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RESUMO 

Espécies de Paspalum são importantes constituintes nas pastagens nativas de regiões tropicais e 

subtropicais das Américas. Paspalum vaginatum é nativo de áreas litorâneas no Brasil e é 

amplamente utilizado em campos de golfe nos Estados Unidos devido sua robustez e tolerância a 

estresses abióticos como a seca, encharcamento e salinidade. Bactérias localizadas no interior dessa 

espécie vegetal (endofíticas) podem ser parcialmente responsáveis pela tolerância a essas condições 

extremas. O uso de bactérias capazes de promover o crescimento vegetal como inoculantes é uma 

estratégia ecologicamente correta para substituir os fertilizantes químicos e melhorar a produção 

vegetal. Este estudo objetivou isolar e avaliar o potencial de solubilização de fosfato inorgânico 

(SFI), fixação biológica de nitrogênio (FBN), produção de ácido 3-indolacético (AIA) e potencial 

antagônico contra fitopatógenos de bactérias endofíticas associadas a P. vaginatum. As bactérias 

foram isoladas de raízes e folhas de P. vaginatum e testadas in vitro para FBN, SFI, produção de 

AIA e antagonismo contra o fungo fitopatogênico Bipolaris sp.. Entre os 72 isolados bacterianos 

testados, 43 fixaram nitrogênio (59,7%), 28 solubilizam fosfato inorgânico (38,9%), 70 produziram 

AIA (97,2%), mesmo que em baixa quantidade, e 12 apresentaram potencial antagônico contra 

Bipolaris sp. (16,7%). As 24 bactérias com melhores resultados nos testes foram identificadas por 

sequenciamento do gene 16S rDNA. Os gêneros identificados foram Bacillus sp., Pantoea sp., 

Enterobacter sp., Agrobacterium sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. e Streptomyces sp.. 

 

Palavras-chave: Bactérias endofíticas, Promoção de crescimento vegetal, Fixação biológica de 

nitrogênio, Solubilização de fosfato inorgânico, Ácido 3-indolacético, Controle biológico, 

Paspalum. 

 

ABSTRACT 

Paspalum species are important constituents in native pastures of tropical and subtropical regions 

of the Americas. Paspalum vaginatum is a grass native to coastal areas in Brazil and is widely used 

on golf courses in the United States due to its robustness and tolerance to abiotic stresses such as 

drought, waterlogging, and salinity. Bacteria (endophytic) located within this species may be 

partially responsible for tolerance to these extreme conditions. The use of bacteria capable of 

promoting plant growth as inoculants is an ecologically correct strategy to replace chemical 

fertilizers and improve plant production. This study aimed to isolate and evaluate the potential for 

solubilization of inorganic phosphate (ISF), biological nitrogen fixation (NFB), production of 3-

indoleacetic acid (IAA), and antagonistic potential of endophytic bacteria associated with P. 

vaginatum. The bacteria were isolated from roots and leaves of P. vaginatum and tested in vitro for 

NFB, ISF, IAA production, and antagonism against the phytopathogenic fungi Bipolaris sp. Among 

the 72 bacterial isolates tested, 42 fixed nitrogen (58,3%), 28 solubilized inorganic phosphate 

(38.9%), 70 produced AIA (97.2%), even in low amounts, and 12 showed antagonistic potential 

against Bipolaris sp. (16.7%). The 24 bacteria with the best test results were identified by 

sequencing the 16S rDNA. The genera Bacillus sp., Pantoea sp., Enterobacter sp., Agrobacterium 

sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., and Streptomyces sp. were identified by the 16S rDNA 

gene sequencing of the 24 selected isolates. 

 

Keywords: 3-indole-acetic acid. Biological control. Biological nitrogen fixation. Endophytic 

bacteria. Germplasm Active Bank of Paspalum. Inorganic phosphate solubilization. Paspalum. 

Plant growth promotion. 
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1 INTRODUÇÃO 

A projeção populacional mundial para 2050 é de 9,7 bilhões de pessoas (FAO, 2018), para 

suprir a necessidade do aumento populacional a produção agrícola deve aumentar 60% e a pecuária 

37%, até o mesmo ano (FAO, 2018). O contínuo crescimento na produção de alimentos culmina no 

aumento do uso de agrotóxicos e fertilizantes químicos, ambos ambientalmente prejudiciais. 

Fertilizantes fosfatados e nitrogenados, bem como agrotóxicos, podem causar sérios impactos 

ambientais, como lixiviação, poluição do ar, contaminação de lençóis freáticos e alteração da 

biodiversidade (RANI et al., 2021). Por conseguinte, o desenvolvimento de alternativas sustentáveis 

de práticas agrícolas que sustentem o aumento populacional demonstra-se fundamental.  

