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RESUMO GERAL

FERNANDES JUNIOR, Paulo Ivan. Caracterizagdo fenotipica e producdo de
biopolimeros por bactérias isoladas de nédulos de guandu [(Cajanus cajan (L.) Millsp.].
2009, ¥66f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Ingtituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

A fixacdo biologica do nitrogénio € um processo natural realizado por procariotos
denominados diazotréficos. Dentre os diversos microrganismos capazes de fixar o nitrogénio,
destacam-se aqueles capazes de estabelecer associagdes mutualisticas com leguminosas em
estruturas especializadas denominadas nédulos. A busca por microrganismos capazes de
estabel ecer uma associacdo eficiente com as plantas desta familia tem sido alvo de estudos ao
longo das Ultimas décadas. Nos Ultimos anos, aém da prospeccdo por microrganismos
capazes de estabelecer associagdes eficientes, os rizobio tem sido alvo de outros interesses
biotecnolégicos como a producdo de moléculas de interesse industrial, como enzimas e
biopolimeros. Estas macromoléculas s8o empregadas em diversos ramos da industria e a
busca por novos microrganismos capazes de produzir essas moléculas constitui uma fonte de
inovagdo constante nestes setores. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade fenotipica de bactérias isoladas de nédulos de trés cultivares de guandu, bem
como avaliar a capacidade desses isolados em produzir exopolissacarideos,
polihidroxibutirato e amilases. Foram coletados amostras de oito solos, 4 em Seropédica (duas
amostras em areas com Argissolo Vermelho Amarelo e duas &reas com Planossolo Haplico) e
4 em Pinheira (Latossolo Amarelo; Argissolo Vermelho; Argissolo Acinzentado e Neossolo
Flavico) para implantacdo do experimento de para a obtencéo das bactérias. O experimento
foi montado no esquema fatorial 3 (cultivares) x 8 (solos). As plantas foram colhidas aos 75
dias ap0s a emergéncia e a nodulagcdo foi avaliada. Os nédulos foram desinfestados
superficialmente e pressionados em placas de Petri contendo meio de cultura YMA com
Vermelho Congo. Apds purificagdo dos isolados foi redlizada a caracterizacéo cultural e foi
avaliada a capacidade crescimento em meio com diferentes fontes de carbono, concentragoes
de antibidticos ou de sais e diferentes temperaturas. Os isolados foram validados em
condicOes estéreis de casa de vegetacdo e afoi realizado um teste para avaliar a capacidade de
estabelecimento da simbiose. Paralelamente foram selecionados isolados para avaliar a
capacidade de producéo de polihidroxibutirato (PHB), exopolisacarideos (EPS), e amilase. A
reologia de EPS selecionados também foi avaliada. Os isolados apresentaram um padréo
muito diverso de capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono e de apresentar
resisténcia intrinseca a antibioticos. A maioria dos isolados testados foram capazes de crescer
guando incubados a temperaturas de 42°C. Grande parte dos isolados apresentou resisténcia a
sdlinidade (3% de NaCl). JA 34% dos isolados ndo foram capazes de nodular a planta
hospedeira e dos isolados avaliados para o estabelecimento da simbiose, todos apresentaram
nodulacdo estatisticamente igual aguela apresentada pelas estirpes recomendadas. Os isolados
variaram guanto a capacidade de produzir EPS e PHB, havendo grande influéncia da fonte de
carbono utilizada. A reologia dos EPS demonstrou comportamento pseudoplastico das
solugbes de EPS selecionados. Com relagcdo a producdo de amilases, os um isolado se
destacou bastante dos demais, onde a halo de degradacéo do amido atingiu mais de 2,7 vezes
o tamanho da colbnia. Estes resultados demonstram o potencial biotecnoldgico dessas
bactérias, tanto para a producdo de inoculantes como para a producéo de biopolimeros.

Palavras chave: Fixac8o bioldgica de nitrogénio. Polihidroxibutirato. Exopolissacarideos.
Inoculante. Diversidade. Inovagéo tecnol égica.
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GENERAL ABSTRACT

FERNANDES JUNIOR, Paulo lvan. Phenotypic characterization and biopolymers
production by bacteria isolated from pigeonpea [Cajanus cajan (L.) Millsp.] root
nodules. Seropédicaz UFRRJ, 2008. 166p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The biological nitrogen fixation (BNF) is a natura process carried out by prokaryotes
collectively called diazotrophs. Among the diverse microorganisms able to fix the
atmospheric nitrogen, stand out those capable of set up mutualistic associations with legume
plants in speciaized structures called nodules. Thus the search for microorganisms able to
establish efficient associations with plants of legume family had been the target of studies for
the last decades. In recent years, further the prospecting for microorganisms able to establish
efficient associations, the rhizobia have been the target of other biotechnology interests, such
as the production of molecules of industrial interest, such as enzymes and biopolymers. These
macromolecules are used in various branches of industry and the constant search for
microorganisms able to produce new molecules is a source of innovation in these sectors. In
this context, the am of this study was to evaluate the phenotypic diversity of bacterial isolates
from root nodules of three pigeonpea genotypes, as well as to evaluate the capacity of these
bacterial isolates to produce exopolysaccharides, polyhydroxybutyrate and amylases. Eight
soils were sampled four in Seropédica municipality (two samples were from Dystric Udult
soils), and two from a Haplic Fragiudult soil), four in Pinheiral municipality (Xanthic Udox
soil, Aqult soil, Rhodic Udult, and a Fluvaquent), al in Rio de Janeiro State, to set up a
experiment to obtain the bacterial isolates. The experiment was set up at a factorial design of
3 (genotypes) x 8 (soils). The plants were harvest at 75 days after the emergence and the
nodulation was evauated. Five nodules for each plant were superficially disinfected and
crushed in Petri dishes with YMA media containing Congo Red stain. After the purification
of the bacterial isolates it was proceeded the cultural characterization and evaluated the
capacity of the bacterial strains to grow in culture media containing eight different carbon
sources, antibiotics or salts and different temperatures. The isolates were authenticated in
greenhouse sterile conditions and an experiment was carried out to evaluate the capacity of
selected isolates to establish the symbiosis. The isolates presented a very diverse pattern to
present intrinsic resistance to antibiotics and to grow eighth different carbon sources. It was
aso evauated the capacity of the isolates to produce polyhydroxybutyrate,
exopolysaccharides and amylase. The reology of selected EPS were aso evauated. The
majority of isolates tested were able to present growth when incubated at 42°C. Part of the
isolates was able to grow in culture media with 3% of NaCl. Though 34% of the isolates were
not able to nodulate the host plant, and from the isolates evaluated to establish the symbiosis
al presented the same nodulation compared with the recommended strains. The isolates
varied alot regarding the production of PHB and EPS, showing strong influence of the carbon
source used. The EPS rheology showed pseudoplastic behavior. Regarding the amylase
production, one isolate had reached a degradation halo 2.7 times the colony size. These results
show the biotechnological potential of these isolates, both for inoculants production and
biopolymer production.

Keywords: Biological nitrogen fixation Polyhydroxybutyrate. Exopolisaccharides. Amylase.
Diversity. Technological innovation I noculant.
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1-INTRODUCAO GERAL

Os microrganismos apresentam se com diferentes papéis ecol 6gicos nos ecossistemas.
A busca por estratégias para maximizar a agdo destes microrganismos em processos Como a
fixacéo biologica do nitrogénio (FBN) é de fundamental importancia para a sustentabilidade
ambiental e producdo agricola menos impactante. A FBN é um processo realizado por
diversas bactérias que podem ser de vida livre (Nostoc spp., dentre outras), associativas
(Azospirillum spp., dentre outras) e mutualisticas Rhizobium spp., dentre outras). Essas
bactérias estdo ubiguamente distribuidas em diversos ecossistemas do planeta, contribuindo
para aincorporagdo do nitrogénio nesses sistemas. Portanto, 0 manejo de sistemas naturais ou
agroecossistemas € profundamente influenciado pela gestdo do nitrogénio, uma vez que
grande parte do nitrogénio disponibilizado para os vegetais € fixado pelas bactérias
diazotroficas.

As bactérias que se associam mutualisticamente com plantas da familia leguminosa e
pertencem a seis géneros sendo sdo chamados coletivamente de rizébio (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Essa associagcdo € bastante complexa e seu estabelecimento depende de
fatores genéticos da bactéria e da planta, dém de diversos fatores ambientais. Embora
algumas bactérias sejam bastante especificas, sendo capazes de infectar um pequeno nimero
de espécies de leguminosas, outras sd0 muito promiscuas, sendo capazes de nodular um
grande numero de espécies de leguminosas. A especificidade e promiscuidade exemplificam a
complexidade ecoldgica da associagdo rizobio-leguminosa. Para se explorar associacdo
na agricultura, é de fundamental importancia a selecéo de estirpes de rizobios eficientes com
capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico e infectividade das plantas hospedeiras,
aliada a competéncia saprofitica.

Além da avaliacdo da diversidade rizobiana para fins de selecdo de bactérias para a
recomendacdo para inoculantes, outras aplicagdes biotecnoldgicas podem ser oriundas dos
estudos aplicados da diversidade rizobiana. Devido a versatilidade metabdlica das bactérias
do solo, muitas destas podem ser utilizadas como produtores de compostos para a industria
guimica. Rizdbios sdo produtores de uma gama de amilases, capazes de degradar amidos de
diferentes origens como fécula batata e tapioca, amido de milho dentre outros (OLIVEIRA et
a., 2007a), além dessas enzimas, rizobios apresentam capacidade de produzir enzimas
lipoliticas e proteoliticas (OLIVEIRA et al., 2006). As estirpes mais promissoras destes e de
outros estudos podem servir de matéria prima para a aplicacdo industrial. Além de enzimas,
estirpes de rizobio sdo eficientes produtores de exopolissacarideos (DUTA et al., 2005;
CASTELLANE e LEMOS, 2007), que podem ser aplicados na industria de alimentos e
farmacéutica, e de polihidroxialcanoatos (TRAINER e CHARLES, 2006), polissacarideos que
tem aplicacdo na producdo de plésticos biodegradaveis.

Aproximadamente 20% do lixo produzido nas grandes cidade é composto por
plasticos em produtos descartaveis (COMLURB, 2009). A maioria do pléstico utilizado para
esse fim € oriunda de combustiveis fosseis, principamente o polipropileno (PP) e o poli-
(tereftalato de etileno) (PET). A utilizag&o de plésticos biodegradaveis, de facil decomposicéo
e sintetizados através de processos biol 6gicos colabora pode colaborar com a diminuicdo do
impacto ambiental da producéo de lixo nos grandes centros urbanos. Diversos estudos tém
focado a utilizacdo de materiais aternativos aos derivados de petrdleo na industria de
plasticos, dentre esses materiais podem ser destacados polimeros bacterianos, como o
polihidroxibutirato e aguns exopolissacarideos. A avaiacdo da capacidade de
microrganismos em produzir estes polimeros, vai a0 encontro de praticas que ndo tenham
elevado impacto ambiental, que diminuam o acimulo de residuos e que néo degradem o meio
ambiente.



O objetivo geral desse trabalho foi montar uma colecdo de bactérias isoladas de
nodulos de guandu, cultivado em vasos contendo amostras terra coletadas em solos sob
diferentes mangjos, bem como proceder a caracterizacdo destas bactérias no que diz respeitos
as caracteristicas culturais e na producéo de biopolimeros como uma prospeccdo de novas
aplicagdes biotecnol dgicas deste materia biol 6gico.

Para melhor interpretacdo dos resultados e compreensdo por parte do leitor, os
resultados da tese estéo apresentados em 2 capitulos. O primeiro capitulo desta tese intitulado
“Isolamento e caracterizagcdo morfolégica de bactérias de nodulos trés gendtipos de guandu
em diferentes solos do Rio de Janeiro” teve por objetivo estudar a diversidade de bactérias
isoladas de nodulos de trés cultivares de guandu [Cajanus cajan Millsp. (L.)] cultivado sem
vasos com amostras de terra de solos distintos do municipio de Seropédica e do municipio de
Pinheiral, ambos no Estado do Rio de Janeiro. A diversidade dessas bactérias foi avaliada
através da caracterizacdo morfol 6gica dos isolados em placas de Petri, aém da avaliacéo da
capacidade desses isolados em crescer em elevadas temperaturas, em meios de cultura
suplementados com diferentes concentragbes de NaCl, e diferentes fontes de carbono, assim
como em meios com diferentes concentragcdes de quatro antibiéticos. Além da diversidade,
esses isolados foram validados em condi¢Bes de casa de vegetacdo e um teste preliminar de
eficiéncia, eficécia e efetividade simbidticafoi realizado.

A avaliagdo da capacidade de isolados em produzir diferentes biopolimeros e um
complexo enzimatico, foi o objetivo do estudo realizado no segundo capitulo desta tese,
intitulado “Producéo de exopolissacarideos, polihidroxibutirato e amilases por bactérias
isoladas de nbodulos de guandu. Neste capitulo foi avaliada a capacidade de isolados
bacterianos em produzir PHB, EPS e amilases, em condigdes normais de cultivo em
laboratério, dispensando a utilizagdo de métodos dispendiosos e equipamentos elaborados,
visando a busca de uma alternativa para o setor produtor de inoculantes no Brasil.



CAPITULO |

ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO MORFOL OGICA DE BACTERIASDE
NODULOS DE TRES GENOTIPOS DE GUANDU



RESUMO

Os inoculantes para plantas usadas como adubos verdes sdo produzidos com bactérias
isoladas de diversas plantas a muitos anos, havendo, portanto baixa especificidade entre os
simbiontes. Dessa forma selecdo de bactérias para estas culturas tende a aumentar a eficiéncia
da simbiose entre os pares contribuindo para a ado¢do da pratica da inoculagdo pelos
produtores. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de bactéias isoladas de
noédulos de guandu [Cajanus @jan (L.) Mills] bem como a capacidade de nodular e de
estabelecer a simbiose destes isolados. Foi montado um experimento com amostras de terra de
oito solos, sendo quatro solos coletados em pastagens ndo mangjadas no municipio de
Pinheira-RJ e duas areas com cultivo organico e duas areas com cultivo convenciona no
municipio de Seropédica-RJ. Foram utilizados trés cultivares de guandu em um experimento
com o delineamento de blocos ao acaso com trés repeticdes. As plantas foram coletadas aos
75 dias apds a emergéncia e cinco nédulos de cada planta foram pressionados contra 0 meio
isolamento em placa de Petri com meio de cultura YMA com vermelho congo. Para a
purificacdo e isolamento e caracterizacdo morfoldgica, os isolados foram riscados sucessivas
vezes em placas de Petri contendo o0 meio YMA até a obtencdo de coldnias puras. Foram
obtidos 306 isolados que foram agrupados em 43 grupos. A maioria dos isolados apresentou
crescimento rpido (71%) e capacidade de acidificar o meio de cultura (59%). A diversidade
rizobiana em todos os solos foi elevada, com destague para o Argissolo Acinzentado que
apresentou elevada diversidade, equitabilidade e riqueza. Foi possivel ainda observar certa
especificidade de alguns grupos morfoldgicos e alguns cultivares, sugerindo especificidade
entre gendtipos do germoplasma vegetal e rizobiano. A avaliagcdo da toleréncia intrinseca a
antibi6ticos mostrou um padréo muito diverso, bem como a capacidade de metabolizar fontes
de carbono. 25% dos isolados foram capazes de crescer em neios de cultura contendo 3% de
NaCl, com destaque para os isolados oriundos do Planossolo Haplico do Sistema Integrado de
Producdo Agroecolégica (SIPA). 73% dos isolados foram capazes de crescer quando
incubado a 42°C. A restricdo do 16S rDNA dos isolados selecionados apresentou parte dos
isolados agrupando com estirpes do género Rhizobium e parte agrupando com estirpes do
género Bradyrhizobium, mesmo isolados de crescimento répido indicando a ata diversidade
desses isolados. 66 % dos isolados foram capazes de nodular e todos os isolados avaliados
para 0 estabelecimento da simbiose apresentaram nodulacéo estatisticamente igual aguela
apresentada pelas estirpes recomendadas, demonstrando o potencial destes isolados para
estudos de campo.

Palavras-chave: Rizobio. Biodiversidade. Inoculante. Adubagdo Verde.



ABSTRACT

Inoculants for green manures are produced with bacteria isolated from diverse plants several
years ago, thus there is not specificity between the symbionts. Thus the inoculation selection
of bacteria for these crops must increase the symbiosis efficiency between the symbiont
partners contributing for the adoption of the inoculation practice by the farmers. The aim of
this work was to evaluate the diversity of bacteria isolated from pigeonpea [Cajanus cajan
(L.) Millsp.] root nodules, as well as the capacity of these bacteria in nodulate and establish
the symbiosis with the host plant. It was assembled a experiment with four soil samples
collected in non managed pastures at Pinheiral-RJ municipality and two areas with organic
farming and two with conventional farming practices at Seropédica-RJ municipality. There
were used three pigeonpea genotypes in a completely random block design experiment with
three replicates. The plants were collected at 75 days after the emergence and five nodules of
each plant were crushed for the isolation in Petri dishes with YMA media containing Congo
Red stain for the purification and cultural characterization. There were obtained 306 bacterial
isolates grouped in 43 clusters. The mgjority of isolates presented fast growth (71%) and
ability to acidify the culture media (59%) and the bacteria diversity in al soils evauated
were high, pointing out to the Gray Ultisol that presented elevated diversity, equitability and
richness. It was observed some specificity between some clusters and genotypes suggesting
specificity between the microbial and plant germoplasm. The evaluation of intrinsic antibiotic
resistance showed a pattern very diversity, as well as the carbon metabolism features. 25% of
isolates were able to growth in media with 3% of NaCl, pointing out the isolates from SIPA
Haplic Fragiudult soil. 73% of isolates were able to growth when incubated at 42°C. The 16S
rDNA restriction of selected isolates showed part of the isolates grouping with strains of
Rhizobium genera and other part with Bradyrhizobium, including isolates with fast growth.
66% of bacteria isolates were able to nodulate the pigeonpea and the isolates selected to
evaluate the symbiosis establishment showed the same nodulation presented by the

recommended strains, demonstrating the potential of these isolates to be tested in field
studies.

Keywords: Rhizobia. Biodiversity. Inoculant. Green manure.



1.1-INTRODUCAO

Os inoculantes agricolas podem ser divididos em trés principais categorias. 0S
inoculantes rizobianos, os inoculantes com bactérias promotoras de crescimento e 0s
inoculantes com microrganismos entomo-patogénicos. Essas tecnologias sdo fundamentais
para a sustentabilidade dos sistemas agricolas, uma vez que elas contribuem para reduzir a
utilizacdo de insumos, como fertilizantes e pesticidas, reduzindo o impacto ambiental e o
custo da atividade agricola (PHILLIPS, 2004).

A selecdo de bactérias capazes de fixar grandes quantidades de nitrogénio € parte de
um trabalho de aprimoramento da tecnologia de inoculantes, fornecendo a industria produtora
novos materiais com elevada eficiéncia agrondmica e adequados a legislacdo brasileira sobre
inoculantes microbianos. Este trabalho pode colaborar para a adogdo da tecnologia de
inoculagéo de adubos verdes, ainda pouco difundida entre os produtores no Brasil.

Além disso, a caracterizaco destes microrganismos deve levar em consideracdo ndo
apenas 0 contexto atual, mas também cenarios futuros onde pode haver agravamento do
aquecimento global e depauperacdo dos solos por préticas agricolas inadequadas, por isso a
avaliacdo de resisténcia dessas bactérias a condi¢des de estresse é fundamental.

O isolamento de bactérias que nodulam plantas utilizadas como adubos \erdes, tém
dado importantes colaboraces para a taxonomia de rizébios, uma vez que bactérias ainda ndo
descritas tem sido isoladas de nédulos de diversos adubos verdes, como a mucuna (LIMA,
2009), crotaléria (SY et a., 2003) e o tremoco (TRUJILO et al., 205). A descricdo de
espécies novas isoladas de nodulos de adubos verdes tende a aumentar ainda mais, uma vez
gue ataxonomia e a ecol ogia dessas bactérias sdo ainda pouco estudadas. Grupos de pesquisa
de diversos paises como Brasil, Austrdia, México e Espanha tem investido muitos recursos
para a avaliagdo da ecologia e taxonomia dessas bactérias. Esses esforcos devem em pouco
tempo colaborar para 0 melhor entendimento da ecologia e taxonomia destes procariotos.

De forma complementar, a avaliagdo da ecologia e taxonomia de bactérias formadoras
de nodulos em adubos verdes representa uma importante estratégia na producdo de energia
em consorcios com oleaginosas como a mamona e o girassol, (tecnologia que o Brasil figura
como principal detentor no mundo), principalmente em um cenario de crise do sistema
energético devido a0 aumento da demanda e reducdo da oferta de combustiveis como o
petréleo e seus derivados.

A aplicacdo de leguminosas como adubos verdes € uma prética utilizada por
agricultores de todo o mundo h& vérios anos. Diversas leguminosas podem ser utilizadas nesta
aplicacéo, destacando-se as crotalérias, as mucunas e 0 guandu. Esta € uma planta de ciclo
que apresenta duragcdo de média a longa e diversos gendtipos ja foram selecionados para os
diferentes biomas do Brasil. Uma das vantagens da utilizacdo do guandu como adubo verde é
a elevada producéo de biomassa e sua mineralizagao relativamente rgpida, colaborando para o
aporte de nitrogénio para a cultura consorciada ou em sucessdo. Outra utilizacdo do guandu
em diferentes regibes do mundo € como forragem, devido a&s suas caracteristicas
bromatol ogicas e elevado teor de proteina, elam da rusticidade o que permite a sua adaptacéo
a pastagens com solos pouco fértels.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi 0 isolamento, a caracterizacdo fenotipica,
a validacdo e a avaliagdo preliminar da eficiéncia de bactérias isoladas de nédulos de trés
cultivares de guandu. A hipotese cientifica consistiu em que a selecdo de rizobios autoctones,
eficientes, tolerartes a antibidticos, elevadas temperaturas e salinidade pode representar uma
estratégia para otimizar a fixag&o bioldgica de nitrogénio em guandu.



1.2-REVISAO DE LITERATURA.

1.2.1-Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é um processo desenvolvido por diversas
espécies de procariotos dos dominios Bacteria e Archaea, porém 0s organismos mais
estudados para esta caracteristica s@o0 as eubactérias, devido a sua aplicabilidade na
agricultura. Este processo bioguimico é catalisado pelo complexo enzimatico denominado
nitrogenase (Equacdo 1), exclusivo de procariotos denominados diazotroficos (VESSEY et
a., 2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) seguindo a estequiometria abaixo:

N2 + 8H" 8 détrons + 16 ATP__NTROCENASE. 5NH; + H, + 16 ADP + 16Pi
Equacdo 1. Reducéo de N, a ambnia através da catalise do complexo nitrogenase.

Os organismos diazotréficos sdo capazes de ocupar diferentes nichos ecoldgicos e
colaborar com a FBN para a entrada do nitrogénio nas cadeias alimentares em diferentes
ambientes. A Tabela 1 sumariza a contribuicdo de diferentes processos para a fixacdo do
nitrogénio através de processos naturais fisicos e biol 6gicos, além da atividade antrépica

Tabela 1. Estimativas da fixagdo de nitrogénio por diferentes processos e em diferentes
ambientes (FERNANDES JUNIOR e REIS, 2008 a partir de dados compilados de
diversos autores)

Fonte de fixac&o Quantidade fixada

(10° kg N/ano)
Industria (producao de fertilizantes) 65
Atmosférica e outros processos quimicos 51
Tota dos sistemas terrestres 180
Leguminosas 120
Demais sistemas terrestres 60
Oceanos 139

A fixacdo do nitrogénio através da acdo dos rizébios em leguminosas € responsavel
pela maioria do nitrogénio fixado ros ambientes terrestres. Paul e Clark (1989) destacaram
ainda que a associagdo entre rizébios e leguminosas é a ligacdo mais importante entre o N
atmosférico e o mundo vivo. Outras plantas fixadoras e a agdo de bactérias de vida livre so
responsaveis por apenas metade do total de N, fixado nas associaces rizobio- leguminosa,
demonstrando a importancia da FBN na manutencdo dos ecossistemas e para as praticas
agricolas menos impactantes. Recentemente, a FBN nos oceanos tem sido considerada como
uma importante fonte de FBN para os ecossistemas, colaborando com uma quantidade muito
grande de N fixado. Capone et al. (2005) destacam a atuagdo de bactérias do género
Trychodesmium neste processo.

A fixac8o industrial, processo pelo qual sdo fabricados os fertilizartes nitrogenados é
responsavel por uma quantidade similar a fixagdo terrestre sem a contribuicdo das
leguminosas (Tabela 1). Vae ressatar que a producdo de fertilizantes nitrogenados dispende
grande quantidade de energia para quebrar a ligagc@o tripla entre os &omos de N através do
processo conhecido como “Haber-Bosch”, desenvolvido por pesquisadores alemaes em 1909.
O processo “Haber-Bosch” é utilizado até hoje e requer grandes quantidades de energia, para
atingir temperaturas de até 450°C e uma pressdo superior a 100 atmosferas. Essa energia €
suprida utilizando combustiveis fosseis, o que torna a producdo destes fertilizantes bastante
impactante a0 meio ambiente e de alto custo (LIE, 1981), ndo compativeis com a necessidade
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da reducdo dos impactos ambientais das atividades antropicas, dentre elas as atividades
agricolas. Dessa forma, o desenvolvimento de préticas agricolas que priorizem a utilizagdo de
insumos biologicos em detrimento ao uso de fertilizantes e/ou defensivos é de fundamental
importancia para a sustentabilidade agricola. Uma comparacdo entre as caracteristicas da
fixac8o biologica e industrial do nitrogénio demonstra a quantidade de energia demandada
para a producdo dos fertilizantes nitrogenados (Tabela 2)

Tabela 2. Comparagdo entre a fixagdo bioldgica e industrial de nitrogénio (adaptado de
PAULL, 2009).

Fonte de fixacdo do nitrogénio Biolbgica Industrial
Temperatura ambiente 450°C
Pressac atmosférica >100 atmosferas
Custo zerg US$ 80 por tonelada
Ocorre desde Bilhdes de anos 1909

Como a contribuicdo da FBN em leguminosas é 0 processo que apresenta maior
contribuic&o para o aporte de N nos ecossistemas terrestres e devido a importancia agricola de
leguminosas que apresentam a capacidade de fixar grandes quantidades de N atmosférico,
este sistema € 0 mais estudado.

A associacdo entre rizobios e leguminosas teve inicio a aproximadamente 58 milhdes
de anos, no inicio do periodo cretéceo, ao se considerar que as leguminosas tiveram origem a
60 milhdes de anos e, portanto a historia da associagdo rizobio leguminosa tende a se
confundir com a histéria da familia leguminosa (SPRENT, 2008).

A nodulacgdo em leguminosas ndo ocorre de maneira equanime nas trés subfamilias
desta familia. A subfamilia Caesalpinoidae pode ser dividida em quatro tribos, das quais duas
apresentam espécies capazes de nodular. As tribos Cassiaea e Caesalpinaeae tém membros
capazes de formar nddulos como, por exemplo, Mimosa (LAVIN et al., 2005; SPRENT,
2008). Hirsch et a., (2001) estimam que apenas 25% das Caesalpinoidae sgjam capazes de
nodular. Além disso, a maioria das espécies nodulantes de Caesalpinoidae apresenta a
formacdo de corddes de infeccdo, onde a membrana do corddo de infeccdo se mantém e ndo
ocorre formagao dos simbiossomos, mas sim conjuntos de células envolvidas individua mente
livres no citossol do nédulo, do hospedeiro. A infeccdo destas plantas também n&o ocorre via
pélo radicular e sm através de aberturas naturais presente nas raizes das hospedeiras.

A subfamilia Mimosoidae apresenta uma taxonomia mais controversa do se
comparada com as duas outras subfamilias, tornando complicada a determinacéo do caréter
nodulacdo na divisdo entre tribos (LAVIN et a., 2005). Porém, as principais tribos atuais de
Mimosoidae (Acaciae; Mimosae e Ingae) que surgiram a aproximadamente 30 milhdes de
anos apresentam a nodulacdo uniforme em quase todas as espécies, com algumas excegdes de
plantas que perderam a capacidade de nodular ao longo da evolucdo (SPRENT, 2007). A
subfamilia Papilionoidae cortém as principais leguminosas de graos cultivadas, como a soja,
o feijdo e a ervilha. Esta subfamilia apresenta 28 tribos (LAVIN et a., 2005), das quais a
maioria apresenta a capacidade de formar nodulos, com excecdo de alguns grupos que
perderam a capacidade de nodular, incluindo a tribo mais antiga desta subfamilia Swartiziae
(SPRENT, 2007 e 2009), tribo que originou os demais grupos desta subfamilia (LAVIN et al.
2001). As subfamilias Mimosoidae e Papilionoidae apresentam cerca de 90% dos membros
capazes de nodular (HIRSCH et al. 2001, LATVIN et al., 2005).

1.2.2-Diversidade de Bactérias For madoras de N6dulos em L eguminosas

O primeiro isolamento de bactérias oriundas de nédulos de leguminosas foi realizado
por Beijerinck em 1888 que classificou estas bactérias de Bacillus radicola, nome aterado
por Frank em 1887-1890 para Rhizobium leguminosarum (MOREIRA, 2008). Desde entéo,
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diversas espécies de rizobio tem sido descritas e a gama de rizobios capazes de nodular
leguminosas tem crescida a cada dia. Até o inicio deste século estava bem estabelecida a
classificagdo de rizébios “cléssicos’ com seis géneros de caracteristicas e nodulando uma
gama muito grande de leguminosas. Os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Snorhizobium,
Azorhizobium, Mesorhizobium e Allorhizobium (Tabela 3) pertencem a quatro familias da
sub-ordem a-proteobactéria e eram considerados como as Unicas bactérias capazes de nodular
leguminosas (WILLEMS, 2006). A classificagdo taxondmica das estirpes de rizobio tem
sofrido uma revolugdo a partir de 2001, quando a avaliagdo de parte da colegdo de culturas do
INRA (Institut National de la Recherche Agronomique- Instituto Naciona de Pesquisa
Agrondmica) na Franca revelou que grande parte das bactérias classificadas como rizobio,
pertenciam a outro género, ou melhor, a outra sub-ordem. As bactérias foram reclassificadas
dentro da subordem (¥ proteobactéria, género Burkholderia (MOULIN et al., 2001). A partir
de ent&o diversas outras bactérias pertencentes a esta sub-ordem e a outras sub-ordens capazes
de formar nédulos em leguminosas foram descritas (Tabela 4).

Recentemente foi observada a presenca de ?-proteobactérias dos géneros
Pseudomonas. Pantoea, Enterobacter, Escherichia, dentre outros em nédulos de Hedysarum
spp. (BENHIZIA et a., 2004). A hip6tese inicial dos autores dizia que estas bactérias seriam
0s simbiontes da leguminosa, porém, experimentos posteriores do mesmo grupo de pesguisa
ndo detectaram a presenca de genes nif nestes isolados, evidenciando ainda a ineficiéncia
destas bactérias em nodular Hedysarum em condicfes gnotobidticas (MURESU et a., 2008).
Apesar & haver populacbes de rizébio muito baixas dentro dos nédulos, os resultados de
reducéo de acetileno revelaram elevada atividade na fixagdo do nitrogénio, além da aparéncia
saudavel das plantas. Dessa forma, os autores especularam sobre a co-existéncia derizébios e
de Pseudomonales nos nédulos destas plantas e que outros mecanismos que beneficiam as
plantas possam estar agindo.

Outra ?-proteobactéria (Cohnella phaseoli) foi descrita recentemente isolada de
nodulos de Phaseolus na Espanha, sendo esta espécie incapaz de nodular trés espécies deste
género, dém de ndo apresentar genes Nod A (GARCIA-FRAILE et al., 2008). Também tem
sido relatado na literatura o isolamento de diversas estirpes de bactérias pertencentes aos
géneros Rhizobium, Snorhizobium e outras bactérias de crescimento rgpido que apresentam a
incapacidade de nodular novamente os seus hospedeiros originais, provavelmente devido a
perda de plasmideos onde se localizam os genes envolvidos na simbiose (genes nif e nod, por
exemplo) durante o procedimento de isolamento, purificacdo e estocagem destes rizdbios
(HUNGRIA e ARAUJO, 1995; GARCIA DE LOS SANTOS et al., 1996).

E dificil precisar a quantidade de bactérias formadoras de nédulos em leguminosas,
uma vez que novas espécies sdo descritas e espécies ja descritas sd0 reclassificadas
constantemente, porém a pagina do NCBI computa 72 espécies de rizobio descritas além de
diversas outras em proposicdo por grupos de pesquisa do mundo inteiro (até o dia
05/10/2009). Este nimero pode aumentar muito, uma vez que a maioria dos estudos
taxondmicos realizados com rizobios foi conduzido utilizando bactérias isoladas de raizes de
leguminosas de gréo, com importancia agricola e principalmente em regibes de clima
temperado (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estudos utilizando espécies nativas de regides
tropicais tém sido conduzidos e novas espécies tém sido descritas (MARTINEZ-ROMERO et
a., 1991; MOREIRA et a., 1992; CHEN et al., 2001; VANDAMME et d., 2002; CHEN et
al., 2005; MOREIRA et al., 2006; CHEN et a., 2008).

Além de Burkholderia spp. outras bactérias pertencentes a subclasse 3-proteobactérias
(além de outros géneros de a-proteobactéria) também ja foram descritas com a capacidade de
nodular leguminosas. Esta listagem de espécies esta sumarizada na Tabela 4.



Tabela 3. Algumas caracteristicas dos seis géneros de rizobio “cléssicos’.

E:Pnel,rlg hlf)rs:one((:jlgi?]:s Descricao original Comentério Referéncias

O género Rhizobiur fol o primeiro género descrito para
designar as bactérias que formam nodulos radiculares em YOUNG et al., (2001);
leguminosas. Diversas espécies de crescimento répido eram VALVERDE et ., (2006);
classficadas neste género, porém foram posteriormente  WILLEMSetal., (2006);
o Feijdo, diratro, classificadas dentro de outros géneros de rizobio. O género HUNTER et dl. (2008);
Rhizobium/ N Y : : HAN et al., (2008);
Rhizobiacese afafaeleucena, FRANK (1889) Rhlzobl um apresenta 28 espécies descritas e d|v_ersas outras em GU et (2008)
dentre outras discussdo no comité internacional de taxonomia bacteriana. 6 MOREIRA (2008)2
espécies de Agrobacterium e 1 de Allorhizobium apresentam PENG et al. (2008)f
elevada similaridade genética com o género Rhizobium, e a BERGE et al., (2009);
proposta da inclusio destas espécies neste género € discutida na HOU et a. (2009).

literatura.

: O género Bradyrhizobium foi proposto por Jordan (1982) para JORDAN et d. (1982);
Bradyr hizobiuny Sojgl\,ﬁ.gnz' i JORDAN (19gp) 2grupar as bactérias de crescimento lento que eram classificadas VINUESA et dl. (2005);
Bradyrhizobiaceae gﬁ:rasana entre ( ) como Rhizobium Este género contém 11 espécies e inclusio de VAN BERKU'\(AZ%SJ
uma espécie do género Blastobacter foi proposta em 2006 ’

O género Snorhizobiumfoi proposto por Chen e colaboradores

em 1988 para agrupar os rizobios de crescimento rgpido

capazes de nodular soja. Na ocasi&o de sua criagdo, 0 género
Sinorhizobium foi questionado por ndo apresertar argumentos CHEN et al. (1989);
Sinorhizobiumny Soja, f_eijéo, e filogeljéticos para a criacéo de um novp'género, prpble_ma WILLEMSet al., (2003);
Rhizobiaceae leguminosas CHEN et al. (1988) resolvido com a inclusdo de outras espécies de Rhizobium TOLEDO et al. (2003);
florestais. Existe a discussGio a respeito da fusdo dos géneros WILLENS (2006);

by

Snorhizobium e Ensfer devido a proximidade filogenética
desses grupos, com a denominagdo do género de Ensifer, pois
este género foi descrito anteriormente. S80 descritas 13 espécies
de Sinorhizobium

MOREIRA (2008).
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Tabela 3: continuacéo...

Género/ Principais o L .
Eamilia hospedeiras Descricdo original Comentério Referéncias
Seshaniae Género descrito em 1988 contendo uma Unica espécie,
Azor hizobiun/ outras DREYFUS et . (1988) formadora de nddulos em caules de Sesbania. Hoje o género DREYFUSet a.(1988);
Xanthobacteriaceaeleguminosas ' contém duas espécies (A. caulinodans e A. doberaneae) MOREIRA et a. (2006).
arbéreas isoladas desta espécie

%jaéz%eblco, Descrito em 1997 a partir de 5 espécies de Rhizobium o
o . género Mesorhizobium hoje contem 18 espécies. A maioria
l\P/lhesl?(r)EZC?[g'ﬂurr/ d'vgcﬁ de JARVISetd. (1997) das espécies deste género apresenta crescimento intermediario JAV|\7I\I/_ILSE8|;[/IaSL (21(?0967 )
Y aceae Iespumi nOSaS entre o crescimento lento de Bradyrhizobium e o crescimento (2006).
ff’gr e répido de Rhizobium

Allorhizobiurr € 0 mais novo género descrito para as espécies
rizobianas. Hoje este género contém apenas uma especie (A.

LAJUDIE et . (1998) undicola) isolada de Neptunia natans no Senegal. Y OUNG et HADIES g‘l- ggg%
a. (2001) propdem a inclusio desta espécie no génerc '
Rhizobium e a criagdo da nova espécie R. undicola.

Allorhizabiurr/ Neptunia
Rhizobiaceae natans




Tabela 4. Listagem dos géneros de bactérias formadoras de nédulos em leguminosas
recentemente descritas pertencentes as subordens a e [3-proteobacteria

Sub-classe Géneroffamilia Dss:r|gao~da Hospedeira Referéncias
nodulacao
- Devosia/ RIVASet al. Neptunia
a- proteobactéria Hyphomicrobiac (2003) natans RIVASet al. (2003).

. SY etal. (2001);
Methylobacterium/ oy o 41 (2001) Crotalariaspp. JOURAND et
Methylobacteriaceae (2004)

VAN BERKUM e
EARDLY (2002);

Blastobacter/ VAN BERKUM e VAN BERKUM et

Bradyrhizobiaceae EARDLY (2002) /2. al.(2006);
BALANCHADAR et

a. (2007).

VALVERDE et al.
Phyllobacteriumv VALVERDE et Trifolium (2005);

Phyllobacteriaceae al. (2005) pratense  BALANCHADAR et

a. (2007).

Acacia
Ocrobactrum/ NGOM et al. mangium;  NGOM et al. (2004);
Brucellaceae (2004) Lupinus  TRUJLO et al (2005)
honoratum

Kummerowia |\ o 4 o00g)

Shinella/ Rhizobiaceae LIN etal. (2008) " pulaceae

Aspalathus MOULIN et al.

R-proteobactéria Burkholderia/ MOULIN et al. Ccarnosa: (2001);
Burkholderiaceae (2001) . j CHEN et al. (2005);
MImosa spP.  cHEN et al. (2008).
Cupriavidus*/ CHEN et al. . CHEN et al. (2001);
Burkhol deriaceae (2001) IO . Ve (300,

Herbaspirillum/ VALVERDE et Phaseolus VALVERDEetal.
Burkhol deriaceae al. (2003) vulgaris (2003)

* A descricdo original do trabalho de Chen e colaboradores enquadrara Cupriaviduscom no género Ralstonia (R.
taiwanense), sendo reclassificado dentro deste grupo por Van Damme e Coeyne (2004).

Dentre os novos géneros com capacidade de nodular espécies de leguminosas, a
associacdo entre plantas do género Mimosa e bactérias do género Burkholderia merece
destague. Nestes pares simbiontes, ocorre a preferéncia a formacéo de nédulos em Mimosa
spp. por Burkholderia spp. sendo estas bactérias mais competitivas quando co-inoculadas com
estirpes de Rhizobium tropici e R. etli (ELLIOT et al., 2009). Outro ponto interessante é a
incapacidade de espécies de Mimosa spp. em formar nédulos quando inoculadas com
Rhizobium sp. estirpe NGR234 que € conhecida pelo seu amplo espectro de hospedeiros (mais
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de 250 plantas incluindo Parasponia sp., planta pertencente a familia Ulmaceae) (PUEPPKE
e BROUGHTON, 1999). Além dessas peculiaridades a estirpe BR 3454 (Burkholderia sp.) de
isolada de M. scabrella apresenta infeccd nodular através da formagdo de corddes de
infeccdo, o que ndo ocorre entre Mimosa spp. e outras bactérias (FARIA et a., 1988).

1.2.2.1-Diversidade de rizébios em area de Mata Atlantica

A Mata Atléantica é o bioma mais impactado do Brasil. Sua degradacéo ocorre desde a
chegada dos portugueses em 1500, primeiramente com a extragdo da madeira do Pau-Brasil
(Caesalpinia echinata) e posteriormente com os ciclos de culturas agricolas, comegando com
a cana de acUcar, passando pelo café, dentre outras (DEAN, 1996). A floresta Atlantica
abrangia &rea total de 1.227.600 knt, hoje restam apenas 91.930 knt (7,5%), na sua maioria
em fragmentos e em &reas de mata atlantica de altitude. A Floresta Atléantica € um dos 25
“hotspots’ do planeta, estes “hotspots’ sdo definidos como areas de elevada biodiversidade
com ato grau de endemismo, fortemente impactada pelas atividades antrépicas (MY ERS et
al., 2000).

Poucos estudos de diversidade e biogeografia foram conduzidos com bactérias
formadoras de nodulos nativos do bioma da Mata Atlantica. Recentemente, um estudo
avaliando a diversidade de rizébios capazes de nodular o feijoeiro em solos da Mata Atlantica
pernambucana revelou elevada diversidade, apesar da predominancia de isolados de R. tropici
(GRANGE €t al., 2007). Este estudo indica a existéncia de isolados de R. etli na regido
estudada, levantando uma nova hipétese a respeito da biogeografia dos rizobios no territorio
nacional. Leguminosas arbéreas também podem nodular com uma grande quantidade de
rizobios nativos de solo de Mata Atlantica leguminosas como a paheteira (Clitoria
fairchildiana), que pode nodular mais em solos de mata se comparado com éreas manejadas
ou degradadas (SOUZA et d., 2007).

Grande parte das &reas onde originalmente havia a cobertura vegetal da Floresta
Atlantica, hoje sdo areas mal manejadas e degradadas. Essa degradacdo pode resultar em um
pedossistema fragil e com baixa diversidade biol6gica (RESENDE et al., 2002). As pastagens
ndo manejadas sao parte desses sistemas, responsaveis por grande quantidade de perda de solo
por erosdo, reducéo da diversidade bioldgica e fertilidade do solo. Algumas dessas areas
demandam por processos de recuperacdo. A recuperacdo destas reas € possivel desde que
ocorra um manejo adequado das espécies vegetais introduzidas. A introducdo de leguminosas
e de seus pares simbiontes pode representar uma estratégia para a recuperacéo destas aress,
pois a associacdo com estirpes de rizobio pode fornecer uma quantidade de N importante para
0 estabel ecimento vegetal na area durante o seu desenvolvimento inicial.

