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RESUMO GERAL

MARINEIDE RODRIGUES DO AMORIM. Caracterizagdo de isolados rizobianos
noduladores de feijdo fava em solo dos estados do Ceara, Maranhdo e
Piaui. Total de paginas: 61. Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

Os rizébios sao bactérias noduliferas que apresentam grande diversidade
flogenética e genética. Podem associar-se a varias leguminosas, entre elas o
Phaseolus lunatus L. formando estruturas especificas, chamadas nédulos em
suas raizes, responsaveis pela fixacdo do nitrogénio atmosférico, podendo assim
contribuir para um melhor desenvolvimento da planta. Objetivou-se caracterizar
a partir de uma abordagem polifasica, a diversidade genética de isolados
rizobianos nativos noduladores do P. lunatus L. coletados em solos dos estados
do Cear4, Piaui e Maranhao. Os gendtipos de feijdo-fava 491 (Boca de Moca) e
468 (Fava Miuda), foram utilizados como planta isca para captura dos isolados,
em amostras de solos coletadas de regides produtoras da cultura nos municipios
de Tiangua - CE, Varzea Grande — Pl e Sdo Domingos do Maranh&o - MA.
Foram obtidos 155 isolados, sendo 49 do CE, 45 do Pl e 61 do MA, dos quais
apos realizacao de coloracdo de Gram, 75 isolados (17 — CE, 17 — PI, 41 - MA)
foram classificados como bastonetes Gram-negativos e caracterizados
morfofisiologica e bioquimicamente. Foram realizados os testes bioquimicos de
urease, protease, amilase, lipase, carboximetilcelulase (CMC), catalase,
gelatinase, solubilizacdo de fosfato e producéo de acido indol-3- acético (AlA).
Os resultados identificaram a presenca de diversidade morfofisiolégica entre os
rizébios noduladores de feijao-fava dos trés estados, com maior variacdo quanto
a producdo de muco e detalhes oOpticos. Os isolados CE06, CE19, CE32, CE36,
CE40, CE43, CE49, CE52 do Ceara, P104, PI08, PI10, PI11, PI112, PI26 do Piaui
e MA17, MA25, MA28, MA31, MA55, MA62 do Maranhdo reuniram o maior
namero de resultados positivos em relacdo aos nove testes avaliados. As
analises filogenéticas foram eficientes na diferenciacdo dos isolados
noduladores de feijao-fava encontrados em solos do CE, Pl e MA.

Palavras chave: Phaseolus lunatus L., diversidade filogenética, bactérias promotoras
de crescimento.



ABSTRACT

MARINEIDE RODRIGUES DO AMORIM. Characterization of rhizobial isolates of
bean bean in soil from the states of Ceara, Maranhdo and Piaui.
Total pages: 61 Federal University of Piaui, Teresina, 2019.

Rhizobia are nodulating bacteria that present great phylogenetic and genetic
diversity. These bacteria can associate with several leguminous plants, among
them Phaseolus lunatus L. forms specific structures, called nodules in their roots,
responsible for the N fixation, thus contributing to a better plant development.
The objective of this study was to characterize the genetic diversity of native
rhizobial isolates from P. lunatus L. in soils of Ceara, Piaui and Maranhao states,
Brazil, by using a polyphasic approach. The genotypes UFPI 491 (Boca de
Moca) and UFPI 468 (Fava Miuda) were used as trap plants for rhizobia in soil
samples collected at Tiangua - CE, Varzea Grande — Pl and Sao Domingos do
Maranhdo - MA. A total of 155 isolates were obtained, 49 from Ceara, 45 from
Piaui, and 61 from Maranhao states, which after Gram staining, 75 isolates were
classified as Gram-negative, and, then morphophysiologically and biochemically
characterized. Tests of urease, protease, amylase, lipase,
carboxymethylcellulase (CMC), catalase, gelatinase, phosphate solubilization
and indole-3-acetic acid (AlIA) production were performed. The results identified
the presence of morphophysiological diversity among the lima bean nodulating
rhizobia of the three states, with greater variation in mucus production and optical
details. The isolates CE06, CE19, CE36, CE40, CE43, CE49, CE52 from Ceara,
PI04, PIO8, PI10, PI11, PI12, PI12, PI26 from Piaui and MA17, MA25, MA28,
MA31, MA55, MA62 from Maranhao presented positive results in relation to the
nine evaluated tests. Phylogenetic analyzes were efficient in the differentiation of
the isolates found in soils of Ceara, Piaui and Maranhao.

Keywords: Phaseolus lunatus, phylogenetic diversity, growth promoting bacteria.
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1 INTRODUCAO

Phaseolus lunatus L., conhecido popularmente como feijdo-fava € uma
leguminosa da familia Fabaceae que tem origem Mesoamericana e Andina.
Possui boa adaptacéo e distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais, sendo
cultivada nas Américas do norte e sul, Europa, Africa e Asia. Das duas
variedades botanicas existentes (P. lunatus var silvester e P. lunatus var
lunatus), a lunatus € a mais utilizada e inclui os subgrupos “Batata”, “Sieva” e
“Lima grande”.

Espécie de importancia do género Phaseolus, possui boa adaptacdo a
condi¢cbes ambientais adversas e potencial de producéo, alto valor nutricional e
econdmico. Os graos sdo fontes de proteina para a alimentacdo humana e
animal e a biomassa vegetal pode ser utilizada como adubo verde ou cultura de
cobertura aumentando a protecao e fertilidade dos solos agricolas.

A cultura destaca-se no Nordeste brasileiro como alternativa alimentar e,
embora importante, possui baixa produtividade. Uma das principais razdes para
essa produtividade é a falta de cultivares e a baixa fertilidade natural dos solos
tropicais, principalmente em nitrogénio (N). Entretanto, o P. lunatus possui a
capacidade de associar-se com bactérias fixadoras de N e, desta forma,
absorver o elemento através da fixacdo biologica do nitrogénio (FBN). O
processo de FBN em leguminosas € realizado por bactérias diazotroficas do solo
comumente conhecidas por rizobios.

A FBN em P. lunatus € muito variavel e a eficiéncia depende de fatores
genéticos da planta e da bactéria. Durante a simbiose, a planta libera exsudados
pelas raizes, entre eles os flavonéides que sdo essenciais na nodulacdo e que
ativam a expressdao dos genes, 0S quais sdo responsaveis por disparar as
sequéncias de eventos que constituem na formacdo do nédulo e subsequente
fixacdo de nitrogénio.

Os rizébios podem interagir com hospedeiros especificos ou com diversas
espécies de leguminosas, dentre elas o P. lunatus L. O conhecimento sobre a
diversidade e distribuicdo de bactérias noduladoras nessa espécie em areas
produtoras de P. lunatus L. no Brasil, e em especial na regido Nordeste sao
escassos. Neste sentido, é importante avaliar a diversidade de bactérias

noduladoras desta leguminosa afim de selecionar estirpes de rizbios
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competentes na formacao de nédulos, eficientes na FBN e que sejam resistentes
as condicOes de estresses ambientais. As diferentes caracteristicas fenotipicas e
genotipicas que essas bactérias possuem, podem ser diferenciadas em futuros
programas de selecao de rizobios.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi estimar a diversidade genética de
isolados rizobianos nativos noduladores do P. lunatus L. coletados em solos dos
estados do Ceard, Maranhao e Piaui.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Phaseolus lunatus L.

As leguminosas do género Phaseolus possuem importancia econdémica
no mundo. Este género € formado por cinco espécies cultivadas: P. vulgaris L.,
P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman
(Duran et al., 2014), onde P. lunatus L. é uma espécie de importancia
socioeconbmica (Matsubara e Zuninga D’avila, 2015; Li et al., 2015; Costa et
al., 2017b).

O P. lunatus L., conhecido no Brasil como feijao-fava ou fava é uma
espécie com grande capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, com
tolerancia a seca, excesso de umidade e ao calor, caracterizando-se por elevada
diversidade genética e potencial de producéo (Vieira, 1992; Oliveira et al., 2014).

A espécie P. lunatus € constituida de trés subgrupos: 1) Sieva, com
sementes de tamanho médio e plano; 2) Batata, com sementes pequenas e
globulares; e 3) Grande lima, com sementes grandes e planas (Silva et al.,
2017). As sementes dessa espécie possuem alto valor nutricional, sendo
constituidas de proteinas, carboidratos, vitaminas, aminoacidos, minerais e
fibras. Os grdos sdo consumidos na forma verde, seca ou como vagem, sendo
utilizados nas mais diferentes culinarias pelo mundo (Vieira,1992, Santos et al.,
2002).

No Brasil, embora seja cultivada em todos os estados e possua maior
capacidade de adaptacédo que o feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), o cultivo
do feijdo-fava ainda é limitado. Isto ocorre, devido a inexisténcia de cultivares
comerciais para fins de producdo em grande escala, o que dificulta a aquisicédo
de sementes (Rocha, 2018). A regido Nordeste concentra a maior produtividade
dessa leguminosa, onde possui importancia socioecondémica, sendo utilizada
como fonte alternativa de alimento e renda (Silva et al.,, 2015). A producédo €&
realizada em areas de pequenos produtores familiares, em consércio com milho,
mandioca, ou mamona (Silva, 2015), sem a adi¢ao de tecnologia, como o uso de
gendtipos que visem o0 aumento de produtividade, o que gera baixo rendimento
(Santos et al., 2002).

