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Introdução
A escassez iminente de insumos agrí-

colas é uma preocupação global crescente 
(FAO, 2017; Gopinath et al., 2017). A dis-
ponibilidade limitada de recursos naturais, 
como fosfatos e potássio, tem contribuído 
para o problema, ameaçando a produção 
de alimentos (FAO, 2017; Alewell et al., 
2020). Fatores como mudanças climáticas, 
variações sazonais, instabilidades políti-
cas e eventos naturais extremos podem 
impactar a produção e distribuição de 
insumos agrícolas (FAO, 2017; Tilman et 
al., 2017), causando aumento de preços 
em certas regiões e, ou períodos espe-
cíficos, trazendo insegurança alimentar.

Embora o uso de insumos químicos 
tenha impulsionado a agricultura e 
viabilizado níveis de produção de 
alimentos capazes de sustentar a 
população mundial, seu uso prolongado 
e indiscriminado pode causar problemas 
ambientais, como a poluição do solo e da 

água, a resistência de pragas e doenças, 
a perda de biodiversidade e riscos à saúde 
humana (Pimentel, 2005; Pretty et al., 
2018). A exposição a esses produtos pode 
levar a efeitos adversos, como distúrbios 
neurológicos e câncer (Munro et al., 2003). 
Portanto, investimentos em pesquisa 
e desenvolvimento de soluções mais 
sustentáveis para a produção agrícola são 
cruciais (FAO, 2017; Gopinath et al., 2017).

O uso de microrganismos vivos na 
agricultura, na forma de bioinsumos, está 
em ascensão devido à sua eficiência e 
menor impacto ambiental (Buralli; Ribeiro, 
2021; Souza et al., 2022). Bactérias en-
dofíticas com capacidade de promover o 
crescimento vegetal têm sido utilizadas 
como bioinsumos com sucesso, dentre 
outros fatores, por sua capacidade de 
produzir hormônios vegetais, como as 
auxinas, o que pode diminuir a dependên-
cia de auxinas sintéticas na propagação 
vegetativa (Santoyo et al., 2016; Singh 
et al., 2017). 
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Ao realizar esforços para isolar bacté-
rias endofíticas de uma planta, é comum 
obter centenas de isolados que são 
armazenados em coleções bacterianas. 
Esses isolados precisam passar por pro-
cessos de identificação e avaliação para 
determinar sua capacidade de promover o 
crescimento e o enraizamento das plantas. 
Existem várias estratégias para investigar 
essa capacidade, sendo a inoculação de 
bactérias em microestacas de plantas 
cultivadas in vitro uma alternativa inte-
ressante, uma vez que essa abordagem 
permite o estudo em ambiente controlado 
e em um curto período de tempo, aprovei-
tando o espaço limitado disponível. Além 
disso, a identificação de bactérias com 
potencial de promoção de crescimento é 
o primeiro passo para o desenvolvimento 
de inoculantes microbianos.

A Embrapa Florestas possui pesquisas 
em desenvolvimento que visam isolar, 
caracterizar e selecionar bactérias endofí-
ticas com potencial de promoção de cres-
cimento de plantas. Entre as coleções em 
estudo, existe uma coleção de bactérias 
isoladas de jabuticabeira [Plinia peru-
viana (Poir.) Govaerts], que ainda não foi 
avaliada quanto à capacidade de seus 
isolados em promover o enraizamento e 
crescimento de plantas. A jabuticabeira 
pertence à família Myrtaceae, uma das 
principais famílias frutíferas em termos 
de diversidade de espécies nativas do 
Brasil (Kinupp, 2011; Proença et al., 2023). 
A  avaliação dessas bactérias em plantas 
cultivadas in vitro da mesma família, como 
a guabirobeira [Campomanesia xantho-
carpa (Mart.) O. Berg], pode oferecer uma 

importante alternativa para determinar 
o seu potencial como promotoras de 
crescimento. 

A guabirobeira é uma árvore frutífera 
nativa do Brasil, presente nos biomas 
Mata Atlântica e Pampa, com ocorrência 
nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste 
(Oliveira et al., 2023). Apesar do alto valor 
nutritivo de seus frutos, que apresentam 
teores de alguns minerais, como potássio e 
cálcio, superiores aos encontrados em frutos 
popularmente consumidos no País, como a 
banana e a maçã (Andrade et al., 2012), o 
consumo de seus frutos é insipiente. 