Para este propdsito, a selecdo de estirpes de rizébios autdctones, € importante para o
estudo da diversidade de rizébios neste ecossistema. Em um dos estudos a respeito das
comunidades de rizébios da Mata Atléantica, Ribeiro et al. (2000) avaliaram a diversidade
morfofisiologica das bactérias que formaram 42 grupos com a dominancia de 5 grupos
contendo mais de metade das bactérias.

1.2.2.2-Importéncia do estudo de diver sidade de rizobios

O Brasil € um pais que detém ente 15 a 20% de toda a dversidade biolégica do
planeta (SALATI et al., 2006). Porém diversidade bioldgica € ainda pouco estudada e
estudos de levantamento de espécies nos diferentes biomas brasileiros sdo necessarios. Por
exemplo, € estimado que apenas 30% das espécies amaznicas tenham sido catalogadas
(SALATI et d., 2006). A maioria dos organismos catal ogados até hoje nos diferentes biomas
brasileiros, pertencem a flora ou a fauna nacional. Microrganismos sdo os individuos mais
abundantes em qualquer ambiente, Hughes et d. (2001) estima que em 1 grama de solo
superficial de floresta tropical exista entre 10* e 10° diferentes taxa bacterianos, o que reflete
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uma biodiversidade muito grande, até hoje muito pouco inventariada e explorada nos estudos
de diversidade biolégica. Dentre essas bactérias estdo os rizobios que desempenham
importantes papéis na nutricdo vegetal e na manutencéo dos ecossistemas, cuja diversidade
ainda necessita de muitos estudos para melhor compreensdo da ecologia destas comunidades.
A diversidade bacteriana de solos de floresta tropical foi recentemente avaliada em estudo
transcontinental, e a diversidade bacteriana total em regides da Amazonia brasileirafoi muitas
vezes maior do que em regides de temperadas (FIERER e JACKSON 2006). Essa elevada
diversidade resulta em importantes implicagdes ecologicas, como a redundancia funcional,
resultando em uma capacidade de resiliéncia muito grande desses solos (JESUS et al., 2009).

Dentre as bactérias presentes nos solos tropicais, as bactérias diazotroficas também
desempenham um papel muito importante na estrutura das comunidades de plantas. Essas
bactérias tém seu estudo reduzido principamente a espécies capazes de nodular espécies de
importancia agrondmica e inventarios para avaliar a diversidade de rizébios nos diferentes
biomas sdo escassos. Alguns estudos avaliaram a diversidade rizobiana associada a espécies
nativas da Caatinga (TEIXEIRA et a., 2010) e no Pantanal (JAMES et a., 2001) e para
Floresta Amazbnica (MOREIRA et al., 1992; OLIVEIRA e MAGALHAES, 1999). A
avaiacdo da diversidade rizobiana associada a espécies nativas podem ser importantes o
entendimento da evolucdo das espécies nos diferentes ambientes, bem como trazer novos
isolados de importancia biotecnol 6gica.

Estudos relacionados a diversidade de rizobio podem auxiliar a responder perguntas a
respeito da relagdo existente entre a especificidade e a promiscuidade entre bactérias e
hospedeiros. Diversas bactérias apresentam uma faixa de hospedeiras restrita uma ou poucas
espécies de leguminosas, enquanto outras especies apresentam a capacidade de formar
nodulos com uma gama muito grande de leguminosas, como por exemplo, a estirpe NGR234
de Rhizobium sp., que € capaz de nodular mais de 250 espécies de leguminosas, dém da
Parasponia uma Ulmaceae (PERRET e a., 2000). Essa relacdo de
especificidade/promiscuidade entre hospedeiros e rizobios esta relacionada com a evolucéo
simpétrica/al opétrica dos pares.

A evolugdo simpétrica de bactérias formadoras de nédulos e seus hospedeiros
apresentam a tendércia tornar mais especificas as associacdes, por uma questdo de selecéo
natural, de simbiontes submetidos a pressoes de selecdo semelhantes no mesmo ambiente
(REIINOERS, 1976). Para exemplificar os casos de coevolucéo entre os pares simbiontes,
trés bons exemplos podem ser citados:

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é capaz de se associar com estirpes de rizébio
das espécies Rhizobium tropici e R. etli, dentre outras. R. tropici € oriundo da regido mais
setentrional da América Central enquanto R. etli € oriundo de regides andinas na América do
Sul, e estas espécies de rizobio apresentam uma série de preferéncias a formar nodulos com
gendtipos de feijoeiro oriundos da mesma regido, sugerindo ter havido durante a evolugdo
destes parceiros um estreitamento ca especificidade por sofrerem as mesmas pressdes de
selecao nos locais de origem (LAGUERRE et a., 2001; AGUILAR et a., 2004).

O estabelecimento da associacdo entre a espécie arbérea Mimosa caesalpiniifolia,
oriunda de regides do Cerrado e da Caatinga brasileira, que nodula preferencialmente com
Burkholderia sabiae (CHEN et al., 2008), bactéria oriunda das mesmas regioes que a espécie
de Mimosa, 0 que também sugere ter ocorrido maior estreitamento na capacidade de
estabel ecer a ssimbiose entre estes pares.

L eguminosas herbécesas nativas da Africa do Sul pertencentes ao género Rhynchosia
nodulam preferencialmente com estirpes de Burkholderia spp., do que com Bradyrhizobium e
a [&proteobacteria Cupriavidus taiwanensis. O género Rhynchosia é adaptado a regides de
solos &cidos e de baixa fertilidade natural, e as bactérias foram isoladas de Rhynchosia spp
crescidas naturalmente em campos com estas caracteristicas, indicando ter ocorrido a co-
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evolucdo entre esses pares ssimbiontes nos campos de solos acidos de baixa fertilidade sul
africanos (GARAU et d., 2009).

Outra questédo ainda ndo respondida no campo da rizobiologia € a respeito da
biogeografia dos rizobios. Conforme discutido anteriormente, acredita-se que a ocorréncia da
nodulacdo em leguminosas teve inicio a’58 milhdes de anos (LATVIN et al. 2005; SPRENT,
2007). Azorhizobium caulinodans, pode ser isolado de nédulos de Sesbania rostrata na
América do Sul e da Africa, regides que se separaram a mais de 130 milh6es de anos, no
inicio do periodo Cretdceo (MOREIRA, 2008). Existe a possibilidade de que estas bactérias
tenham cruzado o Oceano Atléntico, chegando aos solos africanos através de navios que
constantemente faziam este trajeto traficando escravos, durante o periodo do Brasil colénia. A
migracdo de estirpes de rizébio entre continentes durante o periodo das grandes navegactes ja
foi proposto para 0 R. tropici e R. etli, das Américas para a Europa (LAGUERRE et al.,
2001). Porem outra hipotese é a do desenvolvimento alopétrico dessa espécie conforme ja foi
sugerido em experimentos de microcosmos em condicdes laboratoriais para bactérias do
género Pseudomonas (BROCKHURST et a., 2004).

O isolamento, caracterizacéo e avaliacdo da eficiéncia agrondmica de isolados de
rizébio, candidatos a recomendacdo para a producédo de inoculantes, € um importante trabalho
na exploracdo da diversidade do germoplasma rizobiano. A prospeccao de rizobios candidatos
a recomendacdo para a producdo de inoculantes pode isolar bactérias que sgjam mais
eficientes e competitivas que as bactérias atualmente recomendadas. Como exemplos podem
ser citados o caso do feijjoeiro comum e do fejao-caupi no Brasil. As estirpes hoje
recomendadas para a producéo de inoculantes para essas culturas sdo resultado da prospeccéo
de rizébios em diferentes eco-regides tropicais. As estirpes recomendadas para a cultura do
feijoeiro pertencem a espécie Rhizobium tropici e foram isoladas da Colémbia e do sul do
Brasil (estirpes BR 322 e BR 520, respectivamente) (MARTINEZ-ROMERO et a., 1991,
HUNGRIA et al., 2000). Inclusive o isolado padréo utilizado na descricdo desta espécie, foi a
estirpe BR322 (CIAT 899"). Das trés estirpes recomendadas para o feijao-caupi, duas foram
isoladas de solos da Amazéonia (estirpes BR 3301 e BR 3302), (LACERDA et al., 2004) além
da estirpe BR 3267, isolada da regido semi-érida do nordeste brasileiro (MARTINS et d.,
2003). De certa forma, o trabalho de prospeccéo de rizébios candidatos a recomendacéo
também é um trabalho intenso de estudo da diversidade rizobiana, 0 que ressalta a
importancia de entendimento dessa diversidade.

Dessa forma estudos que tenham por objetivo avaliar a diversidade de rizobio podem
trazer importantes colaboracdes a ecologia, biogeografia e a aplicaces biotecnol égicas para
as estirpes de rizébio.

1.2.2.3-Estudo da diver sidade fenotipica de rizébios.

Recentemente, diversos estudos tém revelado a diversidade de rizobios via métodos
sofisticados de biologia molecular. Estudos utilizando técnicas como o sequienciamento de
genes e de genomas completos tem permitido o melhor entendimento da taxonomia rizobiana
e das relagOes entre esses grupos de organismos. A recente revolucdo na taxonomia de
rizobio, descrevendo grupos de [3-proteobactéria como capazes de formar nédulos em
leguminosas, sO foi possivel mediante o uso dessas técnicas moleculares avangadas (JESUS e
MOREIRA, 2008).

Com o advento da biologia molecular, os métodos cléssicos de caracterizagdo
rizobiana baseada nas caracteristicas morfofisioldgicas passaram a ser menos utilizados, pois
segundo alguns autores essas caracteristicas ndo sdo suficientes para a elucidacdo das relacoes
filogenéticas dos diferentes grupos de rizobios (WOESE, 1987), porém as caracteristicas
culturais das bactérias certamente tém sua importancia.

A aplicacdo da biologia molecular aos estudos de diversidade microbiana € de alto
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custo, pois exige equipamentos e reagentes dispendiosos. 1sso com certeza limita a aplicacdo
destas técnicas em diversos laboratérios do Brasil. Metodologias avaliando as caracteristicas
culturais das bactérias, ndo necessita de investimentos elevado e podem revelar informacdes
importantes a respeito da fisiologia, ecologia e taxonomia dos rizobios. Além disso,
recentemente diversos estudos tém empregado uma abordagem polifasica de caracterizagéo de
rizobios, avaliando tanto as caracteristicas culturais, como as caracteristicas moleculares e
bioquimicas, integrando técnicas que até poucos anos eram consideradas divergentes
(VANDAMME et d., 1996; GUEDES et al., 2008).

Algumas das principais caracteristicas culturais utilizadas na caracterizagdo
morfofisiol 6gica dos isolados rizobianos, seréo brevemente discutidos a seguir.

a) pH do meio de cultura: os rizébios sdo cultivados principalmente em meio de cultura
YMA (“yeast extract manitol agar”- manitol e extrato de levedura e &gar) solido. Este meio de
cultura apresenta inicialmente pH neutro (entre 6,8 e 7,0). Este meio de cultivo também
apresenta um indicador de pH, o azul de bromotimol que em pH neutro do meio apresenta
coloracdo verde. A mudanca do pH altera a coloragéo do meio para amarelo (&cido) ou azul
(alcalino). Algumas inferéncias taxondémicas podem ser feitas de acordo com o pH fina do
meio de cultura, por exemplo as estirpes de Rhizobium spp. na maioria dos casos apresenta
alteracdo do pH do meio de cultivo para pH écido, enquanto Bradyrhizobium spp. apresentam
reacdo alcalina (JORDAN, 1982). Esta caracteristica pode ainda representar uma relacéo de
adaptacdo ao ambiente, uma vez que estirpes de crescimento &cido geralmente sdo oriundas
de solos mais é&cidos e menos férteis, ao contrario das estirpes de crescimento acalino
(BUSHBY e MARSHALL, 1977). Na producdo de inoculantes mistos (com mais de uma
estirpe de rizébio) a avaliacdo do pH de crescimento das estirpes também é importante no
intuido de determinar a compatibilidade entre as estirpes coexistentes no mesmo produto.

b) Producéo de exopolissacar ideos: A producéo de exopolissacarideos em meio de cultura é
outra caracteristica avaliada na caracterizacdo morfofisiologica de rizobios. Podem ser
avaliadas quatro caracteristicas em relagdo a producdo de EPS. quantidade, elasticidade,
aderéncia a0 meio de cultura, homogeneidade e viscosidade. Assm como o0 pH, essas
caracteristicas podem revelar informacfes a respeito da taxonomia de rizébio. Estirpes de
Rhizobium spp. geralmente produzem mais EPS em meios sdlidos do que estirpes de
Bradyrhizobium spp., (BUSHBY e MARSHALL, 1977), e essa caracteristica também pode
estar associada a resisténcia a estresses ambientais ume vez que os EPS podem formar uma
camada protetora a col6nias de rizébio, quando expostas a elevadas temperaturas ou elevadas
concentracfes de aluminio trocavel (HOLLINGSWORTH et ., 1985).

¢) Tempo de crescimento: As estirpes de rizobio podem ser classificadas de acordo com o
tempo de crescimento em meio de cultura. Nesta classificagéo, as estirpes sdo enquadradas
em quatro grupos. l-crescimento rapido, estirpes com crescimento abundante até o terceiro
dia de incubagdo; 2crescimento intermediério, estirpes que crescem entre 4 e 5 dias;, 3-
crescimento lento, estirpes que crescem entre 6 a 9 dias e 4-estirpes de crescimento muito
lento, com periodo de crescimento acima de 10 dias (MARTINS et a., 1997). O tempo de
crescimento pode estar relacionado com o ambiente no qual a bactéria esta adaptada.
Bactérias de crescimento rapido geralmente sdo isoladas de solos mais pobres de regifes de
clima mais quente e seco. Ao contrario das bactérias de crescimento mais lento, que podem
ser isoladas principamente de regides de solos mais férteis com climas menos severos, o que
pode representar uma estratégia no uso de energia para a proliferacdo em detrimento a
atividade saprofitica na auséncia de uma planta hospedeira (BUSHBY e MARSHALL, 1977,
SPRENT, 1994). O tempo de crescimento dos rizobios apresenta inclusive relagdes com a
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taxonomia destas bactérias, uma vez que Rhizobium, Snorhizobium e Allorhizobium, sdo
géneros de bactérias de crescimento rapido, Mesorhizobium apresenta espécies de
crescimento  intermedi&rio, enquanto Bradyrhizobium apresenta crescimento lento.
Azorhizobium pode apresentar bactérias de crescimento répido ou intermediario
(PADMANABHAN et a., 1990; MOREIRA e PEREIRA, 2001; MOREIRA et al., 2006),
podendo haver excegbes (PADMANABHAN et al., 1990). A etimologia dos géneros
Bradyrhizobium e Mesor hizobium reflete inclusive o tempo de crescimento dessas bactérias
brady=lento (JORDAN, 1982) e meso=intermediario (JARVIS et a. 1997).

d) Morfologia das colénias: Com relacdo as colonias sdo avaliadas as caracteristicas
referentes ao didmetro, tipo de borda, superficie e transparéncia. Essas caracteristicas estéo
intimamente relacionadas com outras caracteristicas como a quantidade de muco produzido.
Geralmente coldnias puntiformes (com diametro menor que 1 mm) sdo caracteristicas de
bactérias que produzem pouco muco, engquanto colénias com mais de 3 ou 4 mm sd0
caracteristicas de bactérias que produzem mais muco. (MARTINS et a., 1997). Da mesma
forma pode-se fazer um paralelo com a superficie da coldnia e a producéo de muco, coldnias
com superficies mais planas geralmente sdo de bactérias que produzem pouco muco,
enquanto bactérias com maior producdo de muco geralmente apresentam colGnias com
superficies mais convexas. A transparéncia da colénia pode variar de opaco, quando ndo ha
passagem de luz pela coldnia, a transparente, quando ha grande quantidade de luz
atravessando a coldnia, com um estagio intermediério, o tranddcido, quando a coldnia retém
parte da luz, ndo sendo completamente transparente. Esta caracteristica esta relacionada com a
concentracao e a consisténcia do muco na colénia. Coldnias com muco menos concentrados e
mai s aquosos, apresentam maior transparéncia do que colénias com muco mais concentrados,
gue geralmente sdo mais opacas (MARTINS et a., 1997).

Outras caracteristicas fenotipicas podem ser avaiadas para melhor caracterizar os
isolados e para obter informagdes complementares a respeito da sua ecologia e sua fisiologia.
Tais caracteristicas podem ser a tolerdncia & acidez (OLIVEIRA e MAGALHAES; 1998),
resisténcia intrinseca a antibidticos (XAVIER et a., 1998), tolerdncia a elevadas
concentragbes de APF* (AARONS e GRAHAM, 1991, HARA e OLIVEIRA, 2004),
capacidade de crescimento em temperaturas distintas (SILVA et a., 2007c; MEDEIROS et
al., 2007, MEDEIROS et al., 2009), dentre outras caracteristicas.

1.2.3-Adubacdo Verde

A adubacdo verde é uma prética conhecida desde os primérdios da agricultura e
consiste no uso de leguminosas em rotacdo ou consdrcio com outras plantas de interesse
agricola, com os restos culturais mantidos na superficie ou incorporados ao solo (COSTA,
1993). Esta pratica tem sido mangjada principalmente de duas formas, em consorcio ou em
rotacdo de culturas, dependendo das espécies utilizadas.

A adubacdo verde colabora para a disponibilizacdo de nutrientes (principa mente
nitrogénio) para a cultura principal, diminuindo o uso de fertilizantes. A composicdo de
residuos de trés leguminosas utilizadas como adubos verdes incorporadas ao solo em um
estudo de microcosmo demonstrou que a decomposi¢ao da biomassa de amendoim forrageiro,
guandu e indigofera, resultou em um aporte inicial de até 10 t/ha de fitomassa e a
mineralizagcdo do nitrogénio contido neste material disponibilizou até 40 kg de N prontamente
assmilavel ao longo de 19 semanas de incubacdo, restando ainda uma grande quantidade de
N anda nos tecidos ndo decompostos e que podem ser liberados ao longo do tempo
(THIPPAYARUGS et al., 2008).

Em um sistema de rotagdo de culturas, utilizando-se o trevo como leguminosa para
adubacdo verde, a cultura subseqguiente (azevém) obteve grandes quantidades de nitrogénio e
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potéassio provenientes do cultivo anterior e prética resultou ainda em menor lixiviacdo
destes elementos devido a incorporacdo da biomassa do trevo ao solo (ASKEGAARD e
ERIKSEN, 2008). Alves et al. (2004) avaliaram a disponibilidade de nitrogénio e fosforo em
sistema organico devido a incorporacdo da biomassa de guandu. Os resultados deste estudo
demonstraram que o aporte de nitrogénio apds aincorporacdo dos residuos da poda do guandu
atingiu niveis de até 283 kg/ha, enquanto os niveis de fésforo atingiram niveis de até 23 kg/ha
e uma fitomassa de 11 t/ha. A utilizacdo de grande quantidade de biomassa vegetal (até 16
t/ha) em sistema de consorcio resultou em aumento da produtividade do milho e do feijdo em
até 77%, utilizando-se trés leguminosas tropicais como adubos verdes (leucena, sesbania e
guandu), em sistema de rotacdo de culturas, havendo ainda a influéncia significativa na
produtividade por trés safras seguidas, devido a grande quantidade de nutrientes liberados
paul atinamente pela transformagéo da biomassa incorporada (ONIM, et al., 1990).

Além do fornecimento de nutrientes para as culturas de interesse, uma das principas
contribuicBes da adubac&o verde para 0s agroecossistemas estd na melhoria da qualidade do
solo. O aporte de biomassa nesse sistema € elevado e a incorporacao de carbono no solo altera
positivamente as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas (ESPINDOLA et al., 2005).

A qualidade da matéria organica incorporada estavel em solo cultivado com
leguminosas como adubo verde é diferente daguela cultivada apenas com monoculturas ou
deixada em pousio, pois 0 percentua de acidos humicos, fulvicos e humina da matéria
organica em solos cultivados com os adubos verdes € significativamente maior do que o
percentual dessas fraghes em solos de pastagem de capim colonido ou em pousio
(CANELLAS et al., 2004). Estas fragbes da matéria organica s80 responsaveis por aumento
dafertilidade do solo e também por apresentar ativacdo do crescimento vegetal, ou sgja, solos
com elevada concentragdes dessas fracGes organicas apresentam melhores condigdes para o
desenvolvimento vegetal. Além da matéria organica humificada, a utilizacéo de leguminosas
em sistemas de rotacdo de culturas aumenta a concentracdo de carbono total do solo,
aumentando a quantidade de col6ides organicos, resultando em aumentos da capacidade de
troca cationica (CTC) e na reducéo das perdas de nutrientes por lixiviagdo (TESTA et al.,
1992, CANELLAS et al., 2004).

Espindola et a. (2005) também ressaltaram que a adubacdo verde pode resultar em
melhorias nas caracteristicas fisicas do solo. Um dos principais fatores que pode contribuir
com a melhora da qualidade fisica do solo em condicfes de cultivo de adubos verdes, tanto
em sistemas de rotagdo como em sistemas de consorcio esta relacionado a cobertura do solo o
gue protege do impacto direto das chuvas, reduzindo a erosdo (FAGERIA, 2007).

Além do controle da erosdo, a utilizagdo de adubos verdes tem papel importante na
densidade do solo. Esta caracteristica fisica é importante para a manutencdo do
desenvolvimento vegetal e para 0 movimento da agua e dos solutos no perfil do solo. Solos
mais compactados pelo manejo inadequado tém impedimento mecanico a penetracéo de agua,
apresentando elevada susceptibilidade a erosdo. A manutencdo de alta quantidade de matéria
organica favorece a manutencdo da densidade do solo (FAGERIA, 2007), uma vez que a
incorporacao da biomassa de adubos verdes de leguminosas resulta em aumento do tamanho e
maior estabilidade dos agregados, aumento da porosidade e diminuicdo da resisténcia a
penetracdo radicular (LATIF et a. 1992; MANDAL et al. 2003). Essas caracteristicas fisicas
sd0 alcancadas mais facilmente quando o adubo verde utilizado é uma leguminosa em vez de
gramineas, grande produtoras de biomassa, como o capim coloni&o (MANDAL et a. 2003).

Os adubos verdes também influenciam positivamente nas caracteristicas biolégicas do
solo, uma vez que hd aumento da atividade e da diversidade dos grupos de organismos do
solo (ESPINDOLA et al., 2005). Diversos grupos que ocupam nichos ecol 6gicos importantes
no solo sdo beneficiados com incorporacdo de residuos de adubos verdes nos solos, podendo
destacar os fungos micorrizicos arbusculares (SOUZA et al., 1999), as bactérias promotoras
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de crescimento vegetal e rizobios (GUTIERREZ-ZAMORA e MARTINEZ ROMERO,
2001). Além de microrganismos associados as plantas, outros grupos funcionais do solo
também sdo beneficiados com a incorporacdo de residuos de leguminosas como adubos
verdes, uma vez que a atividade de importantes enzimas dos ciclos do carbono, nitrogénio e
fosforo, € aumentada, resultando em mais rdpida estabilizacdo da matéria organica no solo e
disponibilizacdo de nutrientes para a cultura seguinte (DICK, et al. 1988).

1.2.4-Producao de I noculantes

O sucesso da tecnologia da inoculagdo € resultado do conhecimento acumulado por
mais de mais de cem anos de pesquisa. Os primeiros inoculantes desenvolvidos a partir de
culturas puras de rizobio foram comercializados nos Estados Unidos, a partir de 1896
(NOBBE e HITNER, 1896 apud SMITH, 1992). Hoje os inoculantes s8o comercializados na
maioria dos paises do mundo. Podemos citar alguns exemplos como na Austrdia, onde sdo
plantados mais de 94 milhdes de hectares de leguminosas inoculadas (BULLARD et al.,
2005), no Canadd onde mais de 91% dos agricultores que produzem leguminosas
(principalmente soja, lentilha e gréo de bico) utilizam inoculantes rizobianos (ROSS, 2002),
nos Estados Unidos onde sdo plantados mais 70 milhdes de hectares de soja e demais
leguminosas, dos quais aproximadamente 60% sdo inoculados (PHILLIPS, 2004), na
Argentina sdo plantados aproximadamente 10 milhdes de hectares inoculados de soja
(aproximadamente 15 milhdes de doses)* (GONZALEZ et al, 2006) e no Brasil sdo plantados
22 milhdes de hectares de soja inoculados com mais de 25 milhdes de doses de inoculantes
rizobianos, garantido produtividade de mais de 2500 kg de gréos por hectare (HUNGRIA,
2006).

O histérico de selecdo de estirpes e de pesquisas em inovacdo tecnolgica na area de
FBN compartilha com muitos elementos no sistema de producdo de soja no Brasil. Embora a
producdo de inoculantes em escala comercial no Brasil tenha tido inicio em 1956,
experimentos com inoculagdo de soja, tiveram inicio no sul do Brasil no inicio do século
passado (JARDIM FREIRE e VERNETTI, 1999). Experimentos de selecdo de estirpes e de
inoculag@o de soja em diferentes regides do Brasil tiveram inicio na década de 1960 com o
“Ensaio nacional de cultivares x inoculantes’, o que culminou com a expansdo da soja para o
Centro-Oeste do Brasil, ja dependente da inoculacdo com estirpes de rizébio (JARDIM
FREIRE e VERNETTI, 1999). A adoc¢do macica dos produtores aos inocul antes na década de
1970 resultou no inicio do aumento da producéo nacional, quando aproximadamente meio
milhdo de doses de inoculantes em 1970/71 (Figura 1).

1.2.4.1-Determinacfes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
Para a protecéo do direito do produtor de adquirir um produto de qualidade e para a

garantia da eficiéncia da tecnologia e competitividade no mercado externo (principalmente da
soja), a legidacéo brasileira determina que os inoculantes vendidos no Brasil atendam a
parametros de conformidade determinados pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) através da instrucdo normativa n° 5 de 06 de agosto de 2004
(BRASIL, 2004). Para enquadrar—se nesses padroes de conformidade, as formulages de
inoculantes devem atender aos seguintes parametros:
- Apresentar a(s) estirpe(s) recomendada(s) para a cultura a que se desting;

Apresentar concentracdo de células igual ou superior a 10° por grama ou mL de

inoculante;

Apresentar validade igual ou superior a 180 dias a partir da data de fabricagéo;

N&o apresentar microrganismos ndo especificados a partir da diluicdo 10™° de uma diluicdo

1 Na safra 2004-2005.
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seriada;
Ser capaz de fornecer ao menos 600 mil células por semente (obrigatdrio apenas para 0s
inoculantes para a cultura da soja).

A legislacdo brasileira nem sempre determinou parémetros tao rigidos para a producéo
e comerciaizagao de inoculantes. Esse grau de exigéncia foi aumentando ao longo dos anos,
conforme os estudos em microbiologia do solo e tecnologia de inoculantes permitiram melhor
entendimento das variaveis que influenciam na qualidade e nas caracteristicas do produto
final (FERNANDES JUNIOR et al., 2009).

Conforme determina 0 MAPA, as empresas do setor devem adquirir as estirpes
rizobianas junto a colegdo SEMIA (antiga Secéo de Microbiologia Agricola da secretaria de
agricultura do Rio grande do Sul) da FEPAGRO (Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria-RS) que é o0 6rgdo depositario reconhecido pelo Ministério da Agricultura para
as estirpes de rizobio recomendadas de acordo com as instru¢des normativas (IN) do MAPA?Z,

Além de conter uma fase viva (celular rizobianas), os inoculantes detém uma fase que
tem a func@o de comportar esses microrganismos (veiculo). No Brasil ndo ha restricéo ao uso
de qualquer material como veiculo de inoculacdo, desde gque este material apresente-se em
conformidade com as determinagdes da IN n° 05 06 de Agosto de 2004 (BRASIL, 2004).
Para a obtencdo de veiculos de qualidade, as empresas do setor estdo importando turfas, uma
vez que as turfeiras do Brasil ndo possuem turfa com qualidade adequada para serem
utilizadas como veiculo de inoculante (FERNANDES JUNIOR, 2006). Além dos inoculantes
em veiculos turfosos, quase metade dos inoculantes comercializados no Brasil sdo inoculantes
liguidos cujas formulacbes e composicdes sdo protegidas por patentes ou por segredo
industrial (MAGRI, 2006). Recentemente, um veiculo de inoculacdo com base em misturas
poliméricas foi desenvolvido através de uma parceria entre grupos de pesguisa da UFRRJ e da
Embrapa Agrobiologia e pode ser uma alternativa para esse setor (FERNANDES JUNIOR et
al., 2009).

1.2.4.2-Mercado brasileiro de inoculantes

O mercado brasileiro de inoculantes hoje pode ser enquadrado como um dos maiores
mercados do mundo. A grande maioria dos inoculantes vendidos no Brasil sdo destinados a
cultura de soja e o crescimento da area plantada dessa cultura € acompanhada do crescimento
das vendas de inoculantes no Brasil (Figura 1).

Esse crescimerto é resultado de muitos anos de pesguisa em melhoramento genético
da soja almejando a supressdo da adubacdo nitrogenada e incorporando como caracteristica de
interesse dos programas de melhoramento a nodulagdo com estirpes de rizobio eficientes
(JARDIM FREIRE e VERNETTI, 1999). Hoje a totalidade de produtores de soja no Brasil se
beneficia da FBN, sgja em inoculagdes a cada plantio como € o caso da regido Centro-Oeste,
ou se beneficiando de populacbes bem estabelecidas de rizobio oriundas de inoculagdes
macicas ha varios anos, como é o caso do Sul do Brasil (HUNGRIA et al., 2006). Nos
Estados Unidos, que é o maior produtor de soja do mundo, apenas 15% dos produtores
inoculam as suas sementes com rizobios, os demais produtores utilizam fertilizantes
nitrogerados (USDA, 2006).

2 As estirpes recomendadas para a produgdo de inoculantes no Brasil estéo relacionadas no anexo Il da instrugéo
normativan® 10 de 31 de margo de 2006 (BRASIL, 2006).
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Figura 1. Mercado de inoculantes e &rea plantada de soja no Brasil e na Argentina (adaptado
de HUNGRIA, 2006).

No Brasil as empresas do setor de fabricagdo e importagdo de inoculantes estéo
concentradas nas regides Centro-Oeste e Sul (QUEIROZ, comunicacdo pessoal)
provavelmente devido a concentracdo nestas regides da producdo de soja. O transporte de
inoculantes rizobianos para regides mais distantes, como o Nordeste brasileiro por exemplo
deve ser feito em condicdes refrigeradas o que contribui para a elevacdo do preco do produto.
Com a crescente area de producéo de feijdo-caupi na regido semi-arida, a instalagdo de
empresas do género nestas regides representa a possibilidade de expansdo da utilizagdo de
inoculantes de baixo custo, principa mente por pequenos produtores da regio.

Além disso, dependéncia das empresas do setor apenas dos produtores de soja, tornao
ramo muito vulneravel a possiveis oscilagdes do total da area plantada. Além disso, muitos
produtores que estdo estabel ecidos hd muito anos em &reas onde é plantada a soja, ndo estéo
adotando a prética da re-inoculagcdo, uma vez que a populacéo de rizébio no solo ja é bem
estabelecida e a re-inoculagdo pode ndo trazer ganhos significativos de producdo. Esta
situacdo é a que estd ocorrendo no sul do Brasil, onde anualmente apenas 60% dos
agricultores re-inoculam a soja (HUNGRIA, 2006).

Dessa forma, o mercado brasileiro de inoculantes € muito grande, porém muito fragil.
A cadeia produtiva de inoculantes ro Brasil possui membros que atuam no fornecimento da
matéria prima, como reagentes quimicos, veiculos e embaagens. Além do ramo de
transportes e no seguimento dos produtores rurais, que se constituem no o destino final destes
produtos. A gqueda da venda de inoculantes por qualquer um dos motivos citado acima, pode
representar impactos significativos em todos os componentes desta cadeia.

A diversificacdo das atividades do setor produtor de inoculante pode estar em
consonancia com as necessidades do mercado, fortalecendo o setor e atendendo a demandas
até hoje ndo atendidas. Até o ano de 2006, as industrias de inoculantes se situavam somente
nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil, estando ausentes em outras regifes que tem um
cultivo de leguminosas crescentes, como as regides Norte e Nordeste.

Para os adubos verdes no Brasil, a instrugdo normativa n° 10 de 2006 recomenda 10
estirpes para 9 culturas (BRASIL, 2006). Algumas estirpes sdo recomendadas para 2 ou mais
culturas, como por exemplo a estirpe BR 2003 (SEMIA 6154) que € recomendada para
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Crotalaria spectabilis, C. juncea; feij&o de porco e guandu. Diferentemente das leguminosas
de gréos onde as estirpes recomendadas sdo apenas para uma cultura, a inespecificidade na
recomendacdo dos inoculante para os adubos verdes no Brasil torna necessario um trabaho de
prospeccdo de novos isolados eficientes que apresentam a capacidade de se associar as
espécies de adubos verdes e sejam eficientes, competitivas e de preferéncia especificas, no
intuito de aumentar a adocdo da prética da inoculagdo por parte dos produtores. Para o
guandu, duas estirpes sdo recomendadas a estirpe BR 2003 (SEMIA 6154) e a estirpe BR
2801. A estirpe BR 2003 foi isolada de Stylosantes spp enquanto a estirpe BR 2801 foi

isolada de crotalaria.

Devido a elevada promiscuidade desta espécie vegetal, a sua inoculagcdo com estirpes
de rizébio ndo é recomendada em alguns paises, uma vez que a nodulacdo espontanea pode
render elevada nodulacdo e FBN. Porém, em condi¢gdes de inoculacdo esta espécie pode
atingir elevados niveis de nitrogénio fixado, acancando até 254 kg/ha em condices de
campo (PEOPLES, et al., 1995), 0 que ressalta a importancia da selecdo de estirpes
nodul antes capazes de se associar a esta espécie vegetal .

1.2.5 Cultura do Guandu

O guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.] € uma leguminosa origin&ria do continente
africano pertencente a sub-tribo Cajaninae, tribo Phaseolae, de importantes culturas de
leguminosas de gréos como o feijdo comum e a soja (ODENY, 2007). O guandu € a Unica
planta cultivada dentre 32 espécies conhecidas na sub-tribo Cajaninae, cujo principal produtor
mundial é a india, cujas produtividades alcancam mais de 2,7 milhdes de toneladas anuais
(FAOSTAT, 2007) (Figura 2). O maior produtor das Américas e a Colémbia onde as maiores
producdes atingem 20 mil toneladas. O Brasil ndo figura na listagem de grandes produtores de
guandu da FAO (FAOSTAT, 2007) (Figura 2).

Escala (km) 500,000-2, 740,000

Figura 2. Producdo mundia de guandu (Cajanus cajan (L.) Mill.) segunao a FAO
(FAOSTAT, 2007). Extraido e adaptado de Odeny (2007).

A principal utilizacdo do guandu no Brasil é para a adubacdo verde que é favorecida

por caracteristicas como a alta producéo de fitomassa, pela velocidade de mineralizagdo dos
tecidos (SALMI et al., 2007) e a éevada concentragdo de nutrientes principalmente nos
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tecidos foliares (SILVEIRA et a., 2005). Em estudos comparando a producéo de diversas
culturas utilizando o guandu como adubos verdes tem demonstrado um incrementa na
produtividade das culturas de interesse.

Avaliando diversos estudos onde o guandu foi utilizado como adubo verde em
associagdo (consorcio ou rotacdo) com outras culturas, a producdo da cultura principa
apresentou incrementos significativos quando comparado com o cultivo solteiro ou quando
utilizados outros adubos verdes. O aumento de producdo de diversas do feijoeiro atingiu 73%
73% para quando consorciado com o guandu em sistema de rotagdo de culturas no Estado de
Sé0 Paulo (MIYASAKA et d., 1966). A producdo do milho aumentou 10% sistema de
rotacéo de culturas tanto em plantio direto como convenciona no Cerrado (CARVALHO et
a., 2004). A batata doce atingiu producdo 17% maior em consocio com O guandu,
comparando com a batata plantada em auséncia de vegetacdo em 75% comparando com a
batata plantada com vegetacdo espontanea em sistema de mangjo organico (ESPINDOLA et
al., 1998). A cultura da mandioca apresentou a producdo de raizes 22% maior quando
consorciada com o guandu sistema de cultivo convencional no Cerrado (AMABILE et al.,
1994). A produtividade de laranja pérafoi incrementada em 58% quando em consércio com o
guandu em um sistema de plantio convencional no Estado do Parana (BORDIN et al., 2008).
Estes e outros resultados demonstram o potencial do guandu para a utilizagdo como adubo
verde em diferentes sistemas de cultivo, nas diferentes regides do Brasil.

Além da adubacéo verde, diversos criadores de gado, principalmente de corte, utilizam
0 guando como forragem devido principalmente ao elevado teor de nitrogénio nas folhas
(PROVAZI et al., 2007), alcancando até 20% de proteina bruta, apesar da menor
palatabilidade para o ruminante, se comparada com outras forrageiras como a leucena
(XAVIER e BOTREL, 2001).

Com relagdo as caracteristicas agrondmicas, existe grande variabilidade entre as
diferentes cultivares de guandu utilizadas para os diversos fins, porém de uma maneira geral,
€ uma planta que apresenta de média a alta resisténcia a seca e a elevadas temperaturas, baixa
resisténcia ao frio, com um ciclo variando de 120 a 200 dias (HANCOCK, 2004). A literatura
apresenta dados bastante variaveis com relacéo a producéo de biomassa, porém estudos tém
demonstrado que a producdo de biomassa de guandu pode atingir mais de 20 toneladas ha*
em estudo realizado no Brasil (MIYASAKA et a., 1966) e mais de 25 toneladas ha* em um
estudo redlizado na Africa (ADU-GY AMFI et al., 2007).
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1.3-MATERIAL E METODOS

1.3.1-Amostragem e Descricdo das Areas

Foram realizadas coletas de amostras de solo em oito areas, das quais quatro estéo
situados no municipio de Pinheiral, regido sul fluminense e as outras quatro estdo localizadas
no municipio de Seropédica. Os solos amostrados em Pinheiral pertencem as classes
Latossolo Amarelo (LA); Argissolo Vermelho (PV); Argissolo Acinzentado (PAC) e
Neossolo Flavico (RU), esses solos foram escolhidos devido a resultados de estudos
desenvolvidos no Laboratério de Ecologia Microbiana, que revelaram elevada diversidade de
bactérias cultivdveis e de grupos de Acidobacteria e de Verrucomicrobia nesses solos
(PASSOS et a., 20083). Os solos coletados em Seropédica sdo Argissolos Vermelho-
Amarelos (PVA) e Planossolos Héplicos (SX) submetidos a manejo convencional e organico
no Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia (Campo Experimental) e no Sistema
Integrado de Producéo Agroecoldgica (SIPA), respectivamente. A localizacdo e descricdo das
areas e de cada classe de solo amostradas estéo descritas na Tabela 5.

Em cada ponto de amostragem foi coletado aproximadamente 60 kg do horizonte
superficial de cada solo. Cada amostra foi constituida de 10 sub-amostras coletadas em um
raio de 10 a 12 m. Nas areas de cultivo (Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia e
Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica-SIPA) a amostragem foi realizada nas
entrelinhas. As sub-amostras foram acondicionadas em sacos de réfia para o transporte até a
Embrapa Agrobiologia. As coletas foram feitas em dois dias sendo um dia para as coletas das
amostras de solo em Pinheiral e outro para as amostras em Seropédica. Apos as de coleta, as
sub-amostras de cada amostra de solo foram peneiradas e homogeneizadas e distribuidas sem
adubacdo ou correcdo em vasos com capacidade para cinco kg de solo. Uma amostras
composta de trés sub-amostras de cada amostra de terra foi retirada para a anaise dos
parametros relacionados a fertilidade do solo (EMBRAPA, 1997), cujos resultados estdo
sumarizados na Tabela 6.

1.3.2-Caracteristicas dos Genétipos de Guandu Utilizados

Foram utilizados trés diferentes gendtipos de Guandu: Aratd; Fava Larga e Carioca.
Esses materiais foram indicados pelo Dr. Jose Guilherme Marinho Guerra, da Embrapa
Agrobiologia. A cultivar de guandu ando Arata (IAPAR 43-Aratd) foi desenvolvida a partir de
gendtipos de guandu ando introduzidos da Colémbia pela Embrapa Arroz e Feijdo. E um
gendtipo com o ciclo ertre 140 e 180 dias, plantas com atura de 1,0 a 1,5 m; com producdo
de graos variando de 1000 a 2000 kg.ha! (IAPAR, sem data). A cultivar Fava Larga foi
resultante de selecéo massal efetuada em diversos cultivares entre 1982 e 1985 realizada pelo
IAC a partir de gendtipos introduzidos desde 1953. Tem um ciclo de até 280 dias, com
produtividade de sementes variando entre 1200 a 1800 kg.ha'* e fitomassa entre 8 e 12 Mg.ha’
! e plantas com altura aproximada de 2 m (IAC, 2009). A cultivar Carioca foi uma cultivar
recentemente desenvolvida pela UENF e suas caracteristicas agronémicas e fenol 6gicas ainda
nao estdo disponiveis (GUERRA, comunicagao pessoal).
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Tabela 5. Localizagdo e caracterizagdo das areas onde foram coletadas as amostras de solo para a montagem do experimento.

Solo L ocalizagéo Municipio Area Descricdo da area
| atossolo $ 9903991 1" Fazenda das Palmeiras. Terco superior de paisagem. Area de pastagem nac
oY LA A Pinheira-RJ  Propriedade do Sr. Claudio manejada, com pastoreio intenso. Vegetacdo predominante:
Amarelo (LA) W 44°00' 54,4 -
Fadul. braquiaria.
. . . Fazendadas Pameiras.  Terco superior de paisagem. Area degradada com avangado
Argissolo S22°32'04,7 inhei : laudi ~
Vermelho (PV) W 44°01' 01.3" Pinheira-RJ  Propriedade do Sr. Claudio grau de_ €erosdo e presenca gle VOGOrocas. Cobertura vegetal
’ Fadul. predominante: capim coloni&o e brachiaria
Argissolo 0y ” Fazenda das Palmeiras. Terco inferior de paisagem. Area de pastagem ndo manejade
: S22°32'12,9 — : : . ~ .
Acinzentado W 44°00'58.2" Pinheira-RJ  Propriedade do Sr. Claudio com solo muito arenoso e com grande ocupag&o por cupins.
(PAC) ' Fadul. Vegetacdo predominante: brachiaria.
Ingtituto Federal de Terco inferior de paisagem. Area Situada as margens dc
Neossolo Fluvico S22°31'27,2" Pinheira-RJ Educagdo, Ciénciae Ribeirdo Cachimbal. Vegetacdo predominante: Coqueiros e
(RU) W 43°59' 22, 7" TecnologiaaRJ}-Campus  vegetagdo espontdnea com abundancia de gramineas €
Nilo Pecanha. ciperéceas.
Argissolo S 29945 143" Sistema Integrado de Terco superior de paisagem. Area destinada a condugdo de
Vermeho- W 43°40' 2 4 I SeropédicarRJ  Producéo Agroecoldgica  experimentos com manegjo convencional. Cobertura vegetal
Amarelo (PVA) ' (SIPA) na coleta: milho.
o AL ” Sistema Integrado de Terco médio de paisagem. Area destinada a conducdo de
Plgnpssolo S22 045 ,11’4,, SeropédicarRJ  Producdo Agroecoldgica  experimentos com manegjo organico. Cobertura vegetal na
Haplico (SX) W 43°40'22,8 , .
(SIPA) coleta: cana de acUcar.
Argissolo oA " , Terco superior de paisagem. Area destinada a condugdo de
Vermeho- V?/2423°i4051%% Seropédica-RJ CE:%EE’O E)X)errggi?galiga experimentos com manegjo convencional. Cobertura vegetal
Amarelo (PVA) ' pang J na coleta: milho.
oA , . Terco médio de paisagem. Area destinada a conducio de
Planossolo S22°44' 56,2 - Campo Experimental da . : .
Haplico (SX) W 43°40'00.4” Seropédica-RJ Embrapa Agrobiologia experimentos com manegjo convencional. Cobertura vegetal

na coleta: cana de acUcar e vegetacdo espontanea.
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Tabela 6. Caracteristicas quimicas de amostras do horizonte superficial de oito solos
utilizados neste estudo

Solo pH AP" Mg™+Ca" Mg" Cca&" K'| P MO*

(H20) cmol,.dm’ g. dm?

