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RESUMO 

Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) são conhecidos por 
estabelecerem relações positivas com as plantas. Podem habitar o solo, a rizosfera e 
o interior dos tecidos vegetais, constituindo grande parte da microbiota da planta. 
Atuam no favorecimento da nutrição vegetal, com a fixação de nitrogênio e/ou 
solubilização de minerais, na produção de fitohormônios, no controle de agentes 
patogênicos, e/ou na promoção da tolerância da planta aos estresses abióticos. Estes 
microrganismos têm proporcionado resultados positivos em diversas culturas de 
importância econômica, podendo atuar como alternativa ao uso de insumos químicos, 
minimizando custos de produção e tornando as práticas agrícolas mais sustentáveis. 
Diante disso, este trabalho teve como objetivo isolar e analisar micro- organismos de 
solo, rizosfera e endosfera de raiz de cana-de-açúcar, para prospectar bactérias, 
fungos e leveduras com potencial para promoção de crescimento vegetal. As amostras 
foram plaqueadas em meio NA (bactérias), BDA (fungos filamentosos) e YEPD 
(leveduras). As colônias morfologicamente distintas foram isoladas em cultura pura e 
analisadas quanto a capacidade de produzir ácido indolacético (AIA), solubilizar fosfato 
e controlar o desenvolvimento do fitopatógeno Fusarium verticillioides. Foram obtidos 
281 isolados no total, sendo 112 do solo, 96 de rizosfera e 73 de endosfera de raiz de 
cana-de-açúcar. Foi observado prevalência de bactérias (223 isolados), seguido de 
fungos filamentosos (60 isolados) e, por último, em menor número, as leveduras (9 
isolados). Dentre os mecanismos avaliados, houve maior número de produtores de 
AIA isolados da endosfera, um maior número de solubilizadores de fosfato isolados do 
solo, e um maior número de antagonistas ao fitopatógeno isolados da rizosfera. As 
bactérias também se destacaram em todos os mecanismos avaliados, provavelmente 
devido a sua prevalência nos ambientes estudados. Foram poucos os isolados que 
apresentaram mais de um mecanismo de promoção de crescimento vegetal. A bactéria 
ENDO26, isolada da endosfera, foi a única que apresentou resultado positivo para os 
três mecanismos. Além da ENDO26, outros dois isolados foram selecionados: SOL88, 
uma levedura isolada de solo, que apresentou resultado positivo para solubilização de 
fosfato e produção de AIA e RIZ85, fungo isolado da rizosfera, que produziu AIA e 
apresentou antagonismo contra o fitopatógeno. Estes três isolados foram avaliados 
em placa com Arabdopsis thaliana, para verificar a capacidade de promover o 
desenvolvimento do vegetal, porém não houve promoção de crescimento da espécie 
in vitro. A identificação dos isolados e testes mais aprofundados com outras espécies 
vegetais são necessários para verificar o potencial de emprego dessas linhagens como 
promotoras de crescimento vegetal. 
Palavras-chave: microbiota vegetal, agricultura sustentável, bioprospecção, 
promoção de crescimento, cana-de-açúcar 
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ABSTRACT 

Plant growth promoting microorganisms (PGPM) are known to establish positive 
relationships with plants. They can inhabit the soil, the rhizosphere and the interior of 
plant tissues, making up a large part of the plant microbiota. They act in favor of plant 
nutrition, with nitrogen fixation and/or mineral solubilization, in the production of 
phytohormones, in the control of pathogens, and/or in the promotion of plant  tolerance 
to abiotic stresses. These microorganisms have provided positive results in several 
economically important crops and can act as an alternative to the use of chemical 
inputs, minimizing production costs and making agricultural practices more sustainable. 
Therefore, this work aimed to isolate and analyze microorganisms from soil, 
rhizosphere and sugarcane root endosphere, to prospect bacteria, fungi and yeasts 
with potential to promote plant growth. The samples were plated on NA (bacteria), PDA 
(filamentous fungi) and YEPD (yeast) medium. Morphologically distinct colonies were 
isolated in pure culture and analyzed for their ability to produce indoleacetic acid (IAA), 
solubilize phosphate and control the development of phytopathogen Fusarium 
verticillioides. A total of 281 isolates were obtained, 112 from the soil, 96 from the 
rhizosphere and 73 from the sugarcane root endosphere. A prevalence of bacteria (223 
isolates) was observed, followed by filamentous fungi (60 isolates) and, finally, in a 
smaller number, yeasts (9 isolates). Among the mechanisms evaluated, there was a 
greater number of AIA producers isolated from the endosphere, a greater number of 
phosphate solubilizers isolated from the soil, and a greater number of antagonists to 
the phytopathogen isolated from the rhizosphere. Bacteria also stood out in all 
evaluated mechanisms, probably due to their prevalence in the studied environments. 
Few isolates showed more than one plant growth promotion mechanism. The ENDO26 
bacterium, isolated from the endosphere, was the only one that showed positive results 
for the three growth promotion mechanisms. In addition to ENDO26, two other isolates 
were selected: SOL88, a yeast isolated from soil, which showed positive results for 
phosphate solubilization and AIA production, and RIZ85, a fungus isolated from the 
rhizosphere, which produced AIA and presented antagonism  against the 
phytopathogen. These three isolates were evaluated on a plate with Arabdopsis 
thaliana, to verify their ability to promote plant development, however, they did not 
promote the plant growth in vitro. The identification of isolates and more in-depth tests 
with other plant species are necessary to verify the potential for using these strains as 
plant growth promoters. 

 
Key-words: plant microbiota, sustainable agriculture, bioprospecting, plant growth 
promotion, sugarcane 
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1. INTRODUÇÃO 

As plantas são seres holobiontes, isto é, possuem microrganismos associados, 

dentro e fora dos seus tecidos, os quais constituem o microbioma vegetal. Esses 

microrganismos podem estabelecer relações mutualísticas, comensalistas e/ou 

parasitárias com as plantas (SCHLAEPPI; BULGARELLI, 2015). Aqueles que 

promovem interações positivas podem beneficiar as plantas controlando 

fitopatógenos e/ou promovendo seu crescimento através de diferentes mecanismos 

(OROZCO-MOSQUEDA et al., 2018). Esse grupo é chamado de microrganismos 

promotores de crescimento vegetal (MPCV). 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é uma cultura de grande 

importância econômica, utilizada na alimentação humana, animal e como matéria- 

prima na indústria, para a produção de combustíveis e energia (CONAB, 2019; 

2020). Devido a demanda crescente por aumento de produtividade, essa cultura 

requer o uso de grande quantidade de fertilizantes, defensivos e outros insumos. O 

emprego desses produtos encarece a produção, além de causar possíveis danos à 

saúde humana e ao meio ambiente, por serem, muitas vezes, compostos por 

moléculas tóxicas, carcinogênicas e poluentes. Com isso, estudos utilizando a 

aplicação de MPVC têm sido realizados, por serem constituídos por organismos 

autóctones, que não causam prejuízo ao ambiente, ao produtor e ao consumidor. 

Além disso, estudos preliminares mostraram que o emprego de MPCV traz 

resultados promissores no incremento de produtividade da cana-de-açúcar, com o 
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aumento da massa seca de raiz e parte aérea, e proporciona o acúmulo de nitrogênio 

no solo, favorecendo a nutrição da cultura (SANTOS et al., 2019). 

O conhecimento sobre os MPVC tem levado à produção e comercialização de 

produtos constituídos por microrganismos (JOHNS et al., 2016), como 

biofertilizantes, fitoestimulantes e biopesticidas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; 

BHARDWAJ et al., 2014; PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). A proposta desses 

produtos é melhorar a produtividade das culturas, reduzindo a utilização de 

fertilizantes e defensivos químicos, e aumentando a tolerância das plantas a 

estresses (DE-LA-PEÑA; LOYOLA-VARGAS, 2014). O emprego de tecnologias com 

base em microrganismos tem como principal alvo a agricultura mais sustentável, 

econômica e socialmente justa (SOUZA et al., 2016). 