O P. lunatus L., assim como as demais espécies do género, possui
capacidade de associar-se simbioticamente com bactérias denominadas

rizobios e, desta forma, absorver N através da FBN (Lira Junior et al., 2015). O


https://link.springer.com/article/10.1007/s13199-017-0475-6#CR13
https://link.springer.com/article/10.1007/s13199-017-0475-6#CR14
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feijdo-fava para produzir 1,5 t ha* de gréos necessita de aproximadamente 100
kg N (Lopes et al., 2015). Com isso, 0 primeiro passo para o sucesso do cultivo
dessa leguminosa € a selecdo de isolados de rizébios simbiontes eficientes no
fornecimento do nutriente para a cultura (Costa et al., 2017b).

2.2 A simbioserizébio- Phaseolus lunatus L.

Os rizébios sdo um grupo especial de bactérias do solo, do tipo gram-
negativas e aerébias obrigatérias, capazes de induzir e invadir os tecidos de
raizes e caules formando com as leguminosas uma interacdo complexa em
gue ambas obtém beneficio nutricional (Rajwar et al., 2013, Nocelli et al.,
2016).

A estrutura simbionte formada dessa associacdo é conhecida como
nodulo, no qual os rizébios exercem fungdes essenciais na interagdo com as
plantas (Baginsky et al., 2015, Zeng et al., 2016). Esses microrganismos
atuam no processo de FBN contribuindo para a nutricdo nitrogenada das
leguminosas e melhorando a fertilidade do solo (Moreira et al., 2010;
Figueiredo et al., 2013; Agrawal e Shukla, 2016).

Os rizobios formadores de nodulos em leguminosas possuem ampla
diversidade morfolégica, fisioldgica, bioquimica, genética e filogenética (Orrell
e Bennett, 2013; Masson- Boivin e Sachs, 2018). Existem em torno de 15
géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio, distribuidas em mais de 113
espécies conhecidas. Os géneros simbiontes sao Agrobacterium, Allorhizobium,
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cupriavidus, Devosia,
Herbaspirrilum, Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum,
Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella e Sinorhizobium (Chidebe et al., 2017).

As pesquisas de FBN com o género Phaseolus tem concentrado-se na
espécie de P. vulgaris, onde ja existem estirpes de rizobios recomendaveis
para uso comercial. No entanto, ha poucos trabalhos sobre a FBN em P.
lunatus, o que torna necessario ampliar os estudos sobre essa cultura (Costa
et al., 2017a). No Brasil, por exemplo, ainda ndo ha isolados com potencial
para serem selecionadas como inoculantes para a cultura de P. Lunatus
(Antunes et al., 2011). Em um dos estudos relacionados a eficiéncia de

isolados de rizébios em P. lunatus, Costa et al., (2017a), utilizaram estirpes
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isoladas de nodulos de Vigna unguiculata (UFLA 03-144 e UFLA 03-
84), Campsiandra surinamensis (INPA 104A), Inga sp. (INPA 54B)
e Swartzia sp. (INPA 86A) em solos da AmazOnia para inocular com feijao-
fava. Os resultados mostraram isolados eficientes na fixacdo de nitrogénio

tanto em condi¢cbes axénicas quanto em vasos de Leonard.

2.3 Diversidade de rizébios associados ao Phaseolus lunatus L.

Os estudos de diversidade de rizdbios estao relacionados a varios géneros
de leguminosas tais como Phaseolus, Medicago, Melilotus, Trifolium, Glicina.
(Santos et al., 2008). Estes estudos se baseiam no conceito polifasico, que
aborda as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e filogenéticas. A analise
polifasica é uma ferramenta para estimar a diversidade dessas bactérias no solo,
além de facilitar a compreensao da biologia e evolugcdo da sua simbiose com
leguminosas (Straliotto, 2010).

Os primeiros estudos demonstraram que o principal simbionte para o
feijdo-fava nos centros de diversidade dessa leguminosa € Bradyrhizobium
(Ormeno-Orrillo et al., 2006; Lépez-Lopez et al., 2013). Estudos posteriores
descrevem que o P. lunatus se associa a bactérias do género Rhizobium e
Sinorhizobium (Duréan et al., 2014; Aradjo et al., 2015).

Allen e Allen (1939) utilizando a caracterizacdo morfofisiologica e
bioquimica verificaram que os rizobios possuem variacdo na habilidade de
nodular determinadas espécies de leguminosas, dentre elas, o Phaseolus
lunatus que exibiu baixa capacidade de producdo de nddulos. Thies et al.,
(1991) ao analisarem a capacidade de inoculacéo de trés estirpes de rizébios
eficazes em sete tipos de leguminosas, verificaram que a resposta de
inoculacdo do P. lunatus foi dependente da presenca de rizébios nativos nos
locais de cultivo.

A habilidade dos rizébios nativos nodularem Phaseolus em solos onde
essa leguminosa ndo é nativa, requer cultivos anteriores da mesma. Araujo et
al., (2017), ao avaliarem a capacidade de nodulacdo de diferentes genétipos
de P. lunatus em solos da Califérnia: previamente plantados com P. lunatus,
com histérico de plantio de outros tipos de leguminosas, exceto P. lunatus e

sem plantio de leguminosas, constataram que solos que ndo possuiam


https://link.springer.com/article/10.1007/s13199-016-0465-0#CR8
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plantios anteriores de P. lunatus ndo continham rizébios nativos ou
introduzidos, capazes de nodular multiplos genétipos dessa leguminosa.

A maioria dos estudos relacionados ao feijao-fava ainda sao limitados ao
Peru e México (Ormefio-Orrillo et al., 2006; Lopez-Lopez et al., 2013; Durén et
al., 2014; Matsubara e Zuninga D’avila, 2015). No Peru, o primeiro estudo
relacionado a diversidade de rizdbios em feijao-fava foi conduzido por Ormefio-
Orrillo et al., (2006), através de andlises morfofisiologicas e filogenéticas. Neste
estudo o principal género nodulante dessa leguminosa foi o Bradyrhizobium. As
analises filogenéticas utilizando os genes nifH e nodB evidenciaram que 0s
isolados estdo distribuidos em trés clados distintos dentro do género
Bradyrhizobium. Posteriormente, Ormeno et al., (2007), ao conduzirem novos
estudos observaram a presenca de espécies noduladoras do género
Rhizobium e Sinorhizobium no mesmo local anteriormente analisado.

Os primeiros relatos sobre bactérias noduladoras de feijao-fava em seu
sitio de domesticagdo mesoamericano (México) foram realizados por Lopez-
Lopez et al., (2013). A partir das analises genéticas usando ERIC-PCR e PCR-
RFLP de genes rpoB e sequenciamento dos genes recA, nodZ e nifH verificou-
se que uma diversidade de bactérias do género Bradyrhizobium relacionados
com os rizobios nativos da floresta de Tuxtlas na América do Norte estédo
associados com P. lunatus e Vignha unguiculata. As populacdes bradirrizébicas
associadas a P. lunatus e V. unguiculata foram diferentes e apenas um padrao
PCR-RFLP rpoB foi compartilhado. As genoespécies associadas a P.lunatus
foram TUXTLAS-17, TUXTLAS-4, TUXTLAS-20 e TUXTLAS-2, trés novas
genoespécies (TUXTLAS-33, -34 e -35) e Bradyrhizobium japonicum.

No Peru, Duran et al., (2014), usando uma abordagem polifasica que
combinava critérios genotipicos, fenotipicos e genémicos, analisaram estirpes de
uma nova linhagem de Bradyrhizobium como simbiontes de feijao-fava. As
evidéncias alcancadas no estudo indicaram que os dois clados analisados
correspondiam a um grupo genémico homogéneo que poderia ser comparado
como espécies distintas dentro do género Bradyrhizobium, as quais
denominaram B. paxllaeri sp. nov. e B. icense sp. nov.

Em seguida, Matsubara e Zuninga D’avila (2015), caracterizam isolados
bacterianos de nodulos radiculares de P. lunatus L. cultivados no super Vale do

Peru. As andlises indicaram que as estirpes estao distribuidas entre as espécies
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B. yuanyrense, B. liaoningense, B. paxllaeri, B. icense, R. mesosinicum, R.
alamii. Os resultados obtidos destacam que as diferencas fenotipicas dos
isolados noduladores de P. lunatus podem ser utilizados como ferramentas para
a selecao de bactérias com potencial biofertilizante.

No Brasil, os estudos de diversidade de rizébios em feijdo-fava ainda sao
escassos. O primeiro estudo com diversidade de rizobio foi realizado por
Santos et al., (2011) que caracterizaram rizébios noduladores de feijao-fava
cultivados em solo do estado do Piaui. As andlises de -caracterizacdo
morfologica, fisiolégica e bioquimica exibiram alta diversidade dos isolados,
sugerindo que eles estavam sujeitos a diferentes pressdes ambientais seletivas.
As principais caracteristicas exibidas pelos isolados, tais como crescimento
rapido ou intermediario permitiram identifica-los como espécies dos
géneros Bradyrhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium.

