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Microrganismos endofiticos apresentam distribuicao
ampla e podem ser encontrados virtualmente

em todas as espécies de plantas, residindo em
tecidos vivos do hospedeiro, tanto no interior

de células (JACOBS et al., 1985), quanto em
espacos intercelulares (PATRIQUIN; DOBEREINER,
1978) ou nos sistemas vasculares (BELL et

al., 1995). Tradicionalmente, microrganismos
endofiticos foram definidos como patégenos
latentes que, no momento do isolamento, nao

se apresentavam causando danos substanciais

ao hospedeiro e nao traziam nenhum beneficio
para as plantas (THOMAS; GRAHAM, 1952).

No entanto, o termo enddéfito restringe-se aos
microrganismos, principalmente bactérias e
fungos, que colonizam o interior de plantas sem
causar nenhum dano ao hospedeiro (MISAGHI;
DONNDELINGER, 1990; ZINNIEL et al., 2002;
YANG et al., 2005). Em periodo recente, endéfitos
sdo considerados como fonte potencial de novos
genes, proteinas e compostos bioquimicos naturais
que podem ser usados na medicina, na agricultura
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e na industria (LIMA et al., 2005; GUNATILAKA,
2006; STROBEL, 2006). O organismo inteiro

ou seus produtos oferecem oportunidade para
inovacao e desenvolvimento de novas drogas

e de agroquimicos. Isso é particularmente
verdadeiro para organismos de ambientes tropicais,
ainda muito pouco estudados. O potencial
biotecnolégico de isolados endofiticos testados
para atividade antagonista e producao in vitro de
antibidticos, drogas anticancer, antimicéticos,
imunossupressores, sideréforos e hormdnio de
crescimento de plantas tem despertado o interesse
de diferentes setores da economia nos Ultimos anos
(SESSITSCH et al., 2004; GUNATILAKA, 2006).

Varios estudos tém demonstrado que bactérias
endofiticas aceleram a emergéncia de plantulas,
potencializam o crescimento e o desenvolvimento
de plantas e promovem o estabelecimento

de culturas em ambientes adversos devido a
producao de horménios, participacao em processos
biogeoquimicos como solubilizacdo de fosfato e
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fixacao biolégica de nitrogénio e transformacao de
metano em carbono fixado durante a fotossintese
(BOTTINI et al., 2004; RAGHOEBARSING et al.,
2005).

Bactérias endofiticas apresentam atividades
antagonistas contra diferentes organismos
fitopatogénicos e por isso representam importante
e inexplorada fonte de agentes para biocontrole
de doencas e pragas de plantas (BENHAMOU et
al., 2000; STURZ; NOWAK, 2000; SESSITSCH
et al., 2004; SCHULZ; BOYLE, 2005). Diferentes
linhagens de bactérias endofiticas do género
Pseudomonas sp. (KLOEPPER et al., 1989) e

das espécies Curtobacterium luteum e Pantoea
agglomerans (STURZ et al., 1999) inibem o
crescimento de Erwinia carotovora (INIGUEZ et
al., 2005). Pseudomonas isoladas da rizosfera

e da endorriza do milho foram efetivas em
controlar doencas fungicas (BERG et al., 2005).
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas tolaasii,
Pseudomonas veronii e Sphingomonas trueperi
isoladas de arroz inibiram o crescimento in vitro
de Achlya klebsiana e Pythium spinosum, que sao
os principais patégenos causadores de doencas
em seedling do arroz. Essas bactérias também
promoveram o crescimento de plantas (ZINNIEL et
al., 2002).

Controle biolégico utilizando a bactéria endofitica
Bacillus subtilis foi capaz de reduzir os niveis de
micotoxinas acumuladas nas sementes de milho por
Fusarium moniliforme (BACON et al., 2001). Do
mesmo modo, Bacillus cereus endofitico isolado de
Sinapis excreta quitinase e sua aplicacao no solo
protegeu de forma significativa plantulas de algodao
contra doencas causadas por Rhizoctonia solani
(PLEBAN et al., 1997). Linhagens de Bacillus subtilis
exibem atividade contra Cryphonectria parasitica
(WILHELM et al., 1997).

