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RESUMO

evido a grande variabilidade inter e intra-específica quanto a capacidade de estabelecimento endofítico,
foram utilizados marcadores e técnicas de microscopia que permitiram a comparação entre as bactérias
diazotróficas Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae associadas a plantas de milho e arroz.

Os resultados mostraram que a técnica de imunofluorescência foi eficaz para a detecção do estabelecimento endofítico
destas bactérias. Para ambas as plantas, H. seropedicae apresentou maior capacidade de estabelecimento endofítico
radicular quando comparada com A. brasilense.

Palavras-chave: Bactérias diazotróficas endofíticas, fixação biológica de N
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE ENDOPHYTIC ESTABLISHMENT CAPACITY OF STRAIN OF Azospirillum
AND Herbaspirillum BACTERIA IN CORN AND RICE

Due to the great inter and intra-specific variability regarding to the, endophytic establishment capacity, markers
and microscopy techniques were used that allowed the comparison between the diazotrophyc bacteria Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae associated with plants of maize and rice. The results showed that for
both plants, H. seropedicae presented greater capacity of radicular endophytic establishment when compared to
A. brasilense and that the imunofluorescence technique was efficient to detect the endophytic establishment of
these bacteria.

INTRODUÇÃO

Microrganismos endofíticos são definidos como
aqueles que passam pelo menos parte de seu ciclo de
vida dentro dos tecidos da planta hospedeira, sem que
a planta apresente sintomas visíveis de doença. Na
verdade, pesquisas realizadas na última década têm
demonstrado que bactérias estabelecidas
endofiticamente podem também desempenhar um papel
fisiológico importante no crescimento da planta
hospedeira, como por exemplo, o biocontrole de
fitopatógenos (Kloepper et al., 1978), a supressão da
doença por indução de resistência localizada e/ou
sistêmica (Duijff et al.,1997), promoção do crescimento
vegetal (Mirza et al., 2001) ou melhoria da nutrição
nitrogenada via fixação biológica de nitrogênio
(Baldani et al., 1983). O estabelecimento endofítico,
comparado ao ambiente rizosférico, tem sido
considerado um evento importante para que as bactérias

possam influenciar mais eficientemente no crescimento
da planta, visto que no interior do vegetal a competição
microbiana é menor, este nicho é menos sujeito a
flutuações ambientais e a interface de troca de
metabólitos é mais direta quando comparada com a
rizosfera. É válido ressaltar também que entre as
bactérias existe uma grande variabilidade inter e intra-
específica na capacidade de estabelecimento endofítico
e que os gens envolvidos na capacidade de infecção
bacteriana e colonização endofítica não são totalmente
conhecidos. A maioria dos estudos de adesão, infecção
e colonização são realizados entre gramíneas utilizando
estirpes do gênero diazotrófico Azospirillum, sendo que
estirpes da espécie A. brasilense apresentam ou não a
capacidade de estabelecimento endofítico (Baldani et
al. 1987). Bactérias diazotróficas endofíticas em
gramíneas possuem penetração passiva na planta,
acessando o seu interior através de ferimentos, de sítios
de emergência de raízes, coifa e estômatos nas folhas,
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espalhando-se pelos tecidos radiculares via apoplasto,
colonizando os espaços intercelulares das células da
hipoderme, córtex radicular e parede do aerênquima
(Olivares et al. 1996, Olivares et al., 1997; James et
al. 1994; James & Olivares, 1998). Porém estudos
envolvendo o processo de infecção e colonização são
ainda escassos, necessitando de programas de seleção
de microrganismos endofíticos para determinada
espécie de planta com ensaios sob condições de casa
de vegetação e campo utilizando marcadores para a
estirpe a ser testada e técnicas microscópicas para
monitorar e localizar a bactéria, permitindo sua
caracterização como endofítica, esclarecendo o processo
de interação planta-microrganismo, pois diferentes
contribuições com a inoculação de estirpes do mesmo
gênero de bactérias diazotróficas endofíticas foram
observadas em culturas como arroz inundado
(Guimarães, 2001) e cana-de-açúcar (Canuto, 2003).
O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade
de estabelecimento endofítico das bactérias
diazotróficas, Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae em plantas de milho e arroz.