L atossolo Amarelo 59 00 56 10 45 200|0065 20,7
Argissolo Vermelho 47 10 07 01 06 3 |0004 176
Argissolo Acinzentado 58 01 30 07 23 8 |0017 21,2
Neossolo Fldvico 49 13 12 03 09 130 |0005 259
Afﬁﬁc}ggﬁ;‘o 64 00 64 11 53 108|0009 171
Planossolo Haplico (SIPA) 56 01 25 04 21 49 |0003 114
Afﬁ'&g?&gﬂ’)"' 48 03 20 04 15 79 |0001 155
Planossolo Haplico (CE**) 63 0 18 03 15 16 [0001 41

* MO= Matéria Organica
** CE= Campo Experimental

1.3.3-Montagem, Conducédo e Coleta do Experimento para Obtencdo dos |solados
Bacterianos

O experimento foi montado e conduzido nas dependéncias da Embrapa Agrobiologia.
Foram semeadas 10 sementes por vaso, sendo desbastadas para apenas uma planta por vaso
aos 20 dias apOs a emergéncia. O experimento foi conduzido ao ar livre com 0s vasos
enterrados. As plantas receberam agua sem limitacdes. A coleta foi realizada aos 75 dias ap0s
a emergéncia (DAE). O experimento foi montado em um esguema fatorial 3 (cultivares) x 8
(solos) com trés repeticdes. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso e
0s parametros analisados foram o0 nimero de nédulos. Apds a contagem os nédulos foram
acondicionados em recipientes com silica gel com a finalidade de desidrata-los para o
subsequiente i solamento das bactérias.

1.3.4-Andlise de Dados Experimento

As andlises edtatisticas utilizadas foram a andlise de varidncia seguida pela
comparacdo das meédias utilizando o teste Tukey ao nivel de significancia de 5%, aém da
correlacdo linear simples entre dos parametros da nodulagdo com os parametros avaliados na
andlise de fertilidade do solo. O software utilizado para a realizacdo das andlises foi 0 SAEG®
(Universidade Federal de Vicosa), com excecdo da andlise da correlacdo linear que foi
realizada no aplicativo Excel ®, do Microsoft Office 2007.

1.3.5-1solamento, Purificacdo e Caracterizacdo Cultural dos|solados Bacterianos

Apbs a coleta do experimento, cinco nédulos de cada planta foram escolhidos
aleatoriamente e plagueados. Os nédulos foram imersos em alcool comercial por 30 segundos,
para quebrar a tensdo superficial e posteriormente imersos em perdxido de hidrogénio (30%
Vv:v) por 3 minutos para a desinfestacdo superficial, seguido de dez lavagens em é&gua
destilada estéril (VINCENT, 1970).

Os nbdulos foram esmagados com o auxilio de uma pinca flambada e o materid foi
em seguida colocado em placas de Petri contendo meio de cultura YMA?® com vermelho
Congo (VINCENT, 1970). As placas foram incubadas por 7 dias em estufa a 28°C e os

¥ Composigdo do meio (em g.L™") YMA: KH;SO4=04; KoHPO,=0,1; MgSQ,=0,2; NaCl=0,1; Extrato de
levedura=0,4; Manitol=10; Agar=15. Azul de bromotimol como indicador e pH entre 6,8 e 7,0.
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isolados foram repicados para placas de Petri contendo o meio YMA com azul de bromotimol
como indicador. Os isolados que apresentaram contaminantes apOs a repicagem foram
novamente repicados até a purificacao.

Foram avaliadas o0s seguintes par@metros para a caracterizacdo cultural dos isolados,
seguindo as recomendagdes de Vincent (1970) e Martins et al. (1997).
a) Tempo de crescimento: foram considerados isolados de crescimento muito rapido as
bactérias que apresentaram col 6nias isoladas apds um tempo de incubagdo de até trés dias. Os
isolados que apresentaram col6nias isoladas em periodo de incubagdo entre quatro e cinco
dias foram considerados intermedidrios e os isolados que apresentaram col6nias isoladas
guando incubados entre seis e 10 dias de incubagdo foram considerados lentos.
b) Alteracdo do pH do meio: os isolados foram classificados de acordo com a reacéo de pH
do meio YMA. Crescimento de reacéo &cida, de neutra ou alcalina, de acordo com a alteracéo
de pH observada no meio de cultura contendo azul de bromotimol como indicador de pH.

¢) Producao de muco: os isolados foram caracterizados de acordo com a quantidade e muco
produzido na cultura em placas de Petri, sendo distribuidos em quatro classes de acordo com a
producéo abundante, mediana e pouca producdo de muco.

d) Aparéncia do muco: o muco produzido pelos isolados foi classificado como homogéneo
ou heterogéneo, de acordo com a sua aparéncia na placa.

e) Elasticidade e aderéncia do muco ao meio de cultura: o muco foi classificado como
aderente ou ndo aderente a0 meio de cultura e a elasticidade do muco foi classificada como
presenca e auséncia de el asticidade de acordo com a formag&o ou ndo de um fio ao se puxar a
massa bacteriana com uma al¢a de platina.

f) Forma da colonia: as colbnias foram caracterizadas de acordo com a sua elevacéo (plana
ou convexa), sua cor (branca, amarela, outra) e de acordo com a aparéncia da borda da col6nia
(lisa ou irregular). Além dessas caracteristicas, foi avaliada a homogeneidade da col6nia,

observando-se a homogenei dade ou heterogeneidade entre o nlcleo e a borda da colénia.

Cinco estirpes de rizébio foram usadas na comparacdo com as bactérias isoladas, sdo
elas BR5410 (Allorhizobium caulinodulans), BR 29 (Bradyrhizobium elkanii), BR 521
(Mesorhizobium ciceri), BR 322 (Rhizobium tropici), BR 112 (Snorhizobium fredii). Estas
estirpes foram obtidas da colecdo de culturas de bactérias diazotréficas da Embrapa
Agrobiologia, cedidas gentilmente pela curadora Rosa Pitard.

1.3.6-Agrupamento M orfol dgico dos | solados e Calculo dos [ ndices Ecol 6gicos

A partir da caracterizacdo morfoldgica dos isolados, foi construida a matriz binaria
(presenca e auséncia da caracteristica) no aplicativo Excel ® do Office 2003. Esta matriz foi
importada pelo software NTSyS® para a construcdo da matriz de similaridade utilizando-se o
coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908, apud; ROHLF, 1994). A partir desta matriz foram
construidos os dendrogramas através do mesmo software, utilizando o agoritmo UPGMA
(unweighted pair-group method) (ROHLF, 1994).

A partir dos dendrogramas gerados foram determinados os grupos morfol6gicos que
melhor representaram a colecdo. A partir destes grupos foram calculados os indices de
diversidade de Shannon-Weaver, o indice de dominancia de Simpson (ODUM, 1988; PINTO-
COELHO, 2000) e o indice de riqueza de Margaleff (ODUM, 1988).
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1.3.7-Avaliacéo da Capacidade de | solados Bacterianos em Crescer em Meio de Cultura
YMA Suplementados com Diferentes Fontes de Carbono, Concentracdes de NaCl;
Elevadas Temperaturas e com Concentracdes Distintas de Antibioticos

Representantes de grupos de isolados bacterianos (160) obtidos a partir da
caracterizag@o cultural foram avaliados com relagdo a sua capacidade de crescer em meio de
cultura YMA modificado a partir da substituicéo de diferentes fontes de carbono, alteracéo na
concentracdo de cloreto de sodio, e resisténcia a artibiéticos. Estes isolados foram ainda
avaliados de acordo com a sua capacidade de crescer em meio de cultura YMA original,
incubados em diferentes temperaturas. Para estes testes, os isolados bacterianos foram
crescidos previamente em meio YM liquido (meio YMA sem o &gar) sob agitacdo constante
de 160 rotaghes por minuto em um agitador orbital pelo tempo de crescimento de cada um dos
isolados, para posterior inoculagdo nos respectivos meios de cultura. O detalhamento destes
testes estdo descritos a seguir.

1.3.7.1-Fontes de carbono

O meio de cultura YMA foi modificado com a adicdo de glicose, sacarose, frutose,
maltose, lactose xilose e &cido mélico em substituicdo ao manitol como fonte de carbono para
0 meio de cultura na concentracdo de 1% (p/v). As bactérias foram estriadas nas placas de
Petri e incubadas a 28° C pelo periodo de crescimento de cada isolado. O crescimento foi
avaliado como positivo (visivel) ou negativo (ndo visivel).

1.3.7.2-Concentr agdes de NaCl

O meio de cultura YMA foi modificado coma adicdo de 0,5; 1; 2 e 3 % de NaCl. As
bactérias foram riscadas nas placas de Petri e incubadas a 28°C pelo periodo de crescimento
de cadaisolado. O crescimento foi avaliado como positivo (visivel) ou negativo (néo visivel).

1.3.7.3-Incubacéo em diferentestemperaturas.

As bactérias foram riscadas em placas de Petri contendo meio de cultura YMA. As
placas foram incubadas em estufa a 28; 32; 37 e 42°C pelo tempo de crescimento ideal para
cada um dos isolados. O crescimento foi avaliado como positivo (visivel) ou negativo (néo
visivel).

1.3.7.4- Resisténcia intrinseca a antibidticos

A avaliacdo da resisténcia intrinseca a antibiéticos foi avaliada através do método de
gradiente de concentragdo em placas de Petri (BROMFIELD et a., 1982, modificado por
XAVIER et a., 1998). O meio de cultura YMA foi preparado utilizando &gar nobre que tem
ponto de fusdo inferior ao agar bacteriolégico comum. O meio foi fundido e adicionado de
uma solucdo com 500mg.L™ de canamicina; cloranfenicol, ampicilina ou estreptomicina, e
vertido em placas de Petri de pléastico com didmetro de 9 cm deixadas ligeiramente inclinadas
para a solidificacdo do meio. Apds esta etapa, 0 meio de cultura sem antibidtico foi vertido
sobre esta camada, formando gradiente de concentracdo onde na regido com maior
concentracdo de antibidtico apresenta maior quantidade de meio de cultura vertido na
primeira camada e esta diametralmente oposta a parte da placa com menor concentracéo de
antibiotico (Figura 3). Uma aliquota (10 pL) de pré-indculo crescido foi aplicada na parte
com menor concentracdo de antibidtico e escoado até a outra extremidade com maior
concentracdo de antibidticos, conforme metodologia proposta por Bromfield (1982),
modificada por Xavier et al. (1998) (Figura 3). A resisténciaintrinseca foi avaliada de acordo
com o tamanho (cm) do crescimento bacteriano através do escoamento da gota de indculo,
sendo atribuido escores de acordo com o nivel de toleréncia do isolado bacteriano aos
antibidticos, avaliado através do crescimento bacteriano nas regifes com concentracfes de
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antibiotico entre zero e 166 mg.L™* (nivel de tolerancia=1), entre 167 e 332 mg.L-1 (nivel de
tolerancia=2) e entre 333 e 500 mg.L™* (nivel de tolerancia=3) (Figura 3).

1.3.7.5-Avaliacdo dos resultados

Todos os testes foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com 3
repeticdes. Os dendrogramas de similaridade das avaliagdes de resisténcia a antibioticos,
tolerdncia a temperaturas, sdinidade e capacidade de metabolizar diferentes fontes de
carbono, ndo foi possivel ser feito pelo software NTSyS devido a formagdo de diversas
politomias, com dados de natureza qualitativa e quantitativa. Esses dendrogramas foram
gerados através do programa PaSt (HAMMER et a., 2001). Para a avaiacdo da resisténcia
intrinseca a antibioticos foi ainda realizada a andlise de componentes principais relacionando
0 padrdo de resisténcia a cada um dos antibiéticos testados e as caracteristicas da andlise de
solo. Esta andlise também foi realizada com o programa PaSt.

Aplicacéo da
Escoamento da gota através do gradiente de concentragdes de antibiotico amostra (10L)
gerado pela diferenca de concentragéo entre as duas camadas de meio YMA. l
Maior concentragdo de antibidtico Menor concentragdo de antibidtico

Meio YMA sem de antibiético

Meio YMA com 500 mg.L™ de antibidtico.

de 334 a500 mg.L* de 167 a333 mg.L* de0a166 mg.L*

B

Figura 3. Placa de Petri com duas camadas de meio de cultura para a formacéo do gradiente
de concentracao de antibidtico, através da difusdo de antibidtico entre as duas camadas
de meio YMA (BROMFIELD et al. 1982, modificado por XAVIER et a., 1998) (A) e
divisdo da placa de Petri nas trés segdes onde foram atribuidos escores de acordo com
a capacidade dos isolados em crescer nas regifes com diferentes concentragbes de
antibidticos, sendo atribuido escore 1 para os isolados que cresceram apenas na
primeira seccéo (menor concentracdo de antibiético), 2 para os isolados que cresceram
nas secoes 1 e 2 (concentragdo mediana de antibidtico) e 3 para os isolados que foram
capazes de crescer nas trés secgbes da placa (maior concentracdo de antibidtico) (B).

30



1.3.8-Avaliacdo do Polimorfismo de Restricdo do 16S rDNA de Isolados Bacterianos
Selecionados.

1.3.8.1-Extracdo de DNA

De acordo com os resultados obtidos do dendrograma com as caracteristicas culturais
dos isolados, foram selecionados 17 isolados capazes de formar nédul os para a caracterizagéo
do perfil de restricdo de DNA pela técnica de Andlise de Restricdo de DNA Ribossomal
Amplificado (ARDRA).

Para a comparacéo e a realizacdo do agrupamento, foram utilizadas 19 espécies de
bactérias diazotroficas obtidas do banco de colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa
Agrobiologia, sendo: BR 525 (Snorhizobium medicae), BR 7411(Snorhizobium meliloti),
BR 522 (Mesorhizobium mediterraneum), BR 527 (Snorhizobium. terangeae), BR 526
(Snorhizobium saheli), BR 112 (Snorhizobium fredii), BR 113(Bradyrhizobium elkanii), BR
114 (Bradyrhizobium japonicum), BR 521 (Mesorhizobium ciceri), BR523 (Mesor hizobium.
tianshanense), BR 524 (Mesorhizobium. huakuii), BR 10016 (Rhizobium tropici I1), BR 529
(Rhizobium giardini), BR 10026 (Rhizobium etli), BR 10052 (Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli), BR 7606 (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii), BR 528 (Rhizobium gallicum),
BR 5401 (Azospirillum doberaneae), BR 5410 (Azorhizobium caulinodans) e BR 2006
(Methylobacterium nodulans). O DNA extraido foi submetido a eletroforese (100 V; 30 min.)
em gel de agarose (1%), corado com brometo de etidio (10 ppm), um corante fluorescente que
se intercala entre as bases do DNA e, sob radiacéo ultravioleta permite a visualizagdo do
DNA.

1.3.8.2-Reacdo em cadeia da polimer ase (PCR)

A reacdo de PCR foi dimensionada para volume final de 35 pL contendo tamp&o de
reagdo 1X, MgCh 1,5 mM, Taq DNA polimerase 1,75U (Invitrogen cat. N° 11615-010), BSA
0,3ug/uL, dNTP 250 uM e 0,2 uM de cada iniciador. Os iniciadores utilizados foram 27F
(5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'ACGG(CT)TACCTTGTTACGACTT3)
que amplificam todo o gene 16 S rDNA a partir da posicdo 27 (27F-“foward”) até a posicao
1492 totalizando 1,46 kb de E. coli. (SUZUKI e GIOVANNONI, 1996). A amplificacdo
consistiu em uma etapa de desnaturacéo inicial de 93° C por 5 min seguidos de 35 ciclos de
93°C por 1 min, 62°C por 1 min e 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 10 min (LEITE
et a., 2009)

1.3.8.3-Analise derestricdo

A analise de restricdo procedeurse utilizando as endonucleases de restricdo Dde |, Msp
| e Hinf I, utilizando 5uL de DNA amplificado seguindo as orientacdes do fabricante. O DNA
digerido foi analisado em gel horizontal a 3% de agarose em tampéo TBE 0,5% por 3 horas a
voltagem constante de 75 V onde se utilizou nas laterais do gel 0 marcador de peso nolecular
? X174 (Invitrogen cat. N° 10488-037). Os fragmentos do DNA digeridos foram analisados
pelo programa Gel Compar 2.0 (Applied Maths, Bélgica) baseado no coeficiente de Jaccard e
0 método de agrupamento UPGMA para a construcdo do dendrograma de similaridade.

1.3.9-Experimentos em Condicdes de Casa de Vegetacao

Foram realizados experimentos em condigdes de casa de vegetagdo com o intuito de
verificar a capacidade das bactérias isoladas em nodular o guandu, segundo os principios do
postulado de Kock, glicado a rizobiologia. Os testes de nodulacéo foram conduzidos em 4
etapas sendo a primeira implantada em janeiro e a Ultima em setembro de 2009. Em cada uma
dessas etapas foram avaliados 80 isolados bacterianos, com excegdo as Ultima onde foram
avaliados 66 isolados. Foram utilizados vasos de Leonard modificados e autoclavados, tendo
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como substrato areia e vermiculita na proporcéo de 2:1 (v:v) (VINCENT, 1970). As sementes
foram desinfestadas com Perdxido de hidrogénio (H.O, 30% p.a.) por trés minutos e lavadas
10 vezes seguidas em agua destilada estéril (VINCENT, 1970). Foram plantadas quatro
sementes em cada vaso e de 7 a 12 DAE foram desbastadas deixando uma planta por vaso.

O cultivar utilizado para todos os experimentos de inoculagdo foi o cultivar Aratd,
devido a0 seu ciclo mais curto. Os tratamentos consistiram da inoculagdo dos isolados
bacterianos, um controle absoluto sem qualquer fonte de nitrogénio e dois controles positivos
com a inoculacdo das estirpes BR 2003 e BR 2801, recomendadas para a cultura do guandu.
As plantas receberam &gua autoclavada conforme necessario e apés a inoculagdo das bactérias
solucdo nutritiva isenta de nitrogénio (NORRIS e T"MANNETJE, 1964). As plantas foram
colhidas entre 62 e 75 DAE. Os parametros avaliados foram massa da parte aérea seca
(MPAYS); massa daraiz seca (MRS) massa de nddulos secos (MNS) e massa total seca (MTS=
MPAS+ MRS+ MNS). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em
duplicata. Os dados foram analisados através do programa SAEG® (Universidade Federa de
Vigosa), procedendo-se os testes de distribuicdo normal dos erros, homogeneidade de
variancias e a andlise de varidncia com o teste Skot-Knot de comparagéo de médias ao nivel
de 5% de significancia. Os isolados que se destacaram na rodulacdo e/ou na producdo de
matéria seca foram avaliados em um teste subsequiente de capacidade simbidtica.

A avaliacdo da capacidade simbidtica foi conduzida nas mesmas condigBes descritas
acima, salvo a coleta das plantas que ocorreu aos 50 DAE e o delineamento experimental que
foi em blocos ao acaso com quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram na inoculacdo dos
isolados pré-selecionados (13), a inoculagdo com as bactérias recomendadas (BR2801 e BR
2003), uma testemunha absoluta sem qualquer fonte de nitrogénio e uma testemunha
nitrogenada, que recebeu 100 mg de nitrogénio por semana na forma de nitrato de aménia

(NH4NGg).
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1.4-RESUL TADOS E DISCUSSAO

1.4.1-Nodulagcdo de Guandu Cultivados em Vasos com Amostras dos Horizontes
Superficiais dos Diferentes Solos

As cultivares de guandu apresentaram nodulacéo diferenciada nos solos e em
diferentes cultivares. Houve interacdo significativa entre o tipo de solo e as cultivares
utilizadas, conforme pode ser observado no quadro de andlise de variancia (Tabela 7).

Tabela 7. Quadro da andlise de variancia para 0 parametro nimero de nédul os

Fonte de Grausde Soma de Quadrado = Significancia
Variacao Liberdade quadrados médio
Bloco 2 8641 4321 8275,95 0,000
Solo 7 9,01x10’ 1,29x10’ 3,06 0,057
Cultivar 2 2,57x10’ 1,29x10°  9112,33 0,000
Solo* Cultivar 14 1,76x10° 1,26x10"  9099,89 0,000
Residuo 46 64983 1413 8921,90 0,000

Comparando a nodulagdo entre as cultivares, o genétipo Aratd apresentou maior
nodulacdo do que as cultivares Carioca e Fava-Larga nos em todos os solos com excegéo do
Neossolo Flavico e do Planossolo do SIPA. Nestes solos a cultivar que apresentou maior
nodulagcéo foi a cultivar Fava-Larga (Tabela 8). Comparando-se os solos em relagcéo a
formagdo de nodulos em todas as cultivares, as plantas cultivadas em vasos contendo
amostras do Latossolo Amarelo foram as que apresentaram maior nodul acéo.

Os solos que apresentaram maiores valores para 0s parametros saturacdo por bases,
matéria organica e fosforo, considerados como solos de melhor fertilidade foram o Argissolo
do SIPA e o Latossolo Amarelo, enquanto 0s solos com menores valores para esses
parédmetros, considerados como o solos de pior fertilidade foram o Argissolo Vermelho e o
Neossolo Fluvico, devido a elevadas concentracdes de aluminio trocéavel, baixo pH e baixas
concentragdes de fosforo (Tabela 6). Foi possivel observar que nos solos com melhores
parametros de fertilidade do solo, a nodulagdo o guandu foi maior, se comparada com os solos
com menores concentragcBes de nutriertes e maiores concentragcbes de aluminio trocavel
(Tabela 8), demonstrando haver forte interagdo entre as caracteristicas quimicas do solo e a
nodulacdo de leguminosas, mesmo consideradas rusticas como o guandu.

Para a cultivar Fava-Larga, plantas crescidas no Planossolo do terraco apresentaram
nodulagdo menor que aguelas crescidas no Latossolo Amarelo, sendo porém maior que 0s
demais solos (Tabela 8). A cultivar Carioca apresentou igual dade estatistica na nodulagdo das
plantas crescidas nos solos das areas experimentais (SIPA e Campo Experimental) e no
Argissolo Acinzentado, sendo este grupo estatisticamente superior a0 Neossolo Flavico e ao
Argissolo Vermelho (Tabela 8). A cultivar Arata foi a que apresentou maior estratificacdo
com relacdo ao ranqueamento gerado pelo teste de agrupamento de médias Skot-Knot, onde
as plantas crescidas em vasos com 0 Latossolo Amarelo apresentaram maior nodulagéo,
seguido das plantas cultivadas no Argissolo Acinzentado e no Argissolo do terraco,
Planossolo do SIPA e Planossolo do Campo Experimental, Argissolo do SIPA, Argissolo
Vermelho e por dltimo o Neossolo Fllvico (Tabela 8). Todos os cultivares estudados
apresentaram maior nodulagdo no Latossolo Amarelo (Tabela 8).

Esses resultados sugerem que o uso de inoculantes inespecificos e com bactérias que
apresentem baixa capacidade competitiva podem n&o alcancar os resultados almejados para a
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nodulacdo, fixacdo de nitrogénio e produtividade da cultura em diferentes localidades. Os
resultados ainda sugerem que a populacdo de rizébios capazes de nodular o guandu é
diferente nos solos estudados, sendo maior no Latossolo Amarelo e menor no Neossolo
Flavico.

Diferentes gendtipos de leguminosas podem apresentar nodulacdo diferenciada tanto
em condic¢ao de inoculacdo como em condicdo de nodulagcdo espontanea. Borges et al. (2007)
observaram gue diferentes acessos de amendoim apresentaram nodulacéo e FBN diferenciada
em dois solos (Argissolo e Planossolo) havendo ainda diferenca na nodulagdo entre os acessos
em um mesmo solo. Resultados similares puderam ser observados quando comparadas as
cultivares de soja capazes de nodular com rizébios nativos de solos da Nigéria (NANGJIU,
1980; OKEREKE e ANAEGBU, 1992). Cultivares brasileiros de soja também apresentam
diferente capacidade de nodular com etirpes de rizébio, em condi¢do de inoculagdo em
campo (NICOLAS et a., 2002).

Leguminosas com capacidade de formar nédulos com uma grande diversidade de
espécies de rizobio, como o feijdo-comum e o feijdo-caupi podem apresentar influéncia do
gendtipo vegetal na formacdo de nddulos, em condi¢bes de inoculagcdo ou sem inoculacdo
(VARGAS e GRAHAM, 1989; CHAVERRA e GRAHAM, 1992; XAVIER et da., 2006;
XAVIER et d., 2007b; LEITE et d., 2009).

Assim como o feijdo comum e feijéo-caupi, 0 guandu é considerado como uma
leguminosa promiscua, ou seja, apresentando a capacidade de formar ndédulos com uma gama
muito grande de bactérias. Porém, diferentes cultivares de guandu podem apresentar
diferencas na nodulagdo quando inoculadas com diferentes estirpes de bactérias noduliferas
(VALARINI e GODOY, 1994) ou quando cultivadas em diferentes tipos de solos
(HERRIDGE e HOLLAND, 1992, NUNES et a, 2009). Além de se associar aos rizobios,
diferentes cultivares de guandu podem ainda se associar com diferentes bactérias rizosféricas
solubilizadoras de fésforo (SOUCHIE e ABBOUD, 2007). As cultivares de guandu utilizadas
no presente estudo séo de origens diferentes.

A cultivar Fava-Larga, foi desenvolvido pelo Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), a cultivar Aratd de guandu ando, foi desenvolvida pelo Instituto Agrondmico do
Parana (IAPAR) e a cultivar Carioca foi desenvolvida recentemente pela Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF). Estas cultivares sdo resultados de experimentos de
melhoramento e selecdo de cultivares em condi¢cbes ambientais distintas e apresentam
caracteristicas genéticas distintas, o que pode influenciar na capacidade de estabelecer
associagbes com uma gama diferenciada de estirpes de rizobio, apesar de ndo se ter
informagdes se esta selecdo foi realizada sob condicbes limitantes de nitrogénio.

A avaliagdo da correlacdo linear smples entre os parémetros da fertilidade do solo e a
formacdo de nddulos nas cultivares de guandu estd apresentada na Tabela 9. Dentre os
parametros da fertilidade do solo, o percentual de matéria organica foi 0 menos informativo
nas trés cultivares, ndo apresentando correlagcbes muito altas com a nodulagéo. Os teores de
Mg Ca?* e Mgf*+Ca?* foram agueles que apresentaram maior correlacdo positiva com o
numero de nédulos.
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Tabela 8. NUmero de nodulos das cultivares de guandu Aratd, Fava-Larga e Carioca, cultivadas em vasos contendo amostras de terra do horizonte

superficial de oito solos diferentes.

Numero de nodulos. planta™

Solo (Por cultivar) M édia geral
Aratda Favalarga Carioca

Latossolo Amarelo 290 aA* 201 aB 174 aC 2223

Argissolo Vermelho 26 eA 3cB 8cB 12d

Argissolo Acinzentado 117 bA 75cB 69 bC 87b

Neossolo Flavico 5fB 27 cA 2cB 11d

Argissolo Vermelho-Amarelo (SIPA) 59 dA - 43 bB 54c
Planossolo Haplico (SIPA) 94 cB 119 bA 92 bB 102b
Argissolo Vermelho-Amarelo (Campo Experimental) 118 bA 50 cB 41 bC 70b
Planossolo Héplico (Campo Experimental) 79 CA 43 Cc 66 bB 63c

M édia geral 99A 74A 63A
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Tabela 9. Correlacdo linear simples (r) entre o nUmero de nédulos e os parametros da
fertilidade do solo

pH AP Mg+Ca®* Mg Ca®* P K' MO

Aratd 0,32 -0,60 0,56 058 054 044 061 0,04

FavaLarga 053 -0,63 0,96 0,88 0,97 098 066 0,07
Carioca 053 -0,70 0,61 059 060 052 051 -0,12

O parametro AP*, foi 0 que apresentou maior correlacdo negativa com o nimero de
nédulos nas trés cultivares. A cultivar Fava-Larga foi a cultivar que apresentou correlacéo
positiva muito elevada entre a concentracdo de fosforo, calcio e magnésio no solo e o nimero
de nédulos, o que indica que esta cultivar apresenta dependéncia desses nutrientes para a
nodulacdo. As cultivares Cariosa e Aratd ndo apresentaram alta correlacdo entre esses
nutrientes e a nodulagéo, indicando serem memns dependentes da disponibilidade deste
elemento para a formacdo de nédulos com as bactérias nativas. Esses resultados sugerem 0s
gendtipos Cariosa e Aratd devem apresentar associagdo com micorrizas ou com bactérias
solubilizadoras de fosfato (SOUCIE e ABBOUUD, 2007).

A concentracdo de aluminio trocdvel influencia na capacidade de leguminosas em
estabelecer associacBes com estirpes de rizébio. Aarons e Graham (1989) observaram a
influéncia de peguenas concentraces de aluminio trocavel na formacdo de nddulos em feijdo
comum. Algumas leguminosas como a forrageira Trifolium repens podem ainda apresentar
reducdo da quantidade de pélos radiculares quando crescida em substrato com concentragoes
elevadas de AP*, reduzindo a concentracdo dos sitios de infeccdo das plantas pelos rizobios
(WOQD et a., 1988).

1.4.2 — Testesde Nodulacéo

A avaliacdo da capacidade de nodulagéo dos isolados permitiu avaliar que 34% (104
isolados) das bactérias foram incapazes de nodular novamente a planta hospedeira, enquanto
66% (202 isolados) foi capaz de induzir a formacdo de nddulos (Figura 3). A incapacidade de
formar nodulos por isolados bacterianos de leguminosa ja foi descrita em diversos trabal hos.
Principamente para as bactérias de crescimento rgpido, € comum observar a perda da
capacidade de induzir a formacdo de nddulos devido a fatores como a perda de plasmideos
contendo os genes simbidticos (GARCIA DE LOS SANTOS et al., 1996). Sprent (2008)
ressalta ainda que as simbioses ineficientes sdo abundantes na natureza, principamente nos
tropicos.

Enionodulantes

g nodulantes

Figura 4. Percentual dos isolados nodulantes e ndo nodulantes em guandu.
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Avaliando a capacidade de nodular de 240 isolados bacterianos de trés espécies de
mucuna, Lima (2009) verificou que 30% dos isolados ndo foram capazes de induzir a
formagdo dos nddulos. Recentemente algumas espécies novas tem sido descritas a partir do
isolamento de bactérias de nédulos, mesmo sem a capacidade de induzir a formacéo dos
nodulos, como € o exemplo de Cohnellia phaseoli, isolada de nédul os de Phaseolus coccineus
na Espanha (GARCIA-FRAILE et a., 2008) e de Labrys neptunieae isolada de nédulos da
leguminosa aquatica Neptunia natans em Taiwan (CHOU et a., 2007). Muresu et al. (2008)
sugerem que estas bactérias podem desempenhar algum papel importante como a producéo de
reguladores de crescimento vegetal quando estdo presentes dentro do s nédul os.

1.4.3—Caracterizacdo Cultural doslsolados Bacterianos

De um total de aproximadamente 310 nddulos pressionados em placas de Petri, um
total de 306 foi caracterizado. Os demais isolados ndo cresceram no meio de cultura onde os
nédul os foram pressionados.

Com relacdo a dteragdo do pH do meio, a maioria dos isolados (59%) apresentou
reacdo de pH &cida, enquanto os isolados de que apresentaram reacdo de pH alcalina ou
neutra apresentaram um quantitativo de 25 e 16% respectivamente (Figura 5). O tempo de
aparecimento das colbnias dos isolados foi predominantemente rapido (71%), seguido de
crescimento intermedi&rio (22%) e de crescimento lento (7%) (Figura 5).

Na comparacdo entre os solos a proporcdo de isolados que apresentaram reacdo acida
durante o crescimento foi maior em todos os solos estudados, com excegéo do solo Argissolo
Acinzentado, onde a maior parte dos isolados apresentou reacdo neutra (Figura 5). Os solos
gue apresentaram maiores proporcdes para os isolados de crescimento alcalino foram os
Argissolos Vermelho-Amarelo do Campo Experimental e do SIPA, com 32 e 31% dos
isolados respectivamente (Figura 6).

Com relagdo ao tempo de crescimento, todos os solos apresentaram a maioria dos
isolados de crescimento rapido, com destaque para o Neossolo Flavico e para o Argissolo
Vermelho-Amarelo do terrago, com 89 e 83% dos isolados apresentando esta caracteristica
cultural (Figura 5). Os solos com maiores proporgdes de isolados com crescimento lento
foram o Argissolo Vermelho-Amarelo do SIPA (16%) e o Latossolo Amarelo (15%). Vae
ressaltar ainda, que ndo foram isolados rizobios de crescimento lento dos nédul os oriundos de
plantas crescidas no Neossolo Fluvico. Os rizobios de crescimento intermedi&rio foram
isolados em maiores propor¢cdes de nédulos de plantas crescidas no Latossolo Amarelo
(31%), Argissolo Acinzentado (30%) e no Planossolo Haplico do Campo Experimental (29%)
(Figura 6). A comparagcdo entre cultivares também permitiu avaliar que todos os trés
cultivares apresentaram maior nimero de isolados de reacdo acida, com um percentua de
68% para a cultivar Fava Larga, 52% para o cultivar Carioca e 54% para o cultivar Arata
(Figura7).

Com relagdo ao tempo de crescimento em meio de cultura, todos os cultivares
apresentaram predominantemente rizobios de crescimento rapido, sendo 75% para o cultivar
Fava Larga, 70% para o cultivar Carioca e 67% para o cultivar de guandu ando Arata (Figura
7).
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Figura 5. Agrupamento dos isolados de acordo com o tempo de crescimento (A) e a alteracéo
do pH do meio (B). Crescimento rapido: até 3 dias; crescimento intermediario: de 4 a
5 dias; crescimento lento; acimade 6 dias.
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Figura 6. Distribuicéo dos isolados de bactérias de nddulos de guandu cultivado em solos sob
diferentes manejos no Estado do Rio de Janeiro, em funcdo da alteracdo do pH do
meio de cultura YMA (A) e do tempo de crescimento (B). LA= Latossolo Amarelo;
PV= Argissolo Vermelho; PAC= Argissolo Acinzentado; RU= Neossolo Fluvico;
PVA= Argissolo Vermelho-Amarelo; HX= Planossolo Haplico.*CE= Campo
Experimental
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A predominancia de bactérias de crescimento répido e que acidificam o meio de
cultura para rizébios isolados de leguminosas cultivadas em regides tropicais ja foi relatado
na literatura. Ao avaliar a diversidade de bactérias noduliferas para diferentes gendtipos de
feljdo-caupi, Leite et al. (2009) demonstraram gque a maioria dos isolados (aproximadamente
70%) oriundos dos cinco cultivares estudados apresentaram crescimento rapido e reacdo écida
no meio YMA. Uma proporcdo maior de isolados de crescimento rapido e &cido foram
isolados de mucunas cinza, ana e preta cultivadas em diferentes solos sob manejo organico
com diferentes histéricos de uso e coberturas vegetais (LIMA, 2009). Outro estudo avaliando
a diversidade fenotipica de rizébios de feijdo-caupi na regido semi-&rida do Estado de
Pernambuco também demonstrou maior proporcéo de isolados de crescimento rgpido reacéo
&cida do meio de cultura (SILVA et a., 2007c). Isolados de bacterianos de nodulos de
Desmodium spp. oriundos do pantanal sul- matogrossense também apresentaram crescimento
répido e ateracdo &cida do meio de cultura para 75% de uma colecdo de 56 isolados
(FERREIRA e BRASIL, 2009). Estudo avaliando as caracteristicas culturais de isolados
bacterianos de nddulos de cultivares de guandu cultivados em solos da regido semi-arida
demonstrou que para dois gendtipos vegetais as bactérias foram em sua maioria (entre 85 e
90%) bactérias de crescimento &cido e rgpido (NUNES et al., 2009). Também utilizando o
feijdo-caupi como planta-isca Medeiros et al., (2009) obtiveram uma colecéo de 304 bactérias
oriundas de diferentes solos da regido semi- arida, onde todos os isolados acidificaram o meio
de cultura e apresentaram crescimento rapido.

A abundancia de isolados de rizobio de crescimento rapido e reacdo &cida em solos
tropicais pode estar relacionada a fatores como a baixa fertilidade natural e elevada
concentragdo de AP* (BUSHBY e MARSHALL, 1977; MOREIRA et a., 1992; MARTINS
et al., 1997). O metabolismo acido é considerado como uma caracteristica derivada do
metabolismo alcalino, resultante de uma adaptacéo as condic¢des adversas no ambiente do solo
(MARTINS et a., 1997). Da mesma forma, o crescimento répido é considerado como uma
caracteristica derivada do crescimento lento que também representa uma adaptacdo as
condicdes edéficas menos favorédveis (MOREIRA et a., 1992). Bactérias de crescimento lento
e que tenham capacidade de alcalinizar 0 meio de cultura sdo consideradas como mais
abundantes em ambientes temperados, enquanto bactérias de crescimento mais rgpido e de
metabolismo écido sdo isoladas geralmente de ambientes tropicais com temperaturas mais
elevadas e solos mais intemperizados e &cidos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

As edtirpes de crescimento rapido apresentam uma vantagem competitiva em
detrimento as estirpes de crescimento lento devido a capacidade dos isolados mais répidos em
aumentar a sua populagdo mais rapidamente do que as estirpes de crescimento lento
(PADMANABAHAN et al., 1990). Dessa forma os isolados de crescimento lento podem
estar em concentraces populacionais iguais as populacdes de crescimento rapido, porém a
capacidade de multiplicar a sua populagdo e infectar a planta hospedeira mediante a um
estimulo (aumento da concentracdo de flavonoides, por exemplo) produzido pelo vegeta é
maior nas bactérias de crescimento rapido. Poucos estudos tém testado esta hipotese. Fontoura
(2007) avaliou a capacidade de formar nbdul os entre isolados bacterianos oriundos de nédul os
de duas espécies de Lotus, isolados de solos do Rio Grande do Sul. Os resultados
demonstraram que aguns isolados de crescimento rgpido eram capazes de formar nédulos
antes de isolados de crescimento lento, indicando que a proliferacdo das bactérias narizosfera
da planta pode resultar na indug&o dos mecanismos de “quorum sensing” mais precocemente.

Apesar de a maioria dos estudos, avaliando a diversidade cultural de bactérias
formadoras de nodulos, ter demonstrado a prevaléncia de isolados de crescimento rgpido e
capaz de acidificar o meio de cultivo em detrimento aos isolados de crescimento alcalino,
alguns estudos tem isolado bactérias da regido semi-arida do Nordeste brasileiro com o
metabolismo alcalino (SANTOS, 2001). No trabalho de Santos (2001), as bactérias de
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metabolismo alcalino foram mais abundantes quando isoladas de Stylosantes na regido do
sertdo, contrariando a expectativa de isolamento preferencial de estirpe de metabolismo &cido.
As caracteristicas e culturais dos rizébios isolados em diferentes ambientes dependem ndo so
dos fatores edéficos, mas também da planta isca utilizada para a obtencéo dos isolados. A
avaliagdo das caracteristicas culturais de rizébios isolados de solos do semi-érido nordestino
demonstrou que rizobios isolados da regido do agreste oriundos de raizes de Stylosantes
apresentaram crescimento lento e reacdo alcalina, enquanto os rizébios isolados de raizes de
Arachis apresentaram crescimento rapido e reacao acida e esta proporc¢éo entre os isolados de
raizes de Aeschynomene apresentou foi de 1:1 (SANTOS, 2001). Isolados de raizes de feijdo-
caupi da regido semi-arida do nordeste brasileiro apresentaram a maior proporcéo de isolados
de crescimento lento e que alcalinizavam o0 meio de cultura no estudo de Martins (1996).

Em um estudo conduzido em Trinidad e Tobago, com rizébios de isolados de
cultivares de guandu de crescimento lento e que alcalinizavam o meio de cultura, observou-se
gue diversos fatores regionais, podem influenciar na ocupacdo nodular por bactérias
noduliferas com caracteristicas culturais e estratégias ecolégicas distintas (RAMSUBHAG et
al., 2002a).

O agrupamento dos isolados, de acordo com o coeficiente de Jaccard, foi realizado
gerando-se dois dendrogramas, um com as bactérias que acalinizaram ou ndo alteraram o pH
do meio de cultura (Figura 8) e outro com as bactérias de que acidificaram o pH do meio de
cultura (Figura 9).
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Figura 8. Dendrograma de similaridade entre bactérias isoladas de nodulos de trés cultivares
de guandu de com reacdo de pH acalina ou neutra. Dendrograma gerado a partir da
matriz de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard. Agrupamento realizado
utilizando o agoritmo UPGMA, programa NTSyS.
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oriundos de raizes de trés cultivares de guandu. Dendrograma gerado a partir da matriz
de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard. Agrupamento realizado utilizando

o algoritmo UPGMA, programa NTSyS.



Como o metabolismo &cido das bactérias capazes de nodular leguminosas é
considerado uma caracteristica derivada do metabolismo alcalino, os rizébios que apresentam
metabolismo neutro podem ser onsiderados como intermediérios entre os dois extremos
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), o que permitiu 0 a andlise da similaridade utilizando
bactérias com estas duas caracteristicas culturais. O agrupamento destas bactérias permitiu a
construcdo de grupos morfol 6gicos consistentes, conforme seré discutido posteriormente.

De acordo com as caracteristicas culturais das bactérias agrupadas nos dois
dendrogramas, foi possivel a obtencdo de 43 grupos culturais. As caracteristicas destes
grupos, bem como quais isolados pertencem a cada um deles estdo sumarizados na tabela 10.

Dentre os 20 grupos formados pelas bactérias com reacéo de pH alcalina ou neutra, o
numero de isolados variou de 2 a 17 por grupo, enquanto os isolados de que acidificaram o
meio 23 grupos que contém entre 2 e 32 isolados respectivamente.