Microrganismos associados às plantas, como bactérias endofíticas, podem auxiliar no 

crescimento vegetal direta ou indiretamente, por meio de mecanismos como fixação biológica de 

nitrogênio, solubilização de fosfato inorgânico, produção de fitormônios (como o ácido 3-

indolacético) e ação antagonista a fitopatógenos. Diante desse contexto, bactérias endofíticas podem 

ser usadas como inoculantes, como alternativa sustentável no manejo agrícola (AFZAL et al., 2019; 

AZEVEDO et al., 2018; SHAH et al., 2021).  

Pesquisas têm sido desenvolvidas em diversos tipos de culturas para identificar potenciais 

bactérias promotoras de crescimento vegetal, sua influência no desenvolvimento das plantas e 

possível uso comercial, como em milho (BATISTELA et al., 2018; AQUINO et al., 2019), cana de 

açúcar (ANTUNES et al., 2022; SIMÕES et al., 2019), arroz (VERMA et al., 2017 PARRALES et 

al., 2022) e soja (ZHAO et al., 2018). 

Espécies de Paspalum são importantes constituintes nas pastagens Brasileiras (AGUIAR, 

2014), com o aumento da demanda por alimentos a eficiência da produção de forragem é um fator 

significativo no desempenho dessa demanda que hoje é dependente do uso de fertilizantes químicos 

e agrotóxicos (OLIVEIRA, 2016). O Paspalum vaginatum Swartz é nativo de áreas litorâneas no 

Brasil e é amplamente utilizado em campos de golfe nos Estados Unidos devido sua robustez e 

tolerância a estresses abióticos como a seca, encharcamento e salinidade (LONARD et al., 2015). 

Além disto, bactérias localizadas no interior dos tecidos dessa espécie (endofíticas) podem ser 

parcialmente responsáveis pela tolerância a essas condições de estresse (VANDENKOORNHUYSE 

et al., 2015). Diante do exposto, bactérias endofíticas associadas a Paspalum vaginatum Swartz com 

potencial para promoção do crescimento vegetal via solubilização de fosfato inorgânico, fixação 

biológica de nitrogênio, produção de ácido 3-indolacético e ação antagonista a fitopatógenos podem 

aumentar a produtividade de culturas desse gênero, bem como auxiliar na diminuição do uso de 

insumos sintéticos, contribuindo para o aumento de alternativas sustentáveis de práticas agrícolas. 
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O presente estudo teve como objetivos: a) isolar e caracterizar bactérias endofíticas (raiz e 

folha) de Paspalum vaginatum quanto à capacidade de promoção de crescimento vegetal (fixação 

biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato e produção de ácido 3-indolacético) e antagonismo 

ao fungo fitopatogênico Bipolaris sp.. 

Dentro desse contexto, o presente estudo visou contribuir com o avanço do conhecimento 

em bactérias benéficas promotoras de crescimento vegetal e biocontrole como uma alternativa ao 

uso de insumo minerais; em especial na cultura do Paspalum; buscando uma produção agrícola mais 

sustentável. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

As amostras de raiz e folha de 10 indivíduos de Paspalum vaginatum (BGP 114) foram 

coletadas de forma aleatória no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Paspalum localizado na 

Embrapa Pecuária Sudeste - São Carlos, São Paulo, Brasil (21.9887° S, 47.8787° O). As amostras 

foram armazenadas em sacos plásticos para o transporte imediato até o Laboratório de 

Microbiologia e Biomoléculas – LaMiB, Departamento de Morfologia e Patologia, Universidade 

Federal de São Carlos, campus São Carlos, São Paulo. 

O isolamento das bactérias endofíticas foi realizado de acordo com Araújo et al. (2014) com 

modificações. As amostras de folha e raiz foram submetidas à desinfecção superficial, que consiste 

na imersão sucessiva das amostras em álcool 70% (2 minutos), seguido de hipoclorito de sódio 3% 

(3 minutos), álcool 70% (1 minuto), água destilada esterilizada (20 segundos). Para facilitar a 

apresentação dos dados, as linhagens obtidas receberam códigos. A quantificação das bactérias 

cultiváveis isoladas foi realizada por contagem das unidades formadoras de colônia (UFC) e cálculo 

da frequência de isolamento (FI) de acordo com Araújo et al. (2014). 

O potencial dos isolados em realizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN) foi avaliada 

qualitativamente in vitro. Utilizou-se tubos de ensaio contendo 5 mL de meio semissólido NFb 

(ácido málico, 5g.L-1; K2HPO4, 0,5g.L-1; MgSO4.7H2O, 0,2g.L-1; NaCl, 0,1g.L-1; CaCl2.2H2O, 

0,02g.L-1; KOH, 4,5g.L-1; solução de micronutrientes, 2mL; solução de azul de bromotimol (0,5% 

em 0,2 KOH), 2mL; solução de FeEDTA (solução 1,64%), 4mL; e solução vitaminas, 1mL; pH 

