AVALIACAO DA CAPACIDADE DE ESTABELECIMENTO ENDOFIiTICO DE
ESTIRPES DE Azospirillum E Herbaspirillum EM MILHO E ARROZ

LIAMARA PERIN*: MARINETE FLORES DA SILVAY; JOILSON SILVA FERREIRAL ERINEUDO
LIMA CANUTO? ANDRE FERNANDO ALVES MEDEIROS®; FABIO LOPES OLIVARES* &
VERONICA MASSENA REIS
1- Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 23890-000. 2- Laboratério de
Eco Fisiologia Aplicada; Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, 23890-000. 3- Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federa de Vigosa, Vigosa, MG, 36570-000. 4- Centro de Ciéncia Bioldgicas, Universidade Estadual do Norte Fluminense,
RJ, 28013-600. 5- Pesquisadora da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, 23890-000. e-mail:
veronica@cnpab.embrapa.br

RESUMO

foram utilizados marcadores e técnicas de microscopia que permitiram a comparagdo entre as bactérias

diazotroficas Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedi cae associadas a plantas de milho e arroz.
Osresultados mostraram que atécnicadeimunofluorescénciafoi eficaz paraadeteccdo do estabel ecimento endofitico
destas bactérias. Paraambas as plantas, H. seropedicae apresentou maior capacidade de estabel ecimento endofitico
radicular quando comparada com A. brasilense.

D evido a grande variabilidade inter e intra-especifica quanto a capacidade de estabel ecimento endofitico,
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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 techniqueswere used that all owed 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.

Key words: endophytic diazotrophic bacteria, biological nitrogen fixation.

INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo definidos como
agueles que passam pelo menos parte de seu ciclo de
vida dentro dos tecidos da planta hospedeira, sem que
a planta apresente sintomas visiveis de doenca. Na
verdade, pesquisas realizadas na Ultima década tém
demonstrado que bactérias estabelecidas
endofiticamente podem também desempenhar um papel
fisiol6gico importante no crescimento da planta
hospedeira, como por exemplo, o biocontrole de
fitopatdgenos (Kloepper et al., 1978), a supressdo da
doenca por induc&o de resisténcia localizada e/ou
sistémica (Duijff et al.,1997), promog¢do do crescimento
vegetal (Mirza et al., 2001) ou melhoria da nutri¢éo
nitrogenada via fixacéo bioldgica de nitrogénio
(Baldani et al., 1983). O estabelecimento endofitico,
comparado ao ambiente rizosférico, tem sido
considerado um evento importante para que as bactérias

possam influenciar mais eficientemente no crescimento
daplanta, visto que no interior do vegetal acompeticao
microbiana € menor, este nicho € menos sujeito a
flutuagBes ambientais e a interface de troca de
metabolitos € mais direta quando comparada com a
rizosfera. E vélido ressaltar também que entre as
bactérias existe uma grande variabilidade inter e intra-
especificana capacidade de estabel ecimento endofitico
e gue os gens envolvidos na capacidade de infecgéo
bacteriana e colonizacdo endofitica ndo sdo totalmente
conhecidos. A maioriados estudos de adesdo, infec¢éo
e colonizagdo sao realizados entre gramineas utilizando
estirpes do género diazotréfico Azospirillum, sendo que
estirpes da espécie A. brasilense apresentam ou néo a
capacidade de estabelecimento endofitico (Baldani et
al. 1987). Bactérias diazotréficas endofiticas em
gramineas possuem penetracéo passiva na planta,
acessando o seu interior através de ferimentos, de sitios
de emergéncia de raizes, coifa e estdbmatos nas folhas,
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espal hando-se pel os tecidos radiculares via apoplasto,
colonizando os espagos intercelulares das células da
hipoderme, cértex radicular e parede do aerénquima
(Olivares et al. 1996, Olivares et al., 1997; James et
al. 1994; James & Olivares, 1998). Porém estudos
envolvendo o processo de infec¢do e colonizagdo sdo
ainda escassos, necessitando de programas de sele¢do
de microrganismos endofiticos para determinada
espécie de planta com ensaios sob condigdes de casa
de vegetacdo e campo utilizando marcadores para a
estirpe a ser testada e técnicas microscopicas para
monitorar e localizar a bactéria, permitindo sua
caracterizagdo como endofitica, esclarecendo o processo
de interac@o planta-microrganismo, pois diferentes
contribui¢cdes com ainoculagéo de estirpes do mesmo
género de bactérias diazotroficas endofiticas foram
observadas em culturas como arroz inundado
(Guimar&es, 2001) e cana-de-aglcar (Canuto, 2003).
O objetivo do presente estudo foi comparar acapacidade
de estabelecimento endofitico das bactérias
diazotrdficas, Azospirillumbrasilense e Herbaspirillum
seropedicae em plantas de milho e arroz.