Posteriormente, Antunes et al., (2011), avaliaram a eficiéncia simbidtica de
rizébios nativos de duas regides produtoras de feijdo-fava no Piaui. Os isolados
utilizados no estudo haviam sido classificados morfologicamente e
fisiologicamente por Santos et al., (2011). Alguns isolados apresentaram maior
acumulacéo e eficiéncia na fixacdo de N em relacdo as estirpes de referéncia.
Esses resultados indicam que esses isolados possuem potencial para serem
usados como inoculantes.

Vérias estirpes do género Bradyrhizobium ja foram documentadas em
diferentes gendtipos de feijdo-fava (Santos et al., 2011; Aradjo et al., 2015) no
Brasil. As estirpes podem apresentar ou ndo especificidade na capacidade de
realizar simbiose. No caso dos Rhizobium e Sinorhizobium, que séo
frequentes em processos simbidnticos na América Central e do Sul, o nivel de
eficiéncia desses simbiontes € baixo em comparacdo ao Bradyrhizobium
(Araujo et al., 2015; Costa Neto et al., 2017).

Pesquisas realizadas por Araujo et al., (2015), encontraram rizébios
associados a P. lunatus diferentes daqueles encontrados por Ormeno-Orrillo et
al., (2006), em solos do Peru. Eles realizaram estudos onde os gendétipos de
P.lunatus foram cultivados em solos originarios do Nordeste brasileiro. Os 14
isolados obtidos foram submetidos a analise genética utilizando o gene 16S

rRNA. Verificou-se diversidade de espécies, onde o0s isolados foram
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distribuidos entre o género Allorhizobium e a maioria entre Rhizobium
e Bradyrhizobium com indices de similaridade de 71 e 100% respectivamente.

Em seguida, Costa Neto et al., (2017), avaliaram a eficiéncia de isolados
nativos de Bradyrhizobium e Rhizobium em associarem-se ao P. lunatus. Os
resultados relatam que os feijées inoculados com Bradyrhizobium possuiam
um maior crescimento absoluto e relativo, além de exibirem um maior niamero
de ndédulos e nodulacdo especifica em comparagdo com os inoculados com
Rhizobium. Isso indica que os nodulos induzidos por Rhizobium sdo menos
eficientes na fixagao de nitrogénio.

Pereira (2018), identificou e caracterizou, a partir de uma abordagem
polifasica, isolados bacterianos de feijao-fava no Piaui. Com base no gene 16S
rRNA foram identificados nove géneros bacterianos: Agrobacterium, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Paenibacillus, Rhizobium, Williamsia
e Bradyrhizobium. Essas bactérias estdo distribuidas entre as indutoras de
nodulacdo e fixadoras de nitrogénio e as endofiticas, dentre as quais as que
atuam como bactérias promotoras de crescimento. Bradyrhizobium, revelou-se o
mais abundante e Rhizobium e Burkholderia, sdo considerados em geral como
indutores de nodulacéo e fixadores de nitrogénio.

Os trabalhos descritos anteriormente indicam que o Nordeste possui alta
diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio (Nascimento, 2014), no entanto,
0s estudos sobre a diversidade e distribuicdo dessas bactérias noduladoras de
feijdo-fava concentra-se em solos do estado do Piaui e foi iniciado por Santos
(2008), que realizou a selecdo e avaliacdo de rizobios noduladores de feijao-
fava.

Pesquisas utilizando uma abordagem polifasica precisam ser realizadas e
ampliadas para as demais regides do Nordeste, a fim de que se aumente o
acervo de informacfes agronémicas sobre o feijdo-fava e que se faca a selecéo
de estirpes eficientes, que possuam habilidade na fixacdo de nitrogénio, que
sejam competentes na formacdo de nodulos, que tenham a capacidade de
permanéncia no solo resistindo a condi¢des de estresses ambientais (Souza et
al., 2016). Essas estirpes podem vir a ser utilizadas como inoculantes, sendo
assim uma alternativa para a substituicdo parcial ou total da adubacao

nitrogenada (Costa Neto et al., 2017).
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CAPITULO 1: Caracterizacdo de isolados rizobianos noduladores de feijdo
fava em solos dos estados do Ceard, Maranh&o e Piaui.

RESUMO

Phaseolus lunatus L. conhecido como feijao-fava € uma das cinco espécies do
género Phaseolus que se destacam por sua importancia econdmica,
principalmente na regido Nordeste do Brasil. E capaz de associar-se com
diversas bactérias diazotréficas fixadoras de nitrogénio. O objetivo do trabalho
foi caracterizar a diversidade de rizébios noduladores de feijdo-fava cultivados
em solos dos estados do Ceara, Piaui e Maranhdo, utilizando caracteres
filogenéticos e genéticos. Foram obtidos 155 isolados de ndédulos coletados
dos gendtipos de feijdo-fava 491 (Boca de Moca) e 468 (Fava Miuda),
cultivados em solos, com histérico de cultivo da cultura, dos municipios de
Tiangua — CE, Varzea Grande — Pl e Sdo Domingos do Maranhao — MA. Apoés
coloracdo de Gram, 75 isolados (17-CE, 41- MA, 17-PI) foram classificados
como bastonetes Gram-negativos e caracterizados filogeneticamente. Producéo
de muco e detalhes Opticos foram os caracteres morfofisiologicos mais variaveis
entre os isolados analisados. Nos testes bioquimicos (urease, protease, amilase,
lipase, carboximetilcelulase, catalase, gelatinase, solubilizacdo de fosfato e
producdo de acido indol-3- acético), os isolados CE06, CE32 e CE40 (cinco
testes), CE19, CE36, CE43, CE49, CE52 (quatro testes) no Ceara, Pl04, P126
(seis testes), PI8, PI10, PI11, PI12 (cinco testes) no Piaui e MA28 (sete testes),
MA17, MA25, MA31l, MA55, MAG62 (seis testes) no Maranhdo, exibiram os
melhores resultados em relacdo a quantidade de testes positivos. A diversidade
filogenética verificada entre os isolados, apontam que P.lunatus possui pouca
especificidade ao associar-se com bactérias do solo.

Palavras chave: bactérias promotoras de crescimento de plantas, Phaseolus
lunatus L., diversidade filogenético, prospeccao de bactérias.
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ABSTRACT

CHAPTER 1: Characterization of rhizobial isolates of bean bean in soils from the
states of Ceara, Maranhao and Piaui.

Phaseolus lunatus L., known as lima bean, is one of the five species of the genus
Phaseolus that present economic importance, mainly in the Northeast region of
Brazil. It is capable to associate with several diazotrophic N-fixing bacteria. The
objective of this work was to characterize the diversity of nodulating rhizobia from
lima bean cultivated in soils of the Ceara, Piaui and Maranhéo states by using
phylogenetic and genetic characteristics. A total of 155 isolates of nodules
collected from bean genotypes UFPI 491 (Boca de Moca) and UFPI 468 (Fava
Miada), cultivated in soils with a history of lima bean planting in Tiangua - CE,
Varzea Grande - Pl and Sdo Domingos do Maranhéo - MA. A total of 75 isolates
(17-CE, 41-MA, 17-Pl) were classified as gram-negative and phylogenetically
characterized. Mucus production and optical details were the most identified
morphophysiological variable among the isolates. In biochemical tests (urease,
protease, amylase, lipase, carboxymethylcellulose, catalase, gelatinase,
phosphate solubilization and indole-3 acétic - the isolates CE06, CE32 e CE40
(five tests), CE19, CE36, CE43, CE49, CE52 (four tests) in Ceara, P104, PI26
(six tests), PI8, PI10, PI11, PI12 (five tests) in Piaui and MA28 (seven tests),
MAL17, MA25, MA31, MA55, MA62 (six testes) in Maranhdo showed the best
results in relation to the number of positive tests. The phylogenetic diversity,
verified among the isolates, indicates that P.lunatus has little specificity when
associating with soil bacteria.

Keywords: plant growth promoting bacteria. Phaseolus lunatus L., phylogenetic
diversity. Prospecting of bacteria
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1 INTRODUCAO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma das espécies do género
Phaseolus de grande importancia socioecondmica especialmente na regiao
Nordeste do Brasil. Cultivado na América do Norte, América do Sul, Africa,
Europa e Asia é considerada uma espécie muito diversificada, possuindo grande
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Caracteriza-se por elevada
diversidade genética e potencial de producdo sendo tolerante a seca, ao
excesso de umidade e ao calor.

P. lunatus L., assim como outras leguminosas tem a capacidade de
associar-se simbioticamente com bactérias diazotroficas do solo conhecidas
como rizobios. Nessa associacdo a bactéria fixa o nitrogénio atmosférico
disponibilizando—o para a planta hospedeira em estruturas denominadas de
nodulos que se desenvolvem nas raizes da leguminosa. O processo de infec¢cao
e formacdo dos nddulos é bastante especializado e depende de fatores
genéticos (sinalizadores moleculares) e da interacdo com fatores
edafoclimaticos.

Estudos de caracterizacdo fenotipica e molecular, podem aumentar o
conhecimento atual sobre a fisiologia, taxonomia e selecdo de bactérias com
potencial de adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas de determinada regido,
aléem da aplicacdo biotecnolégica destes microrganismos. A abordagem
polifasica tem sido um dos métodos mais utilizados na identificacdo da
diversidade genética de rizobios noduladores de leguminosas do género
Phaseolus como tem sido observado em trabalhos desenvolvidos por Duran et
al., 2014; Sampaio et al., 2016; Agrawal e Shukla, 2016; Costa et al., 2018.