6,8), livre de nitrogênio, no qual as bactérias foram inoculadas, em triplicata, e incubadas a 28 oC 

por 96 horas (DÖBEREINER et al., 1995; ARAÚJO et al., 2014). Em seguida, foi verificada a 

formação de película de crescimento próximo à superfície dos tubos (CATTELAN, 1999). O 

resultado positivo para a fixação de N2 foi determinado pela formação de halo horizontal de 

crescimento próximo à superfície dos tubos. 
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Para a análise de solubilização de fosfato inorgânico, os isolados foram inoculados, em 

duplicata em meio de cultura sólido contendo fosfato inorgânico, o fosfato de cálcio bibásico (10 

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

CaHP04; 15 g.L-1 de ágar; pH 7,2). Em seguida, incubou-se a 28 oC por 120 horas (VERMA et al., 

2001). A presença do halo incolor ao redor das colônias indicou a capacidade dos isolados em 

solubilizar fosfato inorgânico. Os diâmetros dos halos claros (Dh), bem como os diâmetro das 

colônias correspondentes (Dc), foram medidos para posterior cálculo do índice de solubilização de 

fosfato (ISF). 

Dessa forma, linhagens que solubilizam mais fosfato, obtêm maiores razões e, portanto, 

apresentam maiores ISF (BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA, 1976). A solubilização pode 

ser classificada como baixa (ISF<2), média (2<ISF<3) e alta (ISF>3) (SILVA FILHO; VIDOR, 

2000). 

Para a quantificação da produção de ácido 3-indolacético (AIA), utilizou-se o método 

originalmente proposto por Bric et al. (1991) adaptado para o método quantitativo (HUSEN, 2016). 

As colônias foram inoculadas em meio TSB por 72 horas e, posteriormente, eluidas na mesma 

densidade óptica (D.O), sendo 550nm = 0,1. Foram inoculados, em triplicata, 100 μL dessa solução 

de cultura padronizada em 3 mL de meio de cultura TSB 10% suplementado com L-triptofano (5 

mM), e incubadas no escuro a 28ºC por 72 horas sob agitação a 180 rpm. Posteriormente, coletou-

se 2mL da suspensão bacteriana e centrifugou-se por 5 minutos a 10.000 g. 900μL do sobrenadante 

foi encubado, juntamente com 400μL do Reagente de Salkowski (2 mL de FeCl3 (0,5 mol.L-1) e 98 

mL de HClO4 (35%)), por 30 minutos a 28 oC em cubeta de 1,5 mL. Por fim, a leitura das 

absorbâncias das amostras foi realizada no espectrofotômetro no comprimento de onda de 520 nm. 

Como controle negativo utilizou-se o meio de cultura TSB 10% com L-1 triptofano (5mM) 

acrescido do Reagente de Salkowski. As leituras foram normalizadas por meio de curva padrão, 

calculada com base em doses conhecidas do hormônio sintetizado (Sigma), nas seguintes 

concentrações: 1, 5, 25, 50, 75 e 100μg.mL-1. A coloração rosa-avermelhada das amostras indicou 

a produção de auxinas. 

O potencial antagônico das culturas bacterianas isoladas de Paspalum vaginatum quanto ao 

fungo fitopatogênico Bipolaris sp. foi analisado por meio de testes antagônicos. Primeiramente, foi 

realizada uma triagem, na qual os isolados bacterianos foram inoculados em placas de Petri 

contendo PDA (Potato Dextrose Agar) em quatro pontos equidistantes, em seguida discos (cortados 

de placas de Petri) de 0,5 cm de diâmetro contendo Bipolaris sp. previamente cultivado em meio 

PDA foram adicionados no centro de cada placa de Petri. As placas foram incubadas a 28 oC por 

168 horas. Uma placa comportando apenas um disco com Bipolaris sp. no centro serviu como 



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research 
ISSN: 2595-573X 

1076 

 

 

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.6, n.2, p. 1071-1089, abr./jun., 2023 

controle do experimento. A segunda etapa dos testes antagônicos, foi realizada por meio do método 

de pareamento direto. Os isolados selecionados pela triagem anterior foram estriados, com auxílio 

de um de um palito descartável autoclavado, em uma das extremidades da placa. Em seguida, discos 

(cortados de placas de Petri) de 0,5 cm de diâmetro contendo Bipolaris sp. previamente cultivado 

em meio PDA foram adicionados à outra extremidade das placas (MARIANO, 1993). O 

procedimento foi realizado em triplicata. Para o cálculo da porcentagem de inibição, foi utilizada a 

metodologia de (QUIROGA; SAMPIETRO; VATTUONE, 2001). 

Os isolados bacterianos que demonstraram maior potencial nos testes de promoção de 

crescimento vegetal foram cultivados em tubos com TSB a 28°C por 48 horas sob agitação constante 

a 150 rpm. Após a centrifugação das culturas por 10 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet encaminhado para a Embrapa Pecuária Sudeste para extração de DNA. Os 

DNAs dos isolados foram extraídos com o uso do Bacteria DNA Preparation Kit (Cellco Biotec do 

Brasil Ltda., São Paulo, Brasil), conforme as especificações do fabricante. 