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar o isolamento 

e a seleção de microrganismos da endosfera, rizosfera e solo de cana-de-açúcar, 

para a prospecção de linhagens com potencial para serem empregadas como 

promotores de crescimento vegetal. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

2.1. Objetivo geral 

Isolar e selecionar microrganismos cultiváveis do solo, rizosfera e endosfera 

de cana-de-açúcar, com potencial para promoção de crescimento vegetal 

 
2.2. Objetivos específicos 

 Isolar bactérias, leveduras e fungos filamentosos de solo, rizosfera e 

endosfera de cana-de-açúcar; 

 Quantificar os isolados cultiváveis considerando os diferentes locais de 

origem (solo, rizosfera e endosfera); 

 Avaliar os isolados quanto a presença de mecanismos relacionados à 

promoção de crescimento vegetal (produção de ácido indolacético, solubilização de 

fosfato e controle biológico de fitopatógeno) in vitro; 

 Avaliar os isolados que se destacaram quanto ao estímulo do 

desenvolvimento radicular e de parte aérea de Arabidopsis thaliana in vitro. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

3.1. Promoção de crescimento vegetal por microrganismos 

As plantas são seres vivos que, por não se locomoverem, precisaram evoluir e 

adaptar-se ao meio em que vivem como forma de obtenção de nutrientes e proteção 

contra agentes agressores. Dentre essas adaptações há a interação com micro-

organismos que habitam o solo. Fotoassimilados secretados pelas raízes  das 

plantas, chamados exsudatos, compostos por açúcares, aminoácidos, ácidos 

orgânicos, proteínas, lipídios e metabólitos secundários (BADRI; VIVANCO, 2009; 

RASMANN; TURLINGS, 2016), trabalham como sinais para mediar as interações 

entre plantas e micro-organismos. 

Uma grande diversidade microbiana é encontrada na filosfera, superfície da 

planta, principalmente das folhas (BARRERA; SARANGO-FLÓRES; 

MONTENEGRO-GÓMEZ, 2019), na endosfera, interior dos tecidos vegetais, e 

rizosfera, região adjacente às raízes (BARBOSA, et al., 2015). Estes micro- 

organismos podem exercer interações positivas (promover a tolerância dos vegetais 

a estresses e estimular seu crescimento) e/ou negativas (causar doenças) 

(NEWTON et al., 2010). Os micro-organismos que interagem de forma positiva ou 

benéfica são chamados de micro-organismos promotores de crescimento vegetal 

(MPCV) (SCHALAEPPI; BULGARELLI, 2015). Dentre os benefícios que esses 

micro-organismos fornecem às plantas estão o aumento do suprimento de 
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nutrientes, produção de fitohormônios, controle de patógenos e pragas, além de 

promover maior tolerância da planta a estresses bióticos e abióticos (SHASTRI; 

KUMAR, 2019). 

Os MPVC podem favorecer a nutrição das plantas através da fixação biológica 

de nitrogênio, solubilização de fosfato e/ou zinco, mobilização de potássio e 

acumulação de ferro através da produção de sideróforos (SHASTRI; KUMAR, 2019; 

VESSEY, 2003). Podem promover o crescimento das plantas, de forma mais direta, 

produzindo hormônios vegetais como auxina, que estimula o desenvolvimento das 

raízes aumentando a absorção de água e nutrientes, citocinina, que promove a 

divisão celular, e giberelina, que induz alongamento do caule e aumenta a absorção 

de nitrogênio (OLANREWAJU et al., 2017). Outro mecanismo é o controle de 

fitopatógenos; as principais formas de controle são antibiose (AMPRAYN et al., 

2012), competição por nutrientes e indução de resistência sistêmica vegetal. Este 

último ocorre pelas sinalizações de hormônios como ácido salicílico, ácido jasmônico 

e etileno. Além disso há micro-organismos que produzem a enzima 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC deaminase), responsável por 

diminuir os níveis de etileno na planta (SHASTRI; KUMAR, 2019; SINGH et al., 2019) 

tornando a planta menos susceptível a estresses, promovendo a manutenção da 

produção mesmo em variações de condições ambientais (alterações de temperatura, 

umidade, etc). 

 
3.2. Microrganismos endofíticos 

A endosfera é o ambiente no interior dos tecidos vegetais, e os microrganismos 

que o habitam são chamados de endofíticos, e é um ambiente protegido de 

interferências ambientais diretas (SENTHILKUMAR et al., 2011). Bactérias, por 

exemplo, podem colonizar o interior das plantas e estabelecer uma relação 

mutualística. Esta relação é iniciada com o estímulo à colonização do vegetal por 

sinalizações radiculares (exsudatos); uma vez dentro dos tecidos da raiz, as 

bactérias podem colonizar as demais estruturas como caules e folhas. Além de 

colonizar as plantas pelas raízes, as bactérias podem adentrar os tecidos vegetais 

através das aberturas naturais, como os estômatos nas folhas, ou por ferimentos 

(AFZAIL et al., 2019). Estruturas bacterianas como flagelos e fímbrias que facilitam 

a locomoção e fixação da célula nos tecidos vegetais, o genótipo da planta, fatores 

bióticos e abióticos, e disponibilidade de nutrientes e luz, são 
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importantes para o estabelecimento do microrganismo no hospedeiro (KUMAR et al., 

2020). 

Há muitos microrganismos endofíticos promotores de crescimento vegetal 

(KANDEL et al., 2017), como as bactérias do gênero Bradyrhizobium, Rhizobium, 

Mesorhizobium, Allorhizobium e Azorhizobium que colonizam as raízes de 

leguminosas formando nódulos, nos quais realiza a fixação biológica de nitrogênio 

(BARBOSA et al., 2015; HUNGRIA et al., 2001;). Outras bactérias endofíticas 

demonstraram eficácia no controle de fitopatógenos e produção de ácido 

indolacético (KANDEL et al, 2017). Leveduras também estão entre os MPVC 

endofíticos, sendo capazes de produzir compostos voláteis inibidores de crescimento 

de fungo patogênico e AIA (NUTARATAT et al., 2014). 

A simbiose de fungos micorrízicos é outra associação benéfica, em que o fungo 

coloniza o córtex radicular e seu micélio externo serve como uma extensão da raiz, 

aumentando a área de absorção de nutrientes da planta. Essa associação acontece 

em solos com deficiência, principalmente de fósforo; o fungo auxilia a planta na 

absorção de diferentes nutrientes como fósforo, nitrogênio, cobre e zinco (FERROL; 

AZCÓN-AGUILAR; PÉREZ- TIENDA, 2019). Os fungos micorrízicos também podem 

atuar no controle de fitopatógenos de solo (RAVNSKOV; CABRAL; LARSEN, 2020). 

A contra partida da planta para o fungo micorrízico é o fornecimento de carboidratos 

derivados da fotossíntese (RASMANN; TURLINGS, 2016). Os benefícios 

proporcionados pelos fungos micorrízicos às plantas são de grande importância, 

considerando que favorece a nutrição vegetal, principalmente de fósforo; plantas 

bem nutridas tem maior tolerância a estresses (FERROL; AZCÓN-AGUILAR; 

PÉREZ- TIENDA, 2019), o que consequentemente, resulta em maior produtividade. 

 
3.3. Microrganismos do solo e da rizosfera 

O solo é um ambiente de grande diversidade e quantidade de micro- 

organismos (VOGEL et al., 2009). No solo, os diferentes grupos microbianos atuam 

nos ciclos biogeoquímicos, na mineralização da matéria orgânica, na formação de 

agregados, excretam proteínas e polissacarídeos, e são responsáveis pelo controle 

da diversidade vegetal (LAMBAIS et al., 2005). 

A rizosfera é a região do solo próxima às raízes. Sua comunidade microbiana 

é diferente comparada ao solo, sendo deste último mais reduzida (SUGIYAMA, 
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2019). Na rizosfera as interações entre as plantas e os micro-organismos são 

mediadas pelos exsudatos radiculares, os quais são específicos para cada espécie 

vegetal. Além disso, os exsudatos podem variar devido a fatores como atividade 

fotossintética, estádio de desenvolvimento da planta e tipo de solo (MOMMER et al., 

2016; SASSE et al., 2017). A presença de determinadas espécies microbianas na 

rizosfera também pode estimular a produção de exsudatos radiculares, mostrando 

que a comunicação entre os vegetais e os micro-organismos rizosféricos é uma via 

dupla; exemplo disso é o estudo de Liu et al. (2016), mostrando que plantas de 

pepino cultivadas com Bacillus amyloliquefaciens SQR9 secretam maior quantidade 

de triptofano em seu exsudato, precursor para a síntese de AIA, aumentando assim 

a síntese do hormônio vegetal na rizosfera. 

Bacillus velezensis XT1 foi capaz de promover aumento do peso fresco de 

culturas de tomate, abóbora, pimenta, pepino, e maior número de flores, folhas e 

frutos em tomate (TORRES et al., 2019). Outras características como produção de 

antioxidantes e indução de resistência sistêmica foi relatada em Bacillus subtilis 

isolada de rizosfera (HASHEM; TABASSUM; ALLAH, 2019). 

Leveduras Aureobasidium pullulans e Rhodotorula mucilagionosa (isoladas de 

solo) produzem AIA e inibem fungos fitopatogênicos como Fusarium graminearum e, 

Phytophthora infestans in vitro (IGNATOVA et al., 2015). Mudas de tomate 

inoculadas com Torulaspora globosa apresentaram maior comprimento e maior peso 

seco de raiz, devido a sua capacidade em produzir AIA e solubilizar fósforo 

(OLIVEIRA et al., 2019). 

