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ISOLAMENTOE CARACTERIZAGAO DE BACTERIAS
ENDOFITICAS NAO PATOGENICAS EM MILHO
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Entre os fatores ambientais limitantes a cultura do mitho, no Brasil, destacam-se
as pragas. Em cerca de 30% da area plantada, os agricultores utifizam tratamento de
sementes para o controle da pragas iniciais e uma porcentagem ainda menor de
produtores protege suas lavouras do ataque da lagarta-do-cartucho através do uso de
inseticidas. A pratica do manejo integrado de pragas na cultura do milho pressupde o
uso de varios métodos compiementares, como o cuitural e o biolégico. O controle
biologico de insetos que atacam as partes aéreas da planta tem sido estimulado,
principalmente devido ao maior conhecimento de sua microflora, como os
microorganismos endofiticos. Dentro desse grupo estdo as bactérias, que tém sido
menos estudadas e pouco se conhece sobre a sua diversidade e populacdo nos
diferentes tecidos das plantas. Muitas espécies de microorganismos nao patogénicos,
principalmente bactérias, vivem e se multiplicam na superficie e no interior dos tecidos
das plantas. O conhecimento e a manipulacao dessa microflora constituem um outro
meio que pode ser utilizado para conferir as plantas resisténcia contra doencgas e
insetos, principalmente através da manipula¢do do genoma desses microorganismos
endofiticos. A sua habilidade em sobreviver dentro dos tecidos das plantas, com
pouca ou nenhuma competicdo de outros microorganismos, torna essas bactérias um
recurso em potencial para o controle biolégico como um efeito antagdnico contra
outros patdégenos vasculares ou como vetores de toxinas contra insetos.
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O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias endofiticas nao
patogénicas em milho com potencial para utilizacdo como vetores de toxinas capazes
de conferir prote¢éo as plantas de milho contra suas principais pragas.
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As bactérias endofiticas foram isoladas de folhas e nervuras, aparentemente
sem sintoma fitopatolégico, de 12 cultivares de milho : 28452, AG 5011, A 2014, C
435, C 805, Br 201, Br 205, Br 3123, CMS 54, CMS 61, Zélia e XHT12, pertencentes
ao Ensaio Nacional de Milho, na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG. As
folhas de milho foram desinfestadas superficiaimente por imersdao em alcool 70%,
hipoclorito de sodio 3% e sucessivas lavagens com agua destilada esterilizada. Apas
a desinfestagao, as folhas foram cortadas em pedacos de 1 ¢cm 2 e as nervuras foliares
em segmentos de 3 mm; em seguida, foram plaqueadas em placas Petri contendo os
meios de cultura D, e Manitol e incubadas a 28 °C, para o desenvolvimento e
crescimento das coibnias, as quais foram purificadas e mantidas em culturas
estoques. A capacidade dos isolados de bactérias colonizarem a planta, via semente,
foi testada com 160 isolados, pela técnica de inoculacdo na sementes e reisolamento
nas folhas.

A avaliagdo do potencial patogénico dos isolados recuperados nas folhas foi
efetuada por seccionamento da parte aérea e inoculagdo com o isolado.

O numero de isolados variou de acorde com ¢ genétipo do milho e com o meio
de cultura utilizado, totalizando 750 isolados (Figura 1). As variagées no namero de
isolados obtidos nas plantas dos diferentes genétipos de milho podem ser atribuidas
ao meio de cuitura e as caracteristicas proprias da relagdo endéfito-planta. Em relacéo
aos meios de cultura utilizados, 0 maior nimero de isolados foi encontrado quando os
segmentos de folhas e nervuras foram plaqueados em meio D, verificando-se que em
todas as cultivares de milho foram obtidos isolados bacterianos, enquantc em Meio
Manitol ndo foram obtidos isolados nas cultivares A 2014, AG 5011 e Br 3123,
possivelmente devido a composicdo desse meio, que ndo favoreceu o
desenvolvimento de determinados grupos de bactérias. O maior numero de isolados
foi obtido nas nervuras foliares, indicando que essas bactérias endofiticas encontram-
se em intima associacdo com os vasos xilematicos, ja que os mesmos contém os
nutrientes essenciais para o favorecimento da colonizacdc e permanéncia dessas
bacterias endofiticas na planta hospedeira. Dos 160 isolados inoculados nas
sementes, 14 foram reisolados nas fothas, indicando que esses isolados foram
capazes de romper as barreiras naturais da semente e colonizar os tecidos internos
das plantas de milho. Dessas bactérias, 60% apresentaram a forma de cocos, 40% a
forma de bacilos e 95% foram gram positivas. Todos os isolados recuperados nas
folhas n&o apresentaram efeito patogénico nas plantas de milho.
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Os resultados demonstram que os tecidos internos das folhas e nervuras
favorecem o desenvolvimento de uma diversidade de bactérias endofiticas e que
essas bactérias podem, ainda, ser utilizadas como vetores no controle biolégico.
Entretanto, as relagbes endofito-planta ndo estdo ainda bem estabelecidas e o
impacto ecologico e fisiologico do uso dessas bhactérias para transformacao deve ser
avaliado.
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FIGURA 1. Numero de isolados de bactérias
em genotipos de mlho em meios
de cuitura.