A amplificação da região entre V3 e V6 do gene 16S do DNA ribossomal foi realizada por 

PCR (Reação em cadeia da polimerase) em termociclador programado para desnaturação inicial de 

5 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 52°C, 1 minuto a 

72°C e uma extensão final de 5 minutos a 72°C finalizado com 4°C para conservação do DNA. O 

volume final da reação foi 25 μL (200μM de cada dNTP, 10ng de DNA molde, 1,25 U de Taq DNA 

polimerase (Cellco), 2,5μL de tampão de Taq DNA polimerase (10x) e 0,4μM de cada primer 

V3F(5’CCAGACTCCTACGGGAGGCAG-3’) e 

V6R(5’ACATTTCACAACACGAGCTGACGA-3’)) (CHAKRAVORTY et al., 2007). Após a 

reação de PCR, a confirmação da amplificação do fragmento foi analisada por meio da eletroforese 

em gel 1,5% de agarose corado com azul de bromofenol e comparação com o marcador de peso 

molecular 1kb DNA Ladder RTU (KASVI). 

O DNA amplificado foi submetido à purificação com o uso do QIA quick PCR purification 

kit (QIAGEN), conforme as especificações do fabricante. Em seguida, as amostras foram analisadas 

novamente por meio da eletroforese em gel 1,5% de agarose e encaminhadas para sequenciamento 

no LMseq (Laboratório Multiusuário Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala 

e Análise de Expressão Gênica) na UNESP Jaboticabal. As sequências forward e reverse, obtidas a 

partir do gene 16S, de cada amostra foram editadas utilizando o software BioEdit Sequence 

Alignment Editor (versão 7.2.5) (HALL, 1999) para eliminação das regiões com baixa qualidade de 

sequenciamento. Posteriormente as sequências forward e reverse foram alinhadas e obtidas as 

sequencias consenso no software AliView (versão 1.8) (LARSSON, 2014). Para identificação do 

gênero dos isolados bacterianos, as sequências consenso foram submetidas a comparação com 
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sequências depositadas no banco GenBank do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) por meio da ferramenta BLASTn (MORGULIS, et al., 2008). As sequências consenso 

também foram submetidas ao banco de dados 16S-Based ID da plataforma EzBioCloud (YOON et 

al., 2017) para fins de comparação com o resultado obtido a partir do BLASTn, pois se trata de um 

banco específico de 16S. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após o isolamento, a abundância bacteriana de folha e raiz foi estimada por meio da 

contagem de células viáveis expressas em Unidade Formadora de Colônia por grama de tecido 

vegetal (UFC.g-1), perfazendo 0,051x104 para folha e 1,9 x 104 para raiz. A partir das bactérias 

isoladas, foram selecionadas e purificadas 33 de folha e 39 de raiz, totalizando 72 bactérias. Os 

dados encontrados no presente trabalho sugerem maior abundância bacteriana nas raízes quando 

comparado com as folhas, o que corrobora com os trabalhos de DE PAULA et al. (2022) que 

identificaram maior UFC e frequência de isolamento de bactérias associadas à raiz de diversas 

espécies de Paspalum, em relação à folha. 

Foram selecionados 24 isolados bacterianos para identificação taxonômica por meio do 

sequenciamento do gene 16S do DNA ribossomal. Foram utilizados três parâmetros para escolha 

dos isolados a). Isolados que apresentaram ISF>2 e resultado positivo simultâneo para os testes de 

FBN, produção de AIA (isolados FO1T3, FO6T2, FO6T3, FO1I3, FO2I1, FO6I1, FO6I2, RA3T1', 

RA1I2); b) Seis isolados com maiores valores para produção de AIA (isolados FO1T3, FO8T1, 

FO8T2, FO2I1, FO8I1, FO9I2); c) Isolados que, na triagem, apresentaram potencial para ação 

antagonista ao fungo Bipolaris sp. (isolados FO1T2, FO6T2, FO1I1, RA1T5, RA4T2, RA7T1, 

RA1I1, RA5I2, RA7I1, RA10I1, RA10I3, RA10I5). A amplificação do fragmento de 752pb do gene 

16S rDNA foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%. A maioria dos isolados 

foram identificados a nível de gênero. No entanto, foi possível identificar a espécie de pelo menos 

dois isolados, FO1I3 (Pantoea ananatis) e RA3T1' (Pantoea eucrina). Na Tabela 1 são apresentadas 

as linhagens bacterianas endofíticas e suas respectivas identificações. 