 
3.4. Microrganismos na cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é uma cultura pertencente à 

família Poaceae, de grande importância por ser uma alternativa para biocombustível, 

devido a produção de etanol e também a produção de açúcar, sendo o Brasil o maior 

produtor mundial (CONAB, 2020). 

Bactérias como B. subtilis, Paenibacillus, B. methylotrophicus, Burkholderia sp. 

Herbaspirillum seropecicae, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Methylobacterim 

organophilum entre outras endofíticas, foram isoladas de caules e folhas de cana-

de-açúcar. Essas bactérias possuem relevância para agricultura, pois apresentam 

atividade de nitrogenase, solubilização de fosfato, produção de 
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hormônios, compostos antagonistas a patógenos, produção de ACC deaminase 

(ANTUNES et al., 2017). 

Diferentes isolados com características de promotores de crescimento foram 

obtidos da rizosfera e tecidos de cana-de-açúcar; a inoculação da bactéria 

Gluconacetobacter diazotrophicus VI27 (isolada da rizosfera) em cana promoveu 

aumento de sólidos solúveis e rendimento do caldo (BENEDUZI et al., 2013). As 

bactérias Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirillum seropedicae (isolada de 

raiz), Nitrospirillum amazonense (isolada de raiz) e Paraburkholderia tropica (isolada 

do nó) inoculadas em mudas de cana-de-açúcar proporcionaram melhor 

desenvolvimento vegetal, com aumento da massa seca das raízes e maior  acúmulo 

de nitrogênio (OLIVEIRA et al., 2002). Estudos com o emprego dessas bactérias em 

mudas pré- brotadas mostraram que a inoculação promove a diminuição do tempo 

das mudas em casa- de-vegetação e a melhora na taxa de estabelecimento no 

campo (SANTOS et al., 2018). Além do aumento da produtividade, Ochrobactrum 

intermedium e Escherichia sp. isolados da rizosfera da cana-de-açúcar podem 

controlar fitopatógenos como Colletotrichum falcatum, responsável pela doença 

podridão vermelha que afeta o caule da planta consumindo a sacarose, ambas 

também produziram AIA, solubilizaram fosfatos e fixaram nitrogênio (PATEL et al., 

2019). 

Outras bactérias diazotróficas dos gêneros Azospirillum, Burkholderia, 

Gluconactobacter e Stenotrophomonas também estabelecem associação com cana-

de-açúcar, e estudos demonstram que essas bactérias podem ser inoculadas 

individualmente ou co-inoculadas, podendo reduzir a fertilização de nitrogênio (LIRA 

et al., 2020). No trabalho de Lira et al. (2020) foram testadas as bactérias 

Burkholderia tropica, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense, 

Herbaspirillum seropedicae como inoculantes em cana-de-açúcar, e promoveram 

resultados positivos, aumentando os nutrientes nitrogênio, zinco e ferro. 

Além das bactérias, leveduras também habitam a cultura da cana-de-açúcar, e 

podem apresentar mecanismos relacionados à promoção de crescimento vegetal. 

Diversas cepas de leveduras isoladas do filoplano de folhas de cana-de-açúcar na 

Tailândia, entre elas Candida sp., Torulaspora sp., Kluyveromyces sp., 

Rhodosporidium sp. e Rhodotorula sp., foram testados quanto a produção de ácido 

indolacético, e a espécie Rhodosporidium fluviale DMKU-RK253 foi a maior 

produtora (LIMTONG et al., 2014). 
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A levedura Torulaspora globosa 5S55, isolada da rizosfera de cana-de- açúcar, 

apresentou resultados positivos quanto a produção de AIA, solubilização de fosfato, 

e controle de fitopatógenos (ROSA, 2009; ROSA et al., 2010; ROSA- MAGRI et al., 

2012; OLIVEIRA et al., 2019). Quando inoculada em sementes e mudas de alface 

Crocantela, essa levedura proporcionou aumento de massa seca das raízes, 

aumento de massa fresca da parte aérea e maior número de folhas (CABRINI; SALA; 

ROSA-MAGRI, 2019). Em mudas de tomate, essa levedura também promoveu o 

crescimento, aumentando o comprimento e massa seca de raiz (OLIVEIRA et al., 

2019). 

Amostras de raízes, caules, folhas, brotos e solos de cana-de-açúcar foram 

coletados para avaliação da comunidade microbiana através de técnicas 

moleculares. As amostras de solo, rizosfera e endofítca de raiz tiveram a maior 

riqueza, entre os isolados, fungos das famílias Sistotremataceae, Meruliaceae, 

Ceratocystidaceae, Chaetosphaeriaceae e Glomeraceae foram identificados, em 

amostras de colmo, leveduras dos gêneros Candida, Debaryomyces, 

Hanseniaspora, Meyerozyma, Wickerhamiella e Zygosaccharomyces foram 

identificadas (SOUZA et al., 2016). Fungos dos gêneros Penicillium, Fusarium, 

Aspergillus, Trichoderma e Epicoccum foram isolados de raízes e rizosfera 

(ROMÃO-DUMARESQ et al., 2016). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1. Isolamento de microrganismos da cana-de-açúcar 

4.1.1. Coleta das amostras 

As amostras de solo e raízes de cana-de-açúcar foram coletadas da área de 

cultivo do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de São Carlos, 

campus de Araras/SP, como mostra na Figura 1. A amostragem foi realizada em 

junho de 2020. 

 
Figura 1. Imagem de satélite do CCA/UFSCar, campus de Araras. Coleta das 
amostras realizada na área em destaque em amarelo (Fonte: Google Earth). 

 



11 
 

O município de Araras está localizado na região noroeste do estado de São 

Paulo, com uma área de 643,46 km2, latitude 22°21'25” ao sul e longitude 47°23'03” 

a oeste do meridiano de Greenwich. Possui altitude de 611 metros, clima tropical 

com temperaturas médias variando de 8°C a 32°C. O solo amostrado é do tipo 

argiloso vermelho distrófico latossólico (YOSHIDA; STOLF, 2016). 

Amostras de solo e raízes de cinco plantas de cana de açúcar foram 

coletadas. As plantas amostradas estavam em estágio inicial de desenvolvimento, 

com aproximadamente 50 cm de altura, de cana soca, com um corte anterior (Figura 

2). As amostras foram coletadas utilizando pá e tesoura, e colocadas em sacos 

plásticos estéreis identificados. Em seguida as amostras foram encaminhadas ao 

laboratório de Microbiologia Agrícola e Molecular (LAMAM), do campus de Araras/SP 

da Universidade Federal de São Carlos, onde as análises foram realizadas. Até o 

momento da análise, as amostras foram armazenadas em temperatura de geladeira 

(8ºC). 

 
Figura 2. Uma das plantas amostradas no trabalho. 

 
 

 

 

4.1.2. Plaqueamento das amostras de solo 

Para o isolamento dos microrganismos das amostras de solo, 10 g de cada 

amostra foram distribuídos em Erlenmeyers de 125 ml com 90 ml de solução salina 

de NaCl 0,85%, e agitados em shaker a 160 rpm por 30 minutos. Em 
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seguida foi realizada a diluição seriada decimal da suspensão até 10-5 em tubos de 

ensaio com 9 ml de solução salina de NaCl 0,85%. 

O meio de cultura utilizado para o crescimento de bactérias das amostras foi o 

Nutriente Agar (NA) (Kasvi®), preparado conforme instruções do fabricante, com 

adição de 2 ml/L do antifúngico nistatina. Para leveduras foi utilizado o meio de 

cultura Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) (20g/L de glicose, 20g/L de peptona, 

10g/L de extrato de levedura, 17g/L de ágar) com a adição de 1 ml/L do antibiótico 

de amplo espectro cloranfenicol. O meio Batata Dextrose Ágar (BDA) (Kasvi®) foi 

utilizado para fungos filamentosos, o qual também recebeu a adição de cloranfenicol. 

Foi pipetado 0,1 mL de cada diluição na superfície dos meios citados acima, 

seguido do espalhamento da amostra com alça de Drigalski. Após o plaqueamento, 

as placas permaneceram incubadas em estufa a 30ºC. A avaliação do crescimento 

das colônias nas placas foi acompanhada diariamente. 

 
4.1.3. Plaqueamento do solo rizosférico 

Para o isolamento dos microrganismos rizosféricos, foi realizada a coleta do 

solo aderido na superfície das raízes de cana-de-açúcar. Amostras de 1 g de solo 

rizosférico foram adicionados em tubos Falcons contendo 9 ml de solução salina de 

NaCl 0,85%. Os tubos foram agitados em shaker a 160 rpm por 30 minutos. Em 

seguida, fez-se a diluição seriada e o plaqueamento utilizando os meios de cultura 

descritos no item 4.1.2. As placas foram incubadas em estufa a 30ºC, e a observação 

do desenvolvimento das colônias ocorreu diariamente. 