MATERIAL E METODOS

Organismos

Sementes de arroz (Oriza sativa) variedade IR 42 e
Milho (Zea mays) variedade BRS Sol da Manha foram
lavadas por 1 minuto em alcool (70%), posteriormente
lavadas em tampéao fosfato (100 mM pH 6,8) e pré-
germinadas em papel de filtro. Apds emissdo da
radicula, cinco plantulas foram transferidas para potes
de 500 g, contendo uma mistura de areia e vermiculita
na propor¢do (2:1) previamente autoclavadas. No
momento do transplante, cada pléantula foi inoculada
com 0,1 mL de uma suspensdo bacteriana contendo
108 célulasmL 1, em quatro tratamentos que consistiram
da inoculag8o de Herbaspirillum seropedicae estirpe
Z67 (acido nalidixico 10), Azospirillum brasilense
estirpe Sp7 (estreptomicina 10), mistura de Z67 com
Sp7 e controle ndo inoculado.

Meio de isolamento e contagem

O isolamento e a contagem das bactérias
diazotréficasfoi feito de acordo com Ddbereiner et al.,
(1995). Para tal, as plantas foram cuidadosamente
coletadas e lavadas em agua corrente, sendo separadas
em raizes e parte aérea para determinacdo da massa
fresca. Pesou-se 1 g de raizes lavadas dos diferentes
tratamentos, e procedeu-se a desinfestagdo superficia
utilizando uma solucéo aquosa de Cloramina T a 10 g.
L-* por 1 minuto, seguidade lavagem em tampao fosfato
(100 mM em pH 6,8) e agua estéril. A seguir, as raizes
foram trituradas em 9 mL de solucdo salina (NaCl,
8,59. L), eapartir destadiluicdo (10?), procedeu-se
adiluicéo seriadatomando-se 1 mL dadiluic&o original
em 9 mL de solugdo salina. A contagem das bactérias
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foi estimada utilizando o método do NUmero Mais
Provavel (NMP), consultando atabelade McCrady para
3 repeticdes por diluicdo, usando como meio de
isolamento paraaestirpe Z67 0 INFb semi-solido sem
adicdo de nitrogénio e com &cido nalidixico (10 mg.
L%), eomeio NFb semi-solido sem adi¢éo de nitrogénio
e com estreptomicina (10 mg. L) para a estirpe Sp7,
e ambos 0s meios para o tratamento mistura (Z67 +
Sp7) e testemunha. Considerou-se como crescimento
positivo a formacdo de uma pelicula aerotaxica tipica
na superficie do meio apds 7 dias de incubacéo do
mesmo em camara de crescimento a 30 °C, seguida de
confirmagdo da morfologia da célula bacteriana ao
microscopio 6tico em contraste de fase.

