do 
potencial para enraizamento, na presen-
ça da enzima 1-aminociclopropano-1-á-
cido carboxílico (ACC) deaminase (E.C. 
3.5.99.7) e da capacidade de produção 
de compostos indólicos.

O ACC é o precursor imediato do 
etileno, assim, quando a planta sofre 
um estresse, são ativadas as enzi-
mas ACC sintase e ACC oxidase que, 
rapidamente, convertem o ACC em 
etileno (Jha et al., 2021). Um elevado 
aumento na concentração de etileno 

tem implicações negativas para o cres-
cimento das raízes e da parte aérea 
vegetal. Portanto, bactérias que pos-
suam a enzima ACC deaminase podem 
atuar melhorando a formação de raízes. 
Além disso, a produção de fitormônios 
por bactérias pode ser um aliado no 
enraizamento. Um dos fitormônios mais 
estudados são as auxinas. A capacida-
de de sintetizar auxinas é largamente 
observada em micro-organismos do 
solo associados a plantas. Estimativas 
apontam que 80% das bactérias isola-
das da rizosfera têm a capacidade de 
produzir auxinas reguladoras do cres-
cimento vegetal (Oleńska et al., 2020). 
As auxinas proporcionam o aumento do 
comprimento da raiz e do número de 
pelos e raízes laterais. Essas alterações 
morfológicas se devem tanto pelo estí-
mulo de resposta rápida ao aumento na 
elongação celular quanto pelo estímulo 
da divisão e diferenciação celular nas 
plantas (Dobbelaere et al., 2003). Uma 
das auxinas mais estudadas é o ácido 
indol acético (AIA), no entanto, a meto-
dologia colorimétrica para quantificação 
de AIA avalia outras auxinas, assim, o 
termo composto indólico é o mais cor-
reto. Dessa forma, este trabalho buscou 
isolados na presença dessa enzima e 
aliadas à síntese de compostos indóli-
cos, para selecionar bactérias capazes 
de melhorar as taxas de enraizamento 
de pínus por estaquia. Descreve, tam-
bém, a metodologia para a seleção de 
novos insumos biológicos, a partir de 
bactérias, com potencial promoção de 
crescimento vegetal e enraizamento de 
miniestacas de pínus.
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Isolamento
Uma estratégia para o isolamento de 

bactérias com potencial para o enraiza-
mento de miniestacas de pínus é a coleta 
de solo rizosférico de materiais genéticos 
que apresentam naturalmente a forma-
ção de raízes. As raízes de miniestacas 
foram coletadas, e o solo superficial re-
tirado. As raízes foram acondicionadas 
em sacos plásticos que foram batidos 
diversas vezes, para o desprendimento 
do solo rizosférico. As amostras do solo 
rizosférico foram, então, utilizadas para 
o isolamento de bactérias. Um esquema 
da diluição seriada para o isolamento é 

apresentado na Figura 1. Foram utiliza-
dos 10 g de solo rizosférico, diluídos em 
90 mL de solução salina (0,85%) (dilui-
ção 10-1). A solução foi, a seguir, agitada 
por 30 min (150 rpm). Após este período, 
uma alíquota de 1,0 mL, com auxílio de 
uma micropipeta, foi adicionada a um 
tubo de ensaio contendo 9,0 mL de solu-
ção salina. O tubo foi agitado em vórtex 
e uma alíquota de 1,0 mL foi retirada e 
adicionada a um novo tubo. Este proce-
dimento foi realizado sucessivamente 
até a diluição 10-6. A seguir, uma alíquota 
de 0,1 mL das diluições 10-6, 10-5 e 10-4 
foram espalhadas em placas de Petri de 
90 mm x 15 mm contendo meio DYG’S 

Figura 1. Diluição seriada para o isolamento de bactérias da rizosfera de 
plantas. 
Ilustração: Krisle da Silva
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sólido, com auxílio de uma alça de 
Drigalski e incubadas sob temperatura 
de 28 oC, durante o período de 7 a 12 
dias. Esta etapa foi realizada em tripli-
catas. O meio DYG’S (Rodrigues Neto 
et al., 1986) foi utilizado por se tratar de 
um meio rico, no qual tem sido verifica-
do o crescimento de diversos gêneros 
bacterianos.