O grupo morfoldgico 6 que compreende 17 isolados com crescimento répido e lento,
reacdo de pH alcalina, colbnias de coloracdo branca, com diametros de colénias 1 a 4 mm,
homogéneas, circulares, convexas, translcidas ou opacas, com bordas inteiras, producdo
mediana de muco homogéneo, sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura, foi 0 grupo
onde se enquadraram as estirpes BR 29 de Bradyrhizobium elkanii e BR 5410 de
Azorhizobium caulinodulans. O grupo morfolégico 34 que engloba 32 isolados com
crescimento rapido, reagdo de pH écida, coldnias de coloragdo amarelada, com didmetros de
colOnias iguais ou superiores a 5 mm, heterogéneas ou homogéneas, circulares, convexas,
opacas, com bordas inteiras, producdo abundante de muco homogéneo ou heterogéneo, sem
elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura. Neste grupo, enquadrou-se a estirpe padréo de
Rhizobium tropici BR 322. Os isolados deste grupo apresentaram caracteristicas culturais
muito proximas a estirpe BR 322, diferenciando em poucas caracteristicas como a
homo/heterogeneidade do muco (Tabela 10).

Outros grupos apresentaram caracteristicas culturais ndo usuais para os isolados
tradicionais de rizobio. Os grupos 2 e 4 (dentre outros) apresentaram caracteristicas de
bactérias de crescimento rapido e reacdo acalina, assim como o grupo 41 apresentou isolados
que produzem quantidade mediana de muco e apresentam crescimento lento e reacdo écida.
Bactérias com essas caracteristicas podem pertencer a novos grupos de bactérias nodulantes
de guandu, uma vez gue espécies de bactérias formadoras de nddulos em leguminosas séo
descritas constantemente. Bactérias isoladas de nddulos de trés espécies de mucuna, foram
agrupadas dentro da subclasse a proteobactérias através da amplificacdo do 16S rDNA com
iniciadores especificos e apresentaram com caracteristicas culturais ndo usuais para 0s
rizobios tradicionais como o crescimento rdpido e reacdo de pH alcalina (LIMA, 2009).
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Tabela 10. Caracteristicas culturais dos 43 grupos obtidos a partir do agrupamento gerado nos dendrogramas.

Grupo

Caracteristicas culturais

N° de
isolados

| solados

Crescimento intermediario a lento e reacdo de pH acalina; colénias de
coloracdo branca, com didmetros de 1 a4 mm, homogéneas circulares,
convexas e opacas com bordas inteiras de pouca a intermediéria producdo
de muco homogéneo, sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura

5.2,59.3,44.1be21.1c

Crescimento de rapido a lento e reacdo de pH alcalina, colbnias com
didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares ou irregulares, convexas
tranglUcidas ou opacas, com bordas inteiras, producdo abundante de muco
homogéneo sem elasticidade e n&o aderente a0 meio de cultura.

12

34.5,51.4,17.33,58.1, 43.5, 61.6, 41.2,
50.5b, 63.3, 63.3b, 8.5e43.4

Crescimento intermediario e reacdo de pH alcalina, colénias de coloracéo
branca, com didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares, convexas e
opacas com bordas inteiras, producdo mediana de muco homogéneo ou
heterogéneo, sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

49.33, 63.1, 48.1, 6.3, 6.6 e 65.4a

Crescimento rapido ou lento e reacdo de pH acalina, coldnias com
didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares e opacas com bordas
inteiras, produgdo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e ndo
aderente a0 meio de cultura.

274,415, 19.5, 21.5, 17.2, 65.1, 9.5,
29.5a

Crescimento rgpido e reacdo de pH acalina, colénias de coloracdo branca,
puntiformes, homogéneas, circulares, convexas e opacas com bordas
inteiras, producdo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e ndo
aderente ao meio de cultura.

42.3be?275

Crescimento de intermediério a lento e reacdo de pH alcalina, colbnias de
coloragdo branca, com diédmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares,
convexas, trandUcidas ou opacas, com bordas inteiras, producdo mediana
de muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ab meio de cultura.

17

27.3,34.1,45,41.3,43.1, 46.1, 46.4,
16.3, 35.4, 18.5a2, 61.5, 49.2, 51.2, 51.3,
38.2,444e153
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Crescimento rapido e reacdo de pH alcalina colénias de coloragdo branca
ou amarelada, com didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo mediana de muco
homogéneo sem elasticidade e ndo adererte a0 meio de cultura.

22.3e50.5a

Crescimento répido e reacdo de pH acalina ou neutra, colénias de
coloracdo branca, com diametros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo mediana a abundante de
muco homogéneo ou heterogéneo com elasticidade e ndo aderente ab meio
de cultura.

16.5, 29.2, 46.5, 29.1, 48.44, 42.1, 38.33,
29.4a e 29.5b

Crescimento intermediario e reacdo de pH alcalina, coldnias de coloracéo
branca, com didmetros de 1 a 4 mm, homogénesas, circulares, convexas,
opacas ou transltcidas, com bordas inteiras, producdo mediana a abundante
de muco homogéneo com ou sem elasticidade e ndo aderente ao meio de
cultura.

17.3b, 40.3, 63.2a1, 6.2,39.5e4.1

10

Crescimento rapido, e reacéo de pH neutra colonias de coloragéo branca,
com didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas, circulares, convexas, opacas,
com bordas inteiras, producdo pouca ou mediana de muco homogéneo sem
elasticidade e aderente ou ndo ao meio de cultura

11.2,9.3,504, 24.1, 27.1 e45.2

11

Crescimento intermediério e reacdo de pH neutra, colbnias de coloracéo
branca ou amarelada, com didmetros de 1 a4 mm, homogéness, circulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo mediana a abundante de
muco homogéneo sem elasticidade, com ou sem aderéncia a0 meio de
cultura.

54.1b, 61.2,37.1,3.3,4.4e4.2

12

Crescimento rpido ou intermediario e reacdo de pH neutra, coldnias de
coloracdo branca ou amarelada, com didmetros de 1 a 4 mm, homogénesas,
circulares, convexas, opacas, com bordas inteiras, producéo abundante de
muco homogéneo sem el asticidade e sem aderéncia ao meio de cultura.

15.2, 44.3, 68.3c, 29.6, 56.1, 47.3b e 44.6

13

Crescimento intermediério a lento e reacdo de pH neutra; colbnias de
coloracdo branca, com didmetros de puntiforme (menor que 1 mm) a4 mm,
homogénesas circulares, convexas e opacas ou trandlcidas, com bordas
inteiras de pouca a intermedidria producdo de muco homogéneo, sem
elasticidade e ndo aderente ab meio.

9.4a, 51.5b, 30.3, 30.5, 61.3 €56.2
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14

Crescimento intermedi&rio e reacdo de pH neutra, col6nias de coloracdo
branca, com diametros de 1 a4 mm, homogéneas, circulares ou irregulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo mediana muco
heterogéneo sem elasticidade, com aderéncia ab meio de cultura.

48.4be27.2

15

Crescimento répido e reacdo de pH neutra, col6nias de coloracéo branca,
com didmetros de 1 a 4 mm, homogéneas ou heterogéneas, circulares,
convexas, transparentes, com bordas inteiras, produgdo pouca ou mediana
de muco heterogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

32.1,34.3,50.1e10.2

16

Crescimento rapido a intermedi&rio e reacdo de pH neutra ou acalina,
colbnias de coloracdo branca, com diametros de 1 a 4 mm, homogéneas,
circulares, convexas, tranducidas, com bordas inteiras, producéo mediana &
abundante muco heterogéneo sem elasticidade e ndo aderente a0 meio.

11

26.1a, 26.1b, 29.3, 17.5, 46.2, 46.3, 42.4,
24.2,432e26.5

17

Crescimento rapido, e reacdo de pH neutra, colénias de coloracdo branca
ou amarelada, com didmetros de 1 a 4 mm, heterogéneas, circulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo abundante de muco
heterogéneo com elasticidade e sem aderéncia ao meio de cultura.

71.6, 44.1a, 12.1b, 53.5b €52.5

18

Crescimento rapido a intermediario e reacdo de pH neutra ou acalina,
colbnias de coloracéo branca, com didmetros de puntiforme (menor que 1
mm) a 4 mm, homogéneas, circulares, convexas ou planas, trangdllcidas ou
opacas, com bordas inteiras, producdo pouca a mediana de muco
homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

39.3, 34.2b, 57.4b, 3.2e28.6

19

Crescimento lento, neutro ou alcalino, coldnias de brancas, com diametros
entre 1 e 4 mm, homogéneas, irregulares, planas, transparentes, com bordas
inteiras, producdo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e ndo
aderente ao meio.

15.53, 9.5a, 17.4a, 49.3b € 66.3
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20

Reacdo de pH neutra, colOnias de coloragéo branca, com diametros entre 1
e 4 mm, irregulares ou circulares, planas ou convexas, opacas com bordas
irregulares, producdo de mediana a abundante de muco heterogéneo sem
€elasticidade e n&o aderente ao meio de cultura.

55,20.1,20.2e53.3

21

Crescimento rapido e reacdo de pH é&cida, colbnias de coloracdo amarelada
com didmetros entre 1 e 4 mm, homogéneas ou heterogéneas, circulares,
convexas, opacas com bordas inteiras, producdo de pouca a mediana de
muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

17.1a, 19.4ae53.1

22

Crescimento rgpido ou lento e reacdo de pH é&cida, coldnias de coloracéo
amarelada homogéneas, com diametros entre 1 e 4 mm, homogénesas ,
circulares, convexas, opacas com bordas inteiras, producdo mediana de
muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

23.5,18.3,48.3, 24.6b, 3.6 e67.1a

23

Crescimento répido, colbnias de coloracdo amarelada homogéneas, com
didmetros acima 1 mm, heterogéneas , circulares, convexas, opacas com
bordas inteiras, producdo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e
aderéncia ao meio de cultua

19.5b, 39.1, 56.3, 71.2b, 26.2b e71.4

24

Crescimento rapido, colénias de coloracdo amarelada homogéneas, com
didmetros entre puntiforme (menor que 1 mm) e 4 mm, homogéness ,
circulares, convexas, opacas com bordas inteiras, producdo mediana de
muco homogéneo com elasticidade e sem aderéncia ao meio de cultura

25.5ae 33.2a

25

Crescimento répido e reacdo de pH écida, colénias de coloracéo amarelada
com didmetros maiores que 1, homogéneas, circulares ou irregulares,
convexas, opacas ou trand Ucidas com bordas inteiras, producéo de mediang
a abundante de muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ab meio.

13

30.1, 30.6a, 44.2, 29.4b, 67.2, 3.5, 41.4,
28.4, 48.5b, 10.4a, 54.1a, 54.3 € 65.4b
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26

Crescimento rgpido ou lento e reacdo de pH é&cida, colbnias de coloragéo
branca homogéneas, com diametros entre 1 e 4 mm, homogénesas ,
circulares, convexas, opacas com bordas inteiras, producdo pouca ou
abundante de muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio.

48.58, 24.4b e 6.5

27

Crescimerto répido e reacdo de pH éacida, coldnias de coloracéo amarelada
homogéneas, com diametros puntiformes, homogéneas , circulares,
convexas, opacas, trandlcidas ou transparentes com bordas inteiras,
producdo pouca ou mediana de muco homogéneo sem elasticidade e n&o
aderente ao meio de cultura.

8.2,47.1,475,47.2,47.4,234,235¢
22.1

28

Crescimento de rapido a lento e reagcdo de pH &acida, colénias de coloracéo
amarelada, com diametros de puntiformes (menor que 1 mm) a 4 mm,
homogéneas , circulares ou irregulares, convexas, opacas, com bordas
inteiras, producdo mediana de muco heterogéneo sem elasticidade €
aderente ou nd0 a0 meio de cultura

10

3.4, 69.4, 39.2c, 20.3, 19.1a, 19.2, 52.3a,
62.5,52.2ae8.1a

29

Crescimento rapido e reacdo de pH é&cida, olbnias de cor amarela, com
didmetros de maiores gue 1 mm, homogéneas ou heterogéneas, circulares
ou irregulares, convexas, opacas ou trandUcidas, com bordas inteiras ou
irregulares, producdo de mediana a abundante de muco homogéneo sem
elasticidade e ndo aderente a0 meio.

47.6,40.1, 22.2, 10.4b, 39.2b, 454,
17.1b

30

Crescimento rgpido a intermediario e reacdo de pH é&cida, colénias de
coloracdo amarelada ou branca, com diametros de 1 a 4mm, heterogéneas ,
circulares, convexas, trandlcidas ou trarsparentes, com bordas inteiras,
producdo de mediana a abundante de muco heterogéneo com/sem
elasticidade e ndo aderente a0 meio.

20

50.3, 26.4, 16.1, 25.1a, 25.1b, 25.3, 45.1,
58.5, 21.3b, 39.2a, 1.5, 37.2, 62.4, 17.4,
24.3, 33.2b, 49.1, 41.1, 56.5, 26.3

31

Crescimento rgpido a intermediario e reacdo de pH é&cida, colénias de
coloracdo amarelada, com didmetros iguais ou superiores a 5mm,
homogéneas ou heterogéneas, circulares, convexas, trangllcidas, com
bordas inteiras, producdo abundante de muco homogéneo ou heterogéneo
com ou sem elasticidade e ndo aderente a0 meio de cultura.

18

28.3, 21.1a, 16.2, 14.3, 57.1b, 69.1, 53.4,
58.2,1.6,47.3, 15.1, 58.4, 34.2a, 59.6a,
50.2, 68.4, 19.4b €65.3
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Crescimento répido e reacéo de pH &cida, colbnias de coloragdo amarelada,
com diametros iguais ou superiores a 5mm, heterogéneas , circulares,

32 convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo pouca ou abundante de 2 59.5e56.4
muco heterogéneo com elasticidade e ndo aderente ap meio de cultura.
Crescimento rapido e reacdo de pH écida, colbnias de coloracdo amarel ada,
com didmetros superiores a 1mm, heterogéneas , circulares, convexas,
33 opacas, com bordas inteiras, producdo mediana ou abundante de muco 6 54.6,61.1, 3.1a, 11.1b, 12.3b e 68.3a
heterogéneo sem elasticidade e ndo aderente ab meio de cultura.
Cresci pjento rapi do'e reacéo dg pH é&cida, colonias deA coloracéo arnar?l ada, 57.4a, 57.3, 57.13, 57.2. 14.2b. 14.4a,
com didmetros iguais ou superiores a 5 mm, heterogéneas ou homogéness, 14.220 5533, 37 5b. 66.1. 8.1b. 62.3
circulares, convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo abundante de £8c, 99.98, 5/+90, 904, 6.0, B,
34 muco homogéneo ou heterogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio 32 67.1b,67.5,9.2, 71.23, 1.4, 61.4, 38.6,
de cultura. 30.2b, 65.2b2, 38.53, 22.3, 7.1, 46.1b,
44.5,54.6b, 11.3ae59.1
Crescimento rgpido a intermediario e reagdo de pH é&cida, colénias de
coloracdo amarelada, com didmetros de 1 a 4mm, homogéneas ou
35 heterogéneas, circulares, convexas, opacas, com bordas inteiras, producéo 10 56.33, 3.1b, 35.1, 38.5b, 63.2a2, 54.4,
abundante de muco homogéneo com elasticidade e ndo aderente ao meio de 38.5¢, 51.5a, 14.2al e 31.2
cultura.
Crescimento rgpido a intermediario e reagdo de pH &cida, colénias de
coloracdo amarelada ou branca, com didmetros superiores a 5 mm,
36 homogéneas, circulares, convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo 3 67.3,37.3e8.1c
abundante de muco homogéneo com ou sem elasticidade e ndo aderente ao
meio de cultura.
Crescimento rapido ou lento e reacdo de pH acida, coldnias de coloragéo
amarelada ou branca, com didmetros de puntiforme (menor que 1 mm) a
37 superiores a 5 mm, homogéneas, circulares, convexas, opacas, com bordas 3 68.3b, 54.4 €59.4

inteiras, producdo abundante de muco homogéneo com elasticidade €
aderente ab meio de cultura.
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38

Crescimento répido e reacdo de pH é&cida, coldnias de coloraco amarelada
com diametros iguais ou superiores a 5 mm, heterogéneas , circulares,
convexas, opacas, com bordas inteiras, producdo abundante de muco
homogéneo com ou sem €l asticidade e aderente ao meio de cultura.

10.1, 24.4a, 24.6a, 71.33, 71.3b e 71.3c

39

Crescimento répido e reacdo de pH écida, colonias de coloracdo amarelada,
com diametros superiores a 1 mm, heterogéneas, circulares, convexas,
opacas ou tranducidas, com bordas inteiras, producdo mediana de muco
homogéneo com ou sem el asticidade e aderente ou ndo ao meio.

16.4a, 16.4b, 14.1b, 62.5b3, 14.4b, 57.4 e
12.1a

Crescimento rapido ou lento e reacdo de pH acida, coldnias de coloracéo
branca, com didmetros de purtiforme (menor que 1 mm) a 4 mm,
homogénesas, circulares, convexas, trandlcidas ou transparentes, com
bordas inteiras, producéo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e
ndo aderente ao meio de cultura.

13.1e12.5a

41

Crescimento intermediério e reacdo de pH &cida, colbénias de coloracdo
amarelada ou branca, com didmetros iguais ou superiores a 5 mm,
homogéneas, irregulares, convexas, trandlcidas, com bordas inteiras,
producéo mediana de muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao
meio de cultua.

25.2,25.5be12.3a

42

Crescimento de rapido ou intermediario, colonias de coloracdo amarelada,
com diametros puntiformes, homogéneas , circulares ou irregulares, planas,
trandlcidas ou transparentes, com bordas inteiras, pouca producdo de
muco homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

85,355,352e124

Crescimento répido e reacéo de pH écida, colbnias de coloragdo amarelada,
com diametros de 1 a4 mm, homogéneas, circulares ou irregulares, planas,
opacas, com bordas inteiras ou irregulares, pouca producdo de muco
homogéneo sem elasticidade e ndo aderente ao meio de cultura.

53.6e453
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Outras caracteristicas peculiares podem ser destacadas. No caso da bactéria 12.1b
(grupo 17), que apresentou crescimento intermedi&rio e produgdo abundante de muco, foi
observado também a formacéo de “projecdes’ de crescimento bacteriano a partir dos riscos
em uma placa de Petri (Figura 10A). Este tipo de projecéo é descrito na literatura cientifica
como “swarming” (espalhamento) e pode representar uma estratégia para a colonizacdo de
zonas das placas de meio de cultura abundantes em nutrientes e com poucas células,
representando baixa competicdo entre as células bacterianas (BRAEKEN et a., 2008). Este
comportamento € muito bem estudado par a espécie R. etli (BRAEKEN et al., 2008). A
capacidade de nodulacéo deste isolado foi confirmada no teste de nodulagdo. O isolado 8.1c
(grupo 36) apresentou a producdo abundante de muco e com a formacdo de um halo de
coloracdo marrom ao redor das coldnias e das estrias riscos de crescimento bacteriano,
sugerindo a producdo de alguma substancia que se difunde no meio de cultura (Figura 10B).
Este isolado também foi capaz de produzir grande quantidade de polihidroxibutirato e
exopolissacarideos, conforme sera discutido no Capitulo 2.

Dentre os grupos identificados, apenas 7 (16%) apresentaram producéo de pouco
muco. Os demais grupos apresentaram capacidade de producdo mediana ou abundante de
muco. Esta caracteristica pode ter importantes fun¢es na ecologia destes isolados, uma vez
gue a producdo de muco tem sido correlacionada com a adaptacdo dos isolados a fatores
edaficos e ambientais, como elevadas temperaturas, elevada concentragdo de aluminio
trocavel e longo periodo de seca (HOLLINGSWORTH et al., 1985).

Além disso, os rizébios com maior producdo de muco geralmente sG0 mais resistentes
a antibidticos do que rizébios com colbnias mais secas (SINCLAIR e EAGLESMAN, 1984),
trazendo importantes informagdes a respeito da ecologia dessas bactérias. A resisténcia a
metais pesados também foi avaliada para diversas estirpes de rizobio por Matsuda et al.
(2002), que demonstraram que estirpes de Rhizobium spp. que produziam elevada quantidade
de muco eram mais resistentes que estirpes de Bradyrhizobium ou Mesor hizobium, produtoras
de menor quantidade de exopolissacarideos.

As bactérias isoladas de nddulos de plantas cultivadas no Argissolo Vermelho nos trés
cultivares de guandu ndo apresentaram a abundancia de muco condizente com as
caracteristicas edaficas, sugerindo existir nestes isolados outras estratégias para mitigar 0s
efeitos das elevadas concentracdes de aluminio e baixas concentractes de matéria organica.
No Planossolo H&plico do Campo Experimental os isolados oriundos de nédulos dos
cultivares Fava-Larga e Aratd apresentaram predominantemente abundante producéo de
muco. Vale ressaltar que este é o solo com menor teor de matéria organica dentre os
estudados e que esta caracteristica pode influenciar na comunidade bacteriana capaz de
formar nédulos, selecionando bactérias ou desenvolver estratégias para resisténcia a
condicbes de baixa umidade e CTC determinada pela baixa concentracdo dos teores de
matéria organica.

A andise da distribuicdo dos grupos morfoldgicos por solos permitiu avaliar que os
solos, Argissolo Vermelho e Argissolo Acinzentado, apresentaram uma menor
representatividade no que diz respeito ao nimero de grupos morfoldgicos dos isolados (15 e
16 respectivamente) (Tabela 11). Vale ressaltar que estes solos sdo 0s solos que apresentam
maior quantidade de AP*, apresentando ainda baixas concentraces de potassio, magnésio,
cdcio e fosforo. Este dado pode indicar que estes solos concentrem uma quantidade de
bactérias com certas caracteristicas que auxiliam na persisténcia em condic¢des ndo favoraveis.
Dentre os solos estudados, 0 solo com maior quantidade de grupos morfolégicos foi o
Argissolo Vermelho-Amarelo do SIPA, com 37 dos 43 grupos morfolégicos. Este solo foi
coletado de &rea sob manejo orgéanico e caracterizado por apresentar altos teores de fasforo,
pOt4ssio, magnésio e matéria organica, auséncia de AP titulavel e pH 6,4.
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Figura 10. Isolados 12.1b (A) e 8.1c (B) cultivados em placas de Petri contendo meio de
cultura YMA.

Isolados bacterianos capazes de crescer em meio de cultura contendo maiores
concentracdes de AP ja foram isolados, de regies com solos dlicos, porém a diversidade da
colecdo muito baixa (HARA e OLIVEIRA, 2004). Além dos solos com maiores
concentragdes de Al** apresentarem menor quantidade de grupos, a maioria desses grupos sao
agueles que apresentaram caracteristicas de crescimento rgpido e reacdo alcalina, conforme ja
demonstrado (HARA e OLIVEIRA, 2004; CHAGAS JUNIOR et a., 2009). A toxidez do
aluminio para rizbios também j& foi demonstrada em meios de cultura, onde a adi¢do de
baixas concentracdes de AP* é capaz de reduzir a proliferacdo das céulas rizobianas
(KEY SER e MUNNS, 1979; WOOQOD et al., 1988; PAUDYAL et al., 2007), aterando ainda
algumas caracteristicas culturais, como reacdo de pH e tempo de crescimento, além de
influenciar negativamente no estabelecimento da simbiose com adubos verdes tropicais como
Mucuna pruriens (PAUDYAL et a., 2007).

Este resultado indica que um solo com melhor fertilidade pode conter maior variedade
de grupos (possivelmente taxondmicos) de bactérias, inclusive daquelas capazes de induzir a
formacdo de nodulos em leguminosas. Ao avaliar a diversidade bacteriana em solos de
diversos biomas e &reas agricolas de todo o continente Americano pela técnica de PCR-
DGGE, Fierer e Jackson, (2006) encontraram maior diversidade para os solos com menores
concentracdes de AI**, e maiores concentracdes de nutrientes como o fésforo, por exemplo.
Ao avdiar a diversidade de populacbes de bactérias formadoras de nédulos em siratro
(Macroptilium artropurpureum) em diferentes sistemas de uso de terra na Amazonia, Jesus et
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a. (2005) observaram que o sistema de manegjo onde a fertilidade do solo era mais alta, o
maior nimero de grupos foi encontrado. Em outro estudo avaliando as popul agdes de rizébios
nodulantes de adubos verdes na China, Liu et a. (2007) também demonstraram que em
regides tropicais 0s grupos taxondmicos de rizébios sdo diferentes em solos com diferentes
caracteristicas de fertilidade e de cobertura vegetal .

Comparando a quantidade total de grupos nos Argissolos Vermelho-Amarelos, o solo
com mangjo convencional (Campo Experimental) apresentou menos grupos morfolégicos
(22) se comparado com o solo sob manejo orgéanico (37). Vae ressatar que no momento da
coleta estes solos estavam cultivados com milho, uma graminea que tradicionalmente € citada
pela capacidade de reduzir as populagdes de rizobios nos solos, porém ao diminuir a
guantidade total das bactérias capazes de nodular as leguminosas ocorre uma alteracdo na
estrutura das comunidades, reduzindo a dominéncia e aumentando a equitabilidade conforme
jarelatado (ROSENBLUETH e MARTNEZ-ROMERO, 2004).

Foi observada elevada representatividade de bactérias pertencentes a quase todos o0s
grupos morfol dgicos capazes de nodular o guandu presentes no Argissolo Vermelho-Amarelo
do SIPA, sob cultivo do milho, se comparada com a representatividade desses grupos
morfologicos presentes no Argissolo Vermelho-Amarelo do Campo Experimental. Este fato
indica além da influéncia da cobertura vegetal na estrutura da comunidade bacteriana, haver
influncia do manejo na diversidade dessas bactérias. Estes resultados estdo em consonancia
com dados da literatura para rizobios capazes de nodular guandu (COUTINHO et al., 1999),
feijdo comum (ANDRADE et al., 2002; KASCHUK et al., 2006) e feijdo-caupi (LEITE et a.,
2009).

Os resultados sugerem que as populacdes de bactérias formadoras de nédulos na area
de Planossolo Haplico sob manegjo organico foi maior nesse solo apesar de haver a cobertura
vegetal com uma espécie desfavordvel & manutencdo dos rizébios de forma saprofitica. A
elevada diversidade de bactérias capazes de nodular adubos verdes em solos sob manejo
organico jafoi demonstrada para mucunas (LIMA, 2009) e crotalaria (BRATTI et al., 2004).

A distribuicdo dos grupos morfolégicos em fungdo dos cultivares estudados
demonstrou que os cultivares Fava Larga, Carioca e Ando Arata apresentaram um total de 37,
32 e 36 grupos respectivamente, (Tabela 12, Figura 11). Alguns grupos morfol égicos foram
isolados preferencialmente de alguns cultivares. Dos 17 isolados do grupo 6, 8 foram
oriundos de nédulos do cultivar Carioca e 8 oriundos de nddulos do cultivar Ando Arata e
apenas 1 isolado foi isolado de nédulos de cultivar Fava Larga (Tabela 12, Figura 11). Esses
dados sugerem que pode haver especificidade entre determinados grupos de rizobios em
nodular determinados gendtipos, conforme ja foi determinado para culturas como o feijdo-
caupi (LEITE et d., , 2009) e feijao comum (FRANCO et a., 2003; AGUILAR et al., 2004).

A especificidade entre os isolados bacterianos e as plantas de origem reflete um
exemplo de coevolucgdo entre os pares simbiontes. O guandu nédo foi cultivado em nenhuma
das &eas, na época da amostragem onde foram coletados os solos para a obtencdo das
bactérias. Porém em é&reas tropicais, 0s rizobios apresentam a tendéncia a apresentar uma
maior plasticidade fenotipica, resultando em uma faixa hospedeira maior, devido ao
reconhecimento de uma diversidade de flavon6ides muito grande e a versatilidade metabdlica
desses isolados (PERRET et al., 2000).

A capacidade da nodulagdo dos isolados no guandu pode estar relacionada a possivel
co-evolucdo dessas bactérias com plantas taxonomicamente préximas ao guandu, que
pertencem a subtribo Cagjaninae da tribo Phaseolae (VAN DER MAESEN, 1986), tribo que
engloba plantas nativas da Ameérica do Sul e plantas cultivadas difundidas em todo o Brasil,
como feijdo comum, feijdo-caupi e lablab. O contato dessas bactérias com outras plantas da
tribo Phaseolae, pode ter sido fator importante na selecéo dos isolados nos solos de origem.
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Tabela 11. Distribuicdo dos diferentes isolados de bactérias de nédulos de guandu nos grupos
e em fungdes dos solos de origem.
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RU=Neossolo Fluvico; PVA=Argissolo Vermelho-Amarelo; HX=Planossolo Haplico
** CE=Campo Experimental
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Tabela 12. Distribuicdo dos grupos morfol 6gicos em fungdes dos cultivares origem.
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Figura 11. Agrupamento de bactérias isoladas de nddul os de guandu em funcéo do cultivar de origem.
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A partir da distribuicdo dos grupos morfologicos através dos solos estudados, foram
calculados os indices de diversidade de Shannon-Weaver, o de abundancia de Simpson e o de
riqueza de Margaleff (Tabela 13).

Tabela 13. indice de diversidade de Shannon-Weaver, de abundancia de Simpson e de
riqueza de Margalef baseado na diversidade cultural de bactérias isoladas de nédulos
de trés cultivares de guandu cultivados em oito solos diferentes.

i ndice Ecol6gico

Solo
Shannon-Weaver Margalef Simpson
L atossolo Amarel

atossolo Amarelo 4,23 5,89 0,06
Argissolo Vermelho 363 4.25 0,10
Argissolo Acinzentado 4.45 6.34 0,05
Neossolo Flivico 387 4.80 0,08
Argissolo Vermelho Amarelo (SIPA) 4.00 4.95 0.07
Planossolo Héaplico (SIPA) 4.26 6.20 0.07

Argissolo Vermelho-Amarelo (Campo
Experimental) 4,22 573 0,06

Planossolo Héplico (Campo

Experimental) 4,29 5,92 0,06

O indice de ShannonWeaver aponta para a maior diversidade presente no Argissolo
Acinzentado, enquanto a menor diversidade foi verificada no Argissolo Vermelho. Assim
como o calculo da diversidade de ShannonWeaver, o indice de riqueza de grupos indica que
0 Argissolo Acinzentado € o solo com maior indice de Margalef e menor indice de Simpson
(Tabela 13). Vae ressaltar que o Argissolo Acinzentado apresentou um nimero baixo de
grupos, porém a maior diversidade foi apontada pelo indice de ShannonWeaver. Este indice
€ calculado utilizando ndo s6 a quantidade de grupos taxondmicos estudados, mas também a
frequiéncia de cada um dos grupos.

O indice de Shannon-Weaver foi proposto para ser utilizado em analise da diversidade
de comunidades biologicas por Ramon Margalef em 1956 (PINTO-COELHO, 2000). O
clculo deste indice representa 0 clculo de incerteza de qual espécie (ou grupo) sera
amostrada em uma determinada area. Quanto maior o indice de Shanonn-Weaver, menor sera
a chance de se determinar qual a espécie (ou grupo) pode ser o “capturado”’ na amostra (ou
maior serd a incerteza) (PINTO-COELHO, 2000). O indice de Simpson € um indice de
dominéncia e representa a probabilidade de dois individuos amostrados ao acaso, no mesmo
tempo, em uma mesma area pertengcam a0 mesmo grupo. Dessa forma quanto maior a
abundancia relativa de um determinado grupo, menor a diversidade e maior a probabilidade
de amostrar individuos deste mesmo grupo (PINTO-COELHO, 2000).

As areas amostradas eram cultivadas (no caso do SIPA e do Campo Experimental) ou
tinham uma cobertura de gramineas, o que colabora para a reducéo das popul acbes de rizébio
naturalmente presentes nos solos. Além disso, as condic¢fes edéficas desfavoraveis (como a
concentracdo elevada de AP*, por exemplo) provavelmente influenciaran na reducdo da
abundancia de grupos de bactérias. Este fato pode reduzir principalmente os grupos mais
abundantes, reduzindo a dominéncia e aumentando a frequiéncia relativa dos grupos presentes
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em menor concentragdo (MIETHLING et a., 2000). Zilli (2001) avaliou a diversidade de
rizébio em solos de Cerrado subseqiientemente a diferentes culturas. Em solos cuja cultura
precedente foi soja, o indice de Simpson foi muito elevado, atingindo 0,88, enguanto emuma
area apés o cultivo de arroz o indice de Simpson foi de 0,10. Comparando a estrutura de
comunidades de bactérias capazes de formar nédulos em feijdo-caupi, Leite et a. (2009)
demonstraram que isolados oriundos de solos sob cultivo de graminea (milho) apresentaram
maior diversidade, e maior equitabilidade se comparados com as comunidades de bactérias
noduliferas de solos cultivados com leguminosas ou outras espécies botanicas. Estes
resultados corroboram o papel das gramineas na ateracdo da estrutura das comunidades de
bactérias formadoras de ndédulos em leguminosas ap0s o cultivo com gramineas em
determinada area.

A aplicacdo dos indices de diversidade para o estudo da ecologia de bactérias é
criticada por alguns autores sob 0 argumento de que estes indices foram criados ou adaptados
para estudos de diversidade de outros grupos de organismos, muito menos diversos que os
microrganismos (HUGHES et a., 2001). Todavia a utilizacdo destes indices € amplamente
difundida na literatura devido a sua simplicidade e facilidade na comparacdo de comunidades
digtintas (ZILLI, 2001; JESUS et a., 2005), tanto para caracterizacéo fenotipica de rizébios
guanto para as técnicas que empregam métodos moleculares como ARDRA e RAPD dentre
outras (McINNES et al., 2004).

Avaliando os indices ecol6gicos entre os cultivares, € possivel observar que todos 0s
cultivares apresentaram indices muito parecidos para a dominancia, riqueza e diversidade
(Tabela 14), indicando que apesar de haver certa especificidade entre o gendtipo vegetal e o
microbiano (Tabela 12), ao se analisar todos os isolados ndo foi possivel identificar esta
tendéncia através dos indices ecol dgicos aplicados.

Tabela 14. indice de diversidade de ShannonWeaver, de abundancia de Simpson e de
riqueza de Margalef baseado na diversidade cultural de isolados de rizébio de guandu
de trés cultivares de guandu.

I ndice Ecoldgico

Cultivar Shannon-Weaver Margalef Simpson
FavalLarga 3,32 7,76 0,05
Carioca 3,27 7,30 0,05
Arata 3,32 7,31 0,05

A utilizacdo de indices ecolégicos na avaliacdo da estrutura de comunidades
microbianas associadas a plantas tem sido adotada em diversos estudos de ecologia de rizébio
(McINNES et a., 2004; JESUS et a., 2005; LEITE et al., 2009). Porém vale ressaltar que
estes indices sdo indices faunisticos que preconizam avaliagdes regionais da estrutura das
comunidades (MAGURRAN, 1989).

1.4.4-Avaliacdo da Capacidade de Isolados de Rizébio de Guandu em Metabolizar
Diferentes Fontes de Carbono

A capacidade de isolados de rizébio em metabolizar fontes de carbono foi avaliada
para 160 isolados e 4 estirpes de rizébio. Todos os isolados foram capazes de crescer em meio
de cultura suplementado com manitol (controle) e com sacarose (Tabelas 15 e 16).
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Tabela 15. Distribuicgo de isolados de nédulos de guandu e grupos de acordo com a fonte de carbono metabolizada em meio de cultura YMA

modificado.

Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fonte de todas gli; xil; gli; xil; dli; xil; gli; xil; gli; xil;; gli; xil; gli; xil; lac; gli; gli; malt;
carbono* malt; fru; malt; fru; malt; lac; malt; lac fru; lac; fru; lac fru xil fru; lac;

lac; amal amal amal
N° deisolados 28 75 5 2 3 1 7 10 5 3
Grupo 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fontede carbono gli; mat; gli; mat; dli; fru; dli; lac; gli; fru gli. xil; mat; mat.; lac madt, dli; xil;
fru; lac lac lac; amal amadl fru; lac. ama malft; fru;
ama.
N° deisolados 3 1 1 1 1 1 2 3 1 7

*gli.=glicose; xil.=xilose; malt.=maltose; fru.=frutose; lac.=lactose; amal.= &cido malico

Tabela 16. Percentual dos isolados capazes de metabolizar as oito fontes de carbono
Fonte de carbono
Manitol Glicose Xilose Maltose Frutose Sacarose Lactose AcidoMalico

| solados com
crescimento 100% 93% 85% 67% 85% 100% 79% 32%
positivo
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O percentual de isolados que foi capaz de crescer em meios de cultura suplementado
com as demais fontes de carbono foi de 93, 85, 67; 85, 79 e 32% para as fontes glicose,
xilose, maltose, frutose, lactose e acido malico, respectivamente (Tabela 16). Diversas
estirpes de rizébio so capazes de crescer em fontes de carbono formada de monossacarideos
como glicose e xilose, por exemplo (VALVERDE et al., 2007). O percentual de isolados que
foram capazes de apresentar crescimento em meio de cultura contento maltose e lactose foi
relativamente baixo, se comparado com o percentual de isolados capazes de crescer em meios
de cultura contendo outras fontes de carbono como xilose ou sacarose. Resultados similares
foram encontrados para rizébios nodulantes de leguminosas nativas da regido mediterranea
(EL IDRISSI e ABDELMOUMEN, 2008).

Poucos isolados foram capazes de crescer utilizando o acido mélico como fonte de
carbono (Tabela 16). Outros isolados de rizébio também apresentaram baixa capacidade em
utilizar &cidos dicarboxilicos como fonte de carbono, como por exemplo, oxalacetato e malato
(VALVERDE et a., 2006, BERGE et a., 2009), entretanto estirpes de Azorhizobium
caulinodans, apresenta preferéncia por metabolizar &cidos dicarboxilicos em detrimento a
monossacarideos como glicose e frutose (TSUKADA et a. 2009). Este mesmo
comportamento € apresentado para bactérias diazotréficas pertencentes a géneros como
Burkholderia, uma vez que o malato é a fonte de carbono do meio IMV, utilizado para o
isolamento e identificacdo destas bactérias.

O dendrograma baseado na capacidade das bactérias em metabolizar as diferentes
fontes de carbono também apresentou elevada diversidade entre os isolados, uma vez que a o
coeficiente de Jaccard de similaridade entre todos os isolados foi de aproximadamente 20%
(Figura 12). A andlise do dendrograma gerado em funcdo da capacidade dos isolados
bacterianos em metabolizar diferentes fontes de carbono permite delinear trés grupos bem
definidos e seus subgrupos, cujas caracteristicas estdo descritas na Tabela 17.

A avaliacdo da capacidade de isolados bacterianos em metabolizar diferentes fontes de
carbono, resultou em um dendrograma onde o metabolismo de fontes como o acido malico foi
fundamental para a formagdo dos trés grupos principais. Estes grupos contem 81% dos
isolados e os demais isolados formaram grupos menores divergindo do padrédo metabdlico da
maioria dos isolados. Dessa forma, estes isolados podem representar novos grupos de
bactérias com uma versatilidade metabdlica muito diferente daguelas apresentadas por
estirpes de rizébio ja descritas. |solados bacterianos de nddulos de raizes de adubos verdes
como a crotaldria e a canavaia também apresentaram a capacidade de metabolizar diversas
fontes de carbono, apresentando um perfil metabdlico muito diverso em um estudo realizado
com bactérias isoladas de solos de regifes costeiras na india (SRIDHAR et al., 2005).

Diversas espécies de rizébio tem sido descritas recentemente apresentando a
peculiaridades em seu metabolismo. Rhizobium cellulosilitycum foi descrita recentemente
isoladas da maravalha de damo branco (Populus alba) na Espanha e apresenta elevada
capacidade de degradar celulose, sendo ainda capaz de nodular alfafa (GARCIA-FRAILE et
al., 2007) Rhizobium selenireducens também foi descrita recentemente o epipeto especifico
desta espécie diz respeito a capacidade desta espécie em reduzir selénio em meio de cultura
(HUNTER et al., 2008). Burkholderia ferrarie que ndo é capaz de nodular leguminosas,
porém € muito proxima as especies nodulantes B. tuberum e B. mimosarum descrita
recentemente e isolada de granulos de minério de ferro (VALVERDE at d., 2006).
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carbono por 160 isolados bacterianos oriundos de nédulos de guardu, utilizando o
algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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Tabela 17. Caracterizacdo dos grupos gerados através do agrupamento das bactérias em
funcdo da capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono.

Grupo 1. Cresce em manitol, glicose,Subgrupo 1A: N&o cresce em lactose e
xilose, sacarose e ndo cresce em &cido cresce em frutose e maltose.
malico. Subgrupo 1B: Nao cresce em lactose e
maltose. Cresce em frutose.
Subgrupo 1C: N&o cresce em frutose e
maltose. Cresce em lactose.
Subgrupo 1D: N&o cresce em lactose e
maltose. Cresce em frutose.
Grupo 2: Cresce em manitol, sacarose, Subgrupo 2A: Né&o cresce em frutose e
xilose, maltose. N&o cresce em é&cidomaltose e cresce em lactose e glicose
malico. (Excecéo para o isolado 38.6 que ndo
cresce em lactose).
Subgrupo 2B: N&o cresce em glicose,
crescendo em frutose e maltose e lactose.
Subgrupo 2C: Cresce em frutose e
maltose e lactose.
Grupo 3. Cresce em manitol, glicose,Subgrupo 3A: N&o cresce em maltose.
sacarose, xilose, frutose, lactose, &cidoSubgrupo 3B: Cresce em todas as fontes
madlico. de carbono

Avaliando o percentual de isolados capazes de metabolizar as diferentes fontes de
carbono oriundos de cada um dos solos estudados (Tabela 18), é possivel observar diferencas
ndo sO na capacidade dos isolados de um determinado solo em metabolizar as diferentes
fontes de carbono, como também respostas distintas com relacdo a capacidade de isolados dos
diferentes solos em metabolizar a mesma fonte de carbono.

Tabela 18. Percentua de isolados capazes de crescer em meio de cultura suplementados com
diferentes fontes de carbono, de acordo com o solo de origem.

. ) Acido
Solo Glicose Xilose Maltose Frutose Lactose M alico
%
Latossolo Amarelo g7 82,6 56,5 82,6 73,9 26,1
Argissolo Vermelho 94.4 77,8 50,0 66,7 77,8 5,6
Argissolo Acinzentado  100,0 87,5 79,2 95,8 70,8 45,8
Neossolo Fluvico 92,9 78,6 71,4 85,7 78,6 14,3
Argissolo Vermelho-
Amarelo (SIPA) 93,8 100,0 68,8 81,3 87,5 31,3
Planossolo Héplico
(SIPA) 90,0 75,0 80,0 80,0 75,0 65,0
Argissolo Vermelho-
Amarelo (CE)* 96,0 92,0 64,0 92,0 72,0 28,0
P'a”c’s(sg'g)f'ap“co 947 895 632 895 947 316

* CE=Campo Experimenta
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Dentre as fontes de carbono avaliadas, a glicose proporcionou melhor crescimento dos
isolados, uma vez que apresentou menor variabilidade no percentual de isolados capazes de
metabolizar este aglcar, variando de 87% no Latossolo Amarelo a 100% no Argissolo
Acinzentado (Tabela 18). A fonte de carbono que apresentou maior variabilidade entre os
isolados oriundos dos solos estudados foi 0 &cido mélico, que proporcionou o crescimento de
apenas 5,6 % dos isolados oriundos do Argissolo Vermelho, enquanto 65% dos isolados do
Argissolo Vermelho-Amarelo do SIPA foram capazes de metabolizar estas fontes de carbono
(Tabela 18). Outra informagdo importante com relacéo aos percentuais dos isolados capazes
de crescer em meio suplementado com écido mélico é a grande diferenca entre os isolados
oriundos do Planossolo Haplico do SIPA (65%) e do Planossolo Haplico do Campo
Experimental (31,6%), indicando haver influéncia do mango do solo na capacidade das
popul agdes de bactérias em metabolizar diferentes fontes de carbono (Tabela 18).