 
4.1.4. Plaqueamento de endofíticos de raízes 

Para o isolamento de micro-organismos endofíticos, 0,62 g de raízes de cana-

de- açúcar foram lavadas em água corrente e a superfície foi desinfectada com a 

imersão destas em solução de álcool 70% por 1 minuto, hipoclorito 2% por 3 minutos, 

e novamente álcool 70% por 30 segundos. Logo em seguida as raízes foram 

enxaguadas 3 vezes com água destilada estéril. A amostra de raiz foi macerada 

durante 3 minutos em almofariz com solução salina de NaCl 0,85% (KUSS et al., 

2007; MENDES et al., 2007). Posteriormente fez-se a diluição seriada e o 

plaqueamento das amostras como descrito no item 4.1.2. A água do enxágue da 

assepsia das raízes também foi plaqueada em todos os meios de cultura 
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utilizados, para verificar se o processo de assepsia garantiu a eliminação dos 

micro-organismos da superfície da raiz. 

 
4.1.5. Isolamento das colônias em desenvolvimento das amostras plaqueadas 

A seleção das colônias das diferentes placas para isolamento em cultura pura 

foi realizada através de análise visual das características dessas colônias. Colônias 

morfologicamente diferentes foram selecionadas, considerando, principalmente os 

seguintes aspectos: cor, textura (brilhosa, fosca, rugosa, lisa) e borda (regular ou 

irregular). Para cada isolado foi definido um código numérico, sendo este definido na 

ordem de isolamento. Antecedendo o código foi colocada a sigla ENDO para 

microrganismos endofíticos, RIZ para rizosféricos, e SOL para isolados oriundos do 

solo. 

Para o isolamento das colônias em cultura pura, foi utilizado o mesmo meio 

de origem da colônia (NA, YEPD ou BDA). Para o isolamento de bactérias e 

leveduras foi utilizada a técnica de esgotamento em placa, com o emprego de alça 

de platina. Para os fungos filamentosos, foi realizado o corte do meio com retirada 

de parte do micélio, e transferência deste para placa nova. As placas foram 

incubadas em estufa a 30ºC até o crescimento da colônia. 

O processo de purificação das culturas foi realizado até que as colônias 

apresentassem estar livres de contaminantes. Após o isolamento, foi realizada a 

avaliação microscópica dos isolados para garantir que não havia contaminação. Em 

seguida os isolados foram cultivados em tubo de ensaio com meio de cultura 

inclinado, e, após o desenvolvimento do micro-organismo no meio, este foi coberto 

com óleo mineral. Foram produzidos três tubos para cada isolado, os quais foram 

mantidos em geladeira até o início das análises. 

 
 

4.2. Avaliação dos microrganismos quanto ao controle biológico de Fusarium 

verticillioides 

Os micro-organismos isolados de cana-de-açúcar foram avaliados quanto ao 

controle biológico do fungo fitopatogênico Fusarium verticillioides, causador de 

podridão de raiz e do sistema vascular das plantas. A cepa foi isolada de sintomas 

em plantas de milho e foi disponibilizada pelo Laboratório de Cultura de Tecidos e 



14 
 

Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal de São Carlos, Centro de Ciências 

Agrárias, campus Araras, sob responsabilidade do Prof. Dr. Jean Carlos Cardoso. 

Para o teste foi utilizado o cultivo pareado em placa de Petri. Para as bactérias 

foi utilizado o teste com três bactérias por placa, inoculadas nas extremidades, 

distantes umas das outras e o patógeno no centro (Figura 3-A). 

Para avaliação dos fungos filamentosos e da levedura, foi avaliado um isolado 

por placa, com a inoculação em paralelo, com o fitopatógeno em uma extremidade, 

e o potencial controle na outra extremidade da placa (Figura 3-B). 

 
Figura 3. Ilustração do teste de antagonismo em placa com a inoculação de (A) - 
bactérias (círculo) e fungo patogênico (quadrado); inoculação de (B) - fungo 
filamentoso ou levedura (círculo) e o fungo fitopatogênico (quadrado). 

 
 

 

A B 

 

 
As placas foram incubadas em estufa a 30ºC, com acompanhamento diário. Foi 

criada uma escala para a classificação dos isolados quanto ao controle biológico, 

sendo, (+) o fungo fitopatogênico cresce até o limite da colônia antagonista, (++) o 

isolado cresce por cima do patógeno, (+++) há formação de halo de inibição (Figura 

4). 
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Figura 4. Exemplos da escala de controle atribuída. A: O patógeno cresce até o 
limite do isolado (+). B: O antagonista cresce por cima do patógeno (++). C: Há 
formação de halo de inibição (+++). 

 
 

 

 
 

 

4.3. Produção de ácido indolacético (AIA) por microrganismos 

Para o teste qualitativo de produção de AIA pelos isolados foram utilizados 

tubos falcons de 50 ml contendo 10 ml de meio de cultura líquido, com adição de 

triptofano (0,54 g/mL) precursor da produção de AIA para a maioria dos micro- 

organismos. 

Para as bactérias foi utilizado o meio caldo nutritivo (1 g/L de extrato de carne, 

2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 5 g/L de cloreto de sódio), para os 

fungos foi utilizado o meio caldo BD (Kasvi®) e para as leveduras o meio YEPD 

líquido. Para a inoculação dos tubos foi utilizado uma alçada da colônia de bactéria e 

levedura, para fungo filamentoso foi inoculado um fragmento de meio de cultura com 

micélio em crescimento ativo. Os tubos foram incubados em agitador a 160 rpm e 
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30ºC. As bactérias foram incubadas por 24 horas, os fungos e leveduras foram 

incubados por 48 horas. Após o período de incubação, as culturas foram 

centrifugadas a 3000 rpm durante 3 minutos. Uma amostra de 1 mL do sobrenadante 

foi transferido para microtubo, e recebeu a adição de 1 mL do reagente de Salkowiski 

(125 mL de ácido perclórico e 0,675 g de cloreto de ferro dissolvido em 5 mL de água 

destilada), seguindo o método de Gordon & Weber (1951). Os microtubos foram 

levemente movimentados para que o reagente se misturasse ao meio, e aguardou 

30 minutos para avaliação da reação, em temperatura ambiente. A mudança de cor 

do meio para rosa indicou a presença de AIA no meio. Foi produzida uma escala 

para caracterizar a produção de AIA pelos micro-organismos. Considerando que 

quanto mais intensa a cor rosa da reação maior a produção de AIA pelo 

microrganismo: (+-) produziu pouco, (+) produziu médio e (++) produziu muito 

(Figura 5). 

 
Figura 5. Representação da escala de produção de AIA. (+-) pouco, (+) médio e 
(++) muito. 
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4.4. Solubilização de fosfatos por microrganismos 

Para a avaliação dos isolados endofíticos quanto a capacidade de solubilizar 

fosfato, foi utilizado o método de solubilização em meio sólido, em placa de Petri, 

com meio de cultura BDYA. Ao meio de cultura BDA foi adicionado 5 g/L de extrato 

de levedura; após autoclavado, antes de ser vertido nas placas de Petri, o meio 

recebe a adição de uma solução de K2HPO4 10% (50 ml/L) e outra solução de CaCl2 

10% (10 ml/L), ambas esterilizadas por filtração em membrana de 0,22 µm. 

Após a solidificação do meio, os microrganismos foram inoculados 

pontualmente no centro da placa e incubados em estufa a 30ºC. Após uma semana 

foi possível observar a formação de um halo translúcido ao redor da colônia do 

micro-organismo capaz de solubilizar o fosfato insolúvel do meio. A caracterização 

do grau de solubilização foi determinada com a medida da colônia e do halo de 

solubilização, e o cálculo do índice de solubilização pela fórmula: IS = diâmetro da 

colônia com halo / diâmetro da colônia sem halo (BHARUCHA; PATEL; TRIVEDI, 

2013), seguido da escala: baixa solubilização (IS < 2), média solubilização (2 ≤ IS < 

3) e alta solubilização (IS > 3) (SILVA et al., 2014). 

 
 

4.5. Análise de Componente Principal 

A Análise de Componente Principal (PCA – Principal Component Analysis) foi 

aplicada aos resultados de produção de AIA, solubilização de fosfato e controle 

biológico dos isolados de solo, endosfera e rizosfera. Foi considerada uma matriz 

binária de dados na qual as linhas continham as linhagens e as colunas 

apresentaram os dados das escalas utilizadas para representação dos resultados 

para cada característica analisada, conforme especificado nos itens 4.2, 4.3 e 4.4. 

Para solubilização de fosfato, adotou-se somente presença de halo ou ausência de 

halo, ou seja, solubilização positiva ou negativa, respectivamente. Assim, a 

classificações baixa, média e alta foram consideradas como positivas. Foi utilizado 

o coeficiente de Pearson-n na ferramenta XLSTAT 2021.2.2 (BEHBAHANI et al., 

2017). 