Os isolados que exibiram resultados positivos, simultaneamente, para os testes de FBN, AIA 

e ISF>2 pertencem aos gêneros Enterobacter e Pantoea. Já os isolados que produziram maiores 

quantidades de AIA pertencem aos gêneros Pantoea e Agrobacterium. Por fim, os isolados que 

apresentaram atividade antagonista pertencem aos gêneros Bacillus, Streptomyces, Pantoea, 

Staphylococcus e Pseudomonas. 
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Tabela 1. Identificação dos isolados bacterianos endofíticos associados a Paspalum vaginatum. Resultados referentes 

aos testes de fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato inorgânico, produção de AIA e antagonismo ao 

fungo Bipolaris sp. para os isolados endofíticos associados a Paspalum vaginatum.  

Tecido 
Código do 

Isolado 
Gênero bacteriano FBN ISF 

AIA 

(μg.mL-1) 

Triagem 

antagonismo 

Folha FO1T2 Bacillus sp. + 1,58 1,45 + 

Folha FO1T3 Pantoea sp. + 2,69 59,94 - 

Folha FO6T2 Pantoea sp. + 3,01 21,25 + 

Folha FO6T3 Enterobacter sp. + 3,13 25,07 - 

Folha FO8T1 Agrobacterium sp. - - 59,66 - 

Folha FO8T2 Agrobacterium sp. - - 59,09 - 

Folha FO1I1 Bacillus sp. - - 3,32 + 

Folha FO1I3 Pantoea sp. + 3,00 30,28 - 

Folha FO2I1 Pantoea sp. + 3,02 62,25 - 

Folha FO6I1 Enterobacter sp. + 4,00 22,73 - 

Folha FO6I2 Enterobacter sp. + 4,46 19,86 - 

Folha FO8I1 Agrobacterium sp. - - 79,23 - 

Folha FO9I2 Agrobacterium sp. - - 82,15 - 

Raiz RA1T5 Pseudomonas sp.*  + - 4,95 + 

Raiz RA3T1' Pantoea sp. + 3,89 29,06 - 

Raiz RA4T2 Staphylococcus sp. - - 3,12 + 

Raiz RA7T1 Bacillus sp. - - 3,03 + 

Raiz RA1I1 Pseudomonas sp. + - 6,19 + 

Raiz RA1I2 Enterobacter sp. + 2,07 29,26 - 

Raiz RA5I2 Bacillus sp. + - 4,36 + 

Raiz RA7I1 Streptomyces sp. - 1,24 1,10 + 

Raiz RA10I1 Bacillus sp. + - 4,41 + 

Raiz RA10I3 Bacillus sp. + - 5,27 + 

Raiz RA10I5 Bacillus sp. - - 5,70 + 

(“+” = positivo, “-” = negativo) 

 

Dentre os doze isolados selecionados para sequenciamento devido sua ação antagonistica, 

sete pertencem ao gênero Bacillus. Para analisar se há similaridade entre as sequências de DNA dos 

isolados do gênero Bacillus, foi realizado um alinhamento múltiplo das sequências pelo programa 

Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) e identificou-se que os isolados FO1I1, RA7T1, RA5I2, 

RA10I1, RA10I3, RA10I5 têm 100% de similaridade e provavelmente pertence a mesma espécie, 

além de diferir consideravelmente do isolado FO1T2, que provavelmente pertence a uma segunda 

espécie. 

Os 72 isolados foram avaliados quanto a capacidade de solubilização de fosfato (SF), fixação 

biológica de nitrogênio (FBN), produção de ácido 3-indolacético (AIA), e antagonismo a Bipolaris 

sp.. Destes, 43 fixaram nitrogênio (59,7%), 28 solubilizam fosfato inorgânico (38,9%), 70 

produziram AIA (97,2%), mesmo que em baixa quantidade, e 12 apresentaram potencial antagônico 

contra Bipolaris sp. (16,7%), conforme Tabela 1. 

Ao comparar as bactérias endofíticas isoladas de P. vaginatum quanto aos testes de NFB, 

SFI e produção de AIA observamos que, entre os 72 isolados bacterianos, 24 bactérias apresentaram 

resultado positivo para ambos três testes e duas bactérias testaram negativo para ambos três testes. 

Além disso, 23 isolados produziram apenas AIA, quatro isolados produziram AIA e solubilizaram 
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fosfato inorgânico e 19 isolados produziram AIA e fixaram nitrogênio. Assim, nenhuma bactéria 

apenas solubilizou fosfato inorgânico ou apenas fixou nitrogênio. Dentre os 72 isolados bacterianos 

endofíticos de Paspalum vaginatum, 43 fixaram nitrogênio (59,7%). Destes, 20 isolados de folha 

(46,5%) e 23 de raiz (53,5%). 

Bactérias endofíticas diazotróficas têm sido isoladas e estudadas a partir de diversos tipos 

vegetais, como mandioca (LEITE et al., 2018), Brachiaria (OLIVEIRA et al., 2021), cana de açúcar 

(ANTUNES et al., 2022), soja (ZHAO et al., 2018) e café (ANDRADE, 2019). Liu et al. (2021) 

avaliaram 78 bactérias endofíticas diazotróficas associadas ao Paspalum vaginatum e, assim como 

no presente estudo, foram identificadas bactérias diazotróficas pertencentes aos gêneros Bacillus, 

Stenotrophomonas e Enterobacter. Porém, ao contrário do resultado obtido no presente estudo, Liu 

et al. (2021) não identificaram isolados pertencentes aos gêneros Pantoea e Agrobacterium. 