Imunolocalizagéo das bactérias inoculadas

Para deteccéo elocalizagéo especificadas bactérias
inoculadas utilizou-se anticorpos policlonais
produzidos contra as estirpes Z67 e Sp7 usando a
metodol ogia descrita por Reis et al., (2000). O método
de imunolocalizag&o utilizou fluorocromos como
marcadores e microscopio epifluorescente. Para tal,
segmentos de raizes (0,5 a 1,5 cm) dos diferentes
tratamentos foram colhidos, corados com azul de
toluidina (10 g. L) por 5 minutos, lavados 3 vezes em
tampao fosfato (100 mM pH 6,8) e colocados em
microtubos do tipo “eppendorf” para realizagdo do
ensaio. Os segmentos foram incubados com 1 mL de
uma solugdo contendo albumina bovina (BSA 30 g.
L), diluido em tamp&o PBS por um periodo de 30
minutos a 37 °C, mantidos sob leve agitagdo. Em
seguida, as amostras foram incubadas com anticorpo
policlonal especifico para cadatratamento, diluidos na
proporcéo 1:100 em PBS e mantidos a 37 °C por 30
minutos (anticorpo primario). No caso dos tratamentos
controle e mistura, optou-se por uma mistura dos
anticorpos. Decorrido este periodo, as amostras foram
lavadas 3 vezes em tampao fosfato (100 mM pH 6,8),
incubadas com anticorpo secundario biotinilado (Sigma
Chemical) por 40 minutos a 37 °C, seguida de 3
lavagens em tampédo fosfato. Para revelar o sinal, as
amostras foram ainda incubadas em solucdo 1/10 de
estreptavidinamarcada com fluoresceinae/ou rodamina
(Sigma Chemical) diluidas em PBS por 20 minutos a
37 °C e lavadas por 5 vezes em tampéo fosfato (100
mM a pH 6,8). Os segmentos foram montados em
[&mina e laminula, apds rapida remocdo 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 microscopi o fluorescente com
o conjunto defiltros de excitac&o e barreira adequados
ao fluorocromo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Milho (Zea mays) Coleta 1
Foi observado (tabelal) que todas as bactérias
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inoculadas promoveram aumento de massa radicular
guando comparada a testemunha néo inoculada aos 6
dias apdsainoculacdo (d.a.i.), com aumentos variando
entre 195 e 252%, sendo que ainoculacéo com Z67 foi
a que promoveu maior aumento de matéria fresca de
raizes. 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 inéculo misto.
Em relagdo ao nimero de células bacterianas que se
estabeleceram endofiticamente (tabela 1), apenas a
estirpe Z67 de H. seropedicae colonizou o interior do
tecido radicular, visto que asraizesforam desinfestadas
superficialmente com cloramina T antes da contagem.
Neste caso, aos 6 d.a.i., Z67 apresentou entre 10* e 10°
células por g de raizes. A. brasilense Sp7 ndo se
estabel eceu endofiticamente, ndo sendo detectado. Os
valores para mistura representam a colonizagdo por
Z67, o que foi confirmado pelo isolamento em meio
JINFb com é&cido nalidixico e pela morfologia celular
a0 microscopio 6tico.

Tabela 1- Massafrescaderaizes (MFr) e daparte aérea
(MFpa) e nimero de células bacterianas por
grama de matéria fresca radicular de plantas
de milho (Zea mays) var. Sol da Manh& aos 6
dias apds inoculacdo média de 5 repeticoes.
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ndo ocorreu para a estirpe Sp7 ndo sendo detectado
pelo método do nimero mais provavel. O valor obtido
no tratamento mistura refere-se apenas a presenca da
estirpe Z 67.

Tabela 2- Peso da matériafresca deraizes (PMFr) eda
parte aérea (PMFpa) e nUmero de células
bacterianas por grama de matéria fresca
radicular de plantas de milho (Zea mays) var.
Sol da Manha aos 14 dias apés
inoculagdo.(Valores expressos em mg como

meédia de 5 repeticoes).
Tratamento MA MFpa LognPcds
(Mg (mg) g’
H. seropedicae 837b 112kc 387
A brasilense 7 897ab 13Ra nd?!
Z67 + 7 %la 1269 4,48
Contrdendoinocllado 810b 1001c n.d

Tratamento MR (mg) MFpa(mg) LognP
odsgt

H. seropedicae ANBa 763b 448

A braslense 7 701c 765b nd"
767 + 7 771b M a 4,07

Contrden&doinoculado 359d 437 ¢ nd

Valores seguidosde mesmaletrango diferem entresi pelo testede Tukey
ao nivel de5% designificancia. 1: n.d = ndo detectado pelo método do
nimero mais provavel (NMP); 2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67.