Além dos frutos, as folhas e cascas da 
guabirobeira são utilizadas na medicina 
popular contra diarreia, problemas do 
trato urinário e leucorreia (Carrara, 1997). 
Pesquisas também indicam seu potencial 
para redução de peso devido ao seu 
efeito no controle de certas condições 
associadas à obesidade (Biavatti et al., 
2004; Klafke, 2009). Sua sementes são 
ricas em glândulas com óleo essencial 
(Sanchotene, 1989). 

Embora já exista um protocolo eficiente 
para a propagação in vitro de guabiro-
beira, o enraizamento ainda é o principal 
gargalo de reprodução vegetativa in vitro 
(Machado et al., 2020) e por estaquia 
(Scutti; Zanette, 2000; Teleginski, 2016; 
Primak et al., 2017).

O presente estudo apresenta um méto-
do eficiente de inoculação de microestacas 
de guabirobeira com bactérias endofíticas 
isoladas de jabuticabeira. Este protocolo 
poderá ser aplicado ao estudo de bactérias 
de outros gêneros e, ou em outras espé-
cies florestais e frutíferas, com potencial 
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tanto para a avaliação de coleções de 
bactérias, quanto para o enraizamento 
de espécies recalcitrantes, como última 
etapa de sua micropropagação.

Equipamentos 

Laboratório de 
Microbiologia

-	 Freezer para estoque da coleção 
de bactérias por longos períodos;

-	 Shaker incubadora e estufa com 
controle de temperatura para o 
crescimento de colônias de bactéria 
em meio de cultura líquido;

-	 pHmetro, balança, microondas, 
autoclave para preparo dos meios 
de cultura.

Laboratório de 
Cultura de Tecidos

-	 Cabine de fluxo laminar para a 
repicagem das microestacas e 
inoculação das bactérias;

-	 Geladeira para a conservação 
das bactérias entre repicagens 
ou antes de seu uso e para arma-
zenamento de soluções estoque;

-	 pHmetro, balança, microondas, 
autoclave para preparo dos meios 
de cultura de micropropagação da 
guabirobeira;

-	 Sala climatizada com controle de 
temperatura e fotoperíodo para a 
micropropagação da guabirobeira.

Material e Métodos

Material micropropagado 
de guabirobeira
O protocolo de micropropagação de 

guabirobeira utilizado já está  publicado 
(Machado et al., 2020).

Bactérias endofíticas

Espécies e procedência
Para o desenvolvimento deste protocolo 

foram empregadas bactérias provenientes 
da Coleção de bactérias multifuncionais da 
Embrapa Florestas, previamente isoladas 
de folhas e meristemas de jabuticabeira 
(Plinia peruviana) (Queiroz et al., 2020), 
identificadas com a sigla CNPF seguida de 
um código numérico (de 1 até 65 para os 
isolados de P. peruviana) e armazenadas 
em freezer (-20 ºC). Foram selecionados 
13 isolados da coleção para este trabalho 
(CNPF 1, CNPF  2, CNPF 3, CNPF 4, 
CNPF 10, CNPF 11, CNPF 12, CNPF 14, 
CNPF 22, CNPF 23, CNPF 25, CNPF 33 e 
CNPF 51), incluindo bactérias dos gêneros 
Pantoea (CNPF 23 e CNPF 33), Bacillus 
(CNPF 1), Stenotrophomonas (CNPF 2 
e CNPF 4) e Pseudomonas (CNPF 3). 
Estes isolados foram selecionados devido 
a resultados de pesquisa anterior, na 
qual se constatou sua capacidade de 
produzir auxinas (compostos indólicos) 
(Queiroz et al., 2020), principal regulador 
de crescimento vegetal responsável pela 
indução da rizogênese (Hartmann et al., 
2018). Embora o presente comunicado 
tenha sido desenvolvido com base nos 
resultados obtidos com a inoculação 
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destas bactérias nas microestacas de 
guabirobeira, é possível utilizar outras 
bactérias de interesse. Além disso, a 
estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasiliense,  
recomendada para Zea mays (Poaceae)  
também foi avaliada mediante utilização do 
mesmo protocolo, como controle positivo.