Szilagyi-Zecchin et al. (2014) avaliaram sete isolados bacterianos endofíticos de milho, em que 

todos apresentaram resultado positivo para o teste de fixação biológica de nitrogênio, pertencentes 

aos gêneros Enterobacter e Bacillus. O gênero Pantoea também tem sido estudado como fixador de 

nitrogênio, como no trabalho realizado por Loiret et al. (2004) que estuda uma bactéria endofítica 

do gênero Pantoea associada a cana de açúcar. 

O plano nacional de fertilizantes 2050 destaca a fixação biológica de nitrogênio e a 

necessidade de expansão dessa tecnologia. Além disso, o plano coloca como meta aumentar a 

contribuição de FBN, principalmente em grandes culturas (como milho, soja e culturas forrageiras) 

em pelo menos 35% até 2030 e 50% até 2040 sobre a demanda de nitrogênio na agricultura 

brasileira, quando comparado com o ano de 2020 (BRASIL, 2021). Logo, os 43 isolados bacterianos 

que fixaram nitrogênio no presente trabalho demonstram potencial para uso comercial e 

contribuição nas metas para aumento de FBN em culturas forrageiras. 

Dentre os 28 isolados bacterianos que solubilizaram fosfato inorgânico (38,9%) em meio 

contendo CaHPO4 (fosfato de cálcio bibásico), indicado pela formação do halo em torno da colônia 

(Figura 1), 14 foram provenientes de folha (50%) e 14 de raiz (50%). A solubilização de fosfato 

pode ser classificada, a partir do índice de Solubilização de Fosfato (ISF), como baixa (ISF<2), 

média (2<ISF<3) e alta (ISF>3) (SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Dessa forma, o ISF dos 28 

isolados variou de 1,06 a 4,46, sendo que 7 bactérias apresentaram ISF>3 e 3 apresentaram 2<ISF<3. 

O fosforo (P) é um dos principais nutrientes limitantes para o crescimento das plantas e, 

apesar de presente no solo, não é disponível para os vegetais significativamente, uma vez que estes 

absorvem o fósforo na forma de íons (GYANESHWAR et al., 2002; PAREDES-MENDOZA; 

ESPINOSA-VICTORIA; MANCERA, 2021). Bactérias endofíticas apresentam potencial para a 

formulação de inoculantes podendo solubilizar fosfato por diversos mecanismos e, 
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consequentemente, disponibilizar o P para as plantas, aumentar a eficiência da adubação fosfatada 

e minimizar o uso excessivo de fertilizantes fosfatados (AZEVEDO et al., 2018; LACAVA et al., 

2021). 

 

Figura 1. Placa de petri contendo fosfato de cálcio insolúvel, na qual foram inoculadas quatro bactérias. Os halos 

indicadores de solubilização (Dh) e do diâmetro da colônia (Dc) são representados na parte superior da placa e formados 

por isolado bacteriano positivo. 

 
 

Em trabalho realizado por Chen et al. (2014), dentre cinco isolados endofíticos associados a 

mandioca, uma cepa do gênero Pantoea se destacou na solubilização de fosfato, além de ter 

desencadeado a atividade microbiana natural do solo vermelho ácido (deficiente em fósforo). O 

isolado FO6I2, que pertence ao gênero Enterobacter, se destacou com o maior índice de 

solubilização (ISF=4,46) no presente trabalho. Da mesma forma, nos trabalhos de Mendoza-Arroyo 

et al. (2020) e Kim et al. (2002) foram detectadas bactérias pertencentes ao gênero Enterobacter 

com alta habilidade para solubilização de fosfato e potencial para uso como inoculante. Ao estudar 

bactérias isoladas de Paspalum notatum com promoção de crescimento vegetal, os três isolados com 

maiores índices de solubilização (3,61; 3,58; 3,56) pertencem ao gênero Enterobacter (DE PAULA 

et al., 2022). Tais trabalhos corroboram com os gêneros encontrados no presente estudo. 

A solubilização do fosfato ocorre principalmente por meio da secreção de ácidos orgânicos. 

Eles são responsáveis por solubilizar fosfatos insolúveis em ortofosfato solúvel (H2PO4
- ou HPO4

-

2). Para solubilização de fosfato, a bactéria deve estar próxima da fonte de fósforo (TAURIAN et 

al., 2010). Embora as rizobactérias apresentem maior potencial para uso comercial, bactérias 

endofíticas solubilizadoras de fosfato também são descritas na literatura. Oteino et al. (2015) 

demonstraram que a inoculação de endófitos na rizosfera aumentou o crescimento em plantas que 

sofrem de oferta limitada de fosfato. 