B) Milho (Zea mays) Coleta 2

Com as plantulas de milho inoculadas com
diferentes bactérias e analisadas aos 14 dias apés o
plantio (tabela 2), observou-se que apenas a mistura
das bactériasinocul adas promoveu 0 aumento damassa
radicular quando comparada a testemunha, com
menores aumentos se comparados aquel es apresentados
na primeira coleta, variando entre 3 a 17 %. No
parametro massa fresca da parte aérea a mesma
tendénciafoi observada com incrementos entre 26 a 38
% para a mistura e a inoculagdo Unica com a estirpe
Sp7, quando comparados ao controle ndo inoculado. O
nimero de células bacterianas que se estabeleceram
endofiticamente, aos 14 d.a.i. (tabela2), seguiu amesma
tendéncia da coleta 1, onde apenas a estirpe Z67 de H.
seropedicaefoi detectadano interior do tecido radicular.
Baseado nestes dados podemos concluir quea estirpe
Z67 possui capacidade de estabelecer-se
endofiticamente em milho var. Sol da Manha, o que

Val ores seguidosde mesmaletrango diferem entres pelo testede Tukey
ao nivel de5% designificancia. 1: n.d = no detectado pelo método do
nimero mais provavel (NMP); 2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67

C) Arroz (Oriza sativa)

Os dados contidos na tabela 3, séo referentes ao
acumulo de massa fresca de raizes e da parte aérea de
plantas de arroz variedade IR42 aos 12 dias apds a
inoculagdo com H. seropedicae estirpe Z67,
Azospirillum brasilense estirpe Sp7, isolados ou em
mistura. Para 0 arroz, ndo houve um efeito claro da
inoculacdo, as plantas de modo geral ndo apresentaram
bom crescimento. Com relac@o ao estabel ecimento
endofitico das bactérias inoculadas, apenas H.
seropedicae Z67 foi habil em colonizar o interior das
raizes de plantas de arroz variedade 1R42. Resultados
similares aquel es obtidos paraa contagem das bactérias
nas plantas de milho nas duas coletas, comprovaram
que para ambas espécies hospedeiras a estirpe Z67
apresentou maior capacidade de estabelecimento
endofitico quando comparada a estirpe Sp7 (Tabela 3).

Tabela 3- Massafrescaderaizes (MFr) e daparte aérea
(MFpa) e nimero de células bacterianas por
grama de matéria fresca radicular de plantas
de arroz (Oriza sativa) var. IR42 aos 12 dias
apos inoculagdo. Média de 5 repeticoes.

Tratamento MA (mg) MFpa Logn®cds
(mg) g*
H. seropedicae 3lab 47b 3,00
A brasilense 7 27a 54b nd?!
767 + 7 29ab 64a 4,07
Contrd e ndo inoculado Ba 52b n.d

Valores seguidos demesmaletrando diferementre s pelotestede Tukey
ao nivel de5% designificancia. 1: n.d = ndo detectado pelo método do
nimero mais provavel (NMP); 2: Valores correspondentes a H.
seropedicae Z67.
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D) Imunolocalizacdo das bactérias em raizes
inoculadas

Segmentos de 0,5 a 1,5 cm de raizes de milho Sol
da Manhé e arroz 1R42 dos diferentes tratamentos,
recém coletados e lavados em &gua, foram processados
paraarealizacdo datécnicado imunofluorescénciacom
0 objetivo de identificar e localizar as bactérias
inoculadas. Para tal, foram utilizados anticorpos
policlonais especificos produzidos paraH. seropedicae
Z67 e A. brasilense Sp7. No caso da estirpe Sp7, foi
também utilizado um anticorpo monoclonal especifico
para lipopolisacarideos (L PS) da parede celular.

A avaliacdo dos segmentos de raizes de milho e
arroz inoculados com H. seropedicae, ao microscopio
epifluorescente evidenciou principalmente a presenca
da bactéria aderida em monocamada e mais
predominantemente em microagregados na superficie
das raizes na regido de elongamento/diferenciacéo e
zonadeformag&o de pélosradiculares. Baixafreqiéncia
de colonizac&o foi observada na superficie dos pélos
radiculares e na regido préxima a coifa. O padréo de
colonizagdo na forma de microagregados esta bem
representado nas Figuras 1 e 2, onde respectivamente
foram observadas uma grande densidade de
microcol6nias aderidas a superficie da raiz préximo
a0 sitio de saidade raizes|aterais e nazonade formagdo
de pélos. Comparada a colonizag&o da estirpe Z67, A.
brasilense estirpe Sp7, aderiu muito pouco a superficie
das raizes de ambas as espécies testadas, colonizando,
embora em baixa frequéncia, porém em algumas vezes
com elevada densidade a superficie dos pélos
radiculares (Fig. 3) e a zona de elongamento radicular
(Fig. 4). Segmentos de raizes previamente observados
para colonizagéo superficial das raizes, foram
congelados em nitrogénio liquido e seccionados a méo
livre sob baixa temperatura para obtencéo de cortes
transversais. Estes cortes foram reexaminados ao
microscopio fluorescente para observacdo do
estabelecimento endofitico. O exame destas sectes
transversais corrobora com os dados populacionais de
contagem em meios semi-especificos indicando que
apenas H. seropedicae estirpe Z67 foi capaz de
estabel ecer-se endofiticamente. No caso do milho, a
bactéria foi encontrada colonizando células do
parénquimacortical (Fig. 5) eno arroz, abactériaestava
aderida a parede celular de células do aerénquima em
formacéo e da endoderme (Fig. 6). Nenhum sinal
especifico para e estirpe Sp7 foi observado no interior
das raizes de ambas as espécies confirmando so dados
de cultivo.