Avaliando o percentual de isolados capazes de crescer em meio de cultura com
diferentes fontes de carbono agrupando por cultivar de origem, € possivel avaliar que para a
maioria das fontes de carbono testadas o crescimento foi uniforme para os isolados das trés
cultivares (Tabela 19). A fonte de carbono que apresentou maior variabilidade no crescimento
bacteriano foi a maltose, que permitiu o desenvolvimento de 60 e 63% das bactérias testadas
isoladas das cultivares Arata e Carioca, enquanto 79,2 % dos isolados da cultivar Fava Larga
foram capazes de crescer utilizando esta fonte de carbono (Tabela 19).

Tabela 19. Percentual de isolados capazes de crescer em meio de cultura suplementada com
diferentes fontes de carbono, de acordo com a cultivar de origem.
Glicose Xilose Maltose Frutose Lactose Acido Malico

Cultivar %
FavalLarga 97,9 89,6 79,2 875 83,3 39,6
Carioca 95,7 89,1 63,0 87,0 78,3 26,1
Arata 89,2 80,0 60,0 81,5 73,8 30,8

A capacidade de diferentes bactérias em metabolizar fontes de carbono apresenta
influéncia da planta hospedeira, porém principamente do gendtipo bacteriano de origem,
conforme demonstrado para isolados da bactéria diazotrofica Gluconacetobacter diazotroficus
obtidos de diferentes gendtipos de cana-de-agUcar originarios de diferentes regides do Brasil
(BARBOSA et d., 2006; GUEDES et al., 2008). A capacidade de bactérias de nédulos de
leguminosas em metabolizar diferentes fontes de carbono sofre influéncia do gendtipo vegetal
de origem, mas principalmente do solo (SRIDHAR et al., 2005), conforme sugerido pelos
dados do presente estudo (Tabelas 18 €19).

A utilizacdo de meio YMA para o isolamento de bactérias de nddulos de leguminosas
€ recomendada desde a década de 1970. Porém a utilizacdo deste meio de cultura pode estar
determinando qual a diversidade de rizdbio sera acessada, uma vez gque a fonte de carbono do
meio é o manitol. A utilizacdo de meios de cultura com outras fontes de carbono j& foi
proposta no intuito de aumentar o espectro de bactérias que sdo isoladas dos nédulos de
leguminosas, principalmente para o0s estudos de diversidade. Além de apresentar
contribuicdes a taxonomia de rizébio, os grupos de bactérias nodulantes recentemente
descritos podem representar fontes de materiais de interesse biotecnoldgico conforme sera
discutido no Capitulo 2.
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1.4.5-Avaliacdo da Capacidade de | solados de Rizobio de Guandu em Crescer em Meios
de Cultura Suplementados com Difer entes Concentracdes de NaCl

Os mesmos isolados avaliados com relacdo a capacidade de crescer em meios de
cultura com diferentes fontes de carbono também foram avaliadas com relacéo a capacidade
de crescer em meios de cultura contendo diferentes concentractes de NaCl. Na concentracéo
mais baixa (0,5%) apenas 4% dos isolados ndo foi capaz de crescer (Tabela 20). Avaliando a
concentracéo de 1%, 18% dos isolados ndo cresceram. Este percentual aumentou para 52% na
concentragdo 2% e para 75% na concentracéo 3% (Tabela 20).

Tabela 20. Capacidade de bactérias isoladas de nddulos de guandu em crescer em meios de
cultura com diferentes concentrages de NaCl.
Concentracao de NaCl (p/v)

Controle 0.50% 1% 2% 3%

I solados com crescimento positivo 160 158 135 80 42

Per centual 100% 96% 82%  48% 25%

O efeito das concentractes de NaCl pode ser observado na Figura 12. Avaliando a
origem dos isolados, é surpreendente o grande percentual de rizébios capazes de crescer em
meio com 3% de NaCl. Isolados de rizébio apresentando crescimento positivo em meio de
cultura suplementado com 3% de NaCl ja foi observado, porém estes estudos avaliaram o
crescimento de isolados de solos salinos de regides semi-&ridas (MEDEIROS et al., 2007,
XAVIER et d., 2007b).

160 ¢ .

140

y=-42,67x+1704
R*=0.975
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100

Numero de isolados
(e al
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0 1 2 3
% NaCl (p/v)
Figura 13. Efeito da concentragdo de NaCl no crescimento de isolados de bactérias de

nédulos de guandu meio de cultura YMA suplementado com 0O; 0,5; 1; 2 e 3% (p/v)
deste sal.
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A presenca de elevadas concentracdes de sais ndo € uma caracteristica dos solos
utilizados neste estudo, portanto esta pressdo de selecdo ndo estd presente, atuando sobre as
populacbes rizobiares. Porém outros fatores edaficos podem estar relacionados a
determinacdo desta caracteristica, como ocorre com a determinagdo da resisténcia intrinseca a
antibidticos por isolados rizobianos, por exemplo. Fatores como a concentracéo de AP, a
disponibilidade de fésforo e a producdo de antibidticos por microrganismos do solo, pode
determinar a capacidade de resisténcia a antibioticos por rizobios (XAVIER et al., 1998).
Dessa forma, outros fatores edéaficos podem estar influenciando na resisténcia dos rizébios de
guandu a concentragdes elevadas de NaCl.

Avaliando o dendrograma gerado a partir da toleréncia dos isolados a diferentes
concentragdes de NaCl, € possivel visualizar a formagdo de cinco grupos com similaridade
decrescente, desde a toleréncia a 3% de NaCl no meio de cultura até a total intolerancia a este
sa (Figura 14).

Ao avdliar a capacidade de isolados de rizobio em crescer em meio de cultura
suplementado com diferentes concentracbes de NaCl, em funcdo do solo de origem, €
possivel avaliar que os solos apresentaram influéncia no comportamento dos isolados (Tabela
21). Isolados bacterianos oriundos dos dois solos do Campo Experimental e do Planossolo
Héplico do SIPA, apresentaram um maior percentual de isolados capazes de crescer em meio
com 3% de NaCl. Os solos de Pinheiral ndo apresentaram um percentual de isolados capazes
de crescer em solos com 3% de sal, apresentando 8,7 e 11,1% para o0 Latossolo Amarelo e
para o Argissolo Vermelho respectivamente (Tabela 21).

Ao avaiar a capacidade de bactérias isoladas de diferentes solos em crescer em meios
de cultura suplementados com NaCl, € comum observar que bactérias oriundas de solos
depauperados e de baixa fertilidade natural apresentam a capacidade de crescer em niveis
elevados de NaCl (ZAHAN, 1999; NOBREGA et al., 2004a). Estes resultados ndo foram
encontrados para as bactérias oriundas dos solos Neossolo Fluvico e Argissolo Vermelho,
solos com baixa fertilidade e grande quantidade de aluminio trocavel. O outro extremo
também é relatado na literatura, onde solos com elevada fertilidade ndo sdo fonte comum de
bactérias capazes de tolerar estresses osmaticos. Os resultados encontrados indicam que os
solos com elevada fertilidade representaram fonte de um percentual muito grande de bactérias
tolerantes a 3% de NaCl. O Latossolo Amarelo, que apresentou fertilidade muito elevada
demonstrou um percentual de bactérias tolerantes ao NaCl muito baixo, corroborando com os
dados da literatura

A capacidade de bactérias dos solos estudados em crescer em meios suplementados
com NaCl pode ser avaliada através do coeficiente angular da reta da analise de regresséo a
partir do percentual de isolados capazes de crescer em cada um dos solos (Figura 15).
Bactérias isoladas dos quatro solos de Pinheiral apresentaram coeficientes angulares mais
negativos, se comparadas com o perfil das bactérias isoladas dos solos de Seropédica, com
excecdo para o Argissolo Vermelho-Amarelo do SIPA, que também apresentou coeficiente de
regresséo linear mais negativo do que o calculado encontrado para os demais solos de
Seropédica. Este comportamento pode representar adaptactes destas bactérias aos solos com
diferentes caracteristicas quimicas. Ao avaliar o perfil de toleréncia a salinidade de isolados
de bactérias de feijao-caupi de diferentes solos de municipios do Estado do Rio Grande do
Norte foi observado resultados similares de tolerancia a este sal (MEDEIROS et al., 2007). O
mesmo comportamento pode ser observado avaliando a capacidade de isolados bacterianos
também de feij&o-caupi oriundo de diferentes biomas no nordeste brasileiro (XAVIER et 4.,
2007).
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Tabela 21. Proporcéo de isolados capazes de crescer em meio de cultura suplementados com
diferentes 0,5; 1; 2 e 3 % de NaCl (p/v), de acordo com o solo de origem.
Concentracao de NaCl (p/v)

Solo 0,5% 1% 2% 3%

Per centual de isolados
L atossolo Amarelo 91,3 65,2 34,8 8,7
Argissolo Vermeho 100,0 83,3 33,3 111
Argissolo Acinzentado 91,7 45,8 37,5 12,5
Neossolo Flavico 92,9 85,7 50,0 21,4
Argissolo Vermelho-Amarelo (SIPA) 100,0 81,3 25,0 18,8
Planossolo Haplico (SIPA) 90,0 80,0 80,0 50,0
Argissolo Vermelho-Amarelo (CE)* 96,0 88,0 68,0 44,0
Planossolo Héplico (CE)* 100,0 100,0 52,6 42,1

* CE=Campo Experimental

Os 2los amostrados no municipio de Pinheiral estavam sob pastagens, porém em
diferentes situacbes topogréficas e possuem diferentes caracteristicas quimicas. Porém
avaliando o perfil de tolerancia a salinidade das bactérias isoladas destes solos 0 manejo
parece ter influenciado na selecéo de bactérias pouco tolerantes ao NaCl. J& avaliando o perfil
das bactérias isoladas dos solos de Seropédica, para os Argissolos, ha efeito do manegjo no
perfil de tolerancia dos isolados a NaCl, ja que a andlise de regressdo o perfil de bactérias
isoladas do solo com manegjo organico apresentou coeficiente angular mais negativo, se
comparado o perfil do Argissolo Vermelho-Amarelo sob manegjo convenciona (Figura 15).
Para os Planossolos Haplicos, ndo ha indicativo da influéncia do manejo, pois os coeficientes
angulares das analises de regressdo apresentaram valores muito proximos e pouco negativos
(Figura 14).

A avaliacdo da sobrevivéncia de bactérias através do coeficiente angular da reta da
analise de regressdo ja foi proposta para o estudo da sobrevivéncia de rizébio em veiculos de
inoculagio (FERNANDES JUNIOR et al., 2009). Jaa proposta da avaliagio do coeficiente
angular da reta da andlise de regressdo para a capacidade de bactérias em tolerar diferentes
niveis de salinidade coloca-se como uma nova forma de andlise para esse estresse abi 6tico.

Estes resultados sugerem que além das caracteristicas dos solos, outros fatores estdo
envolvidos na capacidade de bactérias isoladas de nddulos de guandu em tolerar elevadas
concentracdes de NaCl. Dentre esses fatores o cultivar de origem, apresentou pouca influéncia
no total de isolados tolerantes a 3% de NaCl, conforme demonstrado na Tabela 22. Os
isolados da cultivar Aratd apresentaram apenas 18% com capacidade de crescer em meios de
cultura suplementados com 3% de NaCl. Isolados da cultivar Fava Larga apresentaram grande
tolerancia ao meio de cultura com 2% de NaCl, e foi a cultivar que apresentou isolados com
maior tolerancia a 3% de NaCl (Tabela 22).

Um efeito bem mais pronunciado da cultivar de origem na tolerancia a salinidade de
bactérias isoladas de guandu em crescer em meio YMA com diferentes concentracfes de
NaCl foi encontrado por Nunes et al. (2009). Esses autores observaram que aproximadamente
30% dos isolados (de uma colegdo de 76 isolados) apresentam resisténcia a 3% de NaCl em
meio de cultura, havendo um cultivar que apresentou mais de 50% dos isolados tolerantes a
3% de NaCl, enquanto outra cultivar apresentou menos de 15% dos isolados. Estes isolados
foram originérios da regido semi-&rida sendo, portanto resistentes a estresses osmati cos.
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Tabela 22. Percentual de isolados capazes de crescer em meio de cultura suplementados com
0,5; 1; 2 e 3% de NaCl (p/v), de acordo com a cultivar de origem.

Concentracao de NaCl % (p/v)

Cultivar 0,5 1 2 3
Per centual
FavalLarga 95,8 89,6 64,6 354

Carioca 95,7 78,3 43,5 28,3
Aratd 93,8 67,7 40,0 18,5

Mais uma vez, vale ressaltar a capacidade de bactérias oriundas de regifes de solos
ndo salinos que também apresentam elevada resisténcia a NaCl. Outros estudos avaliando a
resisténcia a sainidade de rizébios em ambientes &idos e semi-aridos do norte da Africa
também isolaram bactérias que apresentaram tolerancia a concentracfes muito altas de NaCl
em meio de cultura (BRHADA et a., 2001, ESSENDOUBI et a., 2007). Avaiando a
capacidade de bactérias diazotréficas associativas em tolerar concentracfes diferentes de
NaCl em meio de cultura, Noébrega et a. (2004a) encontraram muitos isolados tol erantes a 3%
de NaCl em meio de cultura e ainda um isolado tolerante a 5% de NaCl no meio (além de um
isolado do respectivo estudo, a estirpe tipo de Azospirillum irakense também foi tolerante a
5% de NaCl). Estes isolados foram oriundos de &rea de mineracdo de bauxita em Minas
Gerais, indicando que a presenca de determinados estresses ambientais (no caso a degradagéo
da érea) pode resultar na selecéo de bactérias que apresentam tolerancia a outros estresses
conforme discutido anteriormente. Outros trabalhos também ressaltaram que a toleréncia a
diferentes metais pesados como cobre e cadmio pode estar relacionadas a tolerancia a outros
estresses ambientais, como a tolerancia a estresses osméticos e a elevadas temperaturas
(ZAHAN, 1999; MATSUDA et d., 2002).

Porém, atoleréncia a salinidade por rizébios ndo oriundos de regides onde 0s estresses
osméticos sd0 mais comuns ja tem sido relatados na literatura. Resultados similares aos
encontrados no presente estudo foram observados ao avaliar a resisténcia de isolados de
Snorhizobium spp. de diferentes plantas em solos sob diferentes sistemas de manejo em
Portugal, havendo maior correlagdo entre solos de origem das bactérias se comparadas com a
correlacdo entre a tolerancia/susceptibilidade e 0 gendtipo vegetal de origem (FARELEIRA et
al., 2007). Outra espécie de Snorhizobium (S. arboris) isolada de Acacia spp. também
apresentou susceptibilidade a niveis de aproximadamente 3% de salinidade en meio de
cultura e, esta resposta apresentou correlacdo com a nodulacéo dessas bactérias em solos
sodicos (RASANEN et al., 2004).

Avaliando o padré@o de toleréncia de estirpes rizobianas a salinidade, Nobrega et al.
(2004b) demonstraram que diversas estirpes de feijo-caupi apresentaram tolerancia a 3% de
NaCl em meio de cultura YMA. Duas estirpes de solo salino do Ceara também apresentaram
elevada tolerdncia a NaCl e uma estirpe de solo ndo sdino da Amazbnia também
apresentaram 0 mesmo padréo de tolerancia. Diversos mecanismos podem estar envolvidos na
tolerancia a estresses osmoticos em bactérias do solo, dentre os quais a producdo de trealose
(STREETER, 2003; VRIEZEN et al., 2006), PHB (ARORA et al., 2006), betaina e glutamina
(RASANEN et al., 2004). Estes mecanismos estd0 presentes tanto em bactérias isoladas de
solos com maiores concentragdes de sais, como em bactérias oriundas de solos ndo salinos.
Este fator pode explicar em parte a presenca de um grande nimero de isolados bacterianos
oriundos de solos ndo submetidos a estresses osmaticos de NaCl em meio de cultura
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A adicdo de concentracdo de NaCl em meios de cultura pode representar uma
estratégia para aumentar a capacidade de bactérias em tolerar a estresses osmaticos
(VRIEZEN et a., 2006). Porém o crescimento de rizébios em meios de cultura suplementados
com diferentes concentragbes de NaCl, pode culminar com a reducdo da viabilidade e/ou a
culturabilidade das células rizobianas (LIPPI et al., 2000). Dessa forma a selecéo de bactérias
gue apresentem naturalmente esta toleréncia pode representar uma estratégia para a pratica da
agricultura em regifes marginais, com elevado risco de desertificacdo e até mesmo para a
recuperacdo de &reas degradadas, decorrente de atividades que aumentem a concentracéo de
sais no solo, como por exemplo, a exploragdo mineral. O uso equivocado do solo, com
préticas culturais ndo adaptadas as regides eco-climéticas onde estas se encontram tem
colaborado para 0 aumento da &rea de solos salinos no mundo todo. E estimado que
aproximadamente 40% da superficie terrestre do planeta sgjam areas com potenciais
problemas de salinidade (LAL e KHANNA, 1995). A avaliacdo da capacidade de bactérias
em resistir a sainidade “in vitro” tem demonstrado correlagdo com a capacidade dessas
bactérias em estabelecer a associagdo com plantas nestes ambientes (SHAMSELDIN e
WERNER, 2005).

A recuperacdo destas areas e a adocdo de préticas agricolas nestes solos requerem a
introducdo de organismos (plantas e microrganismos) resistentes a estresses 0smoticos
decorrentes da elevada concentragdo de sais na solugdo do solo. Vriezen et a. (2006)
ressaltaram que estresses osmoticos podem danificar estruturas celulares de bactérias néo
tolerantes a esses estresses. Mesmo bactérias e gendtipos vegetais tolerantes ao estresse
salino, podem apresentar FBN ineficiente, em condi¢des de solos salinos, requerendo uma
constante prospeccdo de materiais para a aplicacdo em solos com estas caracteristicas
(LOPEZ et al., 2008). O guandu é uma espécie que é adaptada ao cultivo em regiGes com
solos de baixa fertilidade natural e muitas das vezes salinos, ja tendo sido utilizado inclusive
para a recuperacdo de &reas degradadas de solos de area de Mata Atlantica (BELTRAME e
RODRIGUES, 2007). Dessa forma, a selecdo de rizébios capazes de nodular o guandu e
crescer em meios com elevada concentragdo de NaCl potencializa a utilizagdo destes pares
simbiontes em areas salinas.

1.4.6-Avaliacdo da Capacidade de Bactérias | soladas de Nédulos de Guandu em Crescer
em Meios de Cultura I ncubados em Diferentes Temper atur as.

Os mesmos isolados avaliados com relagcdo a tolerancia a salinidade foram testados
com relagdo a capacidade de crescer em meio de cultura YMA submetidos a diferentes
temperaturas de incubagdo. Um percentual muito grande s isolados (73%) foi capaz de
sobreviver quando crescido na temperatura mais elevada (42° C) (Tabela 23). Este
comportamento pode ser observado por bactérias isoladas de clima tropical, uma vez que
estes solos alcangam facilmente temperaturas superiores aos 42° C. Dessa forma, a presséo de
selecdo por bactérias capazes de se manter vidveis em condigdes de elevada temperatura
existe nos solos estudados. A selecdo de isolados bacterianos capazes de crescerem em meios
de cultura submetidos a elevadas temperaturas pode ter correlacdo com o seu desempenho em
condigdes de campo, resultando em bactérias altamente competitivas, capazes de nodular e
fixar elevadas quantidades de nitrogénio (MARTINEZ-ROMERO et d., 1991).
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Tabela 23. Percentual de crescimento de isolados de rizébio em meio de cultura YMA
incubados a 28, 32, 37 e 42° C.

Temperatura deincubacéo (°C)

28 32 37 42
I solados com crescimento positivo 160 157 147 112
Per centual 100% 98% 92% 73%

O €feito da temperatura no crescimento das bactérias isoladas de nddulos de guandu
pode ser observado na Figura 16, onde a regresséo linear aponta para um efeito na reducéo do
crescimento com a incubagdo em temperaturas mais elevadas.

Conforme discutido anteriormente, a temperatura dos solos estudados pode facilmente
alcancar 42°C ou mais, devido as oscilagdes que naturalmente ocorrem no ambiente tropical,
porém as regifes estudadas ndo apresentam déficit hidrico e a pluviosidade acumulada
alcanca a faixa de 2000 mm anuais, o que resulta em uma retencdo de determinada quantidade
de &gua no solo, atuando como um fator importante, reduzindo as oscilages de temperatura.
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Figura 16. Efeito da temperatura de incubacdo no crescimento de isolados de bactérias
isoladas de nédulos de guandu meio de cultura Y MA.

Bactérias isoladas de nddulos de guandu em regido semi-arida do nordeste brasileiro
apresentam a capacidade de resistir a mais de 42° C crescendo em meio YMA, conforme
demonstrado por Nunes et al. (2009), orde em uma colecdo de 76 isolados, mais de 85% foi
capaz de crescer quando incubados em temperaturas de 41°C, e mais de 50% foi capaz de
crescer quando incubados a temperatura de 45°C. Outro rizébio (BR 3267 de Bradyrhizobium
sp.) isolado de solos do semi-arido nordestino, apresenta capacidade de crescer em elevadas
temperaturas, e € muito eficiente quando inoculado em feijao-caupi em diversas regides eco-
climaticas do Brasil (MARTINS et al., 2003). Avaliando a capacidade de isolados de
bactérias oriundas de nédulos de feijdo-caupi em solos do Estado do Rio Grande do Norte,
Medeiros et a. (2007) também demonstraram que tolerancia a temperaturas elevadas pode ser
uma caracteristica intrinseca as bactérias de nédulos oriundas do semi-érido.

A andlise do agrupamento gerado através do agoritmo UPGMA, através do
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coeficiente de similaridade de Jaccard permitiu destacar a formagdo de um grande grupo
(grupo 1) de isolados capazes de apresentar crescimento, quando incubados até 42°C. Outro
grupo menor foi formado por isolados capazes de crescer em temperatura de incubacéo de até
37°C (grupo 2). O grupo 3, composto por apenas dois isolados € formado por bactérias
capazes de crescer apenas no controle a 28°C, enquanto o grupo 4 apresenta bactérias
crescidas em meio de placas incubadas em até 32 °C (Figura 17).

A resisténcia a salinidade e a temperaturas elevadas séo determinadas por diferentes
mecanismos celulares, porém costumam ser comuns a bactérias isoladas de regides de clima
&rido e condicles extremas (ZAHAN, 1999). Das 8 &reas onde foram amostrados os solos
utilizados neste estudo, 6 s80 éreas localizadas no terco superior de paisagem, sendo portanto,
solos bem drenados (Tabela 5), que podem resultar em temperaturas €l evadas em periodos de
estiagens prolongados e veranicos no Estado do Rio de Janeiro. Estas elevadas temperaturas
podem atuar como pressdo de selecdo para as populagdes de rizobio existentes no solo,
resultando em isolados com maior resisténcia ao estresse térmico.

Michiels et a. (1994) ressaltam que as bactérias submetidas constantemente a
estresses térmicos podem ser resistentes a essas condi¢des “in vitro”, porém podem apresentar
baixa eficiéncia para culturas como o feijdo comum. Por outro lado, a selecéo de bactérias que
apresentam a capacidade de resistir a elevadas temperaturas pode resultar em um isolado
autoctone, com eficiéncia para a inoculagdo em regides com caracteristicas semelhantes,
como por exemplo, a estirpe BR 3267, isolada da regido semi-&rida do Nordeste brasileiro e
recomendada para a producéo de inoculantes para o feijao-caupi no Brasil (MARTINS et al.,
2003).

A selecdo de materiais genéticos com capacidade de crescer em elevadas temperaturas,
e teores de sais representa uma estratégia para a selecdo de material bioldgico com potencial
para a utilizagdo em um futuro cendrio de mudancas climaticas com o agravamento do efeito
estufa e o aumento de &reas marginais com solos depauperados e salinos. Além disso, a
selecdo desses materiais pode auxiliar na introducdo de espécies resistentes em ambientes ja
degradados em processos eventuais de recuperacdo dessas &reas (POTVIN e TOUSIGNANT,
1996; BROECKER, 2004). A utilizacdo dos isolados de rizébios de guandu na planta
hospedeira origina e em outras leguminosas capazes de estabelecer a associagdo com estas
bactérias, pode representar uma estratégia para recuperacéo de alguns ambientes em fase de
degradacéo ou ja degradados.

Muitos dos isolados que apresentaram crescimento a 42°C também apresentaram
crescimento em concentragfes de 2 e 3% de NaCl, o que abre a possibilidade de introducéo
destas bactérias em ambientes muito quentes e de solos salinos, para utilizacgo da cultura do
guandu. Como forrageira, 0 guandu pode representar uma alternativa muito interessante para
a producdo de gado bovino e caprino em regides onde ha déficit hidrico ou ma distribuicdo
das chuvas durante o ano, como no semi-&rido do nordeste brasileiro. Uma das limitactes
para a producdo animal extensiva neste bioma é a falta de forragem e de pastagens naturais,
além da dificuldade do estabelecimento de uma pastagem sem o sistema de irrigacéo. Neste
contexto e conforme foi descrito para as caracteristicas fenotipicas das bactérias isoladas no
presente estudo, a disponibilidade de um material de ata tolerancia a seca e capacidade de
resistir a estresse salino pode representar uma estratégia para a pecuéria no semi-arido.

Assim como O guandu, outras leguminosas ja foram avaliadas com relacdo a
capacidade de fornecer proteina ao rebanho bovino em condi¢des de escassez de gramineas
devido ao pastoreio intensivo e falta de agua por reduzida pluviosidade, e 0 Stylosantes foi
uma leguminosa que apresentou elevada robustez e capacidade de sustentar grande
guantidade de cabecas de gado por hectare (AYARZA et a., 1997).
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1.4.7-Avaliacdo da Resisténcia Intrinseca a Antibidticos por Bactérias Isoladas de
Nodulos de Guandu

A capacidade dos isolados de guandu em apresentar resisténcia a antibiéticos foi
bastante variavel. Nenhum isolado avaliado apresentou nivel de resisténcia 3 (capaz de
crescer no terceiro terco da placa de Petri, com concentragBes de antibidticos entre 332 e
500 mg.L'!) a canamicina. Entretanto, a resisténcia a estreptomicina e a ampicilina foi
bastante elevada (Figura 18, Tabela 24). No dendrograma podem ser observados dois grupos,
0 grupo 1 com todos os isolados que apresentaram niveis de resisténcia 1 (capaz de crescer
apenas no primeiro terco da placa de Petri, com concentragdes de antibiticos entre zero e 166
mg.L'!) a canamicina e 2 (capaz de crescer no segundo terco da placa de Petri, com
concentracdes de antibidticos entre 166 e 332 mg.L™%) a cloranfenicol, e o grupo dois onde a
maioria dos isolados também apresentou este padrdo (Figura 18, Tabela 24). Os subgrupos se
formaram de acordo com o padrédo de resisténcia dos isolados a cada um dos demais
antibidticos. O grupo 2| foi representado por apenas 3 isolados, porém foi 0 grupo onde os
individuos apresentam resisténcia nivel 2 a canamicina.

A resisténcia de isolados rizobianos a antibiéticos fornece importantes informacées a
respeito da ecologia dessas bactérias. Estirpes resistentes a diversos antibioticos geralmente
apresentam elevada recalcitrancia no solo devido a capacidade de resistir a antibidticos
produzidos por outros microrganismos (JOSEY et a., 1979).

Diversos fatores genéticos estdo relacionados a resisténcia intrinseca a antibidticos e
estirpes muito proximas como as estirpes BR322 e BR520 de Rhizobium tropici podem
apresentar resisténcia diferenciada a antibiéticos como o cloranfenicol e a canamicina
(SOUZA et d., 2003).

No presente estudo, isolados que apresentaram caracteristicas culturais muito
semel hantes foram muito divergentes com relagdo ao agrupamento no dendrograma gerado. A
andise de redundancia (RDA) demonstrou elevada correlacdo entre os parametros da
fertilidade do solo e os padrdes de resisténcia intrinseca a antibidticos (Figura 19).

O exo |, horizontal, explica 38,7% da variabilidade enquanto o eixo Il, vertical,
explica 29,5% da variabilidade. A resisténcia intrinseca a ampicilina esta fortemente
correlacionada aos parametros Ca+Mg e pH do solo. A resisténcia intrinseca a cloranfenicol
apresenta correlacdio com a AR* e Ca?*, enquanto a resisténcia a estreptomicina apresentou
correlacdo com a matéria organica e com Ca’*. A resisténcia a canamicina apresentou baixa
correlacdo com os parametros da fertilidade do solos avaliados (Figura 19). Avaliando a
resisténcia aos antibiéticos de Rhizobium spp. isolados de solos da Espanha, Rodriguez
Navarro et a. (2000) foram capazes de identificar isolados que também n&o se enquadravam
nos principais padroes descritos pela maioria dos isolados. Os resultados encontrados no
presente estudo, mostrados nas Figuras 18 e 19, corroboram os resultados obtidos por esses
autores.
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Tabela 24: Descricdo dos grupos formados através do agrupamento no dendrograma a partir
dos resultados de resisténcia intrinseca a antibiéticos de bactérias isoladas de nédulos

de guandu

Grupo 1: Nivel de

Subgrupo 1A: Resisténcia 2 em ampicilina e

resisténcia 1 em canamicina em estreptomicina

e 2 em cloranfenicol

Subgrupo 1B: Resisténcia 3 em ampicilina e 2
em estreptomicina.

Subgrupo 1C: Resisténcia 1 em ampicilina e 2
em estreptomicina.

Subgrupo 1D: Resisténcia 2 em ampicilinae 1
em estreptomicina.

Subgrupo 1E: Resisténcia 3 em ampicilina e
em estreptomicina

Subgrupo 1F: Resisténcia 2 em ampicilina e
em 3 estreptomicina

Grupo 2: Nivel de

Subgrupo 2A: Resisténcia 2 em ampicilinae 3

resisténcia 1em cloranfenicol em estreptomicinae 1 em canamicina

Subgrupo 2B: Resisténcia 1 em ampicilinae 2
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2C: Resisténcia 2 em ampicilinae 1
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2D: Resisténcia 3 em ampicilina e
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2E: Resisténcia 1 em ampicilinae 2
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2F: Resisténcia 1 em ampicilinae 3
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2G: Resisténcia 1 em ampicilinae 2
em estreptomicina e 1 em canamicina

Subgrupo 2H: Resisténcia 1 em ampicilinaem
estreptomicina e em canamicina.

Subgrupo 2I: Resisténcia 1 em ampicilina em
estreptomicina e 2 em canamicina.

Subgrupo 2J: Resisténcia 1 em ampicilinaem
estreptomicina e em canamicina.
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Figura 19. Andlise de redundancia (RDA) relacionando a resisténcia intrinseca a antibioticos
e 0s parametros da fertilidade do solo.

Alguns estudos tém apontado para os fatores edaficos como 0s principais
determinantes da resisténcia intrinseca os antibiéticos por rizébios. Xavier et a. (1998)
avaliaram a resisténcia a nove antibidticos por estirpes de rizébio de feijdo-caupi e
constataram que os principais responsaveis pel os padrdes de resisténcia aos antibi6ticos foram
os parametros AP e fésforo. Karanja e Wood (1988) também avaiaram a capacidade de
estirpes de rizobio em resistir aos antibi6ticos estreptomicina e espectinomicina, evidenciando
a relacdo entre as caracteristicas dos solos de origem e o padrdo de resisténcia aos
antibidticos. Os padrdes de resisténcia a antibidticos ndo explicados pelos fatores edéficos
podem ser relacionados com a transferéncia horizontal de genes entre estirpes de rizébio ou
entre isolados rizobianos e outras bactérias conforme ja descrito para os genes relacionados a
simbiose com a planta hospedeira (SULLIVAN e RONSON, 1998).

Rizdbios capazes de nodular guandu isolados da regido dos Tabuleiros Costeiros em
Sergipe apresentaram elevada resisténcia a cloranfenicol, sendo capaz de crescer no nivel 3,
porém também muito sensivel a canamicina, crescendo apenas no nivel de resisténcia 1
(FERNANDES et al., 2003a). Comparando com os resultados observados no presente estudo,
também foi encontrada elevada sensibilidade a canamicina, porém a resisténcia a elevadas
concentragdes de cloranfenicol ndo foram observadas. Outros isolados de rizébio oriundos de
nédulos de guandu também apresentaram elevada sensibilidade a canamicina, porém,
diferentemente dos resultados encontrados no presente estudo, a maioria dos isolados também
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foi muito susceptivel a estreptomicina (EL HASAN et al., 1986).

Avaliando a resisténcia intrinseca a antibioticos de bactérias isoladas de nodulos de
Sesbania cannabina, Chen e Lee (2001) demonstraram que todos os isolados apresentaram
sensibilidade a cloranfenicol e a estreptomicina. Alguns dos isolados utilizados neste estudo,
também apresentaram resisténcia a concentracées medianas de canamicina. Recentemente em
um estudo de caracterizacdo polifasica de bactérias isoladas de nédulos de plantas nativas da
China, Wel et a (2008) encontraram um padrdo de resisténcia onde a maioria dos isolados
avaliados apresentou elevada sensibilidade a baixas concentrages de cloranfenicol. Em outro
estudo de caracterizacdo polifésica de bactérias formadoras de nédulos em leguminosas
utilizadas como forrageiras e adubos verdes na regido do Mediterraneo, na Itdlia, Safranova et
a. (2004) observaram gue mais de 50% dos isolados apresentaram elevada susceptibilidade a
canamicina e a ampicilina, sendo porém resistentes a estreptomicina. A resisténcia intrinseca
a antibidticos ja foi utilizada como uma ferramenta para a identificagdo de estirpes de rizébio
baseado no perfil de resisténcia que as estirpes conhecidas apresentavam, em comparacao
com os perfis apresentados por isolados do solo (BROMFIELD et al., 1982). Atualmente a
resisténcia intrinseca a antibi6ticos para as estirpes isoladas de nddulos de leguminosa fornece
informagdes relacionadas a fisiologia dessas bactérias bem como a sua adaptacéo ao meio de
origem, sendo muito interessante na caracterizacdo fenotipica e polifasica destes isolados
(ALEXANDRE et a., 2006; SPRIGGS e DAKORA, 2009), bem como na avaliagéo da
competitividade de estirpes (SOUZA et al., 2003; BOGINO et a., 2008).

Além de ser relacionada com os parametros de fertilidade do solo, a resisténcia
intrinseca a antibidticos pode ser determinada pela selecdo de microrganismos devido a
competicdo no ambiente. Diversos microrganismos do solo séo capazes de produzir diversos
antibidticos e capacidade denota uma vantagem competitiva em relacdo aos demais
microrganismos, uma vez que a producéo de antibidticos e sua exsudagdo no meio tende a
eliminar os microrganismos susceptiveis. Por sua vez as bactérias resistentes podem competir
com 0s microrganismos produtores de antibidticos do solo. Dessa forma a, a resisténcia
intrinseca a antibidticos por bactérias do solo pode ser determinada tanto por fatores
relacionados as caracteristicas quimicas do solo, quanto pela competicdo entre
microrganismos (ALONSO et al., 2001). Os estudos da resisténcia a antibioticos “in vitro” €
uma estratégia para a selecéo destas bactérias.

Resultados contraditorios em relagd@o a resisténcia intrinseca a diferentes antibi6ticos,
sd0 esperados, uma vez que diversos fatores ambientais, peculiares dos locais de origem das
bactérias podem influenciar no desenvolvimento da resisténcia intrinseca ou da tolerancia a
antibidticos (ALONSO et al., 2001).

1.4.8-Variabilidade Genética de |solados Nodulantes Selecionados Atraveés da Técnica
de ARDRA

A extracdo de DNA e a amplificacdo através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os iniciadores 27F e 1492R (SUZUKI e GIOVANNONI, 1996) foram bem
sucedidas (Figuras 20 e 21).

A variabilidade genética de isolados bacterianos através da técnica de ARDRA,
utilizando trés enzimas de restricdo de corte freqliente permitiu a formacéo de trés principais
grupos com 20% de similaridade calculado através do coeficiente de similaridade de Jaccard
(Figura 22). O grupo 1 foi formado por bactérias do género Azospirillum, Azorhizobium e
Methylobacterium. O género Azospirillum compreende bactérias diazotréficas associativas,
enquanto os demais foi composto por bactérias capazes de nodular leguminosas, mas que
apresentam caracteristicas genéticas muito peculiares, se comparados com os rizobios dos
géneros mais “classicos’ como Rhizobium ou Bradyrhizobium (JAMES et al., 1997; RENIER
et a., 2008).
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Figura 20. Resultado da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores 27F e
1492R (SUZUKI e GIOVANNONI, 1996) para as bactérias isoladas de nédulos de
guandu. Correspondéncia das linhas: 1- marcador de peso molecular ? 174; 2=24.4g;
3=18.5a2; 4=30.3al.; 5=18.6; 6=54.3; 7=56.4b; 8=29.5h; 9=14.4; 10=29.5c; 11=42.4,
12=46.4; 13=8.1c; 14=24.4b; 15= 21.5; 16=16.2; 17=16.6; 18= amostra de rizébio de
mucuna (ndo analisada); 19= marcador de peso molecular ? 174.

Figura 21. Extracdo de DNA de bactérias nodulantes isoladas de nddulos de guandu.
Correspondéncia das linhas: 1- marcador de peso molecular ? 174; 2=24.4a; 3=18.5a2;
4=30.3al.; 5=18.6; 6=54.3; 7=56.4b; 8=29.5b; 9=14.4; 10=29.5c; 11=42.4; 12=46.4;
13=8.1c; 14=24.4b; 15= 21.5; 16=16.2; 17=16.6; 18= amostra de rizébio de mucuna
(ndo analisada); 19= marcador de peso molecular ? 174.

O grupo 2, cujos isolados apresentam pouco mais de 45% de similaridade, apresentou
uma subdivisio em dois grupos, 0 grupo 2a, com bactérias pertencentes aos géneros
Snor hizobium e Mesorhizobium e o grupo 2b (65% de similaridade) que engloba os rizébios
do género Rhizobium e 5 isolados de nédul os de guandu. O agrupamento 3 (aproximadamente
40% de similaridade) apresentou dois subgrupos, um contendo os isolados 56.4b, 8.1c, 54.1,
18.6 e 18.5a2 (50% de similaridade), o subgrupo 3b (50% de similaridade) englobou os
isolados 42.4, 30.6al, 46.4 e as estirpes BR 114 B. japonicum) e BR 2811 (B. elkanii)
(Figura22).

Os isolados 54.1; 8.1c e 56.4b sdo isolados de crescimento rapido e que acidificam o
meio de cultura. Estes isolados foram agrupados com as estirpes do género Bradyrhizobium,
apresentando assim um agrupamento ndo esperado de acordo com as caracteristicas culturais.
Ao avaliar os géisfoi possivel visuaizar que os perfis de restri¢éo gerados pela enzimaHinf |
foram muito similares para estes isolados e para as estirpes de Bradyrhizobium, assm como
observado para a mesma enzima e os géneros Mesor hizobium e Snor hizobium. Porém grande
diferenca pode ser observada nos perfis de restricdo gerados pelas enzimas Msp | e Dde I. As
caracteristicas genotipicas de isolados de rizébio podem ndo condizer com as caracteristicas
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fenotipicas observadas nas bactérias, dai a importancia de uma abordagem polifasica para a
caracterizacdo destes isolados, uma vez que integrando as observagdes dos isolados crescidos
em placas de Petri e as avaliagOes genéticas é possivel elucidar com mais clareza as relagoes
entre essas bactérias. O agrupamento de isolados de crescimento rdpido com estirpes de
Bradyrhizobium também j& foi demonstrado ao se avaliar a diversidade genética de isolados
de nédulos de guandu oriundos dos tabuleiros costeiros no Estado de Sergipe (FERNANDES
et a., 2003b). Neste estudo também foram encontrados resultados similares utilizando a
técnica BOX-PCR, demonstrando a viabilidade da técnica do ARDRA (técnica molecular de
um custo relativamente baixo) para a avaliagdo da variabilidade genética entre isolados de
bactérias capazes de nodular leguminosas.

O agrupamento 2b englobou bactérias de crescimento rapido e intermediério, junto
com bactérias do género Rhizobium, porém ndo apresentando ata similaridade com nenhuma
das espécies utilizadas nesta andlise. Estes isolados possivelmente pertencam a este género,
uma vez que Rhizobium é um género cosmopolita e contém mais de 28 espécies descritas, e
diversas outras propostas segundo o NCBI. Rhizobium apresenta espécies com uma gama de
caracteristicas metabdlicas, uma vez que as espécies variam de acordo com a velocidade de
crescimento, capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono, resisténcia a
antibidticos e producdo de biopolimeros. As caracteristicas de crescimento e producdo de
muco dos isolados agrupados com estes rizobios no grupo 2 ndo sdo caracteristicas de
espécies de Rhizobium utilizadas no agrupamento, porém devido a heterogeneidade que este
género apresenta, este agrupamento pode plenamente ocorrer.

Estudos utilizando a técnica de ARDRA para 0 agrupamento de isolados de rizébio
tém demonstrado agrupamentos muito peculiares. Lima (2009) avaliando o perfil de restricéo
de isolados de mucuna, com as trés enzimas também utilizadas neste estudo, demonstrou a
formacdo de grupos muito especificos, onde os padrdes de rizébio ndo se agruparam com
nenhum dos isolados de mucuna avaliados, havendo ainda a formagcdo de um grupo
exclusivamente formado com os isolados de mucuna preta, podendo segundo o autor indicar
especificidade nessa interagdo simbidtica. Ao avaiar a diversidade de bactérias formadoras de
nodulos em feijdo-caupi, com as trés enzimas utilizadas neste estudo, Leite et a. (2009)
também detectaram o0 agrupamento de isolados com estirpes de Rhizobium, e a formacéo de
outros grupos com um grau de similaridade proximo ao encontrado para as bactérias
formadoras de nddulos em guandu. No mesmo estudo, os autores também encontraram a
formacéo de outro grupo de isolados de nodulos de feijéo-caupi com as estirpes de
Bradyrhizobium spp. BR 2811 e BR 114.