 
4.6. Promoção de crescimento de Arabidopsis thaliana in vitro 

 

Para o teste de promoção de crescimento foram utilizadas sementes de 

Arabidopsis thaliana do ecótipo Col-0, cedidas pelo Centro de Citricultura Sylvio 
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Moreira – Instituto Agronômico de Campinas, Cordeirópolis – SP. Foram testadas 

três linhagens: ENDO26 (isolada do interior da raiz, bactéria), SOL88 (isolada de 

solo, levedura) e RIZ85 (isolado da rizosfera, fungo filamentoso) ambas devido aos 

resultados obtidos nos experimentos de mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal.   

As sementes foram desinfetadas em álcool 70% por 2 minutos, hipoclorito de 

sódio 1% por 15 minutos, em seguida lavadas cinco vezes em água destilada estéril 

(BHATTACHARYYA; GARLADINNE; LEE, 2015). Posteriormente as sementes 

foram germinadas em placas de Petri contendo meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 

1962) com adição de 0,75% de sacarose, 1% de ágar e pH 7,0, incubadas 

verticalmente em incubadora com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de 

escuro, e temperatura de 22ºC por quatro dias (GONZÁLEZ-PÉREZ et al., 2018). 

Após este período, os microrganismos selecionados foram inoculados em placa a 

uma distância de 4 cm da raiz das plantas. Para a inoculação da bactéria e da 

levedura, foi feito um risco horizontal com a alça de inoculação. Para o fungo 

filamentoso, foi utilizado um fragmento circular do meio de cultura com o micélio do 

fungo em crescimento ativo. O experimento foi realizado com três placas de Petri por 

microrganismo avaliado e o controle (sem micro-organismo). As placas 

permaneceram incubadas por mais sete dias nas mesmas condições anteriores. 

Após o período de incubação, avaliou-se o comprimento da raiz da planta e a 

observação se houve ou não a formação de pelos radiculares. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

5.1. Isolamento de microrganismos 

Foram isolados um total de 292 microrganismos das amostras de cana-de- 

açúcar, sendo 73 endofíticos de raízes, 100 da rizosfera e 119 do solo. As bactérias 

se destacaram com maior número de isolados em todas as amostras, sendo os 

fungos filamentosos em segundo lugar, e as leveduras foram isolados em menor 

quantidade (Figura 6). 

A composição do microbioma das plantas depende de diferentes fatores, 

como tipo de solo, genótipo da planta, composição de exsudatos radiculares, 

práticas agrícolas, clima, competitividade entre os micro-organismos (BUSBY et al., 

2017). A literatura indica que plantas controlam a composição dos exsudatos 

radiculares, liberando diversos compostos no solo, como aminoácidos, carboidratos 

e ácidos orgânicos, o que altera a química do solo; os exsudatos são utilizados como 

nutriente pelos microrganismos da rizosfera, sendo assim este se caracteriza como 

um local com abundância de microrganismos (LAREEN; BURTON; SCÄFER, 2016). 

Em contrapartida, na rizosfera encontra-se menor diversidade microbiana, uma vez 

que o próprio exsudato radicular seleciona determinados grupos que se adaptam às 

suas características (SUGIYAMA, 2019). Os exsudatos radiculares e o sistema 

imune das plantas também selecionam os 
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microrganismos endofíticos, que podem ser benéficos ou prejudiciais, o que promove 

uma maior seleção das espécies (LAREEN; BURTON; SCÄFER, 2016). Além disso, 

endofíticos precisam apresentar mecanismos que modulam a resposta de defesa da 

planta, sendo assim, a endosfera é o ambiente com menor diversidade, comparado à 

rizosfera e ao solo (OUKALA; AISSAT; PASTOR, 2021). 

 
Figura 6. Distribuição dos isolados de acordo com o tipo microbiano e o local de 
origem. Azul – bactérias, laranja – fungos filamentosos, cinza – leveduras. 

 
 

 
 

 
Leveduras endofíticas foram isoladas de folhas de arroz, milho e cana-de- 

açúcar, sendo 123 cepas obtidas de amostras de cana-de açúcar 

(KHUNNAMWONG; JINDAMORAKOT; LIMTONG, 2018); os mesmos autores, 

porém, no isolamento de endofíticos de raiz de cana-de-açúcar, obtiveram apenas 

um isolado de levedura. O mesmo resultado também encontrado neste trabalho. A 

endosfera da raiz apresentou o menor número de microrganismos provavelmente 

porque para invadir o tecido radicular os microrganismos rizosféricos precisam 

encontrar ferimentos na raiz e, além disso, como relatado anteriormente, a planta 

possui um sistema de resistência, que promove a produção de compostos 

antimicrobianos, os quais controlam da presença de micro- organismos no interior 

do tecido vegetal (BURBANO-FIGUEROA, 2020). 
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5.2 Avaliação dos microrganismos quanto ao antagonismo a fungos 

fitopatogênicos 

Dentre os micro-organismos endofíticos, apenas 15 isolados (22,7%) 

apresentaram resultado positivo no controle do fitopatógeno, sendo 10 isolados de 

bactérias e 5 de fungos filamentosos (Tabela 1). Não foi observado controle do 

fitopatógeno pela levedura endofítica. Considerando a escala de antagonismo, 14 

isolados proporcionaram pouco controle do fitopatógeno, sendo que este cresceu 

até o limite da colônia antagonista. Apenas o isolado ENDO68, um fungo 

filamentoso, cresceu por cima do fitopatógeno, apresentando crescimento mais 

rápido na placa de Petri (Figura 7). 

 
Tabela 1. Microrganismos endofíticos quanto ao controle do fitopatógeno. 

 

Tipo microbiano Isolado Antagonismo 
 ENDO2 + 
 ENDO7 + 
 ENDO17 + 
 ENDO26 + 

Bactéria 
ENDO33 + 

ENDO36 + 
 ENDO44 + 
 ENDO45 + 
 ENDO62 + 
 ENDO64 + 

 ENDO68 ++ 
 ENDO70 + 

Fungo filamentoso ENDO71 + 
 ENDO72 + 
 ENDO73 + 

Patógeno cresceu até o limite da colônia do isolado (+), o isolado cresceu por cima do patógeno 
(++), houve formação de halo de inibição pelo isolado (+++). 

 
 

Figura 7. Antagonismo do isolado ENDO68 contra o fitopatógeno F. verticillioides. 
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Ao contrário do observado nestes resultados, a bactéria endofítica 

Streptomyces hygroscopicus inibe o crescimento dos fungos Ralstonia solani, 

Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, entre outros. Outras  bactérias endofíticas 

emitem compostos voláteis com atividade antibacteriana de amplo espectro contra 

fungos, bactérias e nematoides, além de impedir o quorum sensing, que promove a 

comunicação entre as células (OUKALA; AISSAT; PASTOR, 2021). 

O fungo filamentoso Trichoderma sp., encontrado na rizosfera e endosfera 

das raízes, foi estudado no controle biológico de fitopatógenos, mostrando-se eficaz 

no controle de doenças em folhas e frutos causados por diferentes patógenos em 

diferentes culturas (HARMAN, 2000). Os mecanismos observados em Trichoderma 

sp. são a produção de compostos voláteis e antibióticos, a capacidade de parasitar 

outros fungos, a competição por nutrientes, e a indução de resistência vegetal pela 

produção de metabólitos secundários, além disso, fungos desse gênero podem 

produzir auxina e solubilizar fosfatos, atuando como promotores de crescimento 

vegetal (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). Fungos endofíticos podem 

proporcionar outros benefícios para as plantas, como indução de resistência 

sistêmica, aumento da nutrição por fósforo e proteção contra herbivoria (GAUTAM; 

AVASTHI, 2019). 

Segundo Rana et al. (2020), as bactérias endofíticas Burkholderia sp. e 

Pseudomonas fluorescens, isoladas de cana-de-açúcar, se mostraram potenciais 

agentes de biocontrole para os fitopatógenos Ustilado scitaminea, Fusarium spp. e 

Colletotrichum falcatum. Burkholderia sp., produz um antifúngico chamado 

pirrolnitrina. Bacillus spp. é capaz de sintetizar substâncias antimicrobianas, competir 

por espaço e nutriente, induzir resistência sistêmica nas plantas, e no trabalho 

realizado por Chen et al. (2020) controlou o fitopatógeno Geotrichum candidum. 

Leveduras também podem produzir compostos voláteis inibidores de fungo 

fitopatogênicos (NUTARATAT et al., 2014). 