No entanto, ha poucos estudos sobre a diversidade e distribuicdo de
bactérias noduladoras em P. lunatus L. nos seus centros de domesticacédo. O
primeiro estudo sobre diversidade genética de rizébios em feijao-fava foi
conduzida por Ormeno-Orrillo et al., (2006), no qual utilizando a abordagem
morfofisioldgica identificaram o género Bradyrhizobium, como nodulador do
feijdo-fava em solos no Peru. No Brasil, Santos et al., (2011) foi o primeiro a
utilizar abordagem morfofisiolégica para caracterizar rizébios noduladores do
P.lunatus em solos no estado do Piaui, onde identificou o0s géneros

Bradyrhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium.
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Esses resultados demonstram que o P. lunatus apresenta um nivel de
especificidade limitado. Dessa forma, objetivou-se caracterizar a partir de uma
abordagem polifasica, a diversidade genética de isolados rizobianos nativos
noduladores do P. lunatus L. coletados em solos dos estados do Ceard, Piaui e
Maranhéo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Captura de rizébios

A primeira etapa do estudo, foi conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias-UFPI, Piaui, Brasil
(05°05°21” S e 42°48°07” W) entre abril e julho de 2017, onde foram utilizadas
amostras de solo compostas de quatro pontos distintos de cada area em
estudo, e posteriormente submetidas as analises das propriedades quimicas
(Tabela 1). As amostras que possuiam historico de cultivo de feijao-fava foram
coletadas nos municipios de Tiangua — Ceara (03° 43' 56" S; 40° 59' 30" W),
Véarzea Grande - Piaui (06° 32' 41" S; 42° 14' 47" W) e Sao Domingos do
Maranh&o - Maranhé&o (5° 34' 46" S, 44° 22' 59" W).

Tabela 1. Propriedades quimicas dos solos coletados em Tiangua- CE, Varzea
Grande — Pl e S&o Domingos do Maranhéao — MA.

pH P K Na Ca?* Mg? APR* H+Al

ESTADOS H,0 mg.dm?3 cmolc.dm®
Ceara 4,90 0,72 0,03 0,00 1,21 0,50 0,50 3,21
Piaui 6,10 1,69 0,26 0,00 2,65 0,81 0,00 2,03
Maranhédo 5,50 2,83 0,05 0,00 1,70 0,40 0,30 4,90

Em cada localidade coletou-se 15kg de solo, que foram distribuidos em trés
vasos com capacidade de 5kg cada. Foram plantados, por vaso, oito sementes
de dois genotipos de feijao-fava: quatro de 491 (Boca de Moca) e quatro de 468
(Fava Miuda), oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de feijdo-fava (BAG de
feijdo-fava) da UFPI. Apos sete dias do plantio, realizou-se o desbaste, restando
duas plantas por vaso, sendo uma de cada genotipo.

Durante o plantio realizou-se adubacdo mineral isenta de N e corre¢des de
pH do solo conforme as recomendacdes técnicas para a cultura (Bezerra et al.,
2010). Duas vezes por semana foi colocado 2ml da solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) modificada conforme Silveira et al., (1998) por kg de
solo isenta de nitrogénio. A umidade do solo foi mantida préximo a 70% da
capacidade de vaso com a aplicacdo de 4gua potavel.

As plantas foram colhidas aos 34 dias apds a emergéncia, onde coletou-se

todos os nodulos, que depois de lavados em agua corrente foram armazenados
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em tubos contendo silica gel. Para proceder com o isolamento dos rizébios, os
nddulos foram reidratados em agua destilada autoclavada por 12 horas,
posteriormente esterilizados com &lcool 95% por 30 segundos, hipoclorito de
sédio 2% por 2 min e lavado cinco vezes em &gua destilada autoclavada
(Hungria,1994). Apés a desinfestacao, os trés maiores nédulos de cada gendtipo
das localidades acima citadas foram macerados em solugcéao salina a 0,85% de
NacCl.

Posteriormente, 200ul do macerado foram colocados em placa de Petri em
triplicata contendo o meio de extrato de levedura-manitol-agar - YMA (Vicent,
1970) com o reagente Vermelho Congo 0,025% (v/v) como indicador de pureza,
de acordo com a metodologia descrita por Hungria (1994). Apés a inoculacéo, as
col6nias isoladas que ndo absorveram o reagente e que haviam crescido entre 2
a 10 dias foram inoculadas novamente em meio de cultura YMA com vermelho
congo até a verificacdo da pureza da colbnia. Apds a purificagdo foram
repicadas para meio YMA sem indicador, armazenadas em 4°C e posteriormente
analisados morfolégica, fisiolégica e bioquimicamente utilizando-se o

guestionario elaborado por Hungria e Silva (2011) com modificacdes (Anexo 1).

2.2 Caracterizacao Morfologica

A caracterizacdo microbioldgica inicial dos isolados foi realizada através da
observacdo das caracteristicas morfolégicas das col6nias crescidas em meio
sélido YMA com o indicador, acido-basico, azul de bromotimol (Vicent, 1970) em
placas de Petri. Os isolados foram identificados em estereomicroscopio (180x),
onde observou-se as seguintes variaveis : Forma da coldnia- punctiforme (até
1 mm de diametro); circular (com mais de 1 mm de diametro); irregular;
filamentosa; Elevacdo da colbnia — plana, lenticular, convexa, pulvinada;
Bordas da colbnia - inteiros, ondulados, lobados, denteada, filamentosa;
Superficie da colbnia - lisa, rugosa, papilada; Caracteres 6pticos da colbnia -

opaca, translicida e transparente (Melloni et al., 2006) (Anexo 1).

2.3 Caracterizacao Fisiolégica
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Em relagdo aos caracteres fisioldgicos, os isolados foram avaliados em
meio YMA com indicador azul de bromotimol observando-se as variaveis: tempo
de crescimento (TC: MR- muito rapido, 1 dia, R - rapido, 2 a 3 dias, | —
intermediario - 4 a 5 dias,L- lento- 6 a 15 dias) (Martins et al., 1997); formacao
de &cidos e élcalis (FAA: AC - &cida, N- neutra, AL - alcalina), formacado de
muco (FM: A - ausente, P - presente); volume do muco (VM: UM - muito, M -
médio, P - pouco e S - seco) elasticidade do muco (EM: P - presenca de fio, A -
auséncia de fio), Cromogenia ou Pigmentac&o da colonia - amarela, branca,

creme, incolor (Melloni et al., 2006) (Anexo 1).

2.4 Caracterizacao Bioquimica

Os isolados passaram por nove tipos de testes bioquimicos: degradacao da
carboxil-metil-celulose (CMC) (Dees et al., 1995), producédo de protease, urease,
amilase, lipase (Renwick et al., 1991), solubilizacdo de fosfato (NBRIP) (Nautiyal
1999; Verma et al., 2001), onde foram observados a presenca ou auséncia de
halo em torno das col6nias, a producao de catalase (Agrawal e Jain, 2009) pela
presenca ou auséncia de bolhas de O», producéo de acido indol-3- acético (AlA)
(Sarwar e Kremer, 1995) pela coloracdo rosea em meio liquido e reacdo de
gelatinase (Singh et al., 2008) presenca de amostras no estado liquido apos
refrigeracdo. Foi realizada ainda a coloracdo de Gram (Yano et al., 1991) que
serviu de variavel de identificacdo dos isolados em bactérias Gram positivas ou

negativas (Anexo 1).

2.5 Andlise Estatistica

Na analise de divergéncia genética entre os isolados bacterianos
noduladores de feijao-fava cultivados em solos de Tiangua — CE, Varzea Grande
—Pl e Sdo Domingos do Maranhdo - MA, utilizou-se a moda dos dados
referentes as caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas para obter-
se a matriz de dissimilaridade, que posteriormente foi submetida as técnicas de
analises multivariadas: método de Tocher e método hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). O corte no dendrograma

gerado pelo método UPGMA foi realizado no ponto em que se observou a
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mudanca abrupta de nivel, conforme recomendado por Cruz et al., (2004). As
andlises do dendrograma foram realizadas com auxilio do programa GENES
(Cruz, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do processo de isolamento foram obtidos e identificados 115
bactérias extraidas de nodulos de Phaseolus lunatus L., distribuidos entre 49
isolados de Tianguéa — CE, 45 de Varzea Grande — Pl e 61 de Sdo Domingos do
Maranhdo —MA. ApG@s realizar a coloracao de Gram, 17 isolados do Ceard, 17 do
Piaui e 41 do Maranh&o foram classificados como bactérias Gram-negativas do
tipo bastonetes e caracterizados a partir de analises morfofisiologicas (Tabela 2),
e bioquimicas (Apéndice 1, 2, 3).

Tabela 2. Caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos isolados de rizobios
noduladores de feijao-fava, oriundos de solo de Tiangua — CE, Varzea Grande —
Pl, Sdo Domingos do Maranh&ao- MA.