Após o crescimento, as colônias mais 
distintas de cada placa foram seleciona-
das e repicadas sucessivamente até a 
obtenção dos isolados puros. Os isola-
dos obtidos foram caracterizados, mor-
fologicamente, de acordo com o descrito 
por Hungria e Silva (2011) e estocados 
em meio DYG’S sólido coberto com óleo 
mineral, em temperatura ambiente e em 
meio DYG’S líquido contendo 30% de 
glicerol sob temperatura de - 20 oC.

Soluções e meios 
utilizados no isolamento.

Solução Salina
Para o preparo da solução salina, 

foi utilizado 0,85 g de NaCl para cada 
100 mL de solução. Estes foram dis-
tribuídos em frascos de Erlenmeyer 
(90 mL) e em tubos de ensaio (9,0 mL). 
Posteriormente, foram esterilizados em 
autoclave sob temperatura de 120 ºC, 
por 20 min.

Meio DYG’S 
(Rodrigues Neto et al., 1986)
O meio DYG´S é composto pelos 

seguintes reagentes (para 1.000 mL de 
meio):

2 g de glicose;

2 g de ácido málico;

1,5 g de peptona bacteriológica;

2 g de extrato de levedura;

0,5 g de K2HPO4;

0,5 g de MgSO4.7H2O;

1,5 g de ácido glutâmico; 

15 g de ágar bacteriológico.

É necessário ajustar o pH da solução 
para 6,5 com solução de KOH  (10%). 
O volume deve ser completado para 1 L 
com água destilada e depois esteriliza-
da em autoclave sob temperatura de 
120 ºC, por 20 min.

Detecção da 
presença da enzima 
ACC deaminase. 

A estratégia utilizada para selecionar 
bactérias com potencial de promover o 
enraizamento foi selecionar aquelas que 
apresentam a enzima 1-aminociclopro-
pano-1-carboxilato deaminase (ACC 
deaminase). Bactérias que possuem a 
enzima ACC deaminase podem auxiliar 
a planta no processo de enraizamento 
(Glick, 2014). Uma planta sob estresse 
abiótico aumenta a produção de etileno 
(Figura 2) que, consequentemente, re-
duz a taxa de enraizamento. A enzima 
ACC deaminase atua no precursor do 
etileno, consequentemente reduzindo 
sua produção (Glick, 2014). 
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Para a determinação da presença da 
enzima ACC deaminase, foi preparado 
o meio mínimo de sais DF (Dworkin; 
Foster, 1958), com e sem nitrogênio. 
O meio DF com nitrogênio sofreu modi-
ficações com a adição de NH4Cl substi-
tuindo o (NH4)2SO4 e também adição de 
azul de bromotimol (Patil et al., 2016).

Soluções e meios 
utilizados para a 
detecção da enzima 
ACC deaminase.

Meio DF, sem fonte de N:
4 g de KH2PO4;

6 g de Na2HPO4;

0,2 g de MgSO4.7H2O;

2 g de glicose; 

2 g de ácido málico;

2 g de ácido cítrico;

0,1 mL de FeSO4.7H2O

0,1 mL de micronutrientes 

5 mL de azul de bromotimol

Ajustar o pH para 7,2, completar para 
1.000 mL.

Meio DF, com fonte de N:
1,6 g de NH4Cl;

4 g de KH2PO4;

6 g de Na2HPO4;

0,2 g de MgSO4.7H2O;

Figura 2. Esquema de ação de bactérias positivas para a ACC deaminase atuando no precursor 
de etileno e elevando as taxas de enraizamento de miniestacas.
Ilustração: Krisle da Silva
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2 g de glicose; 

2 g de ácido málico;

2 g de ácido cítrico;

0,1 mL de FeSO4.7H2O;

0,1 mL de micronutrientes;

5 mL de azul de bromotimol.

Ajustar o pH para 7,2, completar para 
1.000 mL.