Considerando os isolados oriundos da rizosfera, 32 (45%) apresentaram 

algum tipo de controle, sendo 10 bactérias e 22 fungos filamentosos. Os isolados 
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bacterianos RIZ2, RIZ4, RIZ34, RIZ35 e RIZ40 apresentaram halo de inibição, 

caracterizando alto controle do fitopatógeno (Tabela 2, Figura 8). Os isolados 

fúngicos RIZ73, RIZ84, RIZ84, RIZ 90, RIZ94 e RIZ96 também formaram halo de 

inibição, e o RIZ 89 cresceu por cima do fitopatógeno. 

 
Tabela 2. Microrganismos rizosféricos quanto ao controle de fitopatógenos. 

 

Tipo 
microbiano 

Isolado Antagonismo 
Tipo 

microbiano 
Isolado Antagonismo 

 RIZ2 +++  RIZ79 + 
 RIZ4 +++  RIZ81 + 
 RIZ8 +  RIZ82 + 
 RIZ34 +++  RIZ83 +++ 

Bactéria 
RIZ35 +++  RIZ84 +++ 

RIZ38 +  RIZ85 + 
 RIZ39 +  RIZ86 + 
 RIZ40 +++ Fungo 

filamentoso 

RIZ87 + 
 RIZ44 + RIZ88 + 
   RIZ54  +   RIZ89 ++ 
 RIZ73 +++  RIZ90 +++ 
 RIZ74 +  RIZ92 + 

Fungo 
filamentoso 

RIZ75 +  RIZ93 + 

RIZ76 +  RIZ94 +++ 
 RIZ77 +  RIZ95 + 
 RIZ78 +  RIZ96 +++ 

Patógeno cresceu até o limite da colônia do isolado (+), o isolado cresceu por cima do patógeno (++), 
houve formação de halo de inibição pelo isolado (+++). 

 

 
A rizosfera é um ambiente rico em nutrientes, sendo um local competitivo com 

grande quantidade de micro-organismos que precisam disputar os nutrientes e 

espaço. Para isso precisam apresentar capacidade de competição (crescer de forma 

rápida e ser menos exigente nutricionalmente), ou matar seus competidores para 

conseguirem se estabelecer. Assim, produzem metabólitos secundários como 

antibióticos, toxinas, enzimas, sideróforos, e outros compostos que podem alterar a 

exsudação radicular de acordo com o nutriente que mais favorecer o micro- 

organismo (LAREEN; BURTON; SCÄFER, 2016). 

Dos isolados do solo, 29 (33,7%) apresentaram algum tipo de controle do 

fitopatógeno, sendo 9 bactérias e 20 fungos filamentosos. Seis isolados bacterianos 

(SOL9, SOL44, SOL58, SOL59, SOL69 e SOL73) foram capazes de controlar o 

patógeno com a formação de halo de inibição (Tabela 3, Figura 9). Dentre os fungos 

de solo, dois isolados (SOL91 e SOL112) formaram halo de 
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inibição, e 7 isolados (SOL95, SOL96, SOL99, SOL101, SOL102, SOL106 e 

SOL108) cresceram por cima da colônia fitopatogênica. 

 

Figura 8. Teste de antagonismo dos isolados rizosféricos contra o fitopatógeno F. 
verticillioides. 
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Tabela 3. Microrganismos do solo quanto ao controle de fitopatógenos. 
 

Tipo 
microbiano 

Isolado Antagonismo 
Tipo 

microbiano 
Isolado Antagonismo 

 SOL09 +++  SOL96 ++ 
 SOL42 +  SOL97 + 
 SOL44 +++  SOL98 + 
 SOL58 +++  SOL99 ++ 

bactéria SOL59 +++  SOL100 + 
 SOL63 +  SOL101 ++ 
 SOL69 +++ 

fungo 
filamentoso 

SOL102 ++ 
 SOL73 +++ SOL104 + 
   SOL77  +  SOL105 + 
 SOL90 +  SOL106 ++ 
 SOL91 +++  SOL107 + 

fungo 
filamentoso 

SOL92 +  SOL108 ++ 

SOL93 +  SOL110 + 
 SOL94 +  SOL112 +++ 
 SOL95 ++    

Patógeno cresceu até o limite da colônia do isolado (+), o isolado cresceu por cima do patógeno 
(++), houve formação de halo de inibição pelo isolado (+++). 

 
 

 
A rizosfera é o ambiente de origem do maior número de isolados capazes de 

controlar o desenvolvimento do fitopatógeno em placa de Petri. Foi da rizosfera, 

também, a origem do maior número de isolados (11) capazes de promover um 

controle mais significativo, com a formação de halo de inibição. O solo fica em 

segundo lugar, sendo que 8 isolados, destes, 6 bactérias, se destacaram com o 

maior grau de controle biológico. 

O solo é considerado um ambiente oligotrófico comparado a rizosfera, isto é, 

muito pobre em nutrientes. Para sobreviver no solo, os microrganismos precisam 

possuir a capacidade de competir com outros microrganismos, para que assim 

consigam se estabelecer. Competir por nutrientes (crescendo de forma mais rápida, 

por exemplo), ou produzir compostos antimicrobianos, para eliminar seus inimigos e 

conseguir utilizar os recursos escassos que estão disponíveis (LAREEN; BURTON; 

SCÄFER, 2016). Por isso o solo e a rizosfera são considerados ótimos locais para o 

isolamento de potenciais antagonistas de patógenos, sendo a rizosfera a primeira 

barreira de defesa das plantas contra fitopatógenos (DINI-ANDREOTE, 2020). 

Nenhuma das leveduras isoladas, em nenhuma das amostras, foi capaz de 

controlar o fungo F. verticillioides. As leveduras são estudadas como um grupo com 

grande potencial para o controle biológico de fitopatógenos (ROSA et al., 2010). 
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Esse grupo microbiano, porém, é encontrado no solo e na rizosfera em número 

bastante inferior ao de bactérias e fungos filamentosos como observado nos 

resultados deste trabalho, e também na literatura (BOTHA, 2011). A pouca 

representatividade (baixo número de isolados) provavelmente é a responsável pelos 

resultados obtidos. 

 

Figura 9. Teste de antagonismo dos isolados de solo contra o fitopatógeno 
Fusarium verticillioides. 
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5.3 Produção de ácido indolacético por microrganismos 

Do total dos isolados endofíticos de raízes de cana-de-açúcar, 29 (43,9%) 

foram capazes de produzir AIA. As bactérias ENDO38 e ENDO42 foram as que 

produziram maior quantidade (Tabela 4, Figura 10), seguido das bactérias ENDO10, 

ENDO23, ENDO30, ENDO36, ENDO41 E ENDO53 que produziram uma 

quantidade média. Nenhuma levedura endofítica apresentou produção de AIA. 

 
 

Tabela 4. Microrganismos endofíticos quanto à produção de AIA. 
 

Tipo microbiano Isolado Produção de AIA 
 ENDO1 +- 
 ENDO2 +- 

 ENDO3 +- 
 ENDO5 +- 
 ENDO8 +- 

 ENDO10 +- 
 ENDO11 +- 

 ENDO12 +- 
 ENDO20 +- 

 ENDO26 +- 
 ENDO27 +- 

Bactéria 
ENDO28 +- 

ENDO33 +- 
 ENDO36 + 

 ENDO38 ++ 
 ENDO42 ++ 

 ENDO44 +- 
 ENDO48 +- 
 ENDO52 +- 

 ENDO58 +- 
 ENDO60 +- 
 ENDO61 +- 

 ENDO64 +- 
 ENDO65 +- 

Fungo filamentoso ENDO73 +- 
Alta produção (++), média produção (+) e baixa produção (+-) 
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Figura 10. Isolados bacterianos endofíticos que tiveram alta produção de AIA. 
 

 
 

 
Beneduzi et al. (2013) isolaram bactérias de rizosfera e endosfera de raiz e 

caule de cana-de-açúcar de 6 regiões diferentes do sul do Brasil, e também testaram 

o potencial de produção de AIA; Agrobacterium tumefaciens, Burkholderia tropica e 

Stenotrophomonas maltophila foram abundantemente encontradas como endofíticas 

de raiz. De todos os isolados, 98 bactérias endofíticas produziram entre 0,1-0,50 

µg/ml de AIA e 16 produziram de 51-100 µg/ml. 

Rodrigues et al. (2016) também isolaram bactérias de raízes de cana-de- 

açúcar e 25 apresentaram resultado positivo para produção de AIA; a bactéria 

endofítica de raiz identificada como Klebsiella sp. foi escolhida para inoculação em 

milho, resultando em maior área foliar, maior comprimento de caule e maior peso 

seco do caule, quando comparada com o controle; apesar disso, os resultados in 

vitro mostraram que a produção de AIA pela bactéria não era muito intensa. 