Isolad Caracteristicas morfoldgicas 1 Caracteristicas fisiolégicas 2

S0|d0S - TrcTEC BC sCc DO TC _pH PM M CC
CEO2 Cl CcVv IT LS OoP RP AC MD GM CR
CEO03 Cl Cv 0D LS OoP RP NE PC VC CR
CEO06 Cl Cv 0D LS TL RP AC MD GM AM
CE10 EL CV IT LS OoP RP AC MD GM CR
CE15 Cl CcVv IT LS TL RP AC MD GM CR
CE17 IR Cv 0D LS OoP RP AC MD GM CR
CE18 Cl CcVv IT LS OoP RP NE WMD GM CR
CE19 Cl CcVv IT LS TL RP NE ™MD GM CR
CE27 EL PL IT LS TL RP AC PC GM CR
CE32 Cl CcVv IT LS TL RP AC MD VC CR
CE34 Cl CcVv IT LS OP RP AC AD GM AM
CE36 Cl CcVv IT LS OP RP NE WMD GM CR
CE40 Cl CcVv IT LS TL RP AC MD GM CR
CE43 Cl PL IT RG OP RP AC EC VC IN
CE48 Cl CcVv IT RG OP RP AC PC GM AM
CE49 Cl Cv 0D LS TL RP NE WMD GM CR
CE52 Cl CcVv IT LS TL RP NE WMD GM CR

PI02 EL Cv OD LS TL RP AC MD GM CR

PIO3 Cl CcVv IT RG OP RP AC PC GM CR

PI04 Cl Cv 0D LS TL RP AC MD GM CR

PIO8 Cl CcVv IT LS TL RP AC MD VC CR

PI09 IR PL oD RG OP RP AC MD GM AM

PI110 Cl PL IT LS TL RP AC MD GM CR
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Caracteristicas morfolégicas 1

Caracteristicas fisiologicas 2

Isolados  —F-"Fc B sc DO TC pH PM TM cCC
PI11 c cv T Ls T RP AC AD GM AM
PI12 cC cv IT RG TL RP AC PC GM CR
PI13 EL CV OD LS OP RP AC PC VC CR
PI17 R cv IT LS TL RP AC MD GM CR
PI18 c cv T LS TL RP AC MD GM CR
PI21 EL cv T LS TL RP AC AD VC AM
PI25 R PL OD LS TL RP AC MD VC CR
PI26 R Ccv IT LS TP RP NE EC SC N
P40 C PL IT RG OP RP AC PC GM CR
P45 c cv T LS TL RP AC MD GM AM
P49 CC PL OD LS OP RP NE PC GM CR

MAO1 c cv T LS TL RP AC AD VC AM
MAO3 c cv T LS TL RP AC MD GM AM
MAO6 C cv IT LS OP RP AC MD GM AM
MAO7 c cv T LS TL RP AC AD GM AM
MAOS EL cv T LS TL RP NE MD GM CR
MA11 C cv IT LS OP RP AC AD GM AM
MA12 c PL IT LS TL RP AC MD GM CR
MA13 EL CcV T LS OP RP AC PC GM CR
MA14 CC PL OD LS OP RP AC PC GM AM
MA15 IR CV OD RG OP RP AC PC GM AM
MA17 c PL T LS TL RP AC EC SC CR
MA18 cC cv T LS T RP AC MD VC CR
MA20 cC PL IT LS OP RP AC PC GM CR
MA21 c cv T LS T RP AC MD GM CR
MA22 c PL T LS TL RP AC EC SC CR
MA25 CcC cv IT LS OP RP AC PC GM AM
MA27 CC cv IT RG OP RP AC MD VC CR
MA28 c cv T LS T RP AC AD VC CR
MA29 c cv T Ls T RP AC AD GM AM
MA31 CcC cv IT LS OP RP AC MD GM CR
MA32 cC PL IT LS OP RP NE EC SC CR
MA33 IR PL OD LS OP RP AC MD GM CR
MA34 IR PL IT RG OP RP AC MD GM CR
MA36 CC cv IT RG OP RP AC AD GM CR
MA37 cC PL T RG TL RP AC MD GM CR
MA39 CC cv IT RG OP RP AC MD VC CR
MA41 cC PL IT LS OP RP AC PC GM CR
MA42 R PL OD RG TL RP AC EC SC CR
MA45 CC PL IT RG OP RP AC MD GM CR
MA46 R cv IT Ls TL RP AC MD VC AM
MA48 CC cv OD LS OP RP AC MD GM CR
MA49 cC PL IT LS OP RP AC PC GM CR
MAS51 c cv T Ls T RP AC MD GM CR
MA52 c PL T LS TL RP AC MD GM AM
MA53 cc PL OD LS TL RP AC MD GM CR
MAS54 cC cv op Ls TL RP AC AD VC CR
MAS5 c cv T Ls T RP AC MD GM CR
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Isolados Caracteristicas morfologicas 1 Caracteristicas fisiolégicas 2
FC EC BC SC DO TC pH PM ™ CcC
MA56 IR cv oD LS TL RP AC MD GM AM
MA59 Cl PL IT RG OoP RP AC MD GM AM
MAG61 IR cv IT LS OoP RP AC MD GM CR
MAG2 IR PL IT LS TL RP AC MD GM CR

IMorfolégicas: FC - forma (Cl: circular, IR: irregular, EL: elipséide); EC - elevacdo (CV: convexa,
PL: plana);BC - borda (IT: inteira, OD: ondulada);SC- superficie (LS: lisa, RG: rugosa); DO-
detalhes épticos (TL: transllcida, OP: opaco) 2Fisioldgicas: TC - tempo de crescimento (RP:
rapido); pH- formacado de acido e alcalis (AC: acida, NE: neutro); PM- producdo de muco (AD:
abundante, MD: moderada; PC: pouco; EC: escassa), TM - consisténcia do muco (GM: gomosa
; VC: viscosa (elastica); SC: seca), CC- cor (CR: creme, AM: amarelo).

3.2 Caracterizacdo morfolégica

A maioria dos isolados dos trés estados exibiram colOnias circulares,
convexas, com bordas inteiras e de superficie lisa. Em relacdo aos detalhes
opticos, colbnias opacas foram mais frequentes entre os isolados do Ceara,
enquanto que nos do Piaui e Maranhdo predominou colbnias translicidas. As
analises morfologicas indicaram a presenca de diversidade entre os rizobios
noduladores do feijao-fava nos solos do Ceara, Piaui e Maranhéo (Tabela 2).

Os solos exercem grande influéncia sobre os tipos e a distribuicdo de
comunidades microbianas na rizosfera (Marschner et al., 2004), uma vez que
diferencas na composicao quimica e localizacdo geografica exercem diferentes
pressfes ambientais seletivas nas caracteristicas fenotipicas dos isolados. Os
rizébios usualmente sdo formados por colénias de bordas lisas, opacas ou
translucidas e as vezes, muito gomosas evidenciando elevada producédo de
exopolissacarideos (Kaschuk e Hungria, 2017). Resultados semelhantes foram
verificados entre a maioria dos isolados coletados dos solos dos trés estados em
estudo.

Silva et al., (2007), ao caracterizar morfofisiologicamente isolados
rizobianos noduladores de feijao-caupi de solos nativos da regido semi-arida de
Pernambuco e Costa et al., (2017) ao caracterizar por abordagem polifasica
rizébios microsimbiontes de feijdo comum no Mato Grosso do Sul obtiveram
diferentes grupos de rizobios. Estes resultados confirmam a diversidade

morfofisiologica observada em rizobios em diferentes regides, além de reforcar o
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conceito de que eles podem associar-se com diferentes espécies de

leguminosas.

3.3 Caracterizacao fisiologica

Levando em consideracao os critérios de classificagdo quanto ao tempo
de crescimento, todos os isolados identificados dos trés estados exibiram
crescimento rapido, variando de 24 a 72 horas. O crescimento rapido favorece
uma maior sobrevivéncia no solo, pois os isolados podem estar mais adaptados
as condi¢Oes edafoclimaticas da regido (Santos et al., 2011) (Tabela 2).

Santos et al., (2007), afirmam que o crescimento rapido de rizobios
constitui uma estratégia de sobrevivéncia em regides aridas, tornando-os mais
tolerantes a secas e capazes de se multiplicarem mais rapidamente nos
intervalos de tempos umidos do que os de crescimento lento, o que explica sua
maior frequéncia em solos de regibes semiarida, como é o caso dos estados
avaliados nesse estudo. Dentre 0os géneros que possuem crescimento rapido
podem ser citados Rhizobium (Hungria et al., 2016) e Sinorhizobium (Matsubara
e Zuhiga-Davila, 2015). Esses resultados contrastam com o conhecimento
corrente de que os rizobios que nodulam o feijao-fava pertencem ao género
Bradyrhizobium (Lépez-Lopez et al., 2013; Araujo et al., 2015; Costa Neto et al.,
2017).

Quanto a producéao de acido e alcalis, producédo de muco, consisténcia do
muco e cor da col6nia, os isolados dos trés estados em sua maioria tiveram
reacdo acida tornando o meio amarelo, possuem a habilidade moderada de
produzir muco, cuja consisténcia € gomosa e exibiram colénias de coloracéo
creme. Segundo Sankhla et al., (2015), a reacdo acida ou neutra no meio YMA é
caracteristico de rizobios de crescimento rapido.