Em ambos os meios, adicionar 18 g 
de ágar bacteriológico de alta pureza. 

Solução de FeSO4.7H2O
Dissolver 100 mg de FeSO4.7H2O em 

10 mL de água destilada. Estocar em 
geladeira.

Solução de micronutrientes
Para um volume final de 100 mL, foi 

adicionado:

10 mg de H3BO3; 

11,19 mg de MnSO4.H2O;

124,6 mg de ZnSO4.7H2O;

78,22 mg de CuSO4.5H2O 

10 mg MoO3. 

A solução deve ser estocada em 
geladeira. 

Azul de bromotimol
Para o preparo de 100 mL, foi adi-

cionado 0,5 g de azul de bromotimol e 
1,12 g de KOH.

Os meios foram esterilizados em au-
toclave sob temperatura de 120 OC, por 
20 min. 

Solução de ácido carboxílico 
aminociclopropano (ACC)

Foi preparada uma solução 10 mL 
contendo 3,0 mmol de ácido carboxí-
lico aminociclopropano (ACC) (Merck, 
149101-M). Para isto, 3,033 mg de ACC 
foram diluídos em 10 mL de água des-
tilada estéril. A solução foi esterilizada 
mediante filtragem em membrana de 
0,22 µm (filtro de seringa). A seguir, a 
solução foi distribuída em microtubos 
(1,0 mL) e congeladas sob temperatura 
de - 20 oC até o uso. Desta solução, 
100 µL foram adicionados em placas 
de Petri contendo o meio DF sem nitro-
gênio e espalhados com auxílio da alça 
de Drigalski, antes da inoculação das 
bactérias, para se obter no final uma 
concentração de 30 µmol de ACC por 
placa (Penrose; Glick, 2003).

As bactérias obtidas da rizosfera 
de pínus foram, então, repicadas nos 
meios DF com nitrogênio, no meio DF 
sem nitrogênio e no meio DF com adi-
ção de 30 µmol de ACC. As bactérias 
foram, então, incubadas por 48 horas 
sob temperatura de 28 oC. Foram con-
sideradas positivas para a presença 
da enzima, as bactérias que apresen-
tavam crescimento nos meios DF com 
ACC e com nitrato de amônio e sem 
crescimento, em meio DF sem fonte de 
nitrogênio.
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Produção de 
compostos indólicos

Das bactérias positivas para a pre-
sença da enzima ACC deaminase, foi 
quantificada a produção de compostos 
indólicos. Para isto, as bactérias foram 
cultivadas no meio DYG’S, por 24 horas. 
Após o crescimento, a densidade óp-
tica foi ajustada para 0,6-0,8 (630 nm), 
utilizando espectrofotômetro de ban-
cada (Bio Photometer — Eppendorf)]. 
Alíquotas de 500 µL das soluções bac-
terianas foram inoculadas em 5 mL de 
meio DYG’S (sem triptofano ou suple-
mentadas com 100 mg L-1 de triptofano). 
As bactérias foram incubadas no escuro, 
por 48 horas, sob temperatura de 28 oC, 
e por agitação constante de 150 rpm. 
O ensaio foi realizado em triplicatas. 
Após esse período, as culturas foram 
centrifugadas (10.000 rpm), durante 
5 min; retirou-se 1,8 mL do sobrenadan-
te o qual foi adicionado de 1,2 mL de 
reagente Salkowski (Sarwar; Kremer, 
1995). A estirpe Ab-V6 de Azospirillum 
brasilense foi utilizada como controle 
positivo. Esta mistura foi colocada no es-
curo durante 20 min, para o desenvolvi-
mento da cor rosa, a qual é indicativa de 
produção de compostos indólicos. A in-
tensidade da coloração foi determinada 
em espectrofotômetro Perkin Elmer UV/
Vis Lambda 20 nm a 535 nm. A concen-
tração de AIA foi estimada mediante uso 
de uma curva padrão preparada com  
0 µg AIA mL-1, 5 µg AIA mL-1, 10 µg AIA 
mL-1, 25 µg AIA mL-1, 50 µg AIA mL-1 e  
75 µg AIA mL-1 (Merck, cod. I3750).