Dentre os 6 fungos filamentosos endofíticos avaliados, apenas um produziu 

AIA, e em baixa concentração (ENDO73). Resultados diferentes foram observados 

na análise dos fungos Aspergillus awamori e Fusarium oxysporum, endofíticos 

isolados de folhas de Withania somnifera. Esses fungos foram identificados como 

produtores de AIA, e além disso, foi constatado que a colonização do milho por esses 

fungos é dependente do fitohormônio (MEHMOOD et al., 2018; MEHMOOD et al., 

2018). Em outro trabalho, dezesseis fungos endofíticos foram isolados de arroz, 

sendo três isolados das raízes. Todos os isolados foram capazes de produzir 
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AIA in vitro, com produções que variaram entre 2,651 mg/l e 0,635 mg/l (SYMSIA et 

al., 2015). 

Dos isolados rizosféricos, 21,1% apresentaram resultado positivo para a 

produção de AIA em algum nível. Nenhum, porém, produziu alta quantidade de AIA. 

A bactéria RIZ45 e o fungo RIZ95 tiveram média produção (Tabela 5, Figura 11), e 

os demais 13 micro-organismos produziram baixa quantidade. Nenhuma levedura 

rizosférica produziu AIA. 

 
Tabela 5. Microrganismos rizosféricos quanto a produção de AIA. 

 

Tipo microbiano Isolado Produção de AIA 

 RIZ04 +- 
 RIZ14 +- 

 RIZ16 +- 
 RIZ20 +- 

 RIZ25 +- 

bactéria 
RIZ26 +- 

RIZ32 +- 
 RIZ34 +- 

 RIZ37 +- 
 RIZ40 +- 

 RIZ45 + 
 RIZ47 +- 
 RIZ84 +- 

fungo filamentoso RIZ85 +- 

 RIZ95 + 
Alta produção (++), média produção (+) e baixa produção (+-) 

 

 
Figura 11. Isolados rizosféricos que apresentaram média produção de AIA. 
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Na avaliação dos isolados de solo, apenas 18,6% apresentaram resultado 

positivo para produção de AIA (Tabela 6). Apenas a bactéria SOL68 apresentou 

produção média de AIA (Figura 12). Doze isolados bacterianos e 3 isolados de 

leveduras apresentaram baixa produção. Nenhum fungo filamentoso isolado do solo 

apresentou resultado positivo para produção de AIA. 

 

Tabela 6. Microrganismos do solo quanto a produção de AIA. 
 

Tipo microbiano Isolado Produção de AIA 
 SOL1 +- 

 SOL3 +- 

 SOL12 +- 

 SOL13 +- 

 SOL18 +- 

 SOL21 +- 

Bactéria SOL32 +- 

 SOL35 +- 

 SOL41 +- 

 SOL60 +- 

 SOL66 +- 

 SOL68 + 

 SOL83 +- 
 SOL87 +- 

Levedura SOL88 +- 

 SOL89 +- 
Alta produção (++), média produção (+) e baixa produção (+-). 

 

 
Figura 12. Isolado do solo com média produção de AIA. 
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O AIA é o principal representante das auxinas, um hormônio vegetal 

responsável pelo alongamento celular, de células que são recém-formadas nos 

meristemas (MARCHIORO, 2005). A inoculação de rizobactérias produtoras desse 

hormônio em plantas promove a inibição do crescimento da raiz primária e estimula 

a formação de raízes laterais e pelos radiculares (VERBON; LIBERMAN, 2016). 

Os resultados obtidos no nosso trabalho mostram predominância dos 

endofíticos como produtores de AIA. Além disso, foi observado, de acordo com a 

escala de produção, que apenas os endofíticos produziram alta concentração de 

AIA, caracterizado pela cor intensa da reação do meio com o reagente de Salkowski. 

Pseudomonas spp., Bacillus spp., Klebsiella spp, são exemplos de bactérias 

endofíticas produtoras de AIA (OUKALA; AISSAT; PASTOR, 2021). 

O maior número de isolados produtores de AIA, e os que apresentaram 

produção mais destacada, na endosfera, pode ter relação com o fato da planta 

abrigar esses micro-organismo em seus tecidos, e em contrapartida, estes 

favorecerem o seu desenvolvimento (FONTANA et al., 2021). Como relatado 

anteriormente, é conhecido na literatura diversos exemplos da aplicação de 

endofíticos como inoculantes em plantas, resultando em incremento no 

desenvolvimento vegetal (BARBOSA et al., 2015; HUNGRIA et al., 2001). A 

produção de AIA é regularmente apontada como um dos mecanismos utilizados pelo 

micro-organismo para promover o desenvolvimento das plantas (OLANREWAJU et 

al., 2017). 

 
5.4 Solubilização de fosfato por microrganismos 

Do total de isolados endofíticos de raiz de cana-de-açúcar, 9 isolados 

apresentaram resultado positivo, caracterizado pela formação de halo translúcido ao 

redor da colônia (Figura 13). Apesar do resultado indicando a capacidade de 

solubilização, o cálculo do índice de solubilização mostra que todas as linhagens 

apresentam baixa capacidade (Tabela 7). Dentre os endofíticos solubilizadores, apenas 

se apresentaram bactérias. 
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Tabela 7. Solubilização de fosfato pelos isolados endofíticos. 
 
 

Tipo microbiano Isolado 
Índice de 

Solubilização 
Classificação 

 ENDO4 1,5 baixa 
 ENDO5 4,2 baixa 
 ENDO6 1,4 baixa 
 ENDO19 1,6 baixa 

Bactéria ENDO26 1,8 baixa 
 ENDO31 1,9 baixa 
 ENDO34 1,3 baixa 
 ENDO50 1,4 baixa 
 ENDO53 1,6 baixa 

 
 

Ao contrário destes resultados, fungos endofíticos são relatados na literatura 

como solubilizadores de fosfato, e promotores de crescimento vegetal. Syamsia 

(2015) isolou fungos endofíticos de arroz, e encontrou 16 isolados capazes de 

solubilizar fosfato in vitro. 

Em um trabalho com bactérias endofíticas isoladas de videira, menos de 50% das 

cepas isoladas foram capazes de solubilizar fosfato (BALDAN et al., 2015). Entre 

bactérias isoladas da rizosfera de plantas invasoras 51,2% solubilizaram fosfato (FANG; 

WANG; ZHANG, 2019). Outras bactérias endofíticas dos gêneros Bacillus spp., 

Pseudomonas spp, Burkholderia spp., encontradas em cana-de-açúcar, soja e milho, 

também solubilizaram fosfato (RANA et al., 2020). 

Quando analisados os isolados de rizosfera, quanto a solubilização de fosfato, 

foi possível observar que apenas bactérias se apresentaram como solubilizadoras. 

De todos os 7 isolados solubilizadores, 6 apresentaram alto índice e um isolado 

apresentou índice médio (Tabela 8 e Figura 14). 
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Figura 13. Isolados de endosfera com resultados positivos no teste de 
solubilização de fosfato. 

 

   
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 8. Solubilização de fosfato pelos isolados da rizosfera. 
 
 

Tipo microbiano Isolado Índice de solubilização Classificação 

 RIZ5 3,3 alta 

 RIZ7 6,6 alta 
 RIZ13 3,5 alta 

Bactéria RIZ16 5 alta 

 RIZ19 3 média 

 RIZ21 4 alta 
 RIZ25 3,5 alta 



34 
 

 
 

Figura 14. Isolados de rizosfera com resultados positivos no teste de solubilização 
de fosfato. 

 

   
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Os resultados de solubilização para os isolados de solo estão apresentados 

na Tabela 9 e Figura 15. Duas bactérias de solo apresentaram alto índice de 

solubilização, 5 com índice médio e 4 com índice baixo. Das leveduras isoladas de 

solo, 2 apresentaram resultado positivo para solubilização, sendo a SOL87 com 

índice médio e SOL88 com índice alto. Nenhum fungo filamentoso, isolado de solo, 

foi capaz de solubilizar fosfato. 



35 
 

 
 

Tabela 9. Solubilização de fosfato pelos isolados de solo. 
 

