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Introdução

Microrganismos endofíticos podem ser classificados como fungos e bactérias que habitam no interior das plantas, como 
suas partes aéreas, folhas e caules sem originar ao que tudo indica nenhum agravo a seus hospedeiros. Bactérias 
endofíticas podem ser benéficas ao seu hospedeiro, produzindo compostos naturais que tem potencial uso agrícola, 
tendo sido isolados de flores, frutas, folhas, caules, raízes e sementes de várias espécies de plantas (Christy e Sudha, 
2014; Kobayashi e Palumbo, 2000). Os microrganismos são cultivados para muitas finalidades. Os meios de cultura 
utilizados nos laboratórios para o cultivo de microrganismos disponibilizam os nutrientes imprescindíveis para o 
crescimento e manutenção. O Ágar nutritivo é universalmente usado como meio de propagação no cultivo de extensa 
gama de bactérias. O BDA (batata, dextrose, ágar) é comumente usado para isolamento e crescimento de ampla gama 
de fungos. Os custos elevados dos meios de cultura dificultam a sua utilização em laboratórios. Desse modo a busca 
por fontes alternativas para diferentes meios de cultura tem sido foco da pesquisa cientifica atual. Geralmente, os 
materiais mais baratos disponíveis são, cereais e leguminosas, podendo servir como meio nutritivo alternativo para 
cultivar bactérias. 

Diante disso o objetivo do trabalho foi selecionar meios de cultura alternativos contendo milho e alpiste para 
multiplicação de células bacterianas.

 

 

Material e métodos

A. Seleção do isolado

 

O experimento foi conduzido no laboratório de Fitopatologia e Microbiologia da Universidade Estadual de Montes 
Claros – Campus Janaúba. Para realização dos ensaios foi utilizado o isolado 24 de Paenibacillus lentimorbus
. O isolado foi multiplicado em meio TSA (Tripyki Soy Agar) e armazenado em B.O.D durante 24 horas a 28 ºC. 

 

B. Condução do método

                Os tratamentos consistiram em diferentes tipos de meios de cultura contendo: alpiste, alpiste grão, milho, 
milho grão e a testemunha (TSA). Os meios foram preparados da seguinte forma: em 500 mL de água destilada 
acrescentou-se 10 g de açúcar cristal, 3g de cloreto de sódio (NaCl) e 3 g de fosfato de potássio (KH PO
). Esta solução teve seu pH medido e corrigido com hidróxido de sódio a 0,5% mol para pH 7,0. Logo após, a solução 
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foi acondicionada em potes contendo 50 mL cada e autoclavdos a 120 ºC durante 20 minutos. Foram separados 4 potes, 
um com 5 g de alpiste, outro com 5 g de milho tipo canjiquinha, outro com 1g de alpiste e o último com 1g de milho 
tipo canjiquinha. Os potes foram autoclavados a 120 ºC. Posteriormente os potes contendo os tratamentos (5 g de 
alpiste, 5 g milho tipo canjiquinha, 1g de alpiste e 1g de milho tipo canjiquinha) foram adicionados aos potes com 50 
mL com solução de incrementos e agitados em incubadora do tipo “Shaker” a 120 rpm por 48 horas a 28°C. Após esse 
período, foi utilizado o caldo proveniente dos tratamentos 5 g, sendo feita a diluição, retirando-se 1 mL do mesmo e 
acrescentando em tubos de ensaio contendo 9 ml de água autoclavada até atingir a diluição 10 . O plaqueamento -5
ocorreu retirando 100 ?L da bactéria diluída a 10  pipetando em placa de Petri e com o auxílio da alça de Drigalski -5
realizou-se o espalhamento. Os grãos de milho e alpiste contendo 1 g foram triturados e acrescentou-se 50 mL da água 
com solução de incrementos, sendo em seguida feita a diluição conforme o processo anterior. A testemunha foi o TSB 
(Tryptic Soy Broth). Para multiplicação do isolado bacteriano foi retirada uma alíquota de 100 ?L do isolado contido 
em “eppendorf’ e adicionada em placa contendo meio TSA (tryptic soy agar). Utilizou-se a alça de Drigalsky para 
espalhar o isolado em placa. As placas vertidas com a bactéria foram mantidas em B.O.D. a 25°, durante 48 horas e 
sem luz. As placas contendo o isolado foram lavadas, retirando-se toda a massa de bactérias. Em seguida foram 
acondicionadas em tubos e levados para centrífuga com rotação de 120 rmp durante 15 minutos. Retirou-se o sobre 
nadante dos tubos ficando só o precipitado. Adicionou-se ao precipitado 90 mL de solução salina (0,85% NaCl) estéril, 
dando um volume final de 100 mL, com agitação por 20 minutos. A solução foi diluída até a concentração de 10
. Alíquotas de 100?l foram pipetadas em placas de Petri com os meios citados acima e espalhadas com alça de 

-5

Drigalsky. As placas foram incubadas em câmara de crescimento com temperatura de 25°C em escuro continuo. 
Procedeu-se a avaliação com 24 horas contando-se o número de unidades formadoras de colônias (u.f.c./mL).



O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo 4 tratamentos e cinco repetições. A 
análises estatísticas foram realizados pelo software Sisvar versão 5.6 (FERREIRA, 2000). Sendo realizado o teste F 
para significância e o teste Tukey para comparação das médias dos diferentes tratamentos.

 

 

Resultados e discussão

 

O meio milho grão 1g proporcionou os maiores valores de u.f.c./mL, sendo seguido por milho 5 g. ambos diferiram 
significativamente da testemunha (TSB). Todar (2012) afirmou que o crescimento de bactérias é afetado pelos 
principais elementos (C, H, O, N, S. P, K, Mg, Fe, Ca, Mn) e oligoelementos (Zn, Co, Cu, Mo), possivelmente o milho 
disponibiliza esses nutrientes em um menor espaço de tempo, possibilitando um crescimento de u.f.c. superior. Os 
tratamentos alpiste 1 g e 5 g não diferiram da testemunha TSB.  Outros fatores também podem influenciar o 
crescimento bacteriano como pH e temperatura.

 

 

Conclusões

 

Os meios, milho 1 g e milho 5g demonstraram resultados promissores como fontes de meio de cultura bacteriano 
alternativos, sendo possível sua utilização, pois é de fácil acesso e baixo custo financeiro.
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Tabela 1. Unidades formadoras de colônia ufc, em meios de cultura alternativos.

 

Meios de cultura

 

u.f.c./mL

Milho grão 1g 519,0 a

Milho 5 g 272,6 b

Alpiste 1 g 73,80 c

TSB 51,20 c

Alpiste Grão 5 g 32,60 c

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CV(%)             15,28

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se ao teste Tukey a (p>5%).