Estudando bactérias isoladas de nédulos de feijoeiro através da técnica de ARDRA,
Stocco et al. (2009) também detectaram elevada diversidade entre os isolados e a formacéo de
grupos com similaridade em torno dos 60% também foi obtida entre os as bactérias oriundas
dos nodulos radiculares do feijoeiro e estirpes do género Rhizobium. O agrupamento de
bactérias de crescimento lento com estirpes de Bradyrhizobium também foi demonstrado em
um estudo da diversidade genética entre isolados bacterianos de Cratilia spp. oriundos da
regido semi-arida do nordeste brasileiro (TEIXEIRA et al., 2010). Ao avaiar a diversidade
genética de bactérias de crescimento lento de guandu, alguns isolados destoaram muito do
agrupamento com as estirpes de Bradyr hizobium spp. utilizando diversas técnicas moleculares
como 0 ARDRA o AFLP em um estudo com rizébios de crescimento lento realizado com
isolados de Trinidad e Tobago (RAMSUBHAG et al., 2002b). Este padrédo ndo foi obtido na
andlise de restricdo realizada no presente estudo uma vez que as bactérias nodulantes de
crescimento lento utilizadas agruparam com os bradirizobios utilizados. O agrupamento de
bactérias de crescimento lento e Bradyrhizobium spp. também foi encontrado ao avaiar a
diversidade genética de isolados de feijdo-caupi em solos do cerrado através da técnica de
ARDRA (ZILLI et al., 2004).
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BR 5401 (Azospirillum doberaneae)
BR 5410 (Azorhizobium caulinodans)
BR2006 (Metylobacterium nodulans)
BR 7801 (Mesorhizobium loti)

BR 523 (Mesorhizobium tianshanense)
BR 524 (Mesorhizobium huakuii)

BR 525 (Sinorhizobium medicae)

BR 7411 (Sinorhizobium meliloti)

BR 522 (Mesorhizobium mediterraneum)
BR 527 (Sinorhizobium terangae)

BR 526 (Sinorhizobium saheli)

BR 112 (Sinorhizobium fredii)

BR 521 (Mesorhizobium ciceri)

BR 7606 (Rhizobium leguminosarum buv. trifolii)
BR 528 (Rhizobium gallicum)

BR 10026 (Rhizobium etli)

BR 10052 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli)
BR 10016 (Rhizobium tropici II)

BR 529 (Rhizobium giardinii)

BR 10055 (Rhizobium galegae)
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Figura 22. Dendrograma de similaridade entre 13 bactérias capazes de induzir a formagdo de nddulos em guandu e estirpes de rizébio através da
técnica de ARDRA utilizando as enzimas de restricdo Hinf |, Msp | e Ddel.
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Resultados contrastantes para a caracterizacdo de bactérias oriundas de nodulos de
leguminosas, principamente para os adubos verdes sGo comuns na literatura, revelando uma
surpreendente diversidade genotipica entre isolados de diferentes plantas e oriundos de
diferentes regides, desde isolados tropicais e isolados de regides temperadas.

Ao avaliar a diversidade genética de bactérias isoladas de nédulos de adubos verdes, o
agrupamento encontrado geralmente revela o desconhecimento sobre essas bactérias
(RAMSUBHAG et al., 2002b; FERNANDES et a., 2003b; LIU et al., 2007; LEITE et al.,
2009; LIMA, 2009), o que pode indicar a presenca de uma biodiversidade muito grande ainda
ndo acessada, com inlmeras novas espécies ainda ndo descritas.

Estudos avaliando a diversidade de bactérias em relacéo a sua versatilidade metabdlica
s80 muito importantes para o entendimento da ecologia das bactérias isoladas de nédulos. A
capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono, apresentar um determinado perfil de
resisténcia a antibioticos, capacidade de crescer em diferentes temperaturas além da utilizacéo
de técnicas moleculares para avaliar a diversidade genética entre isolados, representam uma
parte muito importante de uma caracterizacdo bacteriana com a abordagem polifasica. A
descricdo de diversas espécies de bactérias de nédulos de leguminosas utilizam aém de
técnicas moleculares como a hibridizacdo DNA-DNA e o sequenciamento total do 16S rDNA
a caracterizagdo fenotipica proposta neste estudo. Ainda neste contexto 0 somatorio dessas
avaliagdes fenotipicas traz informagdes conplementares para a descricdo minuciosa dos
grupos de isolados encontrados, por exemplo, na obra de referéncia o Manual Bergey’s.

1.4.9-Avaliacdo do Estabelecimento da Simbiose entre | solados Selecionados nos Testes
de Nodulacgédo e o Guandu.

A partir dos testes de nodulagdo foram selecionados treze isolados para a realizacéo
dos testes para avaliar a capacidade simbidtica (Tabela 24). Avaiando a varidvel massa de
parte aérea seca (MPAS), doze dos treze isolados testados nédo apresentaram diferenca
estatistica comparando com os tratamentos inoculados com as estirpes recomendadas e ao
tratamento que recebeu nitrogénio mineral (Tabela 24). Para a variavel massa de nddulos
secos (MNS), sete dos tratamentos inoculados com os rizébios isolados foram
estatisticamente iguais aos tratamentos inoculados com as bactérias recomendadas, com
destague para o isolado 18.5a2, que atingiu massa de ndédulos secos 10% superior ao
tratamento inoculado com a estirpe BR 2801 e 40% superior ao tratamento inoculado com a
estirpe BR 2003 (Tabela 24).

Avaliando a varidvel massa de raiz seca (M SR) todos os tratamentos inoculados foram
estatisticamente iguais entre s e apenas um isolado (29.5) foi estatisticamente igua a
testemunha absoluta (sem fonte de nitrogénio) (Tabela 24). A massa seca total dos
tratamentos inoculados e do tratamento que recebeu nitrogénio mineral apresentou igualdade
estatistica e apenas dois isolados apresentaram igualdade estatistica a testemunha absoluta
(Tabela 24).

Resultados similares foram encontrados ao avaliar a capacidade de nodulagéo e de
estabelecer a simbiose entre isolados de rizébio obtidos de um sistema de producdo
agroecolbgica e as estirpes recomendadas para aquela cultura em experimentos em condi¢oes
de casa de vegetacdo (PAULO et d., 2009). Também estudando a mesma cultura, Silva et al.
(20074) verificaram nodulac&o igual entre os isolados testados e a testemunha inoculada com
a estirpe recomendada.
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Tabela 24. Avaiacdo dos parametros do desenvolvimento vegetal de plantas de guandu no
experimento de casa de vegetacdo para avaliar a capacidade do estabelecimento da
simbiose por isolados selecionados nos testes de nodul agéo.

MPAS MSR MNS MST

Tratamento

mg.planta’
11.1b 720a  460a* 60b 1333a
53.4r 904a 534a 48b 1842a
29.5b 866a 642a  1058b  1520a
34.6 482b  280ab 57b 913ab
22.1b 596a 312a 66b 1004a
71.6 798a 416a 108ab  1301a
42.4 1082a  770a 150a  1982a
28.3 600a 402a 129ab 1221a
29.5 506ab 244ab  90ab  849ab
56.4b 658a 316a 126ab 1256a
57.3b 612a 494a 60b 1267a
18.5a2 938a 734a 189a  200la
30.6a2 1052a  644a 162a  1732a
BR2801 998a 614a 135a  1842a
BR2003 912a 648a 174a  1642a
Testemunha nitrogenada 1012a  770a - 1666a
Testemunha absoluta 422b 210b - 735b

Coeficientedevariacao (%) 43,2 32,4 29,8 37,6
MPAS= Massa de parte agrea seca;
M SR= Massaderaiz seca;
M NS= Massa de nddul os secos,
M ST= Massa seca total.

* M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5%

O mesmo padréo de nodulacéo observado entre os isolado e as estirpes recomendadas
indica o potencia destes isolados para futuros experimentos em condi¢des ndo estéreis e de
campo. Bactérias isoladas de mucuna também foram capazes de apresentar a nodulacéo igual
aquela apresentada por estirpes recomendadas (LIMA, 2009). Segundo o protocolo da Rede
de Laboratdrios para Recomendacdo, Padronizacéo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
Microbiologicos de Interesse Agricola (RELARE), bactérias candidatas a recomendacéo
devem apresentar desempenho igual ou superior aguelas recomendadas para determinada
cultura.

Ao avadiar a nodulacdo e a fixacdo do nitrogénio em feijdo-caupi, guandu e feijdo de
porco em condi¢Oes de casa de vegetagcdo, Fernandes et a. (2003) também avaliaram que
alguns dos isolados selecionados apresentaram nodulagcdo estatisticamente igua aguela
apresentada pelas estirpes recomendadas.

Dessa forma a nodulacéo e a producéo de matéria seca, principalmente, na parte aérea
demonstram o potencia destes isolados para futuros testes em condi¢es ndo estéreis de casa
de vegetacao e de campo, indo ao encontro da necessidade de selecionar novas bactérias para
ainoculagcdo de adubos verdes como o guandu.
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1.5-CONCLUSOES

Isolados de rizébio de guandu apresentam elevada diversidade fenotipica em todos os
solos e cultivares avaliados.

Os isolados de guandu apresentam elevada diversidade com relagdo aos padrdes de
resisténcia a antibiéticos, salinidade, temperaturas e capacidade de metabolizar diferentes
fontes de carbono. A toleréncia a 3% de NaCl foi encontrada em 25% dos isolados enquanto a
capacidade de crescer incubados a 42°C foi encontrada em 73% dos isolados.

As variaveis relacionadas a fertilidade do solo estdo relacionadas a alguns padrdes de
resisténcia a antibi6ticos, porém outros padrdes ndo apresentam relagdo com estas varidveis.

O agrupamento em funcéo do perfil de restricdo do 16S rDNA agrupou parte dos
isolados com estirpes do género Rhizobium e parte com estipes do género Bradyrhizobium,
sendo este grupo formado com isolados de crescimento rpido e &cido, intermediério e lento e
acalino.

Os isolados selecionados apresentaram a mesma capacidade de nodular que as estirpes

recomendadas, demonstrando o potencial destes isolados para a inoculacéo nesta espécie, com
destaque para o isolado 18.5a2.
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CAPITULO II

PRODUCAO DE EXOPOL ISSACARIDEOS, POLIHIDROXIBUTIRATOE
AMILASES POR BACTERIASISOLADAS DE NODUL OS DE GUANDU
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RESUMO

Os biopolimeros microbianos tém sido aplicados em diversos setores da indUstria. Dentre
esses biopolimeros de aplicacbes diversas destacam se o polihibutirato (PHB) sintetizados por
bactérias e utilizados como reserva de carbono pela célula e os exopolissacarideos (EPS) e
diversas enzimas. A espécie utilizada pela industria para a producéo de PHB é Ralstonia
eutropha, embora diversas bactérias do solo, como rizébios tenham essa habilidade,
representando fontes alternativas para a producéo de destes materiais. Os EPS sdo produzidos
principalmente por estirpes de Xanthomonas spp. O objetivo deste estudo foi avdiar a
producéo de PHB e EPS por bactérias de nddulos de guandu. Foram cultivados 37 desses
isolados em meio de cultura YEM liquido e a deteccdo do PHB foi realizada através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os trés isolados que produziram maior
quantidade de PHB, foram selecionados para a avaliagdo da producdo de deste polimero apds
crescimento em meio de cultura suplementado com seis fontes de carbono. Os EPS foram
produzidos pelas bactérias em meio liquido, quantificados e avaliados reologicamente. A
producdo de amilases pela coloragdo de tintura de iodo também foi avaliada em outro ensaio.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Dos isolados testados cinco foram capazes de produzir mais de 10 mg de PHB por
litro meio de cultura, e ainda produzirem altas concentragdes totais de PHB (cerca de 50% da
total biomassa). O cultivo de isolados em diferentes fontes de carbono demonstrou que a
melhor fonte de carbono para a producéo total de PHB foi o manitol, porém fontes como o
amido e a xilose também se destacaram tanto para a producéo de PHB como para a producéo
de EPS. As bactérias apresentaram elevada variabilidade quanto a producdo de EPS, tendo
forte influéncia da fonte de carbono. Os EPS selecionados para as andlises reoldgicas
apresentaram um comportamento néo-newtoniano pseudopléstico, embora tenha havido
diferencas entre os isolados. Com relacdo a producdo de amilases os um isolado se destacou
bastante dos demais onde a halo de degradacéo do amido atingiu mais de 2,7 vezes o tamanho
da coldnia. Estes resultados demonstram o potencial biotecnologico dessas bactérias para a
producdo de biopolimeros.

Palavras chave: Biopolimeros. Inovacdo tecnoldgica. Reologia. Fluidos ndo-Newtonranos.
Cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE). Rizdbio.
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ABSTRACT

Microbial biopolymers had been applied in several industrial sectors. Among the polymers
with several applications stands out the polyhydroxybutyrate (PHB) produced by bacteria and
used as carbon reserve, the exopolysaccharides (EPS) and several enzymes. The specie used
by the industry to produce the PHB is Ralstonia eutropha, in spite of several soil bacteria,
such as rhizobia, that are able to produce this polymer. The EPS are produced principally by
strains of Xanthomonas spp. The am of this study was to evauate the production of PHB,
EPS and amylase by bacteria isolated from pigeonpea root nodules. There were cultured 37
isolates in YEM culture media and the detection of PHB was realized trough high precision
liquid cromatography (HPLC). The three isolates that produced higher quantities of PHB
were selected to evaluate the production of this polymer in culture media with other six
carbon sources. The EPS produced by bacteria cultured in liquid media were quantified and
rheologically evaluated. Furthermore, the amylolilitic activity was evaluated through staining
with iodine solution in another assay. The experiments were conducted in a completely
random design with three replications. Among the isolates tested five were able to produce
more than 10 mg of PHB per liter of media and still produced high concentrations of total
PHB (about 50% of total biomass). The cultivation of isolates showed that the better carbon
source were the mannitol but other sources such as starch and xylose also pointed out either to
the production of PHB and EPS. All bacteria presented high variability regarding the EPS
production, with high influence of carbon source. The EPS selected to rheological analyses
presented a non-Newtonian pseudoplastic behavior, despite of the differences observed
among the isolates. The amylase production evaluation one isolate stands out where the
degradation halo reached more than 2.7 folds the colony size. These results show the
biotechnological potential of these bacteriafor the biopolymers production.

Keywords: Biopolymers. Technological innovation. Rhelogy. Non-Newtonian fluids. High
precision liquid chromatography (HPLC). Rhizobia.
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2.1-INTRODUCAO

A utilizagdo de recursos genéticos em vérios ramos da indistria, como a farmacéutica,
de aimentos, téxtil, dentre outros ndo € recente na histéria destas corporagdes. A aplicacéo
dos insumos biolégicos na indastria iniciou com a utilizacdo de biomassa, principalmente
vegetal, como na indUstria téxtil, utilizando fibras de algod&o, ou naindustria alimenticia com
a utilizagdo de amido, sacarose dentre outras substéncias oriundas da biomassa vegetal.
Atualmente a utilizacdo de biomassa nos ramos industriais ainda ocorre fortemente, porém
hoje existe grande aplicacéo de microrganismos como catalisadores de processos industriais
ou como biofabricas de moléculas de interesse (SUTHERLAND, 1998).

Diversos microrganismos sao utilizados neste contexto, e trés grupos de substancias
podem ser destacados os exopolissacarideos (EPS), polihidroxibutirato (PHB) e enzimas
hidroliticas como as amilases, por exemplo. Os EPS sdo amplamente utilizados em indUstrias
de alimentos, cosméticos e farmacéutico, enquanto o PHB é utilizado principalmente na
indastria dos termoplésticos. As amilases também apresentam aplicacfes principalmente na
indUstriaaimenticia.

O Brasil vem desenvolvendo desde o final da década de 1980, um grande “know-how”
para a producdo de plasticos biodegradave's, integrando a industria sucro-alcoleira e a
industria de plésticos, através da selecdo continua de microrganismos e da aprimoracdo de
métodos de producdo, extracdo e purificagdo de PHB. Essa integracdo se deu através de um
trabalho de cooperacdo entre A Coopersucar, a Universidade de S&o Paulo e o Instituto de
Pesquisas Tecnol 6gicas de Sdo Paulo. Em 2001 a Coopersucar tinha a capacidade de produzir
aproximadamente 10 mil toneladas de PHB por ano, a um custo de producdo muito baixo
(NONATO et a. 2001). Hoje a maor empresa produtora de PHB e outros
polihidroxialcanoatos no Brasil é a Biocycle S.A., localizada no Estado de S&o Paulo, com a
capacidade de producéo de 30 mil toneladas de PHB por ano.

O EPS mais utilizado no Brasil € a goma xantana. Grande parte da goma xantana
produzida no Brasil é importada, ndo havendo producéo significativa no pais, apesar de haver
grupos de pesquisa com tradicéo e bastante estruturados na pesquisa de microrganismos mais
capazes de produzir este polimero bem como a utilizagdo de diversos substratos. Alemzadeh
(2009) estima que cs Estados Unidos, utilizem mais de 10 mil toneladas anuais de gomas
produzidas a partir de EPS microbianos. Dessa forma a selecdo de bactérias capazes de
produzir estas moléculas é interessante do ponto de vista industrial e pode representar
alternativas para setores da indUstria, uma vez que ha esse nicho vago no mercado brasileiro.

A producéo de biopolimeros de interesse industrial, nas mesmas condigdes em que sao
cultivados os rizébios na indUstria de inoculantes no Brasil, pode representar uma atividade
aternativa para este setor, uma vez que a producdo de inoculantes no Brasil é muito
dependente do plantio da soja, vendendo inoculantes entre 0 periodo de agosto a setembro, na
época da semeadura desta cultura em todo o pais.

No contexto da selecéo, a prospeccdo de novos microrganismos que sejam capazes de
incrementar a producéo destes polimeros é importante e pode fornecer a industria recursos
genéticos com potencial para novas aplicaces desses materiais. Dessa forma, o objetivo deste
trabadho foi avaliar a producéo de exopolisacarideos, polihidroxibutirato e amilases por
bactérias isoladas de guandu.

Este trabalho tem como hipotese cientifica: 1solados bacterianos oriundos de nddulos
de guandu cultivado em diferentes solos e, isolados utilizando-se gendtipos como planta-isca
podem ser capazes de produzir elevadas quantidades de EPS e de PHB, podendo apresentar
importantes aplicacdes biotecnol 6gicas.
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2.2-REVISAO DE LITERATURA

2.2.1-Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sdo metabdlitos secundarios produzidos principa mente
durante a fase estaciondria do crescimento microbiano, podendo ser homopolimeros ou
heteropolimeros que geralmente sdo caracteristicos de grupos de microrganismos
(SUTHERLAND, 1998). A industria dos ramos de alimentos e farmacéutico vem ha véarios
anos, utilizando alguns EPS produzidos por bactérias no desenvolvimento de produtos com
caracteristicas de origem biol 6gica de obtencdo rapida e barata (SUTHERLAND, 1998).

Diversas aplicagbes sdo descritas na literatura para 0s exopolissacarideos. A
capacidade de aumentar a viscosidade de solugdes aquosas mesmo em baixas concentracoes,
possibilita a sua utilizacdo como agentes espessantes sendo aplicado principamente na
industria alimenticia (RINAUDI, 2008). Uma aplicacdo dos EPS no ramo da industria
farmacéutica diz respeito a sua utilizacdo (por exemplo, a goma xantana e gelana) como
veiculos para diversas drogas pois este permite a liberacdo mais lenta e controlada do
principio ativo nestes medicamentos (BILLA et a., 2000; RINAUDI, 2008).

A producdo de EPS esta relacionada a resisténcia microbiana em condicBes de
estresses ambientais, como estresses hidricos, térmicos, auséncia de substrato e salinidade.
Além darelacdo com a tolerancia a estresses ambientais, os EPS estdo relacionados a papéis
ecol6gicos dos microrganismos, como a infeccdo de hospedeiros, a expressdo de viruléncia e
0s mecanismos de quorum sensing (DENNY/, 1995; SANCHEZ-CONTRERAS et al., 2007).

No caso de rizébios os exopolissacarideos sd0 importantes na infeccdo da
determinando importantes mecanismos de reconhecimento e aderéncia da célula a superficie
radicular (SANCHEZ-CONTRERAS et a., 2007; WANG et a.,, 2008). Dessa forma, o
estudo dessas substancias € importante para 0 melhor entendimento da relacdo rizobio-
leguminosa.

2.2.2-Principais Exopolissacar ideos Bacterianos e suas Aplicacdes

Os EPS bacterianos podem ser classificados em grupos de mol éculas de acordo com as
suas caracteristicas quimicas e reoldgicas. A maioria dos hidrocol 6ides bacterianos utilizados
na industria recebem a denominagdo “goma’ que tecnicamente € sinbnimo de hidrocolGide,
porém este termo tem sido mais aplicado aos biopolimeros que tem a capacidade de aumentar
a viscosidade de solugbes aguosas, mesmo em pequenas concentragdes (CUNHA et a.,
2004). Dentre os EPS bacterianos mais utilizados na industria alimenticia e farmacéutica,
destacam-se as gomas xantana, curdlana, e as gelanas, cujas propriedades serdo discutidas a
seguir.

As xantanas séo biopolimeros produzidos a partir da fermentacdo aerdbia de diversas
fontes de carbono (amido, celulose, lactose, etc.) principamente por bactérias do género
Xanthomonas (ANTUNES et a., 2003; DIAZ et a., 2004). Xanthomonas € um género que
apresenta diversas espécies bacterianas patogénicas as plantas cultivadas, causando, dentre
outras doencas a murcha, necrose e crestamento (BERGAMIN FILHO, et a., 1995).

A goma xantana € um polimero ramificado, com uma cadeia linear de D-glicoses
ligadas na posicéo 1? 4 e cadeias laterais formadas por trissacarideos (uma unidade de &cido
glucurénico (2? 1) e duas unidades de manose (1? 4)) (CASAS e GARCIA-UCHOA, 1999,
MANO e MENDES, 2004; DIAZ et a., 2004).

A estrutura gquimica das gomas xantanas pode chegar a ter pesos moleculares que
variam de 3 a 15 milhdes (KANG e PETTIT, 1991, apud CASAS e GARCIA-UCHOA,
2000). A solubilidade dessa molécula em agua é elevada, dessa forma, quando adicionada em
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pequenas quantidades ocorre significativo aumento na viscosidade. (DIAZ et al., 2004). A
goma xantana foi o primeiro biopolimero bacteriano a ser comercializado e hoje é muito
utilizado na industria aimenticia e farmacéutica e, mais recentemente tem sido empregada na
industriatéxtil (GARCIA-OCHOA et d., 2000).

Estudos de difragdo de raios X tém demonstrado que as xantanas apresentam
conformacdo em pareamento de cadeias, com pouca interagdo entre as cadeias laterais,
resultando em produtos que ndo formam o estado gel ou cristalino (SUTHERLAND, 1996).
Porém o aumento da temperatura ou a presenca de cétions pode resultar em uma goma com
maior da interacdo entre as cadeias laterais dos polimeros, resultando na fusdo parcia das
duplas hélices e aumento a plasticidade da goma (SUTHERLAND, 2001).

Estudos relacionados a genética e fisiologia de Xanthomonas resultaram em linhagens
capazes de produzir elevadas quantidades de xantana, sendo capaz de converter até 70% das
fontes de carbono que absorve em xantanas de diferentes caracteristicas e reologias, 0 que
possibilita a producdo de gomas com o objetivo de diferentes aplicacbes (SOUZA e
SUTHERLAND, 1994; SUTHERLAND, 2001).

Outro grupo de EPS bastante estudado € o grupo das [3-glucanas que sdo polimeros
lineares resultantes de ligacdes do tipo 3 entre moléculas de glicose, podendo apresentar
diversas conformagdes de acordo com a posi¢cdo destas ligagdes nos carbonos dos residuos
glicosideos (CHAPLIN, 2008). Dentre as 3-glucanas, destacamse dois biopolimeros as
curdlanas e as gelanas devido a sua aplicabilidade industrial. As curdlanas séo polimeros
lineares com o arranjo molecular formado por ligagdes 3 (1-3) em residuos de glicosideos.
Esses hidrocol 6ides foram descobertos em 1966 no Jap&o e receberam o seu nome de acordo
com a sua capacidade de coagular (“to curdle”) em solugbes aquosas aguecidas (PSZCZOLA,
1997).

Este polimero é produzido principalmente por bactérias do género Agrobacterium e
tem a capacidade de formar géis termoestaveis. Devido a auséncia de enzimas capazes de
clivar a ligagdo do tipo R entre glicosideos, a goma curdlana € amplamente utilizada como
fibras em alimentos, representando uma fonte de carboidratos inerte ao metabolismo humano
(CUNHA et a., 2004). Outra > glucana bastante aplicada no ramo das indUstrias alimenticias
e farmacéuticas € a gelana, que é produzida principamente por bactérias do género
Shingomonas e € um heteropolimeros, poligetrdlito apresentando um tetrassacarideo
(glicose, &cido glucurdnico e ramanose — 2:1:1) como unidade estrutural (BANIK et al, 2000).

Diferentemente das curdlanas, as gelanas apresentam ramificagOes e as caracteristicas
reol 6gicas das gomas dependerdo do grau de ramificacéo e dos radicais presentes nas cadeias
laterais deste polimero (BANIK, et a., 2000). A gelana comegou a ser produzida em escala
comercial a partir de 1988 no Japdo, apds a conclusdo da avaliagdo toxicolégica deste
polimero naguele pais. Apos a difusdo deste produto no mercado japonés, a FDA (Food and
Drug Admisnitration) aprovou a sua comercializagado nos Estados Unidos a partir de 1992
(SUTHERLAND, 1997; BANIK, et a., 2000). A empresa lider do mercado mundial de EPS
como a xantana, a curdlana e a gelana € a Kelco Company, com sede nos Estados Unidos
(RINAUDI, 2008).

2.2.3-Exopolissacarideos Produzidos por Rizobios e Outras Bactérias

As espécies de bactérias formadoras de nddul os em leguminosas diferem bastante com
relacdo a capacidade e a quantidade de EPS produzidos (SUTHERLAND, 1996;
CASTELANE e LEMOS, 2007). Os primeiros estudos a respeito da composi¢éo quimica dos
EPS rizobianos foram realizados na década de 1970, identificando a capacidade de Rhizobium
meliloti  (atualmente Snorhizobium meliloti) em produzir elevadas quantidades de
succinoglucanas, cujos mondémeros foram identificados como glicose, galactose, &cido
piravico e radicais O-acil naproporcdo (7:1:1:1) (BJORNDAL et al., 1971).
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O controle da producdo destas moléculas por estirpes de rizobio envolve a expressao
de uma série de genes especificos e a integracdo com vias biogquimicas importantes como, o
ciclo do acido tricarboxilico. Dessa forma a producéo de EPS por rizébios representa um
gasto metabdlico muito grande. Essas bactérias utilizam estes polimeros como sinalizadores
moleculares na associacdo com leguminosas e também como moléculas que atuam na
protecéo dessas células em condigdes desfavoraves.

2.2.4-Papel Ecoldbgico dos Exopolissacar ideos em Rizobios

Os EPS exsudados pelas células rizobianas apresentam estrutura complexa e também
estdo envolvidos nos processos de infeccdo e FBN. A formagdo do biofilme € fundamental
para 0 sucesso do processo de infeccdo e depende dos exopolissacarideos rizobianos.
Gonzaléz et d., (1996) demonstraram que mutantes de Snorhizobium meliloti que eram
incapazes de produzir um EPS (conhecido com EPS Il), ndo eram capazes de infectar a
Medicago sativa. Wang et al. (2008) avaliando diversas linhagens de mutantes obtidos através
da inser¢do do transposon Tn5, em Mesorhizobium tiashanense, demonstraram que as
linhagens incapazes de produzir EPS abundantemente também n&o formavam biofilme e ndo
eram capazes de nodular a sua hospedeira de origem.

A formagdo do biofilme para as bactérias formadoras de nédulos é um importante
passo para a infeccdo das hospedeiras, uma vez que € a primeira manifestagdo das respostas
de “quorum sensing” apos a producdo das AHL (N-acyl- homoserinas), e € importante para o
desempenho de seu papel ecoldgico (RUMJANEK et al., 2004). Estaimportancia do biofilme
para a infeccdo e formacdo de nodulos ja era conhecida e teve a sua integragdo com o
processo de FBN mais bem entendido apos a recente demonstragéo de que estirpes de rizobio
mutantes nos genes nod sd0 incapazes de formar biofilme “in vitro” e “in viva” (FUJSHIGE
et al., 2008).

As leguminosas apresentam mecanismos de defesa & infeccdo de céulas rizobianas
similares aqueles apresentados pelas plantas quando sdo infectadas por bactérias
fitopatogénicas. Os EPS de membrana (que ndo sdo exsudados no meio e sao aderidos a face
externa da membrana plasmética) desempenham a funcéo de proteger as células bacterianas
dos danos causados pel os mecanismos de defesa além de ser capaz de proporcionar o papel de
reconhecimento da célula bacteriana pelo vegetal (MORGANTE et al., 2005, MORGANTE
et a., 2007). Rizébios deficientes na capacidade de produzir EPS de membrana apresentam
deficiéncia na capacidade de infectar o hospedeiro, além de serem mais susceptiveis aos
danos celulares causados pel os mecanismos de defesas vegetais (MORGANTE et al., 2007).

Estudos relacionados aos aspectos nutricionais das bactérias apds cultivos em meio de
cultura e a formacéo de biofilme revelaram que estresses durante a fase de cultivo com em
elevadas temperaturas e ata acidez inibiram a formac&o do biofilme em S. meliloti. Ainda que
a adicdo de concentragdes elevadas de célcio e de fésforo a0 meio de cultura resultou em
maior formacdo de biofilme (RINAUDI et al., 2006). A composi¢cao dos EPS produzidos por
R. tropici estirpe CIAT 899 também é alterada apos cultivo em meio com elevada acidez
(MORON et al., 2005).

Além de estar relacionado com 0 processo de “quorum sensing” e formacdo de
biofilme a producéo de muco pode estar relacionada com a protecéo das células em condicoes
saprofiticas no solo, uma vez que os EPS rizobianos podem proteger as células de oscilagbes
de temperaturas, teores de AP e elevadas quantidades de sais (HOLLINGSWORTH et al.,
1985). O isolamento de bactérias de nddulos de leguminosas de solos dicos revelou uma
guantidade muito maior de bactérias com producdo de muco muito abundante, se comparada
com o total de bactérias com pouca producéo de EPS (HARA e OLIVEIRA, 2004).

A estrutura dos exopolissacarideos de regides tropicais ainda € pouco conhecida e os
estudos de descricdo de moléculas sdo restritos a espécies associadas a plantas de interesse
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agricola oriundas de regides de clima subtropical ou temperado. Dentre estas se destacam
Snorhizobium meliloti e (GONZALEZ et a., 1996; SKORUPSKA et a., 2006) R.
leguminosarum bv. trifolii (SKORUPSKA et al., 2006; JANCZAREK et al., 2009).

2.2.5-Estrutura dos Exopolissacar ideos Rizobianos

A espécie S. meliloti apresenta dois principais EPS exsudados. as galactoglucanas
(EPS 11) e as succicinoglicanas (EPS 1). EPS II € um polimero composto por monémeros
dissacarideos formados por galactose-glicose ligados através de ligagdes do tipo R (Figura 4)
(SKORUPSKA et a., 2006), esses EPS apresentam menor peso molecular que EPS | e os
genes envolvidos em sua sintese sdo menos conhecidos do que agqueles envolvidos na sintese
dos EPS |. Os EPS | sdo polimeros compostos por octassacarideos, compostos por glicose-
gdactose (7:1) ligados também através de ligacbes do tipo B (BECKER et al., 2002;
SKORUPSKA et a., 2006) (Figura 23). Diversos genes localizados em um dos
megaplasmideos e no cromossomo de S. meliloti sdo envolvidos na sintese do EPS 1.

Além de estarem relacionados com a producdo de EPS |, esses genes apresentam
atividades relacionadas a sintese de outros compostos celulares, uma vez que o silenciamento
de alguns desses genes resulta em reducéo da sintese de compostos como EPS 11, 3-glucanas e
EPS de membrana celular (SKORUPSKA et a., 2006). Mutantes de S. meliloti ndo
produtores destes EPS sdo incapazes de induzir a formagcdo de nddulos em afafa
(GONZALEZ et a., 1996). R. leguminosarum bv. trifolii apresenta o principal EPS com um
mondmero formado por cinco moléculas de monossacarideos, principalmente glicose ligadas
através de ligagBes do tipo B (Figura 22) (SKORUPSKA et a., 2006). Recentemente a
inibicdo de genes responsaveis para a sintese dos monémeros dos EPS de R. leguminosarum
bv. trifolii, e para a polimerizacdo destes monémeros resultou na incapacidade de isolados
desta espécie em formar nédulos em Trifolium sp. o hospedeiro original (JANCZAREK et al.,
2009), demonstrando a importancia desses EPS na infeccéo da planta hospedeira pelo rizébio.
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Figura 23. Monémeros dos exopolissacarideos de Sinorhizobium meliloti. A: EPS |; B: EPS
Il e de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (C). (glc-glicose; gal-galactose, Succ-
succinato; Ac- acetil)Figura retirada de SKORUPSKA et al. (2006).
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Bactérias formadoras de nddulos oriundos de clima temperado e de climas tropicais
apresentam caracteristicas diferentes de acordo com as pressdes de selecdo as quais estas
bactérias estéo expostas em seus ambientes naturais. Snorhizobium meliloti € uma espécie de
clima temperado, nodulante de alfafa e outras espécies do género Medicago originarias da
regido de latitudes medianas e atitude elevada do hemisfério norte (ROUMIANTSEVA et d.,
2002). Dessa forma as caracteristicas dos EPS de rizébios tropicais provavelmente
apresentam diferencas em relacéo aguelas espécies modelo estudadas em clima temperado.
Estudos relacionados a andlise da estrutura de EPS de rizdbios oriundos de regides de clima
tropical sd0 escassos na literatura

Poucos isolados bacterianos de origem tropical tém a estrutura de seus
exopolissacarideos elucidada e as espécies que tem estes EPS estudados revelam estruturas
completamente distintas daquelas estruturas encontradas em EPS produzidos por espécies de
origem temperada. Wel et a. (1996) estudou as caracteristicas quimicas de EPS de
Snorhizobium fredii, um rizobio isolado de regides de clima tropical, e demonstrou que as
caracteristicas quimicas destes diferem das de S. meliloti e que as unidades repetitivas destes
polimeros ramificados sdo nonasacarideos formados por glicose-galactose (7:2) (Figura 23).
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Figura 24. Monémero dos EPS de Snorhizobium fredii (glc-glicose; gal-galactose). Figura
retirada de WEI et a. (1996).

A avaliagdo da composi¢ao de EPS de rizobio isolado de mungo verde (Vigna mungo),
sugere a presenca do pentassacarideos Manoses-Ribose;, como mondémeros de um EPS de
peso molecular aproximado de 750 kDa (MANDAL et a., 2007). Outra bactéria diazotréficas
Burkholderia brasiliense ndo nodulante, porém filogeneticamente proxima as Burkholderia
spp. capazes de nodular leguminosas também apresenta caracteristicas muito peculiares com
relacdo aestruturados EPS (MATTOS et a., 2001).

Assim, a estrutura de EPS de rizébios de diferentes origens pode auxiliar a explicar as
peculiaridades de adaptacdo que as espécies rizobianas apresentam aos seus ambientes.
SKORUPSKA et al. (2006) sugerem ainda que a diversidade de EPS produzido por estirpes
de rizébio sgja utilizada como critério de classificacéo taxonémica dos isolados.

2.2.6-Avaliacdo da Producéo de EPS Bacterianos

Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de avaliar a quantidade de EPS
produzido por diversos grupos de bactérias, bem como as condi¢bes de cultivo que
influenciam neste processo. Inicialmente, ao cultivar estirpes de rizébio em meios de cultura
era desgjado que a quantidade de muco produzido por estas bactérias fosse reduzida
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principalmente em meio liquido para facilitar o manuseio destas culturas bacterianas com
relacdo a producdo de inoculantes uma vez que a viscosidade do meio atrapalhava a
centrifugacéo e a filtragem das culturas celulares, chegando a ser desenvolvidos meios de
culturas especificos para suprimir a producdo de EPS (TULLY/, 1985).

Desde entdo € compreendida a influéncia da formulagdo do meio de cultura na
producdo de EPS pelas estirpes rizobianas. Diversas estirpes de rizobio sdo capazes de
produzir grandes quantidades de EPS em meios de cultura, variando de acordo com a
formulacdo do meio, principalmente com a fonte de carbono, (TAVERNIER et a., 1997,
CASTELLANE e LEMOS, 2007) e de sais (DUTA et al., 2005). Ao cultivar uma estirpe de
Rhizobium sp. em diferentes meios de cultura, Duta et a. (2005) constataram que a
concentracdo de carbonato de célcio foi determinante para a producdo de EPS, quando as
bactérias foram cultivadas em determinadas condicdes de agitacdo e areacdo. Tavernier et al.
(1997) verificaram a influéncia da fonte de carbono na producéo de EPS por duas estirpes de
rizébio, observando gue a frutose era a fonte de carbono que possibilitou a producdo de EPS
mai's abundantemente por uma estirpe e glicose para a outra.

Uma estratégia para aumentar a reproducéo de células e a producdo de EPS por
rizobios em meios de cultura pode ser a inclusio de uma peguena concentracdo de
flavondides no meio. A incubacdo de células rizobianas em meios de cultura liquidos,
suplementados com flavondides sintéticos ou suspensdes de sementes de leguminosas tem
resultado em maior crescimento bacteriano em meio de cultura e maior eficiéncia na
formacdo de nddulos em plantas hospedeiras.

Mercante e Franco (2000) demonstraram que a producédo de meios de cultura
utilizando agua com exsudados de sementes de feijdo comum e de mimosa resultaram em
maior crescimento dos rizobios inoculados e em expressdo dos genes nod de rizébios ‘in
vitro”. A suplementacdo de meios de cultura com pd de sementes de Amaranthus sp. resultou
em maior concentracdo de células rizobianas durante todas as fases de crescimento do meio
de cultura. Além disso, os autores verificaram que a nodulacdo de soja também foi maior
guando as sementes foram inoculadas com rizobios em crescidos em meios de cultivo com a
suplementacéo citada (LORDA et al., 2007).

Além de resultar em maior proliferagdo bacteriana em meio de cultura, a
suplementacdo desses meios com flavondides pode resultar em maior producéo de EPS em S.
fredii (LIN et al., 1999) e em Bradyrhizobium japonicum (DUNN et al., 1992; LANG et al.,
2008). Em aguns rizobios, os flavondides suplementados nos meios de cultura podem
inclusive resultar em ateracédo da estrutura e do peso molecular dos EPS exsudados (DUNN
etd., 1992).

2.2.7-Polihidroxialcanoatos

O polihidroxiacanoatos (PHAS) s8o um conjunto de poliésteres de composi¢ao similar
atermoplasticos derivados de petréleo (BY ROM, 1987; SILVA et al., 2001). Este polimero é
produzido por uma série de microrganismos em determinadas condi¢des como a abundancia
(ANDERSON e DAWES, 1990) ou auséncia (POVOLO e CASSELA, 2004; RATCLIFF et
a., 2008) de fontes de carbono auséncia de nutrientes (TAVARES et a., 2004) ou ainda,
elevada pressdo osmética devido ao aumento da concentracéo de sais (ARORA et a., 2006).

2.2.7.1-Composi¢do quimica e estrutura dos polihidr oxialcanoatos

Os PHA's podem ter pesos moleculares que variam de 50 a 1000 kDa , porém a
maioria destes compostos alifaticos ndo tem despertado interesse comercial devido a presenca
de muitas impurezas e substancia de peso molecular abaixo de 20 kDa (MARCHESSAULT,
1996). O PHA produzido em maior quantidade pelas células bacterianas é o
polihidroxibutirato (PHB), polimero que tem despertado muito interesse da industria
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petroquimica devido as suas caracteristicas comuns a polimeros derivados de petrdleo
comumente utilizados para a producdo de plasticos, como o polipropileno, por exemplo
(Tabela25) (ANDERSON e DAWES, 1990, SILVA et al., 2004).

Tabela 25. Comparacéo entre algumas propriedades do polihidroxibutirato e do polipropileno
(Adaptado de MADISON e HUISMAN, 1999).

Parametro Palihidroxibutirato  Polipropileno
Temperatura de Fusdo 177°C 176°C
Temperatura de congelamento 2°C -10°C
Cristalinidade 70% 60%

A estrutura dos PHAS é constituida por uma cadeia linear de 3-hidroxi, com radicais
de &cidos graxos. A carboxila de um monémero forma uma ligagdo com a hidroxila de outro
grupo, caracterizando a formacdo de um grupo ester (Figura 25). A presenca de diferentes
compostos de carbono no lugar do radical R resulta em diferentes mondmeros constituintes
dos PHAs. Ao menos 100 diferentes mondmeros podem estar presentes na formagdo dos
PHASs, o que resulta na sintese de diversos polimeros com caracteristicas quimicas e
reol 6gicas distintas (GOMES e BUENO NETTO, 2001).
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Figura 25. Férmula quimica geral dos polihidroxialcanoatos (Silva et al., 2007b).

Quando presentes dentro das células o PHB (PHA mais estudado) forma granulos
fluidos e amorfos, porém apés a extracdo forma um material cristalino e muito quebradico,
tornando-o mecanicamente pouco resistente. Além disso, o ponto de fusdo do PHB € muito
proximo a temperatura na qua este polimero sofre a degradacdo térmica (MADISON e
HUISMAN et al., 1999). Por estas caracteristicas, 0 processamento do homopolimero € muito
complexo, o que resultou na necessidade do desenvolvimento de heteropolimeros com outros
radicais alifaticos como, por exemplo, o polihidridroxibutirato-co-hidroxivalerato, que resulta
em um polimero mecanicamente mais resistente e com ponto de fusdo menor (MADISON e
HUISMAN et a., 1999; REDDY et d., 2003).

2.2.7.2-Producédo de PHAs naindastria

O polihidroxibutirato (PHB), € o PHA melhor caracterizado, possui peso molecular
relativamente ato e propriedades reoldgicas mecénicas semelhantes aos plésticos
convencionais, como o polipropileno. Esse polimero foi descoberto em 1925 por Lemoigne
gue, observando gréos insollveis inclusos no fluido citoplasmético de Bacillus megaterium
(GOMES e BUENO NETTO, 2002).

Até a década de 1970, o PHB néo havia sido utilizado em grande escala na indUstria,
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foi nesta década que a indUstria quimica Imperial Chemical Industries Ltda. (1Cl), comecou
um processo de selecdo visando bactérias que apresentassem a capacidade de produzir
grandes quantidades de PHB. Nesse processo visando aumentar a producdo com baixo custo,
0 substrato escolhido, foi 0 metanol, um subproduto abundante na indistria quimica. Dessa
forma as bactérias metilotréficas foram as primeiras opgles para a selegdo. Essas bactérias
ndo apresentaram a capacidade de produzir elevadas quantidades de PHB e o polimero
produzido ndo apresentava peso molecular elevado o suficiente para a aplicacdo industrial
(BYROM, 1987).

A segunda opcdo foi trabalhar com a bactéria Azotobacter spp., uma vez que a
fisiologia e a bioquimica destas bactérias eram bem estudadas na época. ESsses
microrganismos  apresentaram  instabilidade genética e grande producdo de
exopolissacarideos, 0 que inviabilizou a utilizagdo desses microrganismos para a producao
destes polimeros (BYROM, 1987; MADISON e HUISMAN, 1999). O terceiro
microrganismo testado foi Alcaligenes eutropha, hoje classificado como Ralstonia eutropha
(YABUUCHI et al., 1995), que apresentou a capacidade de produzir PHB de elevado peso
molecular a partir de frutose como fonte de carbono. Esta bactéria apresentava a capacidade
de produzir elevada concentracdo de PHB em condic¢des de fosforo e ou nitrogénio limitantes
com fermentagdo continua em fermentadores de 200.000 litros (BY ROM, 1987).