Tipo microbiano Isolado Índice de solubilização Classificação 

 SOL5 1,1 baixa 

 SOL20 2,9 média 

 SOL21 2,2 média 

 SOL22 1,6 baixa 

 SOL23 4,7 alta 

Bactéria SOL30 2,6 média 

 SOL38 3 média 

 SOL40 2,9 média 

 SOL50 1,9 baixa 

 SOL51 5 alta 

 SOL54 1,6 baixa 

Levedura 
SOL87 2,5 média 

SOL88 3,6 alta 

 
 

Foi observada maior quantidade de microrganismos solubilizadores na 

rizosfera e solo, se comparado à endosfera. Bactérias solubilizadoras têm sido 

isoladas de solo e rizosfera de diferentes culturas, pois é no solo que se encontra 

fósforo acumulado, devido a aplicação de fertilizantes (AHMAD et al., 2018; 

PARAKASH; ARORA, 2018). Apenas 0,1% de fósforo está presente de forma solúvel 

no solo, as formas inorgânicas se tornam solúveis por micro-organismos que 

produzem ácidos orgânicos (RANA et al., 2020). Dentre esses micro- organismos 

estão os do gênero Bacillus sp., que além de apresentarem o mecanismo de 

solubilização, produzem AIA e sideróforos (PARAKASH; ARORA, 2018). 
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Figura 15. Isolados do solo com resultados positivos no teste de solubilização de 
fosfato. 
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5.5 Análise de Componente Principal dos isolados e mecanismos de 

promoção de crescimento vegetal 

Os mecanismos de promoção de crescimento vegetal (produção de AIA, 

solubilização de fosfato e controle biológico) foram analisados em conjunto a fim de 

agrupar os isolados por meio de análise multivariada. Utilizando-se a Análise de 

Componente Principal para o conjunto dos mecanismos e seus subníveis, obteve- 

se um gráfico biplot (Figura 16). Os componentes F1 e F2 explicaram 72,2% da 

variabilidade total dos dados. O gráfico mostra um agrupamento de 21 isolados que 

tem somente o mecanismo de solubilização de fosfato, sendo 5 de rizosfera, 7 de 

endosfera e 9 de solo. Unicamente para controle biológico, verifica-se um 

agrupamento de 19 isolados, sendo nenhum isolado de endosfera, 8 de rizosfera e 

11 de solo, na maior escala de controle, ou seja, quando há formação de halo de 

inibição entre o fitopatógeno (F. verticillioides) e o isolado. A mais alta produção de 

AIA foi apresentada por dois isolados de endosfera, com somente esse mecanismo. 

O grande número de isolados concentrados no ponto 0;0 do biplot refere-se 

àqueles que não apresentaram nenhum mecanismo de promoção de crescimento 

vegetal dentre os três avaliados, o que representa 48% do total de isolados (Figura 

16). No gráfico destacam-se também os isolados que apresentam mais de um 

mecanismo de promoção de crescimento vegetal (com círculo). Os três 

agrupamentos no quadrante superior, dois à direita e um à esquerda na parte 

superior apresentam isolados com produção de AIA e controle biológico, mas 

diferem quanto à intensidade de produção e controle. Nesses agrupamentos não há 

isolados de solo. Sobre o eixo central à esquerda há dois agrupamentos, sendo um 

deles constituído de isolados com produção de AIA e solubilização de fosfato e um 

único isolado (ENDO26) que apresenta os três mecanismos. 
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Figura 16. Análise de Componente Principal dos isolados de solo (SOL, cor roxa), endosfera (ENDO, cor laranja) e rizosfera (RIZ, cor verde) e mecanismos 
de promoção de crescimento, indicados nos vetores. Os círculos indicam os agrupamentos de isolados com mais de um mecanismo de produção vegetal. 
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O número de isolados com mais de um mecanismo constituíram 6,4% do total 

de isolados. Outros trabalhos relatam micro-organismos com mais mecanismos, vinte 

e uma bactérias isoladas da rizosfera de plantas de alfafa apresentaram mais de um 

mecanismo de promoção de crescimento vegetal como produção de sideróforos, 

ácido indolacético, solubilização de fosfato, ácido orgânico, produção de amônia 

(BARUCHA; PATEL; TRIVEDI, 2013). Bactérias endofíticas Pigmentiphaga litoralis, 

Caballeronia sordidicola, Pseudomonas spp. apresentaram ambos mecanismos 

atividade catalase, produção de amônia e produção de sideróforos (PURI; PADDA; 

CHANWAY, 2020). As leveduras Aureobasidium pullulans e Rhodothorula 

mucilaginosa isoladas de solo de leguminosa se mostraram ser produtoras de AIA e 

ter atividade antifúngica contra mais de um fitopatógeno (IGNATOVA et al., 2015). 

Torulaspora globosa isolada de rizosfera de cana-de- açúcar também apresenta mais 

de um mecanismo como produção de AIA, solubilização de fosfato e controle de 

fitopatógenos (ROSA, 2009; ROSA et al., 2010; ROSA-MAGRI et al., 2012; OLIVEIRA 

et al., 2019). 

 
 

5.6 Avaliação do efeito de isolados de cana-de-açúcar na promoção de 

crescimento de Arabidopsis thaliana in vitro 

Para avaliação da promoção do crescimento vegetal em A. thaliana foram 

selecionados três microrganismos isolados, a bactéria ENDO26 que apresentou 

os mecanismos de produção de AIA, solubilização de fosfato e controle biológico 

de F. verticillioides; a levedura SOL88 que produziu AIA e solubilizou fosfato; e 

fungo RIZ85 que produziu AIA e controlou o fitopatógeno (Figura 17). 

A levedura inibiu o desenvolvimento das raízes comparado aos demais 

isolados e ao controle (ausência de micro-organismo). Entre os três isolados, a 

bactéria foi a que manteve o crescimento radicular, sendo semelhante ao controle 

(Figura 18). 

Até o momento avaliado, em nenhum tratamento foi observada a formação 

de pelos radiculares e nem de raízes laterais, como mostra a Figura 19. 
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Figura 17. Aspecto das placas (parte superior) e das células (parte inferior) da 
levedura SOL88, do fungo filamentoso RIZ85 e da bactéria ENDO26 em  meio YEPD, 
BDA e Ágar Nutriente, respectivamente. As fotos das células em microscopia óptica 
foram tiradas no aumento de 400 X. 

 

 
Figura 18. Comprimento de raiz de mudas de A. thaliana inoculada com isolados de 
cana-de-açúcar in vitro. Os valores do eixo y foram calculados através da média de 
cinco plantas por placa, seguido da média das três placas. 
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Figura 19. Cultivo de A. thaliana com os isolados de cana-de-açúcar. A: controle, B: 
fungo filamentoso RIZ85, C: bactéria ENDO26, e D: levedura SOL88. 

 
 

 

 
 

 

No trabalho de Contreras-Cornejo et al. (2009) os fungos Trichoderma 

atroviride e Trichoderma virens aumentaram a biomassa e estimularam o 

desenvolvimento de raiz lateral em Arabidopsis. Kitasatospora sp. e Streptomyces 

isoladas da rizosfera de inhame promoveram o crescimento de mudas de 

Arabidopsis, aumentando também o número de raízes laterais, um fator 

observado em mudas inoculadas com bactérias produtoras de AIA 

(PALANIYABDI et al., 2012). MÉNDEZ-GÓMEZ et al. (2020) testaram a bactéria 

Azospirillum brasilense, produtora de AIA, e foi observada uma diminuição no 

A 

D 
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comprimento radicular, mas um aumento das raízes laterais nas concentrações 

10³ e 105 UFC/mL. 

Uma possibilidade seria esperar por mais tempo o desenvolvimento das 

mudas e testar diferentes concentrações dos microrganismos, outras fases de 

crescimento vegetal, concentrações de nutrientes do meio de cultura. Também 

existe o fato de especificidade entre planta e micro-organismo, que varia de 

acordo com as características genéticas de ambos, como citado por Liu et al. 

(2016), a composição dos exsudatos radiculares pode variar de acordo com o 

micro-organismo presente. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

A partir dos resultados obtidos é possível concluir que o solo, a rizosfera e a 

endosfera de cana-de-açúcar são locais onde podemos obter isolados com 

potencial para promoção de crescimento vegetal. Dentre os grupos microbianos 

isolados, as bactérias se destacam tanto em número, quanto por apresentar, com 

destaque, os mecanismos avaliados (produção de AIA, solubilização de fosfato e 

controle de fitopatógeno). 

O solo foi o ambiente que forneceu maior número de isolados capazes de 

solubilizar fosfato, enquanto a rizosfera apresentou maior número de isolados 

antagonistas ao fitopatógeno. A endosfera apresentou os isolados que produziram 

maior quantidade de AIA. 

Os isolados selecionados, representantes da rizosfera, solo e endosfera, 

respectivamente, sendo um fungo filamentoso (RIZ58), uma levedura (SOL88) e 

uma bactéria (ENDO26), se destacaram por apresentar mais de um mecanismo 

avaliado. Apesar disso, estas linhagens foram avaliadas em teste in vitro com A. 

thaliana, e não demostraram promover o crescimento desta espécie vegetal. 

São necessários testes mais detalhados, com outras espécies vegetais, em 

condições de casa-de-vegetação e campo para que se possa verificar o real 

potencial dessas linhagens como promotoras de crescimento de plantas. Além 
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disso, é imperativo a identificação das espécies para que possíveis espécies 

patogênicas ao ser humano sejam descartadas. 

Com este trabalho foi possível a construção de um banco de linhagens, pré-

analisadas, que serão futuramente estudadas em outros projetos, com o objetivo 

de buscar microrganismos que possam ser explorados na agricultura e na 

agroindústria. 
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