Rizébios que acidificam o meio e possuem elevada producdo de muco
caracterizam-se por multiplicarem-se mais rapidamente e apresentarem maior
tolerancia a seca (Almeida et al., 2018; Rodrigues et al., 2018), caracteristicas
estas verificadas entre os isolados coletados em solos dos estados do Ceara,
Piaui e Maranhdo. A sua producdo pode ser aumentada pela limitagdo de

nutrientes disponiveis como fosforo e calcio (Bomfeti et al., 2011).
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A producéo de muco € uma caracteristica importante no processo inicial de
infeccdo das raizes onde, segundo Santos et al., (2011), isolados com
capacidade de produzir muco possuem vantagem competitiva na infecgéo inicial
das raizes, colonizacdo e formacdo de nédulos. Além disso, as bactérias ficam
mais resistentes a microrganismos produtores de antibiéticos, devido a producao
de muco ocasionar alteracdo da permeabilidade das células (Medeiros et al.,
2009). Embora colbnias de cor amarela tenham sido citadas como incomum por
Hungria (1994), essa coloragdo tem sido frequentemente encontradas em
trabalhos com solos do Nordeste (Andrade, 2013; Nascimento, 2014; Nunes et
al., 2018) e de outras regides do Brasil (Chagas Junior et al., 2009; Sampaio et
al., 2016).

Chagas Junior et al., (2009), afirmam que a caracterizagcdo morfofisioldgica
contém informacgdes importantes para identificar e agrupar estirpes de rizobios.
Segundo Pervin et al., (2017), caracteristicas morfofisiolégicas geralmente
estaveis como forma, tamanho, consisténcia, tempo de crescimento, alteracao
de pH séao uteis na definicao de estirpes.

Os dados filogenéticos podem ser utilizados para a identificacdo da
diversidade genética a partir de analises multivariadas. Com destaque para os
métodos de agrupamento por otimizacdo (método de Tocher) e os hierarquicos
(dentre eles o0 UPGMA), essas analises permitem a avaliacdo simultanea de
varias caracteristicas utilizando dentre seus critérios, a porcentagem de
dissimilaridade existente entre os isolados (Cruz et al., 2004). O método de
Tocher, adota o critério de manter a distancia média intragrupo menor do que a
distancia intergrupos (Rao, 1952). O UPGMA utiliza a média das distancias entre
todos os pares de gendétipos para formacéo de cada grupo (Cruz et al., 2004).

Pelo método de agrupamento de Tocher, verificou-se que os isolados
coletados em solos de Tianguad-CE foram reunidos em cinco grupos de
diversidade (A, B, C, D e E), os do Piaui em dois grupos (A e B) e os do
Maranhdo em nove grupos (A, B, C, D, E, F, G, H e l) (Tabela 3).
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Tabela 3. Grupos de isolados noduladores do feijdo-fava cultivados em solos de
Tiangua — CE, Véarzea Grande — Pl e Sdo Domingos do Maranhdo - MA,
estabelecidos pelo método de Tocher, com 'base na matriz de dissimilaridade
das caracteristicas morfologicas e fisiologicas.

GRUPO ISOLADOS (Tiangua — CE)
A CE19 CE52 CE18 CE36 CE15 CE02 CE10 CE49 CE40 CE17
CE06 CE32
B CE34 CE48
C CE27
D CE43
E CEO3
GRUPO ISOLADOS (Vérzea Grande - PI)
A P102 P103 P104 PI108 PI110 PI11 PI12 PI13 PI17 PI18 PI21 PI25
P140 P145 P109 P149
B P126
GRUPO ISOLADOS (Sao Domingos do Maranh&o — MA)
A MA13 MA49 MA11 MA48 MAO3 MAO6 MA53 MA56 MA12 MA51
MA52 MA29 MA31 MA55 MA62 MA46
B MA27 MA39 MA59 MA45 MA61 MA36 MA34
C MAO8 MA18 MA21 MAO7 MAO1
D MA17 MA22 MA32 MA20
E MA14 MA25 MA15
F MA33 MA41
G MA37 MA42
H MA54
I MA28

Nos dendrogramas de dissimilaridade das caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas e bioquimicas construidos pelo método hierarquico UPGMA, os
isolados do Ceara, Piaui e Maranhdo formaram respectivamente 16, 17 e 38
perfis fenotipicos. Estes resultados sugerem que os isolados podem estar em
duplicidade entre os representantes do Ceara e Maranhdo, uma vez que a
porcentagem de diversidade genética diminuiu em relacdo aos critérios
analisados. Com isso h& a necessidade do uso da biologia molecular para obter-
se uma classificacdo detalhada dos mesmos.

Utilizando uma linha de corte de 52% de dissimilaridade observou-se no
dendrograma do Ceara a formacdo de seis grupos (A, B, C, D, E e F) de

diversidade genética, dos quais o grupo B reuniu o maior niamero de isolados
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(oito isolados — 47%) e os grupos C, E e F sdo formados por ramos monofiléticos
(Figura 1). Entre os grupos formados, CE43 pertencente ao grupo F foi o isolado
com o maior numero de caracteres fenotipicos divergentes, uma vez que
agrupou-se aos demais isolados somente a 100% de dissimilaridade. Além disso
a presenca de uma possivel duplicada no grupo A (CE19, CE52) diminuiu a
diversidade genética para 94% (Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierarquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade
genética usando caracterizacdo morfofisiolégica e bioquimica de 17 isolados bacterianos associados ao Feijao-fava cultivado em
solos de Tiangua - CE. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construcdo da matriz de dissimilaridade com bootstrap
de 1000 repeticbes. O estabelecimento dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade de 52%.
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Em relacdo aos isolados do Piaui, a partir de 48% de dissimilaridade,
observou-se no dendrograma a presenca de cinco grupos (A, B, C, D e E) de
diversidade (Figura 2). Diferente dos dendrogramas dos estados do Maranh&o e
Ceara, o do Piaui, ndo exibiu a presenca de possiveis duplicatas,
consequentemente, o numero de perfis filogenéticos (17) foram iguais aos de
isolados (17). Dentre os agrupamentos formados observou-se a presenca de
grupos monofiléticos nos grupos D (PI09) e E (PI26). Esse ultimo agrupou-se
aos demais isolados, a 100% de dissimilaridade (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierarquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade
genética usando caracterizacdo morfofisioldgica e bioquimica de 17 isolados bacterianos associados ao Feijao-fava cultivado em
solos de Varzea Grande - Pl. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construcdo da matriz de dissimilaridade com
bootstrap de 1000 repeticdes. O estabelecimento dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade de 48%.
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Nos isolados do Maranh&o evidenciou-se a formacéao de 13 grandes grupos
(A,B,C,D,E, F,G,H, 1J, K, L eM)de diversidade, dos quais o grupo A exibiu o
agrupamento mais complexo, formado de 23 isolados distribuidos em 21
subgrupos e os grupos monofiléticos (B, C, D, E, H, |, K, L, M) (Figura 3). A
possibilidade da presenca de duplicatas nos subgrupos Al (MA55, MA62) e A1l
(MA13, MA49) do grupo A e no subgrupo F1 (MA27, MA39) no grupo F
diminuiram a diversidade genética para 92,7% (Figura 3).

Essas porcentagens evidenciam que esses isolados possuem um maior
namero de caracteres divergentes em relacdo aos demais. O agrupamento dos
isolados pelas similaridade das caracteristicas fenotipicas ocorreu a partir de
28% de dissimilaridade, indicando que os isolados compartiiham muitas
caracteristicas em comum e podem pertencer ao mesmo género (Figura 3).

O tipo de cultivo do feijao-fava realizado em Sdo Domingos do Maranhé&o —
MA, que seleciona as variedades mais adaptadas as condi¢Oes edafoclimaticas
da regidao (Soares, 2018), favorece a simbiose e consequente aumento na
guantidade e diversidade de rizObios se comparado com Tiangua-CE e Varzea
Grande — PI.
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Figura 3. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierarquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade
genética usando caracterizagdo morfofisiolégica e bioquimica de 41 isolados bacterianos associados ao Feijao-fava cultivado em
solos de Sdo Domingos do Maranhdo — MA. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construgdo da matriz de
dissimilaridade com bootstrap de 1000 repeti¢cdes. O estabelecimento dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade

de

52%.
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O compartilhamento de caracteres morfofisiolégicos e bioquimicos entre
os isolados pertencentes aos maiores grupos de diversidade dos trés estados
confirmam uma possivel semelhanca dos tipos de isolados encontrados nessas
regides. Além disso, corroboram sobre a influéncia que o solo e as condi¢cdes
edafocliméticas exercem no processo de simbiose entre rizébios e leguminosas
e sua capacidade de se adaptar ao meio onde habitam (Marschner et al.,
2004).

O agrupamento realizado pelo método de Tocher e UPGMA sdo eficientes
na diferenciacdo da diversidade genética entre os isolados noduladores de
feijdo-fava coletados de solos dos estados do Ceara, Piaui e Maranhdo. No
entanto, os métodos exibiram variacbes na quantidade de grupos formados,
onde o UPGMA foi mais restritivo permitindo uma melhor distingdo dos

isolados.

3.4 Caracterizagcédo bioquimica

O teste de coloracdo de Gram é um dos passos iniciais para a
identificacéo de rizébios. E uma técnica simples que consiste em preparacdes
histolégicas onde sdo detectadas as diferencas de composicdo quimica e
integridade da parede celular a partir de observacées ao microscopio 6ptico
(Gram, 1884). Comumente os rizébios sédo classificados como bactérias
bastonetes e Gram-negativas (Sankhla et al., 2015; Shamseldin et al., 2017).