A maioria dos segmentos de raizes ndo inoculadas
ndo exibiram sinal relativo a presenca das bactérias
inoculadas (Fig 7). Porém, em algumas amostras 0s
anticorpos utilizados localizaram poucas bactérias.
Estes resultados podem ser de estirpes de
Herbaspirillum ou Azospirillum naturalmente
associadas as plantas e que foram detectadas pelo
método. Os dados da microscopiacorroboram os dados
de contagem de células, evidenciando mais uma vez
que, apenas a estirpe Z67 foi capaz de infectar e
estabel ecer-se no interior dos tecidos da planta. Esta
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informagao é de grande valia em programas de selegdo
de estirpes para inoculagdo, cujo carédter endofitico é
relevante. Cabe ressaltar também que a técnica de
imunofluorescéncia aqui utilizada é de féacil execugédo
e apresenta grande eficacia na avaliacéo de um grande
nimero de amostras de raizes para a localizagéo de
bactérias de interesse. O primeiro passo da interagdo
endofitica, aadesdo, pode ser rapidamente avaliado por
esta técnica. Em uma seguinte etapa, a avaliacdo do
estabel ecimento endofitico pode ser também realizada
através da obtencdo e sele¢do de cortes transversais
adequados a observacdo, com avantagem de observar-
se previamente segmentos mais densamente
colonizados, antes de se proceder ao corte, o que
aumenta a chance de sucesso na localizagdo das
bactérias no interior das raizes.

Figuras 1-4: Fotomicrografias de fluorescéncia de
segmentos de raizes de arroz, variedade
IR42, incubadas com anticorpos policlonais

especificos para Herbaspirillum
seropedicae e Azospirillum brasilense.

Figura 1: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando por
meio de microagregados (setas), aregido da superficie das raizes de
arroz, préxima a zona de emergéncia de raizes laterais (estrela).
Aumento de 450X.

Figura 2: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando por
mei o de microcol 6nias (setas), asuperficie dasraizesde arroz, nazona
de elongamento radicular. Aumento de 620X.

Figura3: Azospirillumbrasilense estirpe Sp7 col onizando densamente
asuperficiedos pélosradiculares (setas). Aumento de 1200X.
Figura4: Azospirillumbrasilense estirpe Sp7 colonizando asuperficie
dasraizesdearroz. Notar o baixo nimero de microcolénias aderidasa
superficieradicular nazonade elongamento (setas) quando comparada
ao tratamento inoculado com Her baspirillum seropedicae. Aumento
de550X.
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Figuras 5-7: Fotomicrografias de fluorescéncia de
raizes de arroz variedade IR42 e milho
variedade Sol da Manhg, incubados com
anti corpos especificos paraH. seropedicae
e A. brasilense.

Figura 5: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando o

interior dasraizes de milho, provavel mente intercel ularmente entre as

células do parénquima cortical (setas). Aumento de 630X.

Figura 6: Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 colonizando o

interior dasraizes de arroz, aderidanaformade microcoldniasaparede

celular naregido do aerénquimacortical (setas). Aumento de 440X.

Figura 7 : Superficie radicular de plantas de arroz ndo inoculadas,

evidenciando a auséncia de sinal fluorescente especifico oriundo da

colonizacéo de Herbaspirillum e Azospirillum. Aumento de 230X.