Dentre as 70 bactérias endofíticas associadas a Paspalum vaginatum que produziram ácido 

3-indolacético (AIA), a quantidade variou de 0,11 a 82,15 μg.mL-1. Essa auxina atua no estímulo 
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do desenvolvimento de pelos radiculares e raízes laterais devido sua ação na expansão e no 

alongamento celular (DAVIES, 2004). No entanto, altos níveis de AIA podem causar efeitos 

nocivos, como a inibição do crescimento das raízes primárias (DUCA et al., 2020). Portanto, para 

uso como inoculante, é fundamental conhecer o nível ótimo de AIA na planta alvo para seleção 

apropriada da bactéria. O AIA, na presença de FeCl3, converte-se para a cor rosa, este 

comportamento é utilizado na determinação do AIA. Dessa forma, diferentes ácidos minerais como 

ácido clorídrico, ácido perclórico, ácido fosfórico, ácido nítrico e ácido sulfúrico podem ser 

combinados com FeCl3 para desenvolver a coloração rosa. No entanto, a combinação de FeCl3 com 

reagente HClO4 (ácido perclórico), formando o reagente de Salkowski é o mais sensível e apresenta 

menor interferência por outros compostos (PATEL et al., 2012). A produção de AIA por bactérias 

endofíticas e epifíticas consiste em um dos principais mecanismos associados à promoção de 

crescimento vegetal, com prevalência dos gêneros Acinetobacter, Actinomyces, Agrobacterium, 

Alcaligenes, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, 

Erwinia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium e Xanthomonas 

(TSAVKELOVA et al., 2006). O isolado FO9I2 se destacou pela maior síntese de AIA, 

apresentando quantidades de 82,15 μg.mL-1, seguido dos isolados, FO8I1, FO2I1, FO1T3, FO8T1, 

FO8T2, que produziram respectivamente, 79,23 μg.mL-1, 62,25 μg.mL-1, 59,94 μg.mL-1, 59,66 

μg.mL-1, 59,09 μg.mL-1. Dentre eles, duas pertencem ao gênero Pantoea e quatro ao gênero 

Agrobacterium. Em artigo publicado por De Paula et al. (2022), 43 bactérias isoladas Paspalum 

atratum (37% do total) produziram AIA, apresentaram resultado positivo para FBN e ISF>2 e, 

destes 43, a produção de AIA variou entre 12.85 a 431.41 μg.mL−1. Além disso, o maior produtor 

de AIA no estudo pertence ao gênero Pantoea. 

Li et al. (2008) reportaram o isolamento de bactérias endofíticas de soja e descrevem 

linhagens de Pantoea sp. e Burkholderia sp. como grandes produtoras de AIA. Já Egamberdieva et 

al. (2021) relataram cepas de Agrobacterium sp., Pseudomonas sp. e Bacillus sp. como excelentes 

produtores de AIA em isolados bacterianos endofíticos de espinafre. Em estudo realizado por Wang 

et al. (2016), a síntese de AIA por bactérias endofíticas de Kobreasia capillifolia variou de 3.31 a 

146.93 μg mL–1, sendo que a maioria dos isolados apresentaram baixa produção de AIA, como 

também observado no presente trabalho (Figura 2). No estudo realizado por Machado (2015) com 

bactérias endofíticas associadas a pinhão-manso, a produção de AIA variou entre 0,14 μg.mL-1 a 

84,11 μg.mL-1. Tais trabalhos corroboram com os resultados encontrados no presente estudo. 
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Figura 3. Dispersão dos isolados endofíticos associados a Paspalum vaginatum em relação à produção de AIA. 

 
 

Os doze isolados que apresentaram potencial antagonista ao fungo Bipolaris sp. na triagem 

inicial foram identificados como pertencentes aos gêneros Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, 

Staphylococcus e Streptomyces. A partir desses doze isolados, foi realizado pareamento direto entre 

o fungo e cada isolado. Nesse critério, os isolados RA4T2 e RA10I3, pertencentes aos gêneros 

Staphylococcus e Bacillus, respectivamente, exibiram resultado negativo para atividade antagonista. 

Possivelmente, houve uma interferência no resultado da triagem para os isolados RA4T2 e RA10I3, 

por outros isolados presentes concomitantemente nas placas. Os fungos compõem o maior e o mais 

diversos grupos de microrganismos fitopatogênicos, eles são responsáveis por uma perda 

substancial na qualidade e quantidade da produção agrícola em todo o mundo. Dessa forma, no 

Brasil, o modelo da agricultura convencional que visa o retorno econômico imediato trata de tais 

problemas quase que exclusivamente pela aplicação continuada e em larga escala de agrotóxicos 

(MORANDI et al., 2009; SAVARY et al. 2019). Entretanto, o uso desses agroquímicos pode trazer 

diversas consequências ambientais e para a saúde humana (RANI et al., 2021). Assim, surgem 

alternativas de manejo para o uso de agroquímicos, como o controle biológico de doenças de plantas, 

que pode ser definido como o controle de um microrganismo por meio de outro microrganismo 

(MORANDI et al., 2009). No presente estudo, a porcentagem de inibição (%i) calculada a partir do 

experimento de pareamento direto entre as bactérias endofíticas isoladas de Paspalum vaginatum e 

o fungo fitopatogênico Bipolaris sp. (Figura 3) variou de 12 a 77%, sendo que isolado FO1T2 

(Bacillus sp.) exibiu a maior porcentagem de inibição (Tabela 2). 