MATERIAL E MÉTODOS

Organismos
Sementes de arroz (Oriza sativa) variedade IR 42 e

Milho (Zea mays) variedade BRS Sol da Manhã foram
lavadas por 1 minuto em álcool (70%), posteriormente
lavadas em tampão fosfato (100 mM pH 6,8) e pré-
germinadas em papel de filtro. Após emissão da
radícula, cinco plântulas foram transferidas para potes
de 500 g, contendo uma mistura de areia e vermiculita
na proporção (2:1) previamente autoclavadas. No
momento do transplante, cada plântula foi inoculada
com 0,1 mL de uma suspensão bacteriana contendo
108 células mL-1, em quatro tratamentos que consistiram
da inoculação de Herbaspirillum seropedicae estirpe
Z67 (ácido nalidíxico 10), Azospirillum brasilense
estirpe Sp7 (estreptomicina 10), mistura de Z67 com
Sp7 e controle não inoculado.

Meio de isolamento e contagem
O isolamento e a contagem das bactérias

diazotróficas foi feito de acordo com Döbereiner et al.,
(1995). Para tal, as plantas foram cuidadosamente
coletadas e lavadas em água corrente, sendo separadas
em raízes e parte aérea para determinação da massa
fresca. Pesou-se 1 g de raízes lavadas dos diferentes
tratamentos, e procedeu-se a desinfestação superficial
utilizando uma solução aquosa de Cloramina T a 10 g.
L-1 por 1 minuto, seguida de lavagem em tampão fosfato
(100 mM em pH 6,8) e água estéril. A seguir, as  raízes
foram trituradas em  9 mL de  solução salina (NaCl,
8,5 g. L-1), e a partir desta diluição (10-1),  procedeu-se
a diluição seriada tomando-se 1 mL da diluição original
em 9 mL de solução salina. A contagem das bactérias

foi estimada utilizando o método do Número Mais
Provável (NMP), consultando a tabela de McCrady para
3 repetições por diluição, usando como meio de
isolamento para a estirpe Z67 o JNFb  semi-sólido sem
adição de nitrogênio e com  ácido nalidíxico (10 mg.
L-1),  e o meio NFb semi-sólido sem adição de nitrogênio
e com estreptomicina  (10 mg. L-1) para a estirpe Sp7,
e ambos os meios para o tratamento mistura (Z67 +
Sp7) e testemunha. Considerou-se como crescimento
positivo a formação de uma película aerotáxica típica
na superfície do meio após 7 dias de incubação do
mesmo em câmara de crescimento a 30 o C, seguida de
confirmação da morfologia da célula bacteriana ao
microscópio ótico em contraste de fase.

Imunolocalização das bactérias inoculadas
Para detecção e localização específica das bactérias

inoculadas utilizou-se anticorpos policlonais
produzidos contra as estirpes Z67 e Sp7 usando a
metodologia descrita por Reis et al., (2000). O método
de imunolocalização utilizou fluorocromos como
marcadores e microscópio epifluorescente. Para tal,
segmentos de raízes (0,5 a 1,5 cm) dos diferentes
tratamentos foram colhidos, corados com azul de
toluidina (10 g. L-1) por 5 minutos, lavados 3 vezes em
tampão fosfato (100 mM pH 6,8) e colocados em
microtubos do tipo “eppendorf” para realização do
ensaio.  Os segmentos foram  incubados com 1 mL de
uma  solução contendo albumina bovina  (BSA 30 g.
L-1), diluído em tampão PBS por um período de 30
minutos a 37 0C, mantidos sob leve agitação. Em
seguida, as amostras foram incubadas com anticorpo
policlonal específico para cada tratamento, diluídos na
proporção 1:100 em PBS e mantidos a 37 0C por 30
minutos (anticorpo primário). No caso dos tratamentos
controle e mistura, optou-se por uma mistura dos
anticorpos. Decorrido este período, as amostras foram
lavadas 3 vezes em tampão fosfato (100 mM pH 6,8),
incubadas com anticorpo secundário biotinilado (Sigma
Chemical) por 40 minutos a 37 0C, seguida de 3
lavagens em tampão fosfato. Para revelar o sinal, as
amostras foram ainda incubadas em solução 1/10 de
estreptavidina marcada com fluoresceína e/ou rodamina
(Sigma Chemical) diluídas em PBS por 20 minutos a
37 0C e lavadas por 5 vezes em tampão fosfato (100
mM a pH 6,8). Os segmentos foram montados em
lâmina e lamínula, após rápida remoção do excesso de
umidade e embebimento por 10 minutos no meio de
montagem (90 % glicerol misturado a PBS 10 %, pH
8,5), sendo observados no microscópio fluorescente com
o conjunto de filtros de excitação e barreira adequados
ao fluorocromo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A) Milho (Zea mays) Coleta 1
Foi observado (tabela1) que todas as bactérias
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Tabela 1- Massa fresca de raízes (MFr) e da parte aérea
(MFpa) e número de células bacterianas por
grama de matéria fresca radicular de plantas
de milho (Zea mays) var. Sol da Manhã aos 6
dias após inoculação média de 5 repetições.