Nestes ensai0s, utilizando como indculo as estirpes
Z67 de Herbaspirillum seropedicae e Sp7 de
Azospirillum brasilense, observou-se aumento
consideravel de massa radicular e parte aérea em
plantas de milho analisadas 6 dias apds a inocul agéo,
concordando com dados de pesquisas, onde 60 a 70 %
dos experimentos demonstraram efeitos benéficos da
inoculagéo de Azospirillum sobre o crescimento ou
producéo de algumas culturas de cereais e até
leguminosas (Okon et al., 1996). Esta bactéria além
de diazotrofica produz substancias promotoras de
crescimento como &cido indol acético (AlA),
giberelinas e citocininas (Tien et al., 1979), atuando
na morfologia e fisiologia das raizes das plantas com
as quais se associa (Okon e Kapulnik, 1986),
promovendo aumento do peso radicular, resultando
numamaior superficie especifica, auxiliando namelhor
exploracdo do solo e na captacdo de agua e nutrientes.

O melhor desenvolvimento das plantas de milho
comparada as plantas de arroz, esta relacionado a
capacidade de fornecimento de metabdlitos, ja que os
microrganismos diazotréficos dependem do
fornecimento de metabdlitos pelas plantas para
expressarem sua capacidade de fixar biologicamente o
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N, atmosfeérico e/ou produzir hormaénios de crescimento.
Estes ensaios que foram conduzidos em substrato estéril
e pobre nutricionalmente, a planta, s dispds das
reservas dasemente paraseu desenvol vimento, 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 populagdo microbiana.

Baldani et al. (1987), inoculando diferentes estirpes
de Azospirillum spp. em plantas de arroz em condi¢des
de campo e utilizando métodos de esterilizacdo e
contagem pelo nimero mais provavel (NMP),
verificaram que a estirpe Sp245, isolada de trigo,
colonizou o interior das raizes e forneceu mais
nitrogénio as plantas de trigo do que a estirpe Sp7,
isoladade Digitaria sp., aqual foi incapaz de colonizar
o interior das raizes. Resultados semelhantes foram
encontrados neste trabalho onde a estirpe Sp7 néo foi
encontradano interior do vegetal através daobservacéo
ao microscopio 6tico e isolamento em meio semi-
seletivo INFb com é&cido nalidixico em amostras
esterilizadas superficialmente. J4 a colonizagédo
endofitica da estirpe Z67 de Herbaspirillum
seropedicae, parece ser um fendmeno comum, também
detectado por Olivares et al. (1997), que mostraram
gue Herbaspirillum spp. era capaz de penetrar nas
plantulas de cana-de-acUcar, preferencialmente via
feridas provocadas pelo crescimento de raizes.

A técnicade imunofluorescénciatem sido usadana
identificac8o, quantificacdo e visualizagéo de células
in situ e em estudos de interagdes entre plantas e
microrganismos, como bactérias fitopatogénicas em
plantas (Van Overbeek et al., 2002), na deteccéo de
agentes causais de doencas em animais (Wairagkar et
al., 2001), naidentificacdo de Azospirillum em plantas
de trigo previamente inoculadas (ARmus et al., 1997)
e demonstrou-se adequada neste trabalho nalocalizagdo
dos microrganismos alvos, sendo sensivel e de rapida
visualizagéo.

Nos resultados encontrados através da técnica de
imunoflorescéncia nos ensaios com milho, tanto aos 6
como aos 14 dias ap0s a inoculagdo e arroz, indicam
gue apenas aestripe Z67 de Herbaspirillum seropedicae
demonstrou capacidade de estabel ecimento endofitico,
concordando com Schloter et al., (1994) que utilizaram
a mesma técnica e anticorpos monoclonais contra as
estirpes Sp254 e Sp7 em trigo e ABmus et al. (1995),
gue utilizaram sondas oligonucleotidicas especificas e
marcadas com fluorocromos, acoplados com
microscopia confocal e que chegaram a conclusdo que
a estirpe heter6loga Sp7 foi encontrada somente
colonizando a superficie das raizes. Ja a estirpe 267
foi encontrada por Baldani (1996) colonizando os
espacos intercelulares das raizes de arroz atraveés das
técnicas de microscopia otica e eletrénica de
transmisséo.
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