Da Silveira et al. (2019), reportam que sete isolados bacterianos endofíticos associados a 

cana de açúcar apresentaram ação antagonista contra Bipolaris sacchari, sendo três pertencentes ao 

gênero Pantoea e um ao gênero Pseudomonas. Ao estudar a bactéria endofítica pertencente ao 

gênero Bacillus subtilis isolado de Eucommia ulmoides, uma planta com propriedades medicinais, 

Ding et al. (2017) relatou inibição de 61,7% contra o fitopatógeno Bipolaris maydis. Já Villa-

Rodriguez et al. (2019), ao estudar 195 bactérias endofíticas associadas ao trigo, relatou 14 endófitos 
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bacterianos com atividade antagonista contra o fitopatógeno Bipolaris sorokiniana, sendo oito cepas 

pertencentes ao gênero Bacillus, duas pertencentes ao gênero Pseudomonas e uma pertencente ao 

gênero Stenotrophomonas. Em trabalho realizado por Assari et al. (2016) com isolados bacterianos 

endofíticos da raiz de Schima wallichii, uma planta comumente usada pelas tribos locais, na Índia, 

para curar as feridas causadas por insetos como aranha e escorpião, sete isolados pertencentes ao 

gênero Streptomyces apresentaram atividade de inibição significativa contra a maioria dos 

fitopatógenos selecionados. Tais trabalhos corroboram com os resultados encontrados no presente 

estudo. O gênero Pseudomonas é conhecido por sua versatilidade metabólica e plasticidade 

genética, englobando tanto patógenos quanto antagonistas (ZENGERER, et al., 2018). Devido à sua 

capacidade de formar esporos, os gêneros Bacillus e Streptomyces, possuem vantagem em relação 

aos outros gêneros. Essas estruturas são tolerantes condições inóspitas, como calor, frio, variação 

de pH, agroquímicos, fertilizantes e tempo de estocagem, o que facilita o uso desses gêneros de 

microrganismos na formulação de produtos mais estáveis e viáveis, além da sua aplicação no 

tratamento de folhas na forma de sprays (RECHCIGL, 2018; BARRATT et al., 2018). 

 

Figura 3. Exemplos dos resultados dos ensaios de antagonismo in vitro entre o fungo fitopatogênico Bipolaris sp. e 

bactérias endofíticas isoladas de Paspalum vaginatum. A) Controle – fungo fitopatogênico crescendo na ausência de 

bactérias e B) Tratamento – pareamento direto em que o fungo fitopatogênico cresce na presença das bactérias 

endofíticas. 1) Bacillus sp.; 2) Bacillus sp.; 3) Streptomyces sp. 
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Tabela 2. Porcentagem de inibição dos isolados bacterianos endofíticos de P. vaginatum referente ao fitopatógeno 

Bipolaris sp. 

 

4 CONCLUSÕES 

Raízes de Paspalum vaginatum apresentaram uma maior frequência de isolamento 

bacteriano endofítico quando comparado com as folhas. Dentre os 72 isolados endofíticos avaliados 

para fatores de promoção de crescimento vegetal in vitro, 43 fixaram nitrogênio atmosférico 

(59,7%), 28 solubilizam fosfato inorgânico (38,9%), 70 produziram AIA (97,2%) e 10 apresentaram 

atividade antagônica a Bipolaris sp. (13,9%). Nove isolados bacterianos endofíticos foram capazes 

de solubilizar fosfato, fixar nitrogênio e produzir AIA simultaneamente. De acordo com o 

sequenciamento do gene 16S rDNA, os isolados endofíticos selecionados pertencem aos gêneros 

Agrobacterium sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp. (ou 

Stenotrophomonas sp.), Staphylococcus sp. e Streptomyces sp.. 
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Código de isolamento Gênero bacteriano % inibição  

FO1T2 Bacillus sp. 77%  

FO6T2 Pantoea sp. 27%  

FO1I1 Bacillus sp. 22%  

RA1T5 Pseudomonas sp. 27%  

RA7T1 Bacillus sp. 34%  

RA1I1 Pseudomonas sp. 17%  

RA5I2 Bacillus sp. 34%  

RA7I1 Streptomyces sp. 28%  

RA10I1 Bacillus sp. 12%  

RA10I5 Bacillus sp. 46%  
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