Valores seguidos de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nível de 5% de significância. 1: n.d = não detectado pelo método do
número mais provável (NMP); 2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67.

B) Milho (Zea mays) Coleta 2
Com as plântulas de milho inoculadas com

diferentes bactérias e analisadas aos 14 dias após o
plantio (tabela 2), observou-se que apenas a mistura
das bactérias inoculadas promoveu o aumento da massa
radicular quando comparada à testemunha, com
menores aumentos se comparados aqueles apresentados
na primeira coleta, variando entre 3 a 17 %. No
parâmetro massa fresca da parte aérea a mesma
tendência foi observada com incrementos entre 26 a 38
% para a mistura e a inoculação única com a estirpe
Sp7, quando comparados ao controle não inoculado. O
número de células bacterianas que se estabeleceram
endofiticamente, aos 14 d.a.i. (tabela 2), seguiu a mesma
tendência da coleta 1, onde apenas a estirpe Z67 de H.
seropedicae foi detectada no interior do tecido radicular.
Baseado nestes dados podemos concluir quea estirpe
Z67 possui capacidade de estabelecer-se
endofiticamente em milho var. Sol da Manhã, o que

Tabela 2- Peso da matéria fresca de raízes (PMFr) e da
parte aérea (PMFpa) e número de células
bacterianas por grama de matéria fresca
radicular de plantas de milho (Zea mays) var.
Sol da Manhã aos 14 dias após
inoculação.(Valores expressos em mg como
média de 5 repetições).

inoculadas promoveram aumento de massa radicular
quando comparada à testemunha não inoculada aos 6
dias após a inoculação (d.a.i.), com aumentos variando
entre 195 e 252%, sendo que a inoculação com Z67 foi
a que promoveu maior aumento de matéria fresca de
raízes. No tocante a massa fresca da parte aérea, tanto
H. seropedicae estirpe Z67 e A. brasilense estirpe Sp7,
isolados ou em mistura promoveram crescimento da
parte aérea, com destaque maior para o inóculo misto.
Em relação ao número de células bacterianas que se
estabeleceram endofiticamente (tabela 1), apenas a
estirpe Z67 de H. seropedicae colonizou o interior do
tecido radicular, visto que as raízes foram desinfestadas
superficialmente com cloramina T antes da contagem.
Neste caso, aos 6 d.a.i., Z67 apresentou entre 104 e 105

células por g de raízes. A. brasilense Sp7 não se
estabeleceu endofiticamente, não sendo detectado. Os
valores para mistura representam a colonização por
Z67, o que foi confirmado pelo isolamento em meio
JNFb com ácido nalidíxico e pela morfologia celular
ao microscópio ótico. Valores seguidos de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nível de 5% de significância. 1: n.d = não detectado pelo método do
número mais provável (NMP);  2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67