Soluções e meios 
utilizados à produção de 
compostos indólicos

Solução de triptofano
Pesar 10 mg de triptofano e adicionar 

em 1 mL de água destilada estéril. Misturar 
bem até dissolver totalmente. Passar em 
filtro de seringa de 0,22 µm. Adicionar 50 
µL para cada 5 mL de meio DYG’S.

Reagente de Salkowski 
(Sarwar; Kremer, 1995). 
Solução de FeCl3.6H2O: adicionar 

13,515 g em 100 mL de água destilada. 
Armazenar em geladeira. Adicionar 1 mL 
da solução de FeCl3.6H2O em 50 mL 
de água destilada e 30 mL de H2SO4. 
Armazenar em geladeira.

Curva de ácido indol acético
Para fazer a solução estoque, pesar 

5 mg de ácido indol-3-acético e diluir em 
5 ml de acetona. Essa solução estará na 
concentração de 1.000 µg mL-1. A partir 
dessa solução, preparar 20 mL a solução 
de 100 µg mL-1. Para isto, pipetar 2 mL 
da solução de 1.000 µg mL-1 e adicionar 
18 mL de meio DYG’S líquido. A partir 
da solução de 100 µg mL-1, preparar o 
restante das concentrações na curva, 
pipetando as seguintes quantidades 
(Tabela 1): 
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Solução de 100 µg mL-1 de AIA Meio DYG’S líquido Concentração de AIA

(mL) (mL) (µg mL-1)

7,5 2,5 75

5,0 5,0 50

2,5 7,5 25

1,0 9,0 10

0,5 9,5 5

Resultados
Foram obtidos 151 isolados da ri-

zosfera de pínus. Estes isolados foram 
caracterizados e estocados na Coleção 
de Microrganismos Multifuncionais 
da Embrapa Florestas. Destes, doze 
isolados foram positivos para o cres-
cimento em meio DF com adição de 

ACC, indicando que possuem a enzima 
ACC deaminase. Os isolados positivos 
para ACC deaminase foram CNPF 453, 
CNPF 462, CNPF 429, CNPF 468, CNPF 
482, CNPF 469, CNPF 463, CNPF 373, 
CNPF 449, CNPF 450, CNPF 448 e 
CNPF 457. Na Figura 3, é apresentada 
uma placa contendo uma bactéria ACC 
deaminase positiva.

Figura 3. Bactéria positiva para a 
presença da enzima ACC deaminase. 

O sinal + indica positivo para ACC 
deaminase e o sinal – indica negativo 

para ACC deaminase.

Fo
to

: K
ris

le
 d

a 
Si

lv
a

Tabela 1. Preparo da curva padrão de ácido indol acético em meio DYG'S.
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Quanto à produção de compostos 
indólicos, das doze bactérias avaliadas, 
nove foram positivas. A maioria das 
bactérias sintetizou compostos indóli-
cos, com e sem a suplementação de 

triptofano. Portanto, estes isolados foram 
selecionados para os testes na promo-
ção de enraizamento de pínus, por apre-
sentarem características que podem 
aumentar as taxas de enraizamento.

Figura 4. Compostos indólicos produzidos por bactérias isoladas de Pinus taeda, ACC 
deaminase positivas.

Conclusões
As bactérias isoladas têm potencial 

para a promoção de crescimento vege-
tal e enraizamento. De 151 bactérias, 
doze foram selecionadas para os testes 
de inoculação em miniestacas de pínus. 
A metodologia mostrou-se viável para 
selecionar isolados.

Esse trabalho apresenta alinha-
mento às metas dos Objetivos de 
Desenvolvimento Sustentável (ODS) da 
Agenda 2030 da ONU (especialmente 
os ODS 12 e 15), pois é resultado do 

uso genético de bactérias promotoras de 
crescimento, na forma de insumos bioló-
gicos para o desenvolvimento de mudas 
de pínus, buscando uma produção flo-
restal sustentável e o uso eficiente dos 
recursos naturais.
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