Dentre os 155 isolados purificados (49 — CE, 45 — Pl e 61 — MA) 17 do
Ceard, 17 do Piaui e 41 do Maranhéo foram classificados pela coloracdo de
Gram como bastonetes Gram-negativos. Verificando-se a habilidade dos
isolados de produzirem e liberarem enzimas especificas observou-se que na
atividade ureolitica, os isolados (cinco - 29,41%) do Ceard, exibiram maior
capacidade de degradar ureia em formas mais simples de nitrogénio (amonia e
anidrido carb6nico) do que os dos estados do Piaui e Maranhdo (Tabela 4). A
comprovacao do resultado positivo para o teste foi verificado pela formacao de

um halo réseo ao redor das colbnias.
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Tabela 4. NUumero de isolados bacterianos coletados em solos de Tiangua —
CE, Varzea Grande - Pl e Sdo Domingos do Maranhdo - MA, usados como
in6culo de feijdo-fava que apresentaram respostas positivas aos testes
bioquimicos.

ESTADOS U A P L CMC G C S.F AlA
MA 7 17 9 5 4 34 40 30 40
CE 5 - 2 17 11 17
PI 3 1 1 6 3 6 17 13 17
TOTAL 15 18 11 12 7 47 74 54 74

U = teste de urease; A = teste de amilase; P = teste de protease; L= teste de lipase; CMC =
teste de carboxil-metil-celulose; G = teste de gelatinase; C = teste de catalase; SF = teste de

solubilizagéo de fosfato; AIA = &cido indol 3-acético.

No teste de amilase, que avalia a capacidade da enzima amilase em
degradar o amido em moléculas de glicose, observou-se que somente 0s
isolados do estado do Ceara nao exibiram essa habilidade, pois ndo houve a
formacdo de halo branco redor das col6nias. Os isolados do Maranhao (17
isolados - 41,46%) foram mais reativos ao teste em comparagcao aos do Piaui
(1 isolado - 5,88%) (Tabela 4). Os resultados positivos para esse teste
corroboram com Saliu (2009), que afirma que bactérias gram-negativas do tipo
bastonetes sdo capazes de produzir amilase. No entanto, o baixo indice na
producdo de amilase por bactérias deve-se principalmente ao fato de sua
producéo ser mais comum em fungos (Prado, 2009).

A avaliacdo da capacidade dos isolados produzirem a enzima protease a
partir da degradacédo da proteina caseina foi confirmada pela formacéo de halo
transparente ao redor das col6nias. Os isolados do Maranhao (nove - 21,95%)
exibiram maior habilidade em produzir a enzima protease em comparacdo aos
demais estados avaliados (Tabela 4). Os isolados dos trés estados exibiram
baixa reatividade para a producéo da enzima lipase (Tabela 4).

A producao das enzimas liticas amilase (Batista et al., 2017), protease e
lipase estdo indiretamente relacionadas com o crescimento das plantas através
da supressao de patdgenos, ao atuarem na lise da parede celular dos fungos
patogénicos (Reddy, 2013). Segundo Kumari et al., (2010), urease, protease,

amilase e gelatinase sao enzimas que atuam no processo de formacdo dos
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nédulos e consequente fixagdo de nitrogénio, o que garante melhor
desempenho para os rizébios que as produzem.

Assim como verificado com a lipase, os isolados dos trés estados foram
pouco reativos para a enzima celulase (Tabela 4). Essa enzima atua na
degradacdo da celulose em moléculas de glicose, tornando-a disponivel para
0s processos metabdlicos. A formacdo de halo amarelo ao redor das colénias
confirmou a positividade do teste. A enzima celulase atua na quebra da parede
celular vegetal permitindo a infecgdo bacteriana nos pélos radiculares e
subsequente liberacdo das bactérias no filamento de infeccdo das células do
ndédulo hospedeiro, permitindo a colonizacdo da planta (Compant et al., 2010;
Nunes et al., 2018). Com isso, € uma enzima essencial no processo simbiotico
entre rizobios e leguminosas (Nunes et al., 2018), o que tem despertado
interesse para seu uso na agricultura. Por possuir a capacidade de degradar
compostos organicos, essa enzima tem sido também amplamente utilizada na
industria téxtil, de alimentos e producao de papel (Oliveira et al., 2018).

Gelatinase, catalase, solubilizacdo de fosfato e AIA foram os testes
bioquimicos com maior numero de reacdes positivas entre os isolados dos trés
estados. Os isolados do Maranhdo e do Ceara foram os mais reativos para o
teste de gelatinase, onde respectivamente 34 (82,92%) e sete (41,17%) deles
foram capazes de degradar a gelatina em polipeptideos, peptideos e
aminoacidos (Tabela 4). A confirmacédo da positividade do teste foi verificada
pela observacdo do estado liquido do meio de cultura quando colocado por
pelo menos duas horas em baixas temperaturas. A hidrolise da gelatina é uma
caracteristica importante na diferenciacdo dos microrganismos e pode ser
usada para determinar sua patogenicidade através da sua capacidade de
guebrar o colageno e se espalhar pelo organismo hospedeiro (Pillay et al.,
2018).

A atividade catalitica positiva foi observada nos 17 isolados (100%) do
Ceard e nos do Piaui. Somente o isolado MA21 (2,43%) do Maranhdo nao
exibiu a liberacdo de oxigénio molecular, observado pela formacdo de bolhas
de gas ao redor das colbnias apés a adicdo de peroxido de hidrogénio (Tabela
4). Bactérias com atividade catalitica possuem a fungdo de proteger plantas

com estresse quimico, ambiental e mecanico (Kumar et al. 2012), mantendo os
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niveis de ROS (reacdo de espécies de oxigénio) durante o estresse (Cowell et
al., 1994).

A capacidade de solubilizagcdo de fosfato em meio de cultura contendo
fosfato de calcio foi verificada na maioria dos isolados dos trés estados (11 -
64,70% do Ceara, 13 - 76,47% do Piaui e 30 - 73,17% do Maranhao) (Tabela
4). Varios trabalhos relatam que diferentes microrganismos, distribuidos entre
bactérias, fungos, actinomicetos e algas tem habilidade de solubilizar fosfato de
calcio (P-Ca) (Mohammadi, 2012; Santos et al., 2012; Walpola e Yoon, 2012;
Kaur e Reddy, 2015; Zhu et al., 2018). Dentre esses microrganismos, destaca-
se 0s rizobios, que demonstram serem um dos mais eficientes solubilizadores
(Pande et al., 2017; Rodrigues et al., 2018).

O fésforo é o segundo nutriente de maior importancia para 0S processos
béasicos da vida, sendo utilizado em diversas atividades metabdlicas (Mondal et
al., 2018). Ap6s o nitrogenio, € 0 macronutriente mais limitante para o
crescimento das plantas (Behera et al., 2014). Sua disponibilidade controla o
crescimento e desenvolvimento de todas as culturas (Wyngaard et al., 2016).
Na maioria dos solos ha uma grande quantidade de fosforo inorganico e
organico, no entanto, ele encontra-se na forma imobilizada ficando indisponivel
para a planta (Adesemoye e Kloepper,2009).

Microrganismos solubilizadores de fosfato, tais como as bactérias, tem um
papel importante no crescimento das plantas convertendo o fosforo insollvel
em soluvel (Zaidi et al., 2017) e aumentando a eficiéncia da fixacdo biologica
do nitrogénio (Chagas Junior et al., 2009), o que promovera a formacédo e
rendimento das sementes, o aumento das ramificacbes radiculares, a
capacidade de resisténcia a doencas (Sharma et al., 2013) e uma possivel
aplicacdo das bactérias nos campos de cultivo (Wahyudi et al., 2011). No
entanto, € um fendbmeno complexo, que depende de muitos fatores, tais como
nutricionais e condi¢des de crescimento da cultura (Behera et al., 2014).

Assim como foi verificado com o teste de catalase, os isolados dos trés
estados exibiram elevada producdo de AIA na presenca de L-triptofano: 17
(100%) do Ceara, 17 (100%) do Piaui e 40 (98%) do Maranhdo. Somente o
isolado MA32 (2,43%) nao revelou essa habilidade (Tabela 4). O triptofano é o
principal precursor da biossintese desse fitohormdnio aumentando a producéo

de AIA (Mohite, 2013). Condi¢cdes de cultura, estdgio de crescimento e
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disponibilidade de substrato séo fatores que podem influenciar na sintese de
AlA (Mirza et al., 2001).

Estima-se que 80% de todos os isolados da rizosfera do solo sé&o capazes
de produzir substancias regulatérias de crescimento como metabolitos
secundérios (Patten e Glick, 1996). O AIA é um dos fitoestimulantes mais
estudados produzidos por bactérias dentre elas os rizébios (Goulart-Machado
et al., 2018) e um dos mais eficazes indutores de crescimento vegetal (Vargas
et al., 2017). A producdo de AIA por bactérias tem efeito positivo no
desenvolvimento do sistema radicular, através do aumento do nimero de pélos
e raizes radiculares, o que ajuda na absor¢cdo de agua e nutrientes essenciais,
estimulando assim o seu crescimento (Kumari et al., 2018). Com isso, a
producdo de AIA é uma ferramenta eficaz na selecdo de microrganismos
benéficos na promocgéo do crescimento das plantas (Wahyudi et al., 2011).