C) Arroz (Oriza sativa)
Os dados contidos na tabela 3, são referentes ao

acúmulo de massa fresca de raízes e da parte aérea de
plantas de arroz variedade IR42 aos 12 dias após a
inoculação com H. seropedicae estirpe Z67,
Azospirillum brasilense estirpe Sp7, isolados ou em
mistura. Para o arroz, não houve um efeito claro da
inoculação, as plantas de modo geral não apresentaram
bom crescimento. Com relação ao estabelecimento
endofítico das bactérias inoculadas, apenas H.
seropedicae Z67 foi hábil em colonizar o interior das
raízes de plantas de arroz variedade IR42. Resultados
similares àqueles obtidos para a contagem das bactérias
nas plantas de milho nas duas coletas, comprovaram
que para ambas espécies hospedeiras a estirpe Z67
apresentou maior capacidade de estabelecimento
endofítico quando comparada à estirpe Sp7 (Tabela 3).

Tabela 3- Massa fresca de raízes (MFr) e da parte aérea
(MFpa) e número de células bacterianas por
grama de matéria fresca radicular de plantas
de arroz (Oriza sativa) var. IR42 aos 12 dias
após inoculação. Média de 5 repetições.

Valores seguidos de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nível de 5% de significância. 1: n.d = não detectado pelo método do
número mais provável (NMP); 2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67.

Tratamento MFr (mg) MFpa (mg) Log nº 
céls g-1 

H. seropedicae 906 a 763 b 4,48 
A. brasilense Sp7 701 c 765 b n.d1 

Z67 + Sp7 771 b 904  a 4,072 
Controle não inoculado 359 d 437 c n.d 
 

Tratamento MFr 
(mg) 

MFpa 
(mg) 

Log nº céls 
g-1 

H. seropedicae 837 b 1122 bc 3,87 
A. brasilense Sp7 897 ab 1382 a n.d.1 

Z67 + Sp7 951 a 1269 ab 4,482 
Controle não inoculado 810 b 1001 c n.d 

 

não ocorreu para a estirpe Sp7 não sendo detectado
pelo método do número mais provável. O valor obtido
no tratamento mistura refere-se apenas a presença da
estirpe Z 67.

Tratamento MFr (mg) MFpa 
(mg) 

Log nº céls 
g-1 

H. seropedicae 31 ab 47 b 3,00 
A. brasilense Sp7 27 ab 54 b n.d.1 

Z67 + Sp7 29 ab 64 a 4,02 
Controle não inoculado 33 a 52 b n.d 
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Figuras 1–4: Fotomicrografias de fluorescência de
segmentos de raízes de arroz, variedade
IR42, incubadas com anticorpos policlonais
específicos para Herbaspirillum
seropedicae e Azospirillum brasilense.

Figura 1: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando por
meio de microagregados (setas), a região da superfície das raízes de
arroz, próxima a zona de emergência de raízes laterais (estrela).
Aumento de 450X.
Figura 2: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando por
meio de microcolônias (setas), a superfície das raízes de arroz, na zona
de elongamento radicular. Aumento de 620X.
Figura 3: Azospirillum brasilense estirpe Sp7 colonizando densamente
a superfície dos pêlos radiculares (setas). Aumento de 1200X.
Figura 4: Azospirillum brasilense estirpe Sp7 colonizando a superfície
das raízes de arroz. Notar o baixo número de microcolônias aderidas à
superfície radicular na zona de elongamento (setas) quando comparada
ao tratamento inoculado com Herbaspirillum seropedicae. Aumento
de 550X.

D) Imunolocalização das bactérias em raízes
inoculadas

Segmentos de 0,5 a 1,5 cm de raízes de milho Sol
da Manhã e arroz IR42 dos diferentes tratamentos,
recém coletados e lavados em água, foram processados
para a realização da técnica do imunofluorescência com
o objetivo de identificar e localizar as bactérias
inoculadas. Para tal, foram utilizados anticorpos
policlonais específicos produzidos para H. seropedicae
Z67 e A. brasilense Sp7. No caso da estirpe Sp7, foi
também utilizado um anticorpo monoclonal específico
para lipopolisacarídeos (LPS) da parede celular.

A avaliação dos segmentos de raízes de milho e
arroz inoculados com H. seropedicae, ao microscópio
epifluorescente evidenciou principalmente a presença
da bactéria aderida em monocamada e mais
predominantemente em microagregados na superfície
das raízes na região de elongamento/diferenciação e
zona de formação de pêlos radiculares. Baixa freqüência
de colonização foi observada na superfície dos pêlos
radiculares e na região próxima a coifa. O padrão de
colonização na forma de microagregados esta bem
representado nas Figuras 1 e 2, onde respectivamente
foram observadas uma grande densidade de
microcolônias aderidas à superfície da raiz próximo
ao sítio de saída de raízes laterais e na zona de formação
de pêlos. Comparada a colonização da estirpe Z67, A.
brasilense estirpe Sp7, aderiu muito pouco a superfície
das raízes de ambas as espécies testadas, colonizando,
embora em baixa frequência, porém em algumas vezes
com elevada densidade a superfície dos pêlos
radiculares (Fig. 3) e a zona de elongamento radicular
(Fig. 4). Segmentos de raízes previamente observados
para colonização superficial das raízes, foram
congelados em nitrogênio líquido e seccionados a mão
livre sob baixa temperatura para obtenção de cortes
transversais. Estes cortes foram reexaminados ao
microscópio fluorescente para observação do
estabelecimento endofítico. O exame destas seções
transversais corrobora com os dados populacionais de
contagem em meios semi-específicos indicando que
apenas H. seropedicae estirpe Z67 foi capaz de
estabelecer-se endofiticamente. No caso do milho, a
bactéria foi encontrada colonizando células do
parênquima cortical (Fig. 5) e no arroz, a bactéria estava
aderida a parede celular de células do aerênquima em
formação e da endoderme (Fig. 6). Nenhum sinal
específico para e estirpe Sp7 foi observado no interior
das raízes de ambas as espécies confirmando so dados
de cultivo.

A maioria dos segmentos de raízes não inoculadas
não exibiram sinal relativo à presença das bactérias
inoculadas (Fig 7). Porém, em algumas amostras os
anticorpos utilizados localizaram poucas bactérias.
Estes resultados podem ser de estirpes de
Herbaspirillum ou Azospirillum naturalmente
associadas às plantas e que foram detectadas pelo
método. Os dados da microscopia corroboram os dados
de contagem de células, evidenciando mais uma vez
que, apenas a estirpe Z67 foi capaz de infectar e
estabelecer-se no interior dos tecidos da planta. Esta

informação é de grande valia em programas de seleção
de estirpes para inoculação, cujo caráter endofítico é
relevante. Cabe ressaltar também que a técnica de
imunofluorescência aqui utilizada é de fácil execução
e apresenta grande eficácia na avaliação de um grande
número de amostras de raízes para a localização de
bactérias de interesse. O primeiro passo da interação
endofítica, a adesão, pode ser rapidamente avaliado por
esta técnica. Em uma seguinte etapa, a avaliação do
estabelecimento endofítico pode ser também realizada
através da obtenção e seleção de cortes transversais
adequados à observação, com a vantagem de observar-
se previamente segmentos mais densamente
colonizados, antes de se proceder ao corte, o que
aumenta a chance de sucesso na localização das
bactérias no interior das raízes.
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Nestes ensaios, utilizando como inóculo as estirpes
Z67 de Herbaspirillum seropedicae e Sp7 de
Azospirillum brasilense, observou-se aumento
considerável de massa radicular e parte aérea em
plantas de milho analisadas 6 dias após a inoculação,
concordando com dados de pesquisas, onde 60 a 70 %
dos experimentos demonstraram efeitos benéficos da
inoculação de Azospirillum sobre o crescimento ou
produção de algumas culturas de cereais e até
leguminosas (Okon et al., 1996). Esta bactéria além
de diazotrófica produz substâncias promotoras de
crescimento como ácido indol acético (AIA),
giberelinas e citocininas (Tien et al., 1979), atuando
na morfologia e fisiologia das raízes das plantas com
as quais se associa (Okon e Kapulnik, 1986),
promovendo aumento do peso radicular, resultando
numa maior superfície específica, auxiliando na melhor
exploração do solo e na captação de água e nutrientes.