Hoje, no Brasil, existe uma integragcdo entre o setor sucro-alcooleiro e a producéo de
PHB. Um projeto de pesquisa iniciado no final da década de 1980 com a cooperacéo entre a
Coopersucar, o Ingtituto de Pesguisas Tecnoldgicas (IPT) e a Universidade de Sdo Paulo
(USP) para a producdo de PHB, utilizando os residuos da producéo de aglcar e etanol. Este
processo utilizou estirpes de R eutropha e de Burkholderia spp. sob fermentacéo continua e
utilizando como fonte de carbono a sacarose. Atualmente a Coopersucar poduz cerca de
10.000 toneladas de PHB por ano a um custo muito baixo, cerca de US$ 5,85 por kg, muito
abaixo do custo de producdo na Europa (cerca de US$ 12,00 por kg) (NONATO et d., 2001,
SILVA et d., 2007b).

Esta parceria resultou em diversas publicacbes cientificas e em no minimo trés
processos de patentes registrados junto ao INPI, mostrando a importancia da integragéo entre
as ingtituicdes de pesquisa e o setor produtivo, principalmente em areas estratégicas.

2.2.7.3-Producéo de PHB por diferentes microrganismos

Estudos utilizando **C gjudaram a elucidar as vias metabdlicas na producéo de PHB,
utilizando como modelo a bactéria R eutropha. Os resultados indicaram a presenca de trés
principais enzimas envolvidas na sintese do PHB: Acetil-CoA Redutase, cetoacil-CoA,
Thiolase e PHB polimerase (MADISON e HUISMAN, 1999). A via de sintese do PHB
consiste basicamente em trés reacOes. a condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA
formando uma molécula de acetoacetil-CoA pela ceto-acil-CoA thiolase (codificada pelo gene
phbA). A segunda reagcdo que é catalisada pela enzima aceto acil-CoA desidrogenase
(codificada pelo gene phbB) € a reducdo do acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutil-CoA. A terceira
reacdo € a polimerizacdo de o PHB a partir dos mondmeros 3-hidroxibutil-CoA catalisada
pela enzima PHB polimerase (Codificada pelo gene phbC) (MADISON e HUISMAN, 1999;
REDDY et al., 2003).

Estas trés enzimas sdo codificadas por genes que formam um 6peron phbCBA (Figura
26) e em aguns microrganismos, podem ainda formar um tandem (REDDY et al., 2003). Este
Operon pode ter as posicdes dos genes ateradas, porém € encontrado em diversos outros
grupos de bactérias, como Rhizobium, Pseudomonas, E. coli, Cupriavidus, dentre outros
(LEE, 1996).
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Figura 26. Operon phbCAB e via de sintese e de PHB em Ralstonia eutropha

A producéo de PHB geramente € aumentada quando ha alguma condicéo limitante;
por isso diversos estudos tém objetivado determinar qual € a melhor condicéo para a producéo
de PHB por bactérias em condigbes laboratoriais. Os resultados dessas pesguisas tém
apontado para a diminuicdo da quantidade de nitrogénio fosforo e aumento da concentracéo
das fontes de carbono (MERCAN et al., 2002; LUGG et a., 2008). Outras condi¢cdes como 0
aumento da pressdo osmotica (ARORA, et a., 2006) e a reducdo da concentracdo de todos os
nutrientes do meio de cultura (POVOLO e CASELA, 2004) permite a producdo de maiores
guantidades de PHB, indicando haver um papel do PHB na protecéo das células em condicdes
adversas.

2.2.8-Producéo de PHB por Rizobios e Outras Bactérias Formador as de Nodulos

A producéo de PHB pode conferir uma vantagem competitiva para as estirpes de
rizébio que vivem saprofiticamente no solo. Principalmente para aquelas bactérias que estdo
em solos salinos ou que passam por um periodo de seca muito longo (TRAINER e
CHARLES, 2006). A producéo de PHB pelas bactérias esta diretamente relacionada com o
potencial redox da célula. Nos nédulos, a concentracéo de O, € muito reduzida, o que diminui
o potencia redox, favorecendo a producdo de PHB. Isso ocorre, porque em condicoes
microaerofilicas, hd a aumento da concentracdo celular de NAD(P)H o que resulta nainibicéo
por feedback das enzimas Citrato Sintase e Isocitrato Desidrogenase do ciclo do &cido
tricarboxilico, resultando no carreamento da Acetil-CoA para sintese de PHB (STAM et al.,
1986).

Apesar das condi¢des dentro do nédulo favorecerem a producéo de PHB, as bactérias
presentes em nddulos de crescimento indeterminado ndo produzem PHB em concentracfes
suficientes para ocorrer a formacéo de granulos, como ocorre em bacterdides em nédulos de
crescimento determinado (HIRSCH et al., 1982 e 1983). Durante as fases iniciais da infeccéo
do hospedeiro (principal mente durante a formagdo e o alongamento do cordéo de infeccdo) ha
a abundancia de grénulos de PHB nas células bacterianas, porém quando ocorre a
compartimentalizacdo das células em simbiossomos e a diferenciacdo celular em bacteroides,
os granulos de PHB rapidamente sdo degradados e @0 sdo0 observados granulos visiveis
(TRAINER e CHARLES, 2006). Porém outros estudos demonstraram que bactérias de
nodulos da espécie arbérea Chamaecrista os isolados de rizobio podem acumular grandes
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guantidades de PHB (GOI, comunicagdo pessoal).

De acordo com essas observagoes, especulava-se que o PHB fosse requerido apenas
nas fases iniciais da infeccéo e que outras fontes de carbono poderiam suprir a demanda do
bacteréide no decorrer da fixacdo ativa do nitrogénio (CHARLES et al, 1997). Entretanto,
experimentos realizados com S. meliloti mutantes incapazes de produzir PHB demonstraram a
capacidade de nodular eficientemente as hospedeiras e estabelecer a simbiose efetiva
(WILLISe WALKER, 1998).

Em 2003 foi descrito um mecanismo de regulacdo da FBN através do fluxo de
aminoéacidos entre os bacterdides e a planta hospedeira (LODWIG et a., 2003). Neste estudo,
foi detectado que bacterdides de R. leguminosarum bv. viceae mutantes deficientes em carrear
0s aminoacidos para 0 espaco peribacterdide, acumulavam gande quantidade de granulos de
PHB. Essas plantas apresentavam um fendtipo Fix, o que resultava em nédulos com menor
teor de leghemoglobina e maior concentracdo de O,, 0 que aumenta a concentracdo de
dicarboxilatos do ciclo do &cido tricarboxilico, aumentando relativamente a concentracéo dos
substratos utilizados na sintese do dos monémeros 3-hidroxibutirato e conseqientemente do
PHB (LODWIG et al., 2003).

No entanto, bacterdides de plantas com nédul os de crescimento determinado, como os
de B. japonicum em soja ou de R. tropici em feij&o, podem acumular elevada quantidade de
PHB atingindo niveis superiores a 50% da matéria seca celular em grénulos de PHB (WONG
e EVANS, 1971; MERCAN et a., 2002; TRAINER e CHARLES, 2006). Essa grande
guantidade de PHB pode servir como uma reserva energética em periodos de escassez de
esqueletos de carbono para os nédulos, como durante o periodo de enchimento de gréos
(BERGERSEN e TURNER, 1991). Wong e Evans (1971) destacaram ainda que a quantidade
de PHB né&o varia de acordo com a atividade da nitrogenase, porém decaem em periodos
como os citados acima.

A producéo de PHB em bacteréides compete com a nitrogenase pelo poder redutor e
fontes de fotoassimilados (CEVALLOS, et al., 1996). Experimentos realizados com R. etli
mutantes, incapazes de produzir a enzima ceto-acil-CoA thiolase, devido a uma mutagdo no
gene phbA, apresentam um periodo maior de atividade da nitrogenase, comparado com a
estirpe ndo mutante (CEVALLOS, et a., 1996). Hahn et al. (1984), ja havia reportado que
bacterdides de B. japonicum mutantes em trés genes nif (nifD, nifK e nifH) apresentaram
maior producdo de PHB do que a estirpe ndo mutante. Porém esses resultados ndo sdo
corroborados por estudos mais recentes onde um mutante de R. leguminosarum bv. phaseoli,
incapaz de sintetizar a enzima PHB polimerase, ndo apresentou alteracdes da capacidade
FBN, quando comparada com a estirpe ndo mutante (LODWIG et al., 2005).

Outro estudo recente avaliou a capacidade de S. meliloti mutante no gene phbC em
nodular e fixar nitrogénio em Medicago sativa eem M .truncatula. Os autores observaram
que o silenciamento do gene phbC resultou em reducéo da nodulac&o em ambas as espécies,
comparando com a estirpe selvagem, porém maior reducdo da nodulagdo foi observada em M
truncatula se comparada com M. sativa. A FBN influenciada negativamente em nédulos
mais jovens de M. truncatula e em nodulos mais velhos de M. sativa (WANG et al., 2007),
indicando haver uma interaco entre a producdo de PHB pelo bacteréide e o gendtipo da
planta hospedeira.

As reservas de PHB em bacteréides em nodulos de crescimento determinado podem
representar uma reserva de carbono importante para a volta ao ambiente “solo”, apds um
periodo de intensa atividade bioquimica nos nédulos, o que ndo ocorre com os bacterdides em
nodulos de crescimento indeterminado (DENISON, 2000). Diversas estirpes de rizobio séo
capazes de produzir grandes quantidades de PHB “in vitro”. MERCAN et al., (2004) avaliou
a capacidade de edtirpes de diversas espécies de Rhizobium produzir PHB, utilizando
diferentes fontes de carbono. Os resultados indicaram que a utilizagdo de glicina foi
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responsavel pela maior producdo de PHB, se comparado com outras 8 fontes de carbono.

2.2.9-Producéo de Amilases por Rizobios e Outras Baterias Formadoras de Nédulos

A producdo de enzimas de interesse biotecnolégico representa uma importante
ferramenta com diversas aplicagdes biotecnoldgicas nas indistrias téxtil, alimenticia,
farmacéutica e de papel (KIRK et al., 2002). As amilases apresentam aplicagdes diversas e
uma gama muito grande e microrganismos podem produzi- las (OLIVEIRA et a., 2006).

Diversos fatores podem influenciar na producdo destas enzimas por estirpes de
rizébio, dentre esses fatores, as condi¢des de cultivo, as fontes de carbono e a conposi¢cdo o
meio de cultura merecem destaque (OLIVEIRA et al., 2006). As fontes de carbono
dispendiosas como glicose, manitol e amido soluvel podem encarecer a producdo destas
enzimas e a utilizagao de fontes de carbono mais grosseiras como farinhas de pupunha, milho,
mandioca e jacatupé podem resultar em producéo de grandes quantidades de enzimas com
baixo custo.

Além disso, a produgdo de enzimas nas mesmas condicdes de cultivo utilizadas para a
producdo de inoculantes rizobianos pode representar uma aternativa para a industria de
inoculantes do Brasil, uma vez que este setor € muito dependente do plantio da soja para a
comercializagdo dos inocul antes.
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2.3-MATERIAL E METODOS

2.3.1-Avaliagéo do Crescimento de Estirpes de Rizébio em Dois M e os de Cultura

Para avaliar o crescimento e a producdo de exopolissacarideos e poli- hidroxibutirato
por estirpes de rizobio em dois meios de cultura diferentes, foram utilizadas estirpes de
rizébio provenientes da colecdo de cultuaras da Embrapa Agrobiologia. As estirpes
bacterianas utilizadas foram: BR 96; BR 2003 e BR3267 de Bradyrhizobium japonicum; BR
29 de B. ekanii e BR 520 e BR 322 de Rhizobium tropici. As estirpes de Rhizobium tropici e
Bradyrhizobium foram pré-cultivadas por 2 ou 4 dias respectivamente em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio YME liquido sob agitacdo constante de 150 rpm. Apds o
crescimento do pré-inoculo, uma aiquota de 50uL foi inoculada em Erlenmeyers com
capacidade de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura liquido. Os meios de cultura
utilizados foram os meios YM liquido (VINCENT, 1970) sem indicador e RDM com
elemantos traco e vitaminas (BISHOP et a., 1976), cuja composicdo esta descrita na Tabela
26 O meio RDM utilizado foi escolhido para este teste por ter sido utilizado por Castellane e
Lemos (2007) para avaliar a composi¢do monomerica de EPS de rizobio.

Tabela 26. Composicao do meio de cultura RDM (BISHOP et al., 1976).

Reagentespresentesno  Concentracdo | Reagentespresentesno Concentracdo

meio de cultura RDM (mg.L™) meio de cultura RDM (mg.L™)
FeS0,4.7H,0 0,125 Acido Trinitriloacético 7
MnS04.H,O 0,0043 Riboflavina 0,02
CoCl, 0,07 Acido p-aminobenzoico 0,02
NaMoM. 0,125 Acido nicotinico 0,02
ZnS0,.7H,0 0,108 Mio-Inositol 0,12
CuS0,45H,0 0,005 Tiamina 0,02
CaCl, 5 Pantotenato de calcio 0,02
H3BO3 0,145 Biotina 0,02
KoHPO, 230 Piridoxina 0,02
MgSO4 100 glutamato de sodio 1100

As bactérias foram crescidas sob agitacdo constante de 150rpm. Foram retiradas duas
aliguotas para avaliar a concentracdo bacteriana no meio de cultura. As estirpes de Rhizobium
foram quantificadas aos 2 e aos 3 dias apds a inoculagdo, enquanto a avaliacdo para as
estirpes de Bradyrhizobium foi feitaaos 4 e aos 6 dias apds aincubagdo. Para a quantificacéo
da concentracéo de células viavelis nos meios de cultura foram usadas aliquotas de 1 mL de
cada erlenmeyer. Esta aliquota foi submetida a uma diluicéo seriada e plaqueada em placas de
Petri contendo meio YMA (VINCENT, 1970), através do método da gota (MILES e MISRA,
1938). As placas foram incubadas em estufa a 28°C pelo tempo de crescimento de cada
bactéria e o nimero de coldnias observadas foi convertido em unidades formadoras de colonia
por mL de meio. Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticoes. Os
dados foram analisados através do programa SAEG (Universidade Federal de Vicosa), sendo
realizada a andlise de variancia e o teste F avaliando quais significancias estariam abaixo de
5% comparando uma mesma estirpe nos dois meios de cultura.

102



2.3.2-1solamento e Quantificacdo dos Exopolissacarideos Produzidos por Estirpes de
Rizébio

O caldo de cultivo contendo as estirpes bacterianas (crescidas por 7 dias para
Bradyrhizobium e por 3 dias para Rhizobium) foi centrifugado a 10000 g a temperatura de
4°C por 30 minutos (centrifuga Beckman J2-21). O sobrenadante foi cuidadosamente
separado do precipitado. Uma aliquota de 10 mL do sobrenadante foi filtrada em membrana
de celulose com poros de 0,22 um para separar a solucéo de EPS das células e fragdes de
células remarescentes. O filtrado foi misturado a etanol 95° GL gelado e centrifugado
novamente nas mesmas condic¢des descritas anteriormente. O precipitado foi lavado de 4 a 6
vezes em 10 mL de etanol gelado, sendo da Ultima lavagem ressuspenso e centrifugado
novamente (DUTA et al., 2006; CASTELLANE e LEMOS, 2007). O precipitado final foi
ressuspenso novamente em etanol, seco a véacuo a 60°C e pesado em tubos previamente
pesados (adaptado de DUTA et al., 2006).

2.3.3-Avaliacdo da Producdo de EPS por Rizobios de Crescimento Rapido e
Intermediéario

Foi avaliada a capacidade de producéo de EPS por estirpes de crescimento rapido e
intermediario. As estirpes rizobianas utilizadas estéo listadas na Tabela 27.

Tabela 27. Estirpes rizobianas utilizadas para a avaliagdo da capacidade produzir
exopolissacarideos

Espécie Edtirpe Referéncia
R. etli BR10026 VAN BERKUM et d., 1996
R. gallicunr BR528 AMARGER €t d., 1997
R. giardini BR529 AMARGER €t d., 1997
R. leguminosarum bv. trifolii BR 7606 NEVESet al., 1985
R. leguminosarum bv. phaseoli BR10052 WILLEMS e COLLINS, 1993
R. tropici BR322 MARTINEZ-ROMERO et d., 1991
R. tropici BR520 HUNGRIA et a., 2000
R. tropici Il A BR10016 VAN BERKUM et d., 1996
S. fredii BR112 WILLEMS e COLLINS, 1993
S mdliloti BR7411 LAJUDIE et a. 1994
S terangae BR527 LAJUDIE et al. 1994
M. ciceri BR521 VELAZQUEZ et dl., 1998
M. loti BR7801 LAJUDIE et a. 1994
M. tianshanense BR523 KWON et al., 2005

As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura
YEM liquido. A determinacdo da massa seca das células foi feita através da filtragem de 5
mL um volume conhecido de caldo de cultura através de uma membrana com poros de 0,22
UM pré-pesada, secagem em estufa a 60°C e pesagem posterior (MERCAN e BEYATLI,
2005). O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com 3 repeticoes.
Os dados foram analisados pelo programa SAEG (Universdade Federal de Vicosa). Foi
realizada a andlise de variancia e o teste de comparacdo de médias utilizado foi o teste de
Skott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

2.3.4—Quantificacdo do PHB Produzido por Isolados Bacterianos Oriundos de Nodulos
de Guandu Através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.3.4.1-Otimizacdo do método
Para a extrag@o das amostras foram testados dois métodos, um com a extracdo direta
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das células em acido sulfurico e outro utilizando primeiramente um choque térmico da
suspensdo bacteriana em cloroférmio, devido a solubilidade do PHB neste solvente organico.

Uma vez escolhido o método de digestdo da massa celular em H2SOy4, foi realizado um
ensaio para determinar o tempo ideal de digestdo do PHB. A digestdo do PHB puro foi em
&cido sulfarico concentrado foi realizada em banho-maria a 95-100° C por 10, 20, 30, 45, 60,
120 e 180 minutos, para determinar o tempo adequado para a digestdo das amostras.

Antes da avaliacdo da producdo de PHB por isolados bacterianos, a otimizacdo do
método, assm como uma curva de calibracdo utilizando o PHB (Sigma-Aldrich) foram
realizados. Na otimizagdo foi utilizada a coluna Aminex HPX87H (Biorad) e foram testados
dois detectores, o de indice de refragdo e o leitor de absorbancia em UV a 210 nm. O fluxo
utilizado foi o de 0,5 mL por minuto e o tempo de corrida inicia foi o de 50 minutos, a fase
movel utilizada foi H,SO4 0,004 M.

2.3.4.2-1 solados bacterianos e condicdes de crescimento

Trinta e sete bactérias isoladas de nddulos de guandu foram crescidas em meio YM
liquido, sob agitagdo constante de 200 RPM por 3 dias para as bactérias de crescimento
répido, 5 para as de crescimento intermediério e 7 dias para as bactérias de crescimento lento.
Trés isolados capazes de ter ata produtividade de PHB foram selecionados para a avaliagdo
da producéo de PHB utilizando meio de cultura com diferentes fontes de carbono. Os isolados
foram crescidos por 3 dias em meio YM contendo glicose, sacarose, xilose, amido e frutose
como Unica fonte de carbono, substituindo o manitol da formulacdo origina do meio YM. As
bactérias foram crescidas também em meio YM original.

2.3.4.3-Prepar o das amostras

Um mL do caldo de cultivo foi centrifugado a 10000 g e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspenso em é&gua destilada e centrifugado novamente, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de agua e transferido para
tubos de ensaio. Esses tubos foram secos por 12 horas a 60-65° C.

A massa celular secafoi digeridacom 1 mL de H,SO4 concentrado por 45 minutos em
banho-maria a com &gua fervente (SLEPECKY e LAW, 1960). A massa celular digerida
foram adicionados 4 mL de HSO, 0,004M e resfriado rapidamente em gelo (KARR et al.,
1983). Para determinar a concentracdo de PHB na massa celular, também foram digeridas
diferentes concentragbes de PHB nas mesmas condigdes descritas para as amostras. Esse
controle interno foi repetido a cada corrida. Além do controle positivo, em cada corrida foram
preparadas amostras que continham apenas acido sulfurico na digestéo.

Para a extracdo das amostras foram testados dois métodos, um com a extracéo direta
das células em &cido sulfurico e outro aplicando primeiramente um chogue térmico da
suspensao bacteriana em cloroférmio.

2.3.4.4-njecdo e condicOes utilizadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE)

A producédo de PHB por isolados derizobio foi avaliada pela técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) wsando a metodologia desenvolvida por Karr et al. (1983).
Primeiramente as bactérias foram crescidas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio YM,
sob agitacdo constante de 150 rpm a 28° C. Apoés o crescimento, 1 mL do caldo de cultivo foi
centrifugado a 13200 g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 2
mL de &gua destilada estéril, homogeneizado e transferido para um tubo de ensaio. Esta
suspensdo foi seca até peso constante a 65 °C. Apds a secagem, as amostras foram digeridas
com 1 mL de écido sulfurico concentrado (98%) a 95-100°C em banho- maria por 45 minutos.

A amostra digerida foi diluida em 4 mL de H,SO, 0,004 M, rapidamente
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homogeneizada e resfriada em gelo. Esta amostra foi posteriormente diluida em H,SO,4 0,004
M na proporcdo 1:10 de amostra:diluente, ja nos vials para a injecdo no equipamento.

O volume de injecdo utilizado foi o de 50 uL. A fase moével utilizada foi H,SO,4 0,004
M a 0,5 mL.mint em um fluxo isocrético. A coluna Aminex HPX87H demonstrou bom
desempenho nos testes de otimizagdo e foi utilizada. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado com 3 repeticbes. Em cada corrida foram utilizadas cinco
concentracBes do PHB (reagente analitico) digerido como controle positivo e 2 a 3, amostras
de &cido sulfurico aquecido e 95° C e diluido como controle negativo.

2.3.4.5-Analises estatisticas einter pretacdo dos dados.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. A producédo de PHB foi
considerada de acordo com a area do pico que eluiu em 36 minutos devida a alta correlacao
da area com a concentracdo de PHB digerido na analise de regresséo linear. A producéo e a
produtividade de PHB varidveis ndo paramétricas, portanto ndo podem ser avaliadas através
de uma andlise de variancia. Dessa forma optouse pela utilizagcdo da andise de correlacdo de
ranqueamento de Spearman (CONOVER, 1971).

2.3.5-Ensaios Reométricos dos Exopolissacarideos Produzidos por |solados Bacterianos
Oriundos de Nodulos de Guandu

O EPS precipitado foi ressuspenso em agua, a temperatura de 50°C sob agitacéo
constante de 1400 rpm utilizando um termomixer (Thermomixer Compact-Eppendorf). As
amostras foram preparadas em duas concentracdes (5 e 10 mg.mL™). Os ensaios de reologia
foram realizados eu um redmetro, HAAKE, Rheostress 1600. As andlises de tensdo em rampa
foram realizadas utilizando acessorio de placa paralela, modelo PP35Ti, sendo determinada a
viscosidade aparente e a taxa de cisalhamento As andlises foram realizadas a temperatura
ambiente de 25°C controladas por banho termostatizado, modelo HAAKE

2.3.6-Avaliacdo da Producdo de Enzimas Amiloliticas por Bactérias | soladas de Raizes
de Guandu

Foram selecionados 37 isolados para a avaliacdo da capacidade de produzir enzimas
amiloliticas, utilizando amido de milho (Vetec Quimica Fina LTDA) como fonte de amido.
Os isolados foram crescidos em meio YEM liquido por 3 dias para os isolados de crescimento
rapido, 5 dias para os isolados de crescimento intermediario e 7 dias para os isolados de
crescimento lento. Paralelamente foi preparado meio YMA com 1% de amido substituindo o
manitol como fonte de carbono e sem a adi¢do de azul de bromotimol como indicador de pH.

As bactérias foram inoculadas em placas de Petri com 0 meio de cultura suplementado
com amido. Foram inoculados 10 pL de suspensdo bacteriana em trés pontos equidistantes da
placa de Petri. As bactérias foram incubadas em BOD a 28° pelo tempo de crescimento
adicionado de trés dias para a estabilizagdo da difusdo das amilases no meio de cultura ao
redor das colbnias. A atividade amiloliticafoi detectada através da adicdo de 10 mL de tintura
de iodo (2%) a cada placa. A atividade hidrolitica foi detectada pelo halo de solubilizacdo ao
redor das colOnias, uma vez que o iodo cora apenas 0 amido e ndo os oligdbmeros resultantes
da sua digestéo.

Foi calculado o indice enzimatico (IE) através da razdo do diametro do halo de
solubilizac&o pelo halo da colénia. Os experimentos foram conduzidos em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os resultados foram avaliados
através do software Sisvar (Universidade Federal de Lavras). Foi redizada a andlise de
variancia e o teste de comparacdo de médias utilizado foi o Skot-Knot ao nivel de
significancia de 5%.
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2.4-RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1-Avaliacdo do Crescimento e da Producdo de PHB por Estirpes de Rizobio em
MeioYM eMeio RDM.

A avaliacdo do crescimento bacteriano nos meios de cultura YM e RDM néo
apresentou diferenca significativa entre os meios de cultura para uma mesma estirpe na pelo
teste F (Tabela 28).

A composicdo do meio de cultura pode representar um importante fator na
determinacdo da producdo de EPS por estirpes de rizébio (CASTELLANE e LEMOS, 2007).
A producéo de PHB pode ser influenciada por diferentes componentes do meio de cultura,
como por exemplo, a fonte de carbono e de nitrogénio (MERCAN, et a., 2002,. Porém, assim
como observado para a producdo de EPS o meio de cultura RDM néo apresentou diferencas
significativas paraa produgdo de PHB (Tabela 28).

Tabela 28. Concentracdo de células em meio de cultura liquido na primeira contagem* e na
segunda contagem** para estirpes de rizébio cultivadas em meio de cultura YM e

RDM.
YM RDM YM RDM
Espécie Estirpe 1° Contagem 2° Contagem
(ufemL™) (ufemL™)

- BR 2003 [3,02x10° 3,96x10° [2,2x10° 3,9x10°
B. japonicum BR9 [42x10* 56x10" [2,1x10° 3,3x10°
BR 3267 [1,2x10° 3,2x10° [2,7x10" 5,0x10’
BR520 [1x10* 4,3x10° [5,2x10° 1x10°
BR322 [23x10° 3,6x10° [2,0x10° 2,1x10°

B. elkanii BR29 [1,8x10° 1,7x10° [1,0x10° 5,6x10°
*Dois dias para Rhizobium e quarto dias para Bradyr hizobium.
** Trés dias para Rhizobium e seis dias para Bradyrhizobium.

R. tropici

2.4.2-Avaliacdo da Producdo de EPS por Rizobios de Crescimento Répido e
Intermediario em, Meio YM.

Os rizobios de crescimento rapido e intermediario apresentaram algumas diferencas
com relacdo a capacidade de produzir exopolissacarideos. A tabela 29 apresenta os dados
referentes a producdo de EPS e de biomassa bacteriana. As estirpes padréo de R. gallicum e
de R. tropici produziram maior quantidade de EPS do que as demais estirpes testadas. R.
gallicum e R. tropici estirpes produziram um mais 17 e 22 vezes 0 amassa de células em
exopolissacarideos (Tabela 29). A producdo de EPS por isolados de rizébio utilizados para a
producdo de inoculantes pode variar de acordo com as caracteristicas fenotipicas e genéticas
de cada isolado. A producéo de EPS pode ser elevada para isolados de rizébio utilizados em
inoculantes para indigéfera na Africa (KUMARI et al., 2009), porém pode ser reduzida para
0s rizébios recomendados para outras espécies. A producdo de EPS por estirpes de Rhizobium
spp. variou muito no presente estudo, atingindo a produtividade entre 144 e 2297% (Tabela
29). Esta variacdo mostra a variabilidade genética de estirpes de rizébio pertencentes ao
mesmo género e também ja foi encontrada em estirpes do género Xanthomonas (ANTUNES
et a., 2003) e Sphingomonas (BERWANGER et al., 2007).

Além da variabilidade na producdo de EPS por estirpes do mesmo género, os EPS

106



dessas bactérias podem apresentar caracteristicas muito distintas, o que pode resultar em
aplicacBes industriais completamente diferentes para esses EPS, como ja foi demonstrado
para a goma xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Para a producdo de xantana, inclusive
ha a recomendacdo de estirpes de Xanthomonas de acordo com a aplicacdo do EPS, ou sgja,
conforme as caracteristicas dos EPS produzidos por diferentes estirpes de Xanthomonas
variam, estes isolados bacterianos sdo recomendados para a producdo de EPS para
determinada aplicacdo industrial (GARCIA-OCHOA et al., 2000), refletindo aimportancia da
variabilidade genética dos isolados e da plasticidade fenotipica de isolados geneticamente
muito semelhantes na determinacdo da aplicabilidade industrial dos EPS.

E possivel ainda observar que as estirpes de R. tropici, BR 322 e BR 520, ambas
recomendadas para a producdo de inoculantes para o feljoeiro comum no Brasl, e
geneticamente muito proximas, apresentaram produtividade e capacidade de crescimento
diferenciados no presente estudo. Estas estirpes apresentam ainda a resisténcia a antibi6ticos
diferenciada, podendo ser diferenciadas a partir da resisténcia a 60 mg.L'* de canaminicina
(BR 322) ou a 100mg.L™* de cloranfenicol (BR 520) (SOUZA et a., 2003). A producéo
diferenciada de exopolisacarideos é pode representar demonstracéo das respostas fenotipicas
diferenciadas dessas bactérias quando crescidas em meio de cultura. A descricdo de um
marcador molecular baseado em genes gque codificam enzimas para o processo de biossintese
de EPS para isolados proximos de Rhizobium leguminosarum (JANCZAREK et al., 2009),
também corrobora a capacidade de isolados proximos em produzir diferentes quantidades (ou
composicoes) de EPS.

Tabela 29. Producéo biomassa bacteriana, e de EPS por 14 estirpes de rizobio crescidas em
meio YEM liquido

Espécie Estirpe Producéo E;&rgr?i Produtividade*
o/L %
R etli BR10026 1,86 b** 0,47 399
R. gallicum BR528 536 a 0,23 2297
R. giardini BR529 153b 0,75 204
R. leguminosarum bv. trifolii BR 7606 051b 1,17 a4
R. leguminosarum bv. phaseoli  BR10052 160b 0,30 533
R. tropici BR322 113a 0,30 1709
R. tropici BR520 1,89b 0,43 436
R. tropici Il A BR10016 1,63b 0,53 306
S. fredii BR112 2,02b 1,23 164
S meliloti BR7411 141b 0,97 146
S terangae BR527 0,78 b 0,80 98
M. ciceri BR521 2,39b 0,20 1195
M. loti BR7801 225b 0,33 673
M. tianshanense BR523 313b 0,20 1565

* Produtividade=Producao.Biomassa bacteriana™
** Médias seguidas pelamesma letrando diferem estatisticamente pelo teste Skot-Knot ao nivel de 5%
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2.4.3-Avaliacdo da Producédo de PHB por Isolados de Rizobio de Guandu Através de
Cromatogr afia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Na otimizacdo do método, foi padronizado a utilizagc&o do leitor de absorbancia em
UV, uma vez que o leitor das amostras em indice de refracéo ndo apresentava picos para as
amostras do PHB digerido, nem mesmo para as concentrages mais elevadas apresentando
apenas a linha de base no cromatograma. O leitor UV proporcionou muito boa resolucéo dos
cromatogramas e um pico muito caracteristico do acido crotdnico no tempo de retencéo de
aproximadamente 36,2 minutos (Figuras 27 e 28). Um pico de menor intensidade pode ser
observado eluindo aos 33 minutos. Este pequeno pico também fora observado pelos
descritores da técnica, logo antes do pico do resultado de digestdo do PHB, ndo influenciando
na qualidade do resultado ou na determinacéo da concentracdo do PHB (KARR et al., 1983).
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Figura 27. Cromatograma de uma amostra de 5 mg de PHB digerido em 1 mL de &cido
sulfurico concentrado a 95°C por 60 minutos. Coluna Aminex HPX87H (Biorad);
Fase movel, H2SO4 0,004 M, fluxo 0,5 mL por minuto (isocratico), volume de

injecao, 50 L.

De posse dos valores das areas dos picos dos cromatogramas gerados a partir das
corridas das amostras contendo os padrdes digeridos, foi construida uma curva de calibracéo,
em fungdo da area e da concentracéo de PHB digerido. Esta curvafoi repetida a cada corrida e
a concentragdo de PHB foi medida através da substituicdo da &rea do pico da amostra na
curva linear dada através da regressdo entre os fatores concentracdo de PHB e area do pico
(Figura 29).
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Figura 28. Cromatograma da producéo de PHB pelos isolados 71.3b, 8.1c e 24.6b Digestéo
do precipitado em 1 mL de &cido sulfdrico concentrado a 95°C por 60 minutos.
Coluna Aminex HPX87H (Biorad); Fase mével, H2SO4 0,004 M, fluxo 0,5 mL.min-
1(isocrético), volume de injegdo de 50 L.
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Figura 29. Exemplo de uma curva padréo comparando através da analise de regresséo a
concentracdo de PHB digerido e a &ea do pico que €luiu em 36 minutos nos
cromatogramas.

Os cromatogramas gerados apés a corrida das amostras bacterianas digeridas
diretamente no acido sulfdrico, sem o tratamento com cloroférmio, também apresentaram
uma resolucdo muito boa, o que permitiu a anaise fidedigna da concentracdo de RHB no
interior das células. Diversos outros picos puderam ser observados em outros tempos de
retencdo, além do pico do acido crotdnico com 36 minutos de retencdo, como na digestdo ndo
ha fracionamento ou purificagdo do PHB celular, outros compostos celulares que interagem
com a coluna e eluem em tempos de retencdo diferentes podem estar presentes. Diversos
compostos arométicos ou polissacarideos celulares absorvem aluz UV entre os comprimentos
de onda de 200 e 260 nm (SLEPCKLY e LAW, 1960), sendo detectados pela técnica
empregada.

A avaiagdo da producdo de PHB intracelular através de técnicas laboratoriais a partir
da digestéo com é&cido sulfarico foi proposta por SLEPECKY e LAW (1960), modificada por
POINDEXTER e ELEY (1983). Essa determinacéo € realizada através de espectrofotometria
com o comprimento de onda de 235 nm. Esse € um procedimento de baixo custo e exequivel
em diversos laboratérios de microbiologia béasica, pois ndo utiliza equipamentos e insumos de
elevado custo. Por este motivo esta técnica tem sido bastante utilizada em estudos recentes
(MERCAN et a., 2002 e 2005; ARORA al., 2006; RAMADAS et d.; 2009).

A proposicdo de métodos cromatogréficos para a quantificacdo do PHB produzido por
bactérias foi feita ainda na década de 1970 utilizando crometografia gasosa (BRAUNEGG et
a., 1978) e na década de 1980 utilizando CLAE (KARR et a., 1983). Os métodos
cromatograficos permitem uma separagdo dos compostos celulares digeridos, o que resulta na
eluicdo de cada composto em diferentes tempos resultante da adsor¢do ou migracdo em
diferentes tempos (dependendo da interacdo de cada composto com a coluna utilizada)
resultando em tempos de retencéo distintos. Este fato possibilita determinar a concentragéo de
substancias através da comparacdo de cromatogramas gerados a partir de eluicdo de
compostos de interesse com concentragdes conhecidas. Dessa forma, outros compostos

110



celulares que podem ser detectados no mesmo comprimento de onda que o PHB digerido €
detectado, ndo interferem na deteccdo do PHB reduzindo o erro experimental da técnica. A
interacéo diferenciada dos compostos celulares com a coluna, resultando em tempos de
retencdo distintos de todos os compostos digeridos, possibilita a determinagdo da
concentracéo de PHB em culturas celulares sem a necessidade de sucessivas purificagoes
como ocorre no método de determinacdo espectrofotométrica, baseado na insolubilidade do
PHB em é&gua e solubilidade em cloroformio.

Outra vantagem das técnicas cromatogréficas para a determinagdo da concentracdo de
PHB é o tempo gasto e o trabalho realizado. O método de determinagdo por
espectrofotometria além de ser mais impreciso tem muitas etapas, 0 que torna o método
laborioso além de gastar muito tempo para purificacéo, solubilizacdo do PHB em cloroférmio
e para posterior digestdo, aumentando também a possibilidade de erros decorrentes da
constante manipulagcdo das amostras, geramente em grande nimero.

Um estudo conduzido no inicio da década de 1990 avaliou a producdo de PHB por
culturas da cianobactéria Spirullina spp. através de CLAE, cromatografia gasosa e
determinacdo espectrof otométrica com leitura nafaixa do UV, em dois comprimentos de onda
(VINCENZINI et al., 1990). Os resultados permitiram afirmar que os méodos de
espectrofotometria apresentavam baixa reprodutibilidade e muita variacdo entre as amostras
apos o tratamento de digestéo sulfarica. Por outro lado ambos os métodos cromatograficos
apresentaram menor variagdo entre as amostras do mesmo tratamento e reprodutibilidade
entre corridas distintas, apds digestdo sulfurica das células das algas crescidas em diferentes
condigdes de cultivo (VINCENZINI et al., 1990). Os resultados apresentados no presente
estudo corroboram estes resultados enfatizando ainda a grande influéncia das impurezas do
meio na determinacdo da concentragdo do PHB, podendo resultar em conclusdes equivocadas
a partir do resultado do trabalho.

Dentre os métodos cromatogréficos propostos 0 mais adotado na literatura cientifica é
a cromatografia gasosa, porém os resultados do presente estudos demonstraram que a técnica
da CLAE é bastante apropriada a este tipo de andlise. Além de ter apresentado, uma elevada
correlacdo entre a concentracdo de PHB digerido e a &rea do pico que eluiu em 36 minutos na
andlise de regressio linear simples (R?=0,994) (Figura 30). A reprodutibilidade do método
também é muito alta, uma vez gue houve pouca variacdo entre a determinacdo de mesmas
concentragdes de PHB a partir de digestdes e corridas distintas.

Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os resultados obtidos pelos
autores da técnica (KARR et al., 1983), é possivel observar algumas diferencas entre os
cromatogramas obtidos, principalmente com relagdo ao tempo de retencdo dos picos
observados (Figura 30) Essas diferencas podem ser decorrentes de condigdes experimentais
distintas, resultante de adaptacdes do método. A Tabela 29 sumariza as condicdes empregadas
no presente estudo e no trabalho de KARR et al. (1983). As diferencas da concentragdo da
fase mével podem ter sido o fator que influenciou mais diretamente para um tempo de
retencdo maior das amostras do PHB digerido no presente estudo, uma vez que alteracdo da
polaridade da fase movel pode alterar a interacdo entre esta e 0os compostos que estdo em
eluicdo, resultando em ateracbes no tempo de retengéo (CIOLA, 1998).
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Figura 30. Esguema comparativo dos cromatogramas de digestdo de PHB ingestdo no
sistema UV-CLAE com deteccdo em 210 nm obtidos por Karr et a. (1983) (linha
preta) e pelo presente estudo (linha cinza).

Tabela 30. Comparacdo das condigdes utilizadas nas corridas das amostras injetadas no UV-
CLAE no trabalho dos autores da técnica para a deteccdo do produto de digestédo do
PHB, (KARR et a., 1983) e no presente estudo.

Parametro
Estudo _
Coluna Fase movel Fluxo Volumeinjetado
1* HPX87H H,SO,0,028M 0,7 mL.min~ de 10 a50uL
2% * HPX87H H,S0O,0,004M 0,5mL.min* 50uL
*KARR et a. (1983)
** Presente estudo

A producdo de PHB pelos isolados de nédulos de guandu e por rizobios
recomendados, apresentou elevada variabilidade, uma vez que os isolados produziram
guantidades que variaram desde quantidades ndo detectaveis pelo detector de leitura UV
(cromatogramas onde o leitor UV ndo detectou picos que apresentaram tempo de retencéo
compativel com o pico resultante da deteccdo da amostra que eluiu com 36 minutos) até
isolados que apresentaram a producéo de mais de 36 mg de PHB por litro de meio de cultura
(Tabela 31). O isolado que apresentou maior producéo de PHB foi o isolado 24.6b com uma
quantidade de 36,55 mg por litro de meio de cultura. O isolado 24.6a também apresentou
elevada producéo de PHB com um total de 18,9 mg por litro de meio de cultura. O isolado
8.1c apresentou a producdo de PHB similar a quantidade produzida pelo isolado 24.6a,
atingindo a média de 18,25 mg por litro de meio (Tabela 31). Dos 37 isolados avaliados,
guinze produziram menos de 1 mg de PHB por litro de meio de cultura (Tabela 31), e a
maioria destes isolados apresentam como caracteristica cultural, a el evada producéo de muco,
0 que segundo a literatura pode representar uma disputa de carbono no metabolismo celular, o
gue resulta em menor direcionamento de esqueletos de carbono para a producéo de PHB
(MADISON e HUISSMAN, 1999).
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A produtividade de PHB avaliada em funcéo da biomassa bacteriana demonstrou que
alguns isolados apresentaram grande percentual da biomassa (matéria seca de células)
representado por PHB intracelular com destaque para os isolados 24.6b e 8,1c onde 48 e 38%,
respectivamente, da biomassa seca celular é representada pelo PHB. O isolado 24.6b néo
apresenta elevada producdo de EPS, o que resulta em direcionamento dos esqueletos de
carbono para a sintese do materia de reserva bacteriano e ndo para a exsudagdo de
exopolissacarideos no meio de cultura. Diferentemente desta caracteristica cultural, o isolado
8.1c é um isolado capaz de produzir grandes quantidades de EPS, conforme pode ser
observado na tabela 30. Conforme comentado no capitulo 1, o manitol utilizado no meio de
cultura para o isolamerto de bactérias de nddulos pode influenciar na diversidade de rizobios
a ser isolados dos nédulos de diversas hospedeiras. Esta fonte de carbono pode influenciar
também a capacidade de bactérias isoladas a partir de manitol a produzir o PHB. Uma
avaliacdo dentre os isolados utilizando outras fontes de carbono pode resultar em producéo de
maior quantidade de PHB por estirpes de rizébio, conforme demonstrado por Mercan et al.
(2002) que alteraram as fontes de carbono e nitrogénio do meio de cultura de uma estirpe
rizobiana que apresentou produtividade de 9% crescida em meio contendo manitol,
alcancando a produtividade de até 56% quando utilizada glicina, como fonte de carbono e
nitrogénio.

As estirpes de rizobio recomendados para a producéo de inoculantes ndo foram
capazes de atingir elevadas produtividades de PHB. A elevada eficiéncia destes isolados em
campo certamente estdo relacionadas a outros fatores, porém o desenvolvimento de
estratégias para a producdo de PHB por estes isolados pode representar um aumento na
eficiéncia destas bactérias a campo, aumentando a sobrevivéncia das bactérias inoculadas em
sementes ou hos solos, ou mesmo a sobrevivéncia destas estirpes em formulagGes de
inoculantes.