No presente estudo, bactérias endofiticas foram
isoladas de folhas coletadas de plantas de milho no
campo (variedade nao identificada), esterilizadas
superficialmente com etanol 70% durante trés
minutos, lavadas uma vez com agua destilada
estéril, imersas em solucao de cloreto de célcio a
3% durante cinco minutos e novamente lavadas
trés vezes com agua destilada estéril. As folhas
foram cortadas em pedacos de aproximadamente 5

mm e plaqueadas em meio D2 (KADO; HESKETT,
1970). Colbnias bacterianas foram coletadas
imediatamente apés o surgimento em placa,
estriadas pelo menos cinco vezes para assegurar a
obtencao de coldnias isoladas e cultivadas em meio
D2 liquido para extracao de proteinas totais e de
DNA genémico. Colénias que apresentaram perfil
semelhante foram consideradas como réplicas e
apenas uma delas passou a ser considerada para
sequenciamento de rDNA. Foram identificadas

48 colonias e o sequenciamento de DNA revelou
algumas espécies ainda nao descritas (dados nao
publicados de FIGUEIREDO et al.).

Previamente, bactérias endofiticas foram isoladas

e identificadas por meio de sequenciamento

parcial de genes ribossomais e testadas para
atividade antagonista contra fungos causadores de
doencas em milho e sorgo (Acremonium striticum,
Fusarium verticillioides, Exserrohilum turcicum e
Colletotrichum sublineolum) e também contra 48
morfotipos de fungos isolados de sementes de
graos armazenados da variedade BR106 (dados

nao publicados de FIGUEIREDO et al.). Os isolados
fungicos foram inoculados em meio BDA e
incubados por 5 a 7 dias (Fusarium verticillioides,
Exserrohilum turcicum) e 15 dias (Acremonium
striticum e Colletotrichum sublineolum). Alguns dos
isolados bacterianos ndao foram capazes de restringir
o crescimento dos fungos testados, enquanto
outros apresentaram resultados variadveis. Destacou-
se o isolado CNPMS-22, identificado como Bacillus
subtilis por meio de sequenciamento parcial de
rDNA, que foi capaz de controlar o crescimento dos
guatro fungos fitopatogénicos (Figura 2) bem como
de todos os 48 morfotipos testados (dados nao
mostrados). Tanto a inoculacao conjunta da bactéria
CNPMS-22 quanto a sua inoculacdo em culturas de
fungos com até 5 dias de plagueamento, preveniu

o desenvolvimento das quatro espécies de fungos
fitopatogénicos testados neste estudo.

Atualmente estao sendo desenvolvidos métodos
para inoculacao de sementes de milho e sorgo

com CNPMS-22 visando a protecao de graos
armazenados e de plantulas. Também serao
iniciados testes em casa de vegetacao e no campo
para utilizacao de CNPMS-22 em aplicacdes por
aspersao visando prevenir o surgimento de doencas
fungicas nas diferentes fases das culturas do milho
e do sorgo.
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Figura 1. Isolamento da bactéria CNPMS22 de milho. (1)
Bactéria inicialmente identificada em placas contendo
meio BDA semisélido para isolamento de fungos
endofiticos do milho. Os nimeros 1, 2, e 3 indicam,
respectivamente, fungo contaminante, bactéria e pedaco
de folha de milho. (2) Bactéria endofitica isolada de folha
do milho em meio D2 semisélido.

Figura 2. Ensaio in vitro com a bactéria CNPMS22,

fungos fitopatogénicos as culturas do milho e do
sorgo e morfotipos de fungos de sementes de
milho. (1) Fusarium verticullioides isolado CNPMS;
(2) morfotipo 35; (3) Fusarium verticullioides
isolado Dourados; (4) Exserohilum turcicum;

(5) Acremonium strictum; (6) morfotipo 32 (7)
morfotipo 17; (8) morfotipo 26; (9) Colletotrichum
sublineolum.
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