O melhor desenvolvimento das plantas de milho
comparada às plantas de arroz, está relacionado a
capacidade de fornecimento de metabólitos, já que os
microrganismos diazotróficos dependem do
fornecimento de metabólitos pelas plantas para
expressarem sua capacidade de fixar biologicamente o

N
2
 atmosférico e/ou produzir hormônios de crescimento.

Estes ensaios que foram conduzidos em substrato estéril
e pobre nutricionalmente, a planta, só dispôs das
reservas da semente para seu desenvolvimento, portanto
o tamanho da semente é proporcional a quantidade de
reservas que contribuem para o suprimento nutricional
das plantas. Tendo o milho uma semente maior que o
arroz, portanto maior reserva, implicando num melhor
desenvolvimento das plantas, que consequentemente
suportam a população microbiana.

Baldani et al. (1987), inoculando diferentes estirpes
de Azospirillum spp. em plantas de arroz em condições
de campo e utilizando métodos de esterilização e
contagem pelo número mais provável (NMP),
verificaram que a estirpe Sp245, isolada de trigo,
colonizou o interior das raízes e forneceu mais
nitrogênio às plantas de trigo do que a estirpe Sp7,
isolada de Digitaria sp., a qual foi incapaz de colonizar
o interior das raízes. Resultados semelhantes foram
encontrados neste trabalho onde a estirpe Sp7 não foi
encontrada no interior do vegetal através da observação
ao microscópio ótico e isolamento em meio semi-
seletivo JNFb com ácido nalidíxico em amostras
esterilizadas superficialmente. Já a colonização
endofítica da estirpe Z67 de Herbaspirillum
seropedicae, parece ser um fenômeno comum, também
detectado por Olivares et al. (1997), que mostraram
que Herbaspirillum spp. era capaz de penetrar nas
plântulas de cana-de-açúcar, preferencialmente via
feridas provocadas pelo crescimento de raízes.

A técnica de imunofluorescência tem sido usada na
identificação, quantificação e visualização de células
in situ e em estudos de interações entre plantas e
microrganismos, como bactérias fitopatogênicas em
plantas (Van Overbeek et al., 2002), na detecção de
agentes causais de doenças em animais (Wairagkar et
al., 2001), na identificação de Azospirillum em plantas
de trigo previamente inoculadas (Aßmus et al., 1997)
e demonstrou-se adequada neste trabalho na localização
dos microrganismos alvos, sendo sensível e de rápida
visualização.

Nos resultados encontrados através da técnica de
imunoflorescência nos ensaios com milho, tanto aos 6
como aos 14 dias após a inoculação e arroz, indicam
que apenas a estripe Z67 de Herbaspirillum seropedicae
demonstrou capacidade de estabelecimento endofítico,
concordando com Schloter et al., (1994) que utilizaram
a mesma técnica e anticorpos monoclonais contra as
estirpes Sp254 e Sp7 em trigo e Aßmus et al. (1995),
que utilizaram sondas oligonucleotídicas específicas e
marcadas com fluorocromos, acoplados com
microscopia confocal e que chegaram a conclusão que
a estirpe heteróloga Sp7 foi encontrada somente
colonizando a superfície das raízes. Já a estirpe Z67
foi encontrada por Baldani (1996) colonizando os
espaços intercelulares das raízes de arroz através das
técnicas de microscopia ótica e eletrônica de
transmissão.

Figuras 5-7: Fotomicrografias de fluorescência de
raízes de arroz variedade IR42 e milho
variedade Sol da Manhã, incubados com
anticorpos específicos para H. seropedicae
e A. brasilense.

Figura 5: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando o
interior das raízes de milho, provavelmente intercelularmente entre as
células do parênquima cortical (setas). Aumento de 630X.
Figura 6: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando o
interior das raízes de arroz, aderida na forma de microcolônias à parede
celular na região do aerênquima cortical (setas). Aumento de 440X.
Figura 7 : Superfície radicular de plantas de arroz não inoculadas,
evidenciando a ausência de sinal fluorescente específico oriundo da
colonização de Herbaspirillum e Azospirillum. Aumento de 230X.
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