As células incubadas em veiculos de inoculantes turfosos e liquidos apresentaram
diversas alteracOes celulares para se adaptar a condicdes adversas resultante de diferencas na
composi¢do meio de cultura onde as células se proliferaram para as condic¢des do veiculo com
menores disponibilidades de nutrientes e de fontes de carbono (HUNGRIA et al., 2005a).
Dentre essas alteracOes ocorre 0 aparecimento de granulos de PHB visiveis (FENG et d,
2000). O aparecimento de PHB nas células incubadas em veicul os de inoculantes sugere que a
indisponibilidade de nutrientes resulta nessa alteragéo no metabolismo celular.

As estirpes de Bradyrhizobium avaliadas, bem como os isolados de crescimento lento
30.6a2; 18.5a2 e 9.5a, produziram grande quantidade de PHB apés seis dias de agitacdo
constante em melo YM, porém as concentrages celulares dessas bactérias foram muito
elevadas, 0 que resultou em produtividades menores do que agquel as al cangadas pel os isolados
de crescimento rapido 24.6a; 24.6b e 8.1c (Tabela 31). As estirpes de Bradyrhizobium
avaliadas sdo recomendas para a producdo de inoculante\para soja no Brasil hd mais de 30
anos, dessa forma, apresentam elevada competitividade e estabilidade genética (HUNGRIA et
al. 2005b). A persisténcia das células rizobianas nos solos e sua elevada competitividade
podem apresentar diferencas na estratégia, resultantes nas diferencas na capacidade dessas
células em produzir PHB, conforme demonstrado para as estirpes de Bradyrhizobium mesmo
em condi¢des de cultivo em meio YEM. Ouitras estratégias podem ser adotadas por isolados
de crescimento rapido como estirpes do género Rhizobium.

113



Tabela 31. Producéo e produtividade de PHB por isolados de rizébio crescidos em meio de
cultura YM utilizando manitol como fonte de carbono. Vaores sdo médias de trés
repeticoes.

[ 0,
|solado Bacteriano 1B Biomassa EPS 9% PHB  EPS

Produco (mg,L ™) Produtividade (%)

24.6h 36,6 76 33 48 43
30.6a2 28,4 188 83 15 44
9.5a 28,0 209 101 13 48
29.5h 26,0 229 0 11 39
24.6a 18,9 65 A 29 52
8.1c 18,3 48 125 33 260
24.4h 147 70 85 21 121
34.6 10,1 102 156 10 153
54.6h 98 120 130 8 108
56.4h 91 105 73 9 70
71.3b 72 92 223 8 242
54.3 6,8 80 120 9 150
11.3a 6,2 92 244 7 265
36 6,1 97 198 6 204
65.4h 46 9 133 5 134
18.5a2 45 201 121 2 60
32.2a 36 110 135 3 123
24.6a 35 77 122 5 158
32.4a 30 65 168 5 259
46.4 22 193 9 1 51
54.1a 19 130 56 1 43
24.4a 17 70 75 2 107
22.1b 16 51 81 3 159
16.2 13 89 156 2 175
21.1b 12 27 78 5 289
34.2a 09 101 78 1 77
14.3 0,7 98 89 1 91
3.1b 04 17 25 3 147
151 03 100 225 0 225
16 0.2 100 203 0 203
57.4 01 62 100 0 161
14.4 01 60 100 0 167
215 not* 43 113 nd 263
11.1b nd 105 120 nd 114
47.6 nd 32 56 nd 175
59.6 nd 85 101 nd 119
7.1 nd 103 222 nd 216
BR29 40,9 199 100 21 50
BR9%6 38,5 210 105 18 50
BR7606 0,2 89 138 0 155
BR3267 01 56 156 0 279
BR520 01 102 229 0 225
BR527 06 98 155 1 158

Coeficiente de Correagdo de Spearman -0,89 -0,83

*nd=ndo determinado

114



Com relacdo a producdo de EPS, cinco isolados bacterianos de nédulos de guandu
foram capazes de produzir quantidades superiores a 200 mg de EPS por litro de meio de
cultura, representando um percentual de 13% das bactérias estudadas (Figura 31). Neste
grupo, podem ser destacados os isolados 15.1; 71.3c e 7.1 que apresentaram producéo de 225;
223 e 222 mg de EPS por litro de meio de cultura. Um grupo maior apresentou produgdo
intermedi&ria e EPS, entre 100 e 200 mg de EPS por litro, este grupo contém 18 isolados
(47%) (Figura 31), neste grupo encontra-se o isolado 8.1c, que apresenta elevadas a producéo
e produtividade de PHB. Um conjunto de 15 isolados (40%) n&o foi capaz de produzir mais
do que 100 mg de EPS por litro de meio de cultura (Figura 31), neste conjunto estdo incluidos
os isolados 24.6a e 24.6b, que também se destacaram com relagdo a produtividade de PHB.

18:47%

Bprodugio=200mg 200 mg=prod=100 mg ™ 100 mg>prod

Figura 31. Agrupamento dos isolados em funcéo da producéo de EPS em meio de cultura
YEM.

Avdiando a produtividade de EPS, o isolado 21.1b destacou se, atingindo a
produtividade de 289% (Tabela 31). A produtividade atingida pelo isolado 8.1c, que também
apresentou grande produtividade de PHB também foi bastante elevado, atingido 260%.

A producdo de EPS por bactérias isoladas de solos pode apresentar alta variabilidade
uma vez que estes isolados apresentam diferencas nas caracteristicas metabdlicas. Resultados
similares foram encontrados ao avaliar a producéo de exopilissacarideos por rizobios isolados
de indig6fera na Africa, Kumari et al. (2009) verificaram que a producgo de EPS variou muito
entre cinco isolados testados utilizando-se 0 manitol como fonte de carbono. Avaliando
bactérias que apresentam caracteristicas culturais distintas, € possivel verificar grande
variabilidade na producdo de EPS por diversas bactérias rizosféricas de diversos géneros
como Peanibacillus, Pseudomonas, Azotobacter dentre outras (HEBBAR et al., 1992). Ao
avaliar a capacidade de bactérias isoladas da rizosfera do mandacaru (Cereus jamacaru) em
solos da caatinga, em produzir EPS, Kavamura et al. (2009) também encontraram grande
variabilidade na capacidade de producdo destes polimeros entre os diversos grupos culturais
encontrados.

Dentre os cinco isolados que apresentaram maior producéo de EPS, apenas os isolados
11.3a e 7.1 se enquadraram no mesmo grupo cultura (grupo 34; tabela 10) os isolados 71.3b;
15.1 e 1.6 pertencem aos grupos 38, 31 e 2 respectivamente. O grupo 34 € o grupo onde se
enguadrou a estirpe BR 520 no dendrograma de similaridade de bactérias de metabolismo
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acido. Este grupo apresentou grande producdo de muco em cultivo em placas de Petri com
meio YMA, 0 que sugere a capacidade de outros isolados em produzir estes EPS em meio
liquido. Porém outros isolados do grupo 34 avaliados com relagéo a producéo de EPS em
meio liquido ndo apresentaram a capacidade de produzir estes EPS, sugerindo elevada
variabilidade genética e cultural destes isolados. Isolados com caracteristicas fenotipicas
semelhantes que apresentam caracteristicas culturais similares também podem variar de
acordo com a quantidade de EPS produzido, além de apresentar perfis protéicos muito
distintos nas mesmas condi¢cdes de cultivo, avaliados através de estudos de protedmica
(OLIVEIRA et a., 2009a). Os coeficientes de correlagdo de Spearman entre a biomassa
celular e a producdo de PHB ou EPS negativos indicam que a producdo ds polimeros é
inversamente proporcional a taxa de crescimento bacteriano, 0 que sugere uma regulacéo
entre 0 metabolismo bacteriano em detrimento ao catabolismo, onde as células em
determinado ponto de sua curva de crescimento ndo investem esqueletos de carbono para o
crescimento, em detrimento da atividade metabdlica das cél ulas.

A producdo de ambos os polimeros pelas mesmas células, necessita de uma regulagem
bioguimica das bactérias, uma vez que ambas as vias metabdlicas sdo grande drenos dos
esqueletos de carbono. A via metabdlica de sintese de PHB contém uma importante
interseccdo o ciclo do &cido citrico (TCA) uma vez que a enzima acetil-CoA tiolase utiliza
como substrato a acetil-CoA (KARR et al., 1984; TRAINER e CHARLES, 2006). Karr et al.
(1984) demonstraram que a atividade da cetotiolase e da PHB sintase sdo negativamente
correlacionados com a atividade de enzimas do ciclo do TCA, como a aceto-succinil-CoA
transferase e piruvato desidrogenase em bacterdides Bradyrhizobium japonicum isolados de
nddulos de soja. Mutantes de R. eutropha, que exibem a atividade de isocitrato desidrogenase
reduzida, o acimulo de PHB ocorre mais eficientemente do que na isolinea selvagem (LEE e
PARK, 1996).

Outro fator envolvido na sintese de PHB é a concentracdo da acetil-CoA, através do
mecanismo de regulacdo da concentracdo do substrato da enzima (3-cetotiolase (HAYWOOD,
et al., 1988), uma vez que a afinidade da [3cetotiolase para este substrato € muito baixa
(Km=0,5 mM), se comparado com a afinidade da enzima citrato Sintase para este substrato
(Km =0,07mM) em Methylobacterium rhodesianum (MOTHES et al., 1997). Além de haver a
competicdo entre as enzimas [3-cetotiolase e citrato sintase pelo substrato, a inibicdo pelo
produto CoA ocorre em menores concentraces para a citrato sintase e em maiores para a 3
cetotiolase (MOTHES et al., 1997). Além da concentracdo do produto, a reagéo catalizada
pela enzima [ cetotiolase € NAD(P)H dependente, dessa forma as concentragdes celulares de
NAD(P) e NAD(P)H influenciam na velocidade desta reagcdo. ConcentracOes mais elevadas
de NAD(P)H inibem em maiores concentracOes para a [3-cetotiolase do que para a citrato
sinthase (MOTHES et al., 1997) e para a isocitrato desidrogenase (KESSLER e WITHOLT,
2001) e a citrato sintase, favorecendo a via metabdlica de sintese o PHB em detrimento ao
metabolismo do ciclo do TCA.

Avaliando a capacidade de produzir EPS, uma interseccdo teorica foi proposta por
Pirog et al. (2003) para bactérias do género Acinetobacter onde o piruvato oriundo da
glicdlise e aacetil-CoA sdo drenados pela sintese do monémero de um Unico EPS sintetizado
por bactérias deste género. Além da possivel interacdo entre essas vias metabdlicas, a
demanda de carbono pela sintese de EPS provavel mente resulta em uma regulacdo metabdlica
entre as vias biossintéticas dos EPS e as demais vias metabdlicas primarias e secundarias das
células (SKORUPSKA et al., 2006). Dessa forma como a producdo de EPS e PHB demandam
grande quantidade de carbono bacteriano, e no caso do PHB ha uma interseccdo como ciclo
do TCA, o metabolismo bacteriano para a producdo destes dois polimeros, sdo raras as
estirpes que apresentam em um mesmo estado fisioldgico a producéo elevada dos dois
polimeros (TAVERNIER et a., 1997; QUAGLIANO e MIYAZAKI, 1999).
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Quagliano e Miyazaki (1999) avaliaram a producéo de EPS e PHB por estirpes de
Azotobacter spp. em relagdo a condigdes de cultivo como temperatura, e as fontes de de
carbono utilizadas, direcionaram a producdo de um polimero ou outro. Tavernier et al. (1997)
avaliaram a producdo de EPS e PHB por duas estirpes de Rhizobium, verificando que uma
delas apresentava a producéo de elevadas quantidades de ambos os polimeros independe da
concentragdo dos componentes do meio de cultura, 0 que ndo ocorrera com a outra estirpe
avaliada. Dentre os isolados capazes de sintetizar as maiores quantidades de EPS, o isolado
71.3b; foi 0 que apresentou maiores quantidades de PHB atingindo concentracéo de apenas
7,2 mg.L, com a produtividade de PHB de 8% (Tabela 31) O isolado 11.3a apresentou a
capacidade de produzir 6,2 PHB por litro e produtividade de 7% (Tabela 31). Os outros trés
isolados que produziram mais de 200 mg de EPS por litro de meio de cultura, produziram
menos de 1mg de PHB por litro de meio (Tabela 31), o que corrobora a hipétese de haver
uma regulacéo entre as duas vias metabdlicas além das demais vias do metabolismo primario
dacédula

De acordo com a produtividade apresentada para o PHB no meio YM utilizando o
manitol como fonte de carbono, os isolados 24.6a; 24.6b e 8.1c foram avaliados de acordo
com a capacidade de crescer, produzir PHB e EPS em meio de cultura Y M, modificado pela
substituicdo da fonte de carbono os resultados estéo apresentados na Tabela 32. Os trés
isolados avaliados apresentaram menor producdo de biomassa celular, sugerindo o
comprometimento do crescimento utilizando fontes de carbono aternativas ao manitol.

Essa reducdo na massa celular provavelmente colaborou para a diminuicdo da
concentragéo de PHB e EPS totais. Porém a produtividade de PHB foi elevada na maioria das
fontes de carbono utilizadas, com destague para 0 amido e a xilose para o isolado 24.6b, que
atingiu produtividades de 69 e 54% respectivamente e para 0 amido e a frutose para o isolado
8.1c que atingiu produtividades de 49 e 53% respectivamente (Tabela 32). O isolado 8.1c
apresentou também uma elevada produtividade de EPS quando cultivado em meio de cultura
suplementado com xilose, atingindo mais de 13 vezes a biomassa seca. Avaliando a producéo
e a produtividade relativas, ou seja, 0 percentua de incremento ou de reducdo em relagcdo ao
mesmo parametro avaliando o crescimento dos isolados em meio de cultura YEM com o
manitol como fonte de carbono, foi possivel observar que para os trés isolados avaliados a
producdo de PHB foi inferior do que a producdo do mesmo polimero com as bactérias
crescidas em meios de cultura contendo as diferentes fontes de carbono (Tabela 32).

Um parametro interessante para avaliar a produtividade de PHB e EPS das bactérias
cultivadas em meio de cultura é a relacdo entre a produtividade entre os meios de cultura
padréo e os meios de cultura modificados, aqui denominado “produtividade relativa’. Ao
avaliar a produtividade relativa, o isolado 24.6b apresentou produtividade 38% maior quando
o amido foi utilizado como forte de carbono. O isolado 24.6a também apresentou um
incremento de 50% com relacdo ao mesmo pardmetro quando cultivado em meio que também
continha o amido como Unica fonte de carbono. O isolado 8.1c apresentou aumento na
produtividade de PHB quando crescido em meio suplementado com quatro das cinco fontes
de carbono testadas. Apenas quando cultivado utilizando a glicose como fonte de carbono este
isolado apresentou decréscimo na produtividade relativa (Tabela 32). Para este isolado, as
fontes de carbono que proporcionaram maiores produtividades relativas foram a frutose
seguida do amido, com incrementos de 231 e 206% respectivamente (Tabela 32).
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Tabela 32. Producéo de PHB e EPS e biomassa seca e produtividade de EPS e PHB pelos isolados 8.1c; 24.6a e 24.6b cultivadas em meio YEM
contendo diferentes fontes de carbono.

|solado Fontede PHB Biomassa EPS PHB EPS PHB Biomassa EPS PHB EPS
carbono Producdo (mg.L™) Produtividade (%) Producéo relativa (%)* Produtividade relativa(%)*
24.6b Frutose 13,53 32 49 42 153 -63 -5€ 17 -1€ 164
Glicose 2,86 30 19 10 63 -92 -5¢ -55 -8C 9
Sacarose 8,09 17 15 48 88 -78 -77 -64 -4 52
Xilose 10,8 20 23 54 115 -71 -73 -45 8 98
Amido 8,29 12 7 69 58 =77 -84 -83 38 0
Manitol 36,69 73 42 50 58 - - - - -
8.1c Frutose 8,95 17 44 53 259 -39 -82 -83 231 -8
Glicose 3,22 44 33 7 75 -78 -52 -87 -56 -73
Sacarose 5,64 19 39 30 205 -61 -79 -85 88 -28
Xilose 4,08 10 134 41 1340 -72 -89 -48 156 373
Amido 6,91 14 35 49 250 -53 -85 -87 206 -12
Manitol 14,61 92 260 16 283 - - - - -
24.6a Frutose 0,64 3 2 21 67 -90 -91 -90 17 14
Glicose 1,05 5 5 21 100 -83 -85 -75 17 69
Sacarose 1,68 12 23 14 192 -73 -65 15 -22 225
Xilose 0,52 14 11 4 79 -92 -59 -45 -78 34
Amido 2,73 10 6 27 60 -56 -71 -70 50 2
Manitol 6,2 34 20 18 59 - - - - -

* Percentual de incremento de producdo ou produtividade em relacdo ao mesmo parametro avaliado utilizando o manitol como font e de carbono
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A produtividade de PHB por estirpes de rizébio ‘in vitro” depende das condicGes
culturais. A alteracéo das fontes de carbono e/ou nitrogénio pode incrementar a produtividade
de PHB em isolados de rizobio de aproximadamente 10% para produtividades acima de 70%
da matéria seca bacteriana (MERCAN et al., 2002). Outros isolados bacterianos, como por
exemplo, bactérias da espécie R. eutropha sdo capazes de ter produtividades de PHB
superiores a 90% da biomassa seca celular (KOLLER et al., 2007).

Diversos estudos tém demonstrado o papel do PHB na protecdo de células em
deficiéncia de nutrientes, como sais e carbono (POVOLO e CASELLA, 2004; HELM, et 4.,
2008; RATCLIFF et a., 2008). A mudanca da fonte de carbono do meio de cultura pode ter
representado uma condicéo limitante ao desenvolvimento e reproducdo bacterianos, o que
pode ter resultado no acimulo de PHB em grandes concentracfes celulares, mesmo em
bactérias que apresentaram baixa biomassa celular no meio de cultura. Porém nado é apenas a
falta de nutrientes que resulta no acumulo de PHB, uma vez que nem em todas as fontes de
carboro onde as bactérias apresentaram baixo crescimento e desenvolvimento as
concentragoes celulares de PHB foram elevadas, indicando haver afinidade entre as estirpes e
determinadas fontes de carbono. Estas informagdes sdo importantes para a elaboracdo de
meios de cultura e condicdes de cultivo para a producéo de PHB em larga escala.

A elevada produtividade de PHB em condic¢fes de cultivo das células em agumas
fontes de carbono séo ainda mais interessantes do ponto de vistaindustrial. Os isolados 24.6b
e 8.1c apresentaram elevada capacidade de acumular PHB quando cultivadas utilizando o
amido como fonte de carbono (Tabela 32). O amido pode ser produzido a partir de culturas
com pouco valor comercial, como mandioca, jacatupé, araruta e pupunha. Estas culturas
podem ser fontes de amido de baixo custo e interessantes para a ado¢éo na fabricacdo do PHB
em larga escala. Outras bactérias ja foram testadas com relacéo a capacidade de produzir PHB
quando crescidas em meios de cultura contendo o amido como Unica fonte de carbono e a
produtividade de PHB foi bastante el evada para bactérias como Bacillus sp.(HALAMI, 2008),
Ralstonia eutropha (HAAS et al., 2008) e Azotobacter spp. (MARTINEZ-TOLEDO et al.,
1995; KIM, 2000).

Além do amido, a xilose € uma fonte de carbono de baixo custo para a producéo de
biopolimeros, uma vez que este acUcar € o principal resultante da hidrdlise do bagaco de cana-
de-acUcar, rgeito produzido pela indlstria sucro-alcoleira. Em um estudo avaliando a
capacidade de mais de 3000 isolados bacterianos em produzir PHAS utilizando a xilose como
Unica fonte de nitrogénio, Lopes et al. (2009) identificaram um isolado de Bacillus spp. capaz
de atingir a produtividade superior a 60% de polihidrialcanoatos. Silva et al. (2004) avaliando
a capacidade de um isolado de Burkholderia sacchari e outro de B. cepacia, verificaram
elevada produtividade (em torno de 60%) de PHB isolados, utilizando como fontes de
carbono, a xilose (reagente analitico) ou o bagaco de cana hidrolisado. A capacidade do
isolado 24.6b em produzir atas concentragdes de PHB, em dois substratos de baixo custo,
coloca este isolado como bactéria potencial para a utilizagdo em programas de selecéo de
estirpes bacterianas para a producdo de PHB em escala industrial.

Ainda em relagéo a utilizacdo de xilose como fonte de carbono, vale ressaltar que o
isolado 8.1c também foi capaz de produzir uma quantidade muito elevada de EPS, e a
produtividade de PHB atingiu 41% (Tabela 32), indicando o potencial deste isolado para
programas de selecdo de isolados @ra a co-producdo de EPS e PHB. Outros isolados de
bactérias do solo como Pseudomonas putida e P. aeruginosa também sdo capazes de produzir
EPS utilizando diversas fontes de carbono, porém estes isolados apresentam maior producéo e
produtividade dos EPS quando crescidas em meio contendo Xilose como Unica fonte de
carbono, em detrimento de fontes como a frutose e a glicose dentre outras (CELIK et d.,
2007).

Diversas bactérias testadas para a producdo de PHB também apresentam resisténcia a
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elevadas concentracOes de NaCl. O aumento da concentracdo deste sal em meios de cultura
pode representar uma estratégia para a producdo de PHB por estes isolados, uma vez que
diversas estirpes de rizébio podem produzir maiores concentrages de PHB quando cultivadas
em meio de cultura com maior concentracdo de sais (ARORA, et al., 2006). Além disso, a
producdo de o elevado acumulo de PHB por isolados de rizébio faz destas bactérias
candidatas a aplicacdo industrial necessitando apenas de desenvolvimento de métodos e meios
de cultivo adequados para a producdo de PHB em condicBes de crescimento em meio de
cultura liquido.

Dessa forma aém de haver a necessidade de selecdo constante de germoplasma
bacteriano com a capacidade de produzir grandes quantidades de PHB e exopolisacarideos, a
determinacéo de meios de cultura e condicdes de cultivo de baixo custo sdo necessarios para o
incremento da producdo desses polimeros e sua aplicacdo industrial. As bactérias testadas no
presente estudo, com destaque para os isolados 8.1c e 24.6b, gresentam a capacidade de
produzir os biopolimeros estudados em condi¢bes de cultivo de rotina em laboratérios de
microbiologia bésica, além de utilizar substratos de baixo custo para a producdo. Essas
caracteristicas demonstram o potencial biotecnol 6gico dessas bactérias.

2.4.3-Avaliacdo da Reologia de Solucdes de Exopolissacarideos Produzidos por |solados
Bacterianos Oriundos de Nédulos de Guandu

Todas as solugbes estudadas apresentam comportamento n& newtoniano e
pseudoplastico. Os fluidos ndo newtonianos apresentam a caracteristica de variar a
viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento. Os fluidos pseudoplasticos sdo fluidos néo-
newtonianos onde o aumento da taxa de cisalhamento resulta no decréscimo da viscosidade
(BRETAS e SCURACCHIO, 2003). O comportamento pseudopléstico diminui
acentuadamente quando a concentracé&o da mistura diminui o que era esperado umavez que a
viscosidade diminui com a concentracéo. Este comportamento é caracteristico para solucéo de
polissacarideos (MANO e MENDES, 2006).

Comparando os resultados obtidos na Figura 32 € possivel observar valores diferentes
de viscosidade inicia e que esses valores diminuem com a taxa de cisalhamento minima.
Estudos preliminares realizados com o muco produzido por essas bactérias mostraram gue 0s
materiais apresentavam, visualmente, diferentes elasticidades ao contato com o bastéo de
vidro. Essa observacdo sugere que esses polimeros devem possuir massas moleculares
diferentes e/ou estruturas moleculares distinta.

Apesar de ter sido observada o comportamento pseudoplastico para todas as amostras,
€ possivel verificar que a queda da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento é mais
abrupta para as solucdes de polissacarideos produzidos pelos isolados 53.5 e 30.6a2,
comparando com as solucdes de EPS do isolado 8.1c. A viscosidade decai significativamente
entre zero e 10 s*, para todas as solucdes de exopolissacarideos avaiadas (Figura 34). Estes
isolados apresentam caracteristicas culturais distintas, agrupando-se em diferentes grupos e
subgryoos no agrupamento de acordo com as caracteristicas fenotipicas conforme
demonstrado no capitulo 1.

As caracteristicas quimicas dos EPS de isolados bacterianos relacionados podem
variar de acordo com as caracteristicas bioquimicas especificas de cada bactéria
(SKORUPSKA et a., 2006). EPS com diferentes caracteristicas quimicas podem ter
caracteristicas reoldgicas distintas, conforme proposto anteriormente (SUTHERLAND,
2001). Os isolados avaliados com relacdo a reologia dos EPS pertencem, a grupos
morfoldgicos distintos, sendo assim microrganismos com caracteristicas bioquimicas
distintas, o que pode colaborar para a biossintese de EPS distintos.
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Figura 32. Variagdo da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento de solugdes de EPS
e 10 (superior) mg.L?
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Todas as solugdes de EPS avaliadas nos ensaios de reologia apresentaram alteractes
na viscosidade muito sutis apds a taxa de cisalhamento de 40 s*. Pouca ateracdo na
viscosidade ap6s uma determinada taxa de cisalhamento foi observada, pois com o aumento
da tensdo de cisalhamento aplicada ocorre um rearranjo das cadeias poliméricas, reduzindo a
interacdo entre as macromoléculas, facilitando o fluxo, ou sgja, acentuando o comportamento
viscoso em detrimento do comportamento eléstico (Figura 33) (CHARM, 1962; IBANOGLU,
2002). Por outro lado, a elevada taxas de cisalhamento pode ocorre destruicdo das cadeias
poliméricas, 0 que resultaria também numa diminuicdo acentuada da viscosidade, o que néo
foi verificado em nossos experimentos.

Resultados similares ja foram encontrados para solugdes de outros polimeros naturais,
como amido de milho e de banana (IZIDORO et a., 2007); goma arabica (IBANOGLU,
2002), goma xantana (ANTUNES et a., 2003; ROTTAVA e a., 2007) e blendas
carboximetilcelulose/amido (ROHR et al., 2006; OLIVEIRA et al 2007c).

F |

Viscosidade

>

Taxa de Cisalhamento

Figura 33. Modelo da reorganizacéo das moléculas poliméricas com o aumento da taxa de
cisahamento em fungdo da tensdo de cisahamento imprimida sobre o fluido
polimeérico, conforme proposto por Charm (1962).

Estudos avaliando a reologia de EPS de Xanthomonas demonstraram que isolados que
se agruparam em diferentes grupos de acordo com a andlise da diversidade, utilizando
marcadores moleculares RAPD, também apresentaran EPS com reologias distintas
(ROTTAVA et d., 2007). Estirpes de X. campestris pv. pruni apresentaram producéo de EPS
distintas, porém com as mesmeas caracteristicas reoldgicas (ANTUNES et a., 2003). Em outro
estudo avaliando variacdo da taxa viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento de goma
xantana produzida por diferentes isolados de Xanthomonas anonopodis pv. phaseoli, Mayer et
al. (2008) demonstraram variagdo muito similar da viscosidade em EPS de isolados de
diferentes regibes do Brasil, indicando que mesmo entre bactérias de caracteristicas
fenotipicas distintas, as caracteristicas dos EPS podem ser similares.

Andisando reograma da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento dos trés
isolados (Figura 34) € possivel perceber que o comportamento dos EPS dos isolados 30.6a2 e
do isolado 53.5 sdo muito similares. Ja o EPS do isolado 8.1c apresenta comportamento
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diferenciado, tendo uma viscosidade muito baixa mesmo com tensdes de deformacdo ainda
muito baixa, ocorrendo reducéo conforme ocorre 0 aumento da taxa de cisalhamento,
decorrente do comportamento pseudopl éstico desses fluidos (Figuras 32 e 34).

As caracteristicas reolégicas de soluctes de EPS de rizébio variam de acordo com a
origem do isolado e com a forma de ressuspensdo (KACI et a., 2005). Dessa forma a
ressuspensao dos precipitados em &gua, conforme descrito em diversos trabalhos da literatura
padroniza uma das varidavels gque influenciam na variabilidade de resultados de reologia de
EPS de rizobio, dessa forma a variabilidade encontrada pode ser atribuida apenas a
variabilidade entre os isolados e ndo um artefato de técnica.

Estes resultados indicam que as estruturas dos EPS produzidos pelos isolados 30.6a2 e
53.5 sGo mais similares entre s se comparadas com a estrutura dos EPS produzidos pelo
isolado 8.1c. Mandal et al. (2007) avaliando a composic¢do de EPS de estirpes de rizobio de
mungo verde mostraram que isolados de rizobio muito préximos, com caracteristicas
fenotipicas muito semelhantes podem produzir EPS com diferencas em sua estrutura quimica.
A variabilidade entre o comportamento reoldgico de EPS de trés rizébios de crescimento
&cido e rgpido mostrou que dois dos isolados eram capazes de produzir EPS com
comportamentos reoldgicos muito semelhantes, destoando de um terceiro rizébio que
apresentava menor reducéo da viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento (OLIVEIRA et
al., 2009Db).
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Figura 34. Comparagdo da variagdo da viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento de
solucdo de EPS produzido pelos isolados 8.1c, 30.6a2 e 53.5 na concentracso 10 mg.L?

O comportamento pseudopléstico foi também foi observado ao avaliar a reologia de
solugdes de diferentes microrganismos, como a bactérias patogénica Klebisiella oxytoca
(FENG et d., 2009); as cianobactérias Oscillatoria sp., Nostoc sp. (PARIKH e
MADAMWAR, 2006), de rizébios Rhizobium spp. (KACI et a., 2005; OLIVEIRA et a.,
2009b), da bactéria Gram-positiva Pediococcus parvulus (VELASCO et al., 2009) fungo
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basidiomiceto Phellinus spp. (HWANG et al., 2004).

A determinacdo do comportamento reol dgico de solugdes de EPS sdo importantes para
a avaliagdo da aplicabilidade destes materiais, auxiliando no dimensionamento de bombas e
equipamentos para a sua manipulacdo em média ou larga escala.

2.4.6-Avaliacdo da Atividade Amilalitica por Estirpes deRizobio.

Dentre as diversas técnicas semi-quantitativas para a determinacdo da atividade
amilolitica, aavaliagéo através do cultivo em meio de cultura sdlido suplementado com amido
e a quantificacdo através da técnica de tintura de iodo, apresenta-se como o metodologia
rapida e de facil execucdo. Este método permite ainda a avaliacdo de uma quantidade grande
de bactérias em ensaios iniciais, para posteriores avaliacbes de quantitativas com métodos
mais laboriosos e de custos mais elevados (OLIVEIRA et al., 2006).

Dentre os isolados avaliados quatro bactérias apresentaram atividade amilolitica muito
grande, com destaque para o isolado 47.3b cujo halo resultante da atividade hidrolitica foi 3,7
vezes maior que o didmetro da colonia (Tabela 33 e Figura 35). Outros quatro isolados
apresentaram  atividade amilolitica mediana, cujos indices enziméticos foram de
aproximadamente 1,5 (Tabela 33). Outros 26 isolados apresentaram atividade amilolitica
baixa, ndo sendo capazes de produzir enzimas extracelulares, hidrolisando apenas o amido
presente sob a colonia (Tabela 3).

Estirpes de bactérias isoladas de nodulos sdo fontes de enzimas de interesse
biotecnolégico. Oliveira et a. (2006), avaliando a atividade amilolitica e rizébios da
Amazbnia, encontraram rizébios com atividade amilolitica atingindo indices enziméticos de
até 3,1. Os mesmos isolados também apresentaram a capacidade de produzir outras enzimas
de interesse industrial como, proteases e carboximetilcelulases. As condicdes de cultivo, tais
como temperatura de incubag&o e pH do meio de cultura, influenciam na atividade amilolitica
das bactérias, provavelmente pela extrusdo de enzimas no meio de cultura (FLOR et .,
2009). Dentre os isolados estudados por Flor et al. (2009) pode ser destacado um isolado
oriundo da Terra Preta atingiu | E de 4,1 quando cultivado em pH 5,0 e a 25°C.

As enzimas amiloliticas tém aplicacfes na industria alimenticia como na producdo de
bebidas com menores teores de calorias, e reducdo do tamanho da cadeia do amido,
aumentando a digestibilidade de produtos alimentares para seres humanos e animais (KIRK et
al., 2002). As condicdes de cultivo dos isolados para a avaliagéo da capacidade de degradar o
amido foi realizado em condigdes de incubacdo simples, ndo necessitando de incubadores
com atmosferas controladas e injecdo de gases, 0 que colaboraria para 0 aumento do custo de
producdo das amilases em condi¢es de larga escala. Dessa forma, a producéo de amilases
pode representar uma atividade alternativa para as industrias do setor de inoculantes conforme
discutido para a producéo de EPS e de PHB.

O amido utilizado para avaiar a capacidade amilolitica pode ter influencia na
determinacdo da atividade hidrolitica. O amido utilizado no presente estudo é um reagente
analitico, com elevado grau de pureza, o que resulta em maior estabilidade das moléculas de
amilose, dificultando a hidrélise por parte dos microrganismos. Outras fontes de amido mais
|&beis podem resultar em maior atividade hidrolitica dos isolados. Ao comparar a capacidade
de bactérias isoladas de nédulos de leguminosas da Amazbnia em hidrolisar amidos de
diferentes fontes, Oliveira et al. (2007a) observaram maiores atividades amiloliticas e
producdo de biomassa celular utilizando farinha de avela e de batata como fonte de amido,
comparando com outras fontes como o amido de milho e de pupunha dentre outros. A
atividade amilolitica desses rizébios ainda fora bastante elevada quando cultivados utilizando
afarinha de pupunha como fonte de amido (OLIVEIRA et al., 2007Db).

124



Tabela 33. Atividade amilolitica por bactérias isoladas de nddulos de guandu avaliada através
da técnica de coloracdo com tintura de iodo.

| solado Diametro da col6nia Didmetro do halo I'r_1dig§
cm Enzimatico

47.3b 1 3,7 3,7a
3.6 1 2,1 2,1a
28.3 1 1,8 1,8a
34.2a 1 1,7 1,7a
71.3b 1 1,5 1,5b
22.1b 0,6 0,9 1,5b
54.3 0,7 1 1,4b
65.4b 0,7 1 1,4b
11.3a 15 1,8 1,2c
54.6b 11 1,3 1,2c
57.4 11 1,3 1,2¢c
24.6b 12 1,4 1,2c
3.1b 0,6 0,7 1,2¢c
3.6 1,3 15 1,2¢c
21.5 1,3 15 1,2c
8.1c 0,9 1 1,1c
14.3 0,9 1 1,1c
24.6b 1 1,1 1,1c
24.4b 1 1,1 1,1c
32.4a 1 1,1 1,1c
34.6 1,3 1,3 1,0c
56.4b 11 1,1 1,0c
32.2a 0,9 0,9 1,0c
24.6a 1,7 1,7 1,0c
54.1a 1 1 1,0c
24.4a 0,9 0,9 1,0c
16.2 0,9 0,9 1,0c
21.1b 11 1,1 1,0c
1.6 1,3 1,3 1,0c
15.1 1 1 1,0c
16 12 1,2 1,0c
14.4 1 1 1,0c
71 1 1 1,0c
11.1b 11 1,1 1,0c

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Skot-Knot ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 35. Atividade amilolitica do isolado 47.3b avaliada através do método de coloracdo
com tintura de iodo em placa de Petri (didmetro da placa: 9 cm).

As condigdes de cultivo também podem influenciar na capacidade de produzir
enzimas por diversas bactérias. Ao avaliar a capacidade de produzis amilase por estirpes de
Bacillus sp., Teodoro e Martins (2000) verificaram que a producéo e a estabilidade de a-
amilases dependiam do pH e da temperatura, encontrando o ponto de produgdo méaxima com
0 pH 6 e a temperatura entre 55 e 60°C. Flor et a. (2009) avaliaram a influéncia das
condic¢des de cultivo na producéo das enzimas hidroliticas por rizobios isolados da Amazoénia,
encontrando para cada isolado uma combinag&o de caracteristicas peculiares que culminavam
na atividade hidrolitica maxima. A influéncia das condi¢des de cultivo jafoi observada paraa
producdo de amilases e outras enzimas por fungos como o género Mucor, por exemplo
(ALVES et dl., 2002). Os ensaios redizados no presente estudo, representam um ensaio
inicial de pré-selecéo de isolados para a producéo de amilases, a partir destes resultados as
condi¢des de cultivo podem ser adaptadas, avaliando a condicdo na qual os isolados sejam
capazes de hidrolisar maiores quantidades de amido.

Os isolados 8.1c e 24.6b, que apresentaram elevada produtividade de PHB quando
cultivados em meios de cultura utilizando o amido como unica fonte de carbono, ndo
apresentaram elevada atividade amilolitica quando cultivados em meios de cultura solido,
indicando que para a producéo do PHB a atividade das amilases n&o apresentam influéncia.

A compreensdo da capacidade de microrganismos em produzir amilases e outras
enzimas degradadoras de polimeros é importante ndo sd do ponto de vista industrial, mas
também podem revelar importantes informagdo da ecologia desses microrganismos. A
avaliacdo da capacidade de produzir a-amilases e pectinases por isolados de Alternaria solani
oriundos de diferentes regides do Brasil, foi positivamente correlacionada com a
patogenicidade em plantas de tomateiro (MARCHI et al., 2006). Outro exemplo de producéo
de enzimas e interagdo de microrganismos foi a recente descoberta de uma celulase sem a
gual ndo é possivel haver a infeccéo de Trifolium sp. por Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii (ROBLEDO et a., 2008).

Dos 4 isolados que apresentaram maior atividade amilolitica, dois foram isolados do
Planossolo Héplico do SIPA (Isolados 47.3b e 28.3), um isolado do Planossolo Haplico do
terraco (34.28) e um do Latossolo Amarelo de Pinheiral (3.6). Estes trés solos sdo solos que
apresentam fertilidade natural muito boa, com elevadas concentracdes de potassio, fosforo. A
elevada fertilidade desses solos pode Ter selecionado microrganismos capazes de apresentar
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uma capacidade diferente daguela que as demais bactérias apresentaram. As caracteristicas
além de influenciar na diversidade microbiana, podem ter influéncia na atividade enzimética
dos microrganismos neste habitat (PASSOS et al., 2008b). Atividade de enzimas como a 3
galactosidase na rizosfera de ervilha é alterada de acordo com as caracteristicas de fertilidade
dos solos onde as plantas foram cultivadas (WEN et al., 2008). AlteragcGes na atividade
enzimatica de microrganismos em solos com diferentes caracteristicas de fertilidade plantados
com eucalipto, também foram reportadas (CHAER e TOTOLA, 2007). Dessa forma, é
desgjavel que para a selecdo de microrganismos do solo com o objetivo de producdo de
enzimas de interesse biotecnolégico, os parametros da fertilidade do solo sgjam observados
com atencao.

Vae ressdtar que dois dos quatro microrganismos que apresentaram maiores
atividades amiloliticas sd0 oriundos de solos do SIPA. Este ambiente € uma fonte de
microrganismos com caracteristicas muito peculiares, como fungos micorrizicos,
Pseudomonas, bactérias formadoras de nédulos em leguminosas, dentre outros. Até entdo os
microrganismos oriundos dos solos do SIPA haviam sido avaliados principamente em
relacdo a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (no caso dos rizébios e das bactérias
associativas) e de solubilizar fosfatos (no caso dos fungos micorrizicos), bem como o0 seu
desempenho em condicdes de campo em diversas culturas. Os resultados do presente estudo
indicam que aém de apresentarem importancia agrondmica, os microrganismos do SIPA
também servem a outros interesses biotecnoldgicos, como a producdo de enzimas e
biopolimeros.
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2.5-CONCLUSOES

Os isolados testados apresentam grande variabilidade na quantidade de quantidade de
EPS e de PHB produzidos, podendo alcancar produtividades de até 69% de matéria seca
celular na forma de PHB, indicando o potencial destes isolados para programas de selecéo de
bactérias produtoras de plasticos biodegradaveis.

A producdo e PHB e de EPS é influenciada pela fonte de carbono fornecida ao
microrganismo, € 0 desenho de meios de cultura para incrementar a producdo destes
materiais, pode ser uma estratégia para a maximizagdo desta producéo em escala industrial.

A técnica de crometografia liquida de alta eficiéncia se mostrou apropriada para
avaliar a producdo de PHB por estirpes de rizébio nas condic¢des avaliadas neste estudo.

Os trés isolados cujos EPS foram avaliados nos ensaios de reometria, apresentaram
comportamento pseudoplastico. A viscosidade inicial foi muito baixa para as solugdes de EPS
produzidos pelo isolado 8.1c, o que sugere diferencas nas estruturas moleculares deste em
comparacdo aos demais isolados.

A maioria dos isolados avaliados para a producéo de amilases falharam na capacidade
de produzir enzimas amiloliticas, porém o isolado 47.3b foi capaz de atingir o |IE de 3,7, um
indice enzimético muito elevado, que demonstra o potencial deste isolado em produzir
amilases.
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3-CONCLUSOES GERAIS

A avaiag8o da diversidade de rizobios isolados de nédulos de guandu revelou uma
diversidade fenotipica muito ampla para essas bactérias, resultando em uma colegdo com 306
isolados que apresentam as mais diversas caracteristicas culturais. Dentre essas caracteristicas
foram observadas tanto as caracteristicas culturais mais caracteristicas de grupos de rizébios,
como o crescimento rapido e capacidade de acidificar 0 meio de cultura ou o crescimento
lento e a capacidade de acalinizar 0 meio, como caracteristicas culturais ndo muito comuns
para os isolados rizobianos. Esses resultados indicam haver nesta colecdo bactérias que
pertencem a grupos ainda néo descritos, corroborando os resultados da literatura internacional
no que diz respeito ao isolamento e caracterizacdo de bactérias de solos tropicais.

A avaiacdo da capacidade de estabelecer a simbiose com a planta hospedeira
demonstrou a capacidade de isolados como o isolado 18.5a2 em nodular e induzir a producéo
de matéria seca em quantidades equivalentes aquelas alcancadas nos tratamentos inoculados
com as bactérias recomendadas para a producdo de inoculantes para o guandu. O potencial
destes isolados para a avaliagdo em condigdes de campo sédo muito grandes e a possibilidade
de algumas dessas bactérias em ser futuramente recomendadas para esta cultura sdo grandes,
de acordo com os resultados preliminares encontrados no presente estudo.

Avaliando a producéo de biopolimeros, algumas bactérias foram capazes de produzir
grandes quantidades de PHB, EPS ou ambos, o que demonstra importartes aplicactes
biotecnolégicas dessas bactérias, aém da producdo de inoculantes. Um destaque pode ser
dado aos isolados 8.1c e 24.6b uma vez que esses isolados sdo capazes de produzir grandes
guantidades de biopolimeros utilizando substratos de baixo custo como o amido e a xilose.
Outro isolado que merece destague é o isolado 47.3b que apresentou atividade amilolitica
muito elevada e também tem um potencial para a na producdo em escala comercia deste
complexo enzimatico.
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4-CONSIDERACOES FINAIS

A avdliagdo da diversidade rizobiana em solos com diferentes mangos traz
importantes informagdes a respeito dos impactos desses mangos nos solos nos
agroