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Fingerprinting molecular de
bactérias endofiticas isola-
das de sementes de milho
‘BRS Gorutuba’

Resumo

Este trabalho teve por objetivo isolar e avaliar a variabilidade genética de
bactérias presentes no interior das sementes do milho (Zea mays L.), cultivar
BRS Gorutuba. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micro-
biologia do Solo na Embrapa Semiarido. As sementes foram sanitizadas e,
em seguida, 20 g foram trituradas em 180 mL de solugéo salina esterilizada.
Para o isolamento bacteriano, prosseguiu-se a diluicdo seriada até 10*. As
amostras foram espalhadas em placas de Petri em trés diferentes meios de
cultura (DYGS, YMA e agar nutriente), em triplicata. As placas foram incuba-
das a 28 °C até o aparecimento das colbnias bacterianas puras, que foram
estocadas e depositadas na Colecao de Cultura de Micro-organismos de In-
teresse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA). Todos os isolados tiveram
o DNA extraido com a utilizagdo do kit de extracdo de DNA, seguindo-se as
instrugbes do fabricante. A avaliagdo da variabilidade genética foi realizada a
partir da analise do fingerprinting molecular por meio da técnica de Box-PCR.
Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese e os perfis foram ava-
liados no programa Bionumerics. Foram obtidos 26 isolados bacterianos a
partir das sementes do milho, que apresentaram grande variabilidade gené-
tica.
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Introducao

O milho é um cereal produzido e consumido em diversos paises na alimen-
tacdo animal e humana. O Brasil tem se destacado nos ultimos anos como
o terceiro maior produtor mundial do grdo (CONAB, 2018). No Nordeste bra-
sileiro, onde é bastante explorado pela agricultura familiar, possui grande re-
presentatividade na economia para os pequenos e médios agricultores.

Apesar de ser frequentemente cultivado com baixo aporte tecnoldgico, o mi-
Iho é bastante exigente em nutrientes, sendo necessario até 90 kg de N ha”
para alcancar uma produgdo de 2 a 3 ton ha' no Semiarido (Duete et al.,
2009). A baixa produtividade em solos com baixa disponibilidade de nutrien-
tes e a preocupagédo com os danos ambientais gerados pelo uso inadequado
de fertilizantes na producdo agricola tém demandado pesquisas que pos-
sibilitem elevar os niveis de produtividade, sem prejuizos ao ambiente. Os
trabalhos tém se voltado para a identificagdo de micro-organismos benéficos
associados as plantas, capazes de promover crescimento vegetal em cultu-
ras cultivadas (Hungria et al., 2010; Alves et al., 2014).

Aiinoculagao de bactérias promotoras de crescimento vegetal pode trazer be-
neficios praticos para gramineas por mecanismos como a fixagdo do nitrogé-
nio atmosférico, solubilizagdo de compostos minerais como fésforo, produgao
de siderdforos e producao de reguladores do crescimento vegetal (Arruda et
al., 2013). Como resultado, é possivel substituir, em parte, a adubagédo mine-
ral, com incrementos no desenvolvimento da raiz, melhorando a absorgao de
nutrientes e agua, além de reduzir os efeitos dos estresses ambientais. Es-
ses beneficios representam aumento significativo na produtividade do milho
(Alves et al., 2014).

O estudo de diversidade de bactérias associadas as gramineas pode ajudar
a conhecer as comunidades endofiticas comumente associadas, bem como
identificar isolados com potencial para a producéo de inoculantes que pos-
sam substituir, parcialmente, a utilizagéo de fertilizantes quimicos.

Este trabalho teve por objetivo isolar e avaliar a variabilidade genética da
comunidade de bactérias associadas de sementes do milho cultivar BRS Go-
rutuba.
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Material e Métodos

As sementes de milho, cultivar BRS Gorutuba, foram sanitizadas, utilizando-
-se alcool 96 °GL por 30 segundos, hipoclorito de sodio 3% por 5 minutos e
dez lavagens sucessivas com agua destilada autoclavada (ADE). Em segui-
da, 20 g de sementes foram trituradas em 180 mL de solugéo salina esteri-
lizada e prosseguiu-se a diluigdo seriada até 10*. As amostras de todas as
diluicbes foram espalhadas em placas de Petri, com o auxilio de uma alga de
Drigalski, em trés diferentes meios de cultura (DYG’s, YMA e agar nutriente),
em triplicata. As placas foram incubadas a 28 °C para o crescimento dos
isolados. Os isolados foram repicados sucessivas vezes até a obtencao de
colbnias puras e depositados na Coleg¢ao de Cultura de Micro-organismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA).

Todos os isolados crescidos tiveram o DNA extraido utilizando-se o kit de
extragdo de DNA genémico Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega),
seguindo-se as instrugdes do fabricante.

A avaliacdo da variabilidade genética foi realizada a partir da analise do fin-
gerprinting molecular por meio de reagdo de PCR, utilizando-se o iniciador
Box-A1. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, fotografados em transiluminador UV e os perfis foram avalia-
dos no programa Bionumerics 7.6.

Resultados e Discussao

Foram obtidos 26 isolados endofiticos das sementes do milho. Pelo dendro-
grama de similaridade com base no fingerprinting dos isolados, por meio da
técnica de Box-PCR, observaram-se nove Clusters distintos, com aproxima-
damente 60% de similaridade (Figura 1).

O Cluster | foi formado por 4 isolados crescidos nos trés diferentes meios de
cultivo. Os Clusters Il, VIl e VIII foram formados por apenas um isolado, o
primeiro crescido em meio DYGS e os demais em agar nutriente. Os Clusters
I, 1V, V e VI foram formados por isolados crescidos em pelo menos dois
meios de cultura. No Cluster IX, foram agrupados apenas isolados crescidos
em meio DYGS. Apenas nos Clusters IV e VI, observou-se a presenga de
isolados com 100% de similaridade. Os isolados M1 e M2, crescidos em meio
agar nutriente, no primeiro; os isolados M3, M6, M8, M10, crescidos em meio
agar nutriente e M18, crescido em DYGS, no segundo.
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A técnica de Box-PCR permite identificar a presenca de isolados idénticos.
Logo, é possivel inferir que os isolados M1 e M2; M3, M6, M8, M10 e M18 séo
clones. A baixa similaridade entre os demais isolados, independente do meio
de cultura no qual foram crescidos, pode ser relacionada a alta variabilidade
genética das bactérias endofiticas da semente do milho. A técnica de Box-
-PCR também foi utilizada por Vergara et al. (2014) com bactérias isoladas
de diferentes solos, possibilitando identificar os isolados geneticamente dife-
rentes e excluir possiveis clones.

Os resultados demonstraram maior abundancia e variabilidade das bactérias
obtidas das sementes de milho nos meios de cultivo DYGS e agar nutriente.
A utilizagéo de diferentes meios de cultivo para o crescimento pode ser uma
abordagem interessante para o isolamento de bactérias endofiticas do milho,
uma vez que apresentou efeito discriminatério entre os isolados.

O isolamento e a caracterizacao de isolados bacterianos de Oryza gluma-
epatula (Poaceae) em solos do Cerrado de Roraima, realizado por Fernan-
des Junior et al. (2013), indicaram grande diversidade entre a comunidade
bacteriana, inclusive com a identificagdo de estirpes com potencial para a
promogao de crescimento vegetal. As espécies da familia Poaceae apresen-
tam grande potencial para estabelecer interacdo com algumas bactérias que
promovem o crescimento das plantas. Frequentemente, essas plantas séo
colonizadas por bactérias dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Burkhol-
deria e Sphingomonas.

As bactérias endofiticas isoladas da semente podem ser benéficas para a
germinacgao e o estabelecimento de plantulas, uma vez que ja estao presen-
tes nos estagios iniciais de crescimento das plantas (Truyens et al., 2014) e,
possivelmente, irdo colonizar os tecidos, podendo promover o crescimento
da planta.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade obtido a partir de perfis gerados por meio de
Box-PCR.
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Conclusao

Existe grande diversidade de bactérias endofiticas na semente do milho que
podem migrar para a parte aérea, raiz e rizosfera para promover o crescimen-
to da planta.
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