Cultivo e armazenamento das 
bactérias em alíquotas de uso
As bactérias da coleção foram repi-

cadas mensalmente em placas de Petri 
descartável de 60 x 15 mm, contendo 
meio de cultura com dextrose, extrato 
de levedura e glutamato (DYGS) sólido 
(Rodrigues Neto et al., 1986). 

Composição do meio DYGS sólido:

-	 Glicose (2 g L-1)

-	 Ácido málico (2 g L-1)

-	 Peptona bacteriológica (1,5 g L-1)

-	 Extrato de levedura (2 g L-1)

-	 K2HPO4 (0,5 g L-1) 

-	 MgSO4
.7H2O (0,5 g L-1)

-	 Ácido glutâmico (1,5 g L-1)

-	 15 g L-1 de ágar 

-	 O pH do meio foi ajustado para 
6,5. Autoclavagem: 20 min sob 
temperatura de 121 ºC.

Para o crescimento, as bactérias pla-
queadas são incubadas em BOD com 
temperatura de 28 ± 2 ºC, durante 24 ou 
48 horas,  dependendo da velocidade 
de crescimento do isolado. Após serem 
retiradas da BOD, são armazenadas em 
geladeira sob temperatura de 4 ºC para 

conservação até eventual uso , para ino-
culação ou próxima repicagem.

Inoculação das 
microestacas de 
guabirobeira

Preparo do material vegetal
As brotações de guabirobeira mantidas 

em cultivo de micropropagação são utili-
zadas após um mês de repicagem para o 
meio de cultura de multiplicação, conforme 
descrito por Machado et al. (2020). 

Como explantes para o desenvolvi-
mento deste protocolo foram utilizadas 
microestacas apicais de aproximadamente 
1,5 cm de comprimento e contendo, pelo 
menos, três nós, mantendo-se apenas o 
par de folhas mais jovem.

Composição do meio de cultura para 
indução de brotações axilares na micro-
propagação de guabirobeira (Machado 
et al., 2020):

-	 Sais do meio WPM (Lloyd; Mc-
Cown, 1980) 

-	 2,2 μM de 6-benzilaminopurina 
(BAP)

-	 30 g L-1 de sacarose 

-	 7 g L-1 de ágar

-	 pH ajustado para 5,8. 

-	 Autoclavagem: 20 min sob tempe-
ratura de 121 ºC.
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Preparo das bactérias

Placas previamente obtidas a partir 
da repicagem da coleção de bactérias 
endofíticas são utilizadas para iniciar a 
multiplicação, para posterior inoculação 
em microestacas de guabirobeira (Figura 
1). Para isso, as bactérias são repicadas 
em nocas placas de Petri contendo meio 
DYG'S sólido e incubadas a 28 ºC. Após 
o crescimento, as bactérias são multipli-
cadas em meio DYG'S líquido (10 ml). As 
bactérias são então novamente incubadas, 
por 24 horas, a 28 ºC e com agitação 
constante de 150 rpm.

Após o crescimento das suspensões 
bacterianas em meio de cultura líquido, a 
densidade ótica a 600 nm (DO600) é aferida 
em espectrofotômetro. Para o presente 
protocolo foram aceitos valores entre 
0,600 e 0,800. Para a aferição, o meio 
de cultura DYGS líquido sem bactérias é 
utilizado como “branco”. Após a aferição, 
as soluções bacterianas são despejadas 
em uma placa de Petri esterilizada (uma 
placa para cada isolado de bactéria), 
onde serão inoculadas as bases das 
microestacas. 

Inoculação das microestacas
A porção basal das microestacas de 

guabirobeira (2 mm a 7 mm), preparadas 
conforme anteriormente descrito, são 
mergulhadas na solução bacteriana acon-
dicionada na placa de Petri e permanecem 
por três segundos (tratamento pulso). 
A seguir, as microestacas são introduzi-
das em frascos (9 cm de altura, 7 cm de 

diâmetro no fundo, 5 cm de diâmetro na 
boca e tampa de polipropileno) contendo 
30 mL de meio de cultura WPM semisólido 
sem reguladores do crescimento vegetal 
(Figura 1). 

No presente protocolo foram intro-
duzidas cinco microestacas por frasco, 
podendo variar de acordo com a disponi-
bilidade de frascos para o cultivo in vitro.

Crescimento e aclimatização

Os frascos contendo as microestacas 
inoculadas são mantidos em temperatura 
de 23 ± 2 ºC, sob luz fornecida por lâm-
padas LED tubulares (Elgin® branca fria), 
com irradiância de 45 µmol m-2 s-1 e foto-
período de 16 h. Após 45 dias, as microes-
tacas já apresentam raízes totalmente 
formadas e os frascos podem ser abertos 
gradativamente ao longo de sete dias, 
iniciando a etapa de aclimatização. Após a 
abertura total da tampa, as microestacas 
enraizadas podem ser retiradas do frasco, 
quando, então, o meio de cultura deve ser 
lavado de suas raízes cuidadosamente 
sob água corrente, e elas podem, ser 
introduzidas em bandejas contendo ver-
miculita como substrato. A bandeja deve 
ficar inicialmente totalmente coberta por 
plástico, mantendo a umidade alta com 
irrigação regular (pode haver variação 
de periodicidade; o importante é que seja 
mantida alta umidade). O plástico deve 
ser aberto ou furado gradativamente ao 
longo de sete a dez dias até sua completa 
remoção. A partir de então, as mudas 
podem ser cultivadas em casa de sombra, 
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Figura 1. Processo de inoculação de bactérias endofíticas em microestacas de Campomanesia 
xanthocarpa. (A) Colônias de bactérias endofíticas cultivadas em meio de cultura DYGS sólido; 
(B) Espectrofotômetro medindo a DO600 de uma alíquota de suspensão bacteriana; (C) Explantes 
de Campomanesia xanthocarpa retirados de meio de cultura para indução de brotações; (D) 
Microestacas de Campomanesia xanthocarpa cortadas e preparadas para a inoculação com 
bactérias endofíticas; (E) Microestaca em contato com suspensão bacteriana para a inoculação; 
(F) Cultivo de microestacas em sala de crescimento.
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sob temperatura ambiente, com regas 
manuais diárias. Os procedimentos para 

Avaliações
O crescimento das bactérias nas mi-

croestacas inoculadas pôde ser comprovado 
pelo halo de crescimento observado em 
volta da base do explante, visível, em média, 
a partir de três dias de cultivo. Para algumas 
estirpes (CNPF 10, CNPF 11 e CNPF 51) 
houve inclusive um super crescimento, 
caracterizado pela presença de bactéria 
em todo o meio de cultura. Em alguns 
destes casos, esse super crescimento foi 
prejudicial, uma vez que acabou por causar 
desfolha severa ou morte dos explantes. 
Nestes casos, recomenda-se que a con-
centração inicial da bactéria seja diminuída 
até que se observe o crescimento restrito 
a um halo ao redor dos explantes. 

Com relação à eficiência das bacté-
rias como promotoras de enraizamento e 
crescimento de plantas, foram avaliadas 
as características: porcentagem de enrai-
zamento, número de raízes, comprimento 
da raiz mais longa, número de folhas, 

comprimento da parte aérea, podendo ser 
utilizados outros parâmetros, dependendo 
da espécie e objetivo dos estudos.

Considerações finais
Algumas estirpes avaliadas influen-

ciaram positivamente o enraizamento 
(CNPF 23 e CNPF 33) e crescimento 
das plantas in vitro, o que demonstra que 
houve a infecção das microestacas com 
as bactérias utilizadas, comprovando a 
eficiência deste protocolo de inoculação.

O protocolo em questão viabiliza a 
avaliação de bactérias, com o propósito de 
potencializar o processo de enraizamento 
e desenvolvimento inicial de mudas de 
espécies vegetais, como a guabirobeira. 
A aplicação de bactérias promotoras de 
crescimento, isoladas a partir de plantas 
nativas e da rizosfera brasileira, se mos-
tra vantajosa em termos ambientais em 
comparação com produtos químicos e 
tem como objetivo final o uso eficiente e 

essas etapas do protocolo estão ilustrados 
na Figura 2.
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Figura 2. Microestacas de Campomanesia xanthocarpa inoculadas com as bactérias endofíticas. 
(A) Microestacas em meio de cultura após a inoculação com as bactérias; (B) Microestacas 
enraizadas 42 dias após  a inoculação com bactérias endofíticas; (C) Estacas enraizadas sendo 
aclimatizadas.
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sustentável dos recursos naturais. Essas 
ações apresentam forte alinhamento às 
metas dos Objetivos do Desenvolvimento 
Sustentável (ODS) da Agenda 2030 da 
Organização das Nações Unidas (ONU), 
em especial do ODS12.
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