No entanto, seu efeito nas plantas depende da sensibilidade da planta, da
guantidade produzida, da inducéo de outros fitohormonios (Reddy, 2013) e da
interacdo entre os microrganismos (Agrawal e Shukla, 2016). Segundo Patten e
Glick (2002), baixos niveis de AIA podem estimular o alongamento, enquanto
altos niveis de AIA bacteriano estimulam a formacédo de raizes laterais e
adventicias.

Isolados que retnam caracteristicas que favorecam o crescimento da
planta tais como: capacidade de degradacao e disponibilizacdo de compostos
organicos e inorganicos a planta (exemplo: nitrogénio), solubilizacdo de fosfato
e producdo de substancias antioxidantes, podem ser classificados como
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP’s) (Ahemad e Kibret,
2014). Nas analises dos testes bioquimicos, o isolados que reuniram em cada
estado o maior numero de resultados positivos em relacdo aos nove testes
avaliados foram: CEO06, CE32 e CE40 (cinco testes), CE19, CE36, CEA43,
CE49, CE52 (quatro testes) do Ceara, Pl04, PI26 (seis testes), PI08, PI10,
PI11, PI12 (cinco testes) do Piaui, MA28 (sete testes), MA17, MA25, MA31,
MAS5, MAG2 (seis testes) do Maranhao (apéndice 1, 2, 3).

A diferenca entre a quantidade de testes positivos observados entre 0s
isolados dos trés estados pode ser um critério a ser empregado na selecdo de
estirpes bacterianas eficientes no processo de nodulagédo e crescimento do

Phaseolus lunatus L. Além disso, esses isolados podem ser classificados
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como potenciais BPCP’s, capacitando-os a serem utilizados como inoculantes
nas préaticas agricolas, uma vez que dentre suas contribuicbes eles atuam
como biofertilizantes e estimuladores de tolerancia as condicbes de estresse
(Glick, 2012).

A taxonomia polifasica est4 sendo amplamente utilizada para classificar
0os procariotos (Das et al., 2014; Ribeiro et al., 2015). Embora a
caracterizacdo molecular apresente ferramentas mais precisas na
identificacdo de novas espécies de rizobios, a caracterizacdo fenotipica, que
se baseia nas analises morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas € um passo
inicial para a identificacdo da similaridade entre os grupos de rizébios
estudados e a diversidade das espécies, além de permitir uma melhor
compreensao do papel que eles exercem na promog¢ao do crescimento das
plantas (Cordero et al., 2016, Oliveira et al., 2018).

De acordo com lkeda et al., (2013) o isolamento e caracterizagdo de
bactérias com potencial para promover 0 crescimento vegetal e com
capacidade de fixar nitrogénio sdo importantes para o avanco do conhecimento
sobre as interacdes planta-bactéria, bem como para potenciais beneficios

econdmicos e ambientais da sua aplicacdo na agricultura.


https://link.springer.com/article/10.1007/s13199-018-0543-6#CR14
https://link.springer.com/article/10.1007/s13199-018-0543-6#CR55
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4 CONCLUSOES

As anadlises morfofisiolégicas e bioquimicas foram eficientes na
diferenciacdo dos isolados noduladores do feijao-fava encontrados em solos do
CE, Pl e MA.

Os solos do Maranh&o possuem maior riqueza e diversidade de isolados
em relacdo aos dos estados do Ceara e Piaui.

CEO6, CE32, CE40, PI04, PI26 e MA28 possuem 0 maior numero de
caracteres bioquimicos que os classificam como promotores de crescimento

em Phaseolus lunatus.
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Apéndice 1: Resultados dos testes bioquimicos realizados em isolados
bacterianos oriundos de solo de Tiangud no Ceara usados como inéculo de

feijao-fava.

ISOLADO

Testes bioquimicos — Tiangud/CE

CMC

G

SF

AlA ugmL?

CEO2
CEO3
CEO6
CE10
CE15
CE1l7
CE18
CE19
CE27
CE32
CE34
CE36
CE40
CE43
CEA48
CE49
CE52

4+ 4
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+

+ + + + + +

+

+ 4+ + +

+

T S S T T T T T T I

+

U = teste de urease ; A = teste de amilase ; P = teste de protease; L= teste de lipase; CMC =
teste de carboxil-metil-celulose; G = teste de gelatinase; C = teste de catalase; SF = teste de
solubilizacéo de fosfato; AlA= acido indol-3-acético

Apéndice 2: Resultados dos testes bioquimicos realizados em isolados
bacterianos oriundos de solo de Varzea Grande no Piaui usados como in6culo

de feijao-fava.

Testes bioquimicos — Varzea Grande /Pl

ISOLADO

L

CMC

G

C

SF

AlA
Hg mL*

P102
P103
P104
P108
P109
P110
PI11
P112
PI113
PI117
P118
PI121
P125
P126
P140
P145
P149

+ ++++ A+ A+ A+ o+

+

+ 4+ + + A+ A+

+ +

+ + + o+ F o+ + o+

U = teste de urease; A = teste de amilase ; P = teste de protease; L= teste de lipase; CMC = teste de
carboxil-metil-celulose; G = teste de gelatinase; C = teste de catalase; SF = teste de solubilizacdo de
fosfato, AlA= acido indol-3-acético.
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Apéndice 3: Resultados dos testes bioquimicos realizados em isolados

bacterianos oriundos de solo de Sdo Domingos do Maranhdo usados como

in6culo de feijao-fava.

ISOLADO

Testes bioquimicos —S&o Domingos do Maranhao/MA

A

CMC

®

SF

AIA pg mL?

MAO1
MAO3
MAOG6
MAO7
MAOS8
MA11l
MA12
MA13
MA14
MA15
MA17
MA18
MA20
MA21
MA22
MA25
MA27
MA28
MA29
MA31
MA32
MAS3
MA34
MAS36
MA37
MA39
MA41
MA42
MA45
MA46
MA48
MA49
MAS51
MAS2
MAS3
MAS4
MASS
MAS6
MAS9
MAG61
MAG2

+
+

+
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+ + 4+ + 4+ + A+ o+

+
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U = teste de urease ; A = teste de amilase ; P = teste de protease; L= teste de lipase;
CMC = teste de carboxil-metil-celulose; G = teste de gelatinase; C = teste de catalase;
SF = teste de solubilizacéo de fosfato; AIA= acido indol-3-acético
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ANEXOS

Anexo 1

Formuléario de avaliacdo morfo-fisiol6gica e bioquimica das bactérias da
colecédo de culturas de microrganismos multifuncionais da UFPI, modificado
de Hungria e Silva (2011)

Projeto:

Responsavel:

Identificacéo Inicial:
Identificacdo Final:

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase
final de avaliacdo, a partir da anotacdo do diametro das colbnias.

1. Manifestacdo do Crescimento (col6nias isoladas):
( ) rapida (até 3 dias) () intermediaria (4 a 5 dias)
( ) lenta(6a 9 dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)

2. Tamanho (didmetro das coldnias):
mm aos dias (na manifestacdo das colbnias isoladas)
rapido — 5 dias intermediario — 8 dias mm aos dias (no final da

avaliagdo) lento — 12 dias muito lento — 15 dias

3. Alteracao do pHno meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:
( ) &cido (amarelo) ( ) neutro (sem alteracao de cor) ( )
alcalino (azul)

4. Formadacolbnia:
( ) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular
5. Elevacdo da col6nia:

( ) plana ( ) lenticular ( ) convexa ( ) pulvinada (drop-like)

6. Borda da coldnia:

( ) inteira ( ) ondulada ( ) lobada ( ) denteada ( )
filamentosa

7. Superficie da colbnia:

( ) lisa ( ) rugosa ( ) papilada

8. Producdo de muco:

( ) escassa ( ) pouca ( ) moderada ( )
abundante

9. Consisténcia da massa de crescimento:

( ) seca ( ) aquosa ( ) gomosa (creme) ( ) viscosa (elastica)
10. Detalhes opticos:

( ) transparente ( ) translucido ( ) opaco
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11. Cromogénese da colonia em meio YMA com indicador Azul de
Bromotimol:

( ) incolor (lupa) () branco (olho nu) ( ) creme ( )
amarelo ( ) rosa

12. Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

() incolor (lupa) () branco () rosado (levemente) (
) rosa (bebé) () avermelhado (centro) ( ) vermelho

13. Coloracéo de Gram:
( ) Gram-positiva cor violeta ( ) Gram-negativa cor vermelha

14. Atividade UREASE
() positivo () negativo

15. Atividade PROTEASE

() positivo ( ) negativo

16. Atividade AMILSASE

() positivo () negativo

17. Atividade LIPASE

() positivo () negativo

18. Atividade SOLUBILIZACAO DE FOSFATO
() positivo () negativo

Diametro de halo final:
Diametro da coldnia final:

19. Teste de CATALASE

( ) positivo () negativo

20. Teste de GELATINASE

() positivo () negativo

21. Producéo de ACIDO INDOL-3-ACETICO (AIA)
() positivo () negativo

22. Carboxi-metil-celulose (CMC)

( ) positivo () negativo

23. Lipase
( ) positivo () negativo

Outras informagdes (registrar no verso)

Data: [/ [/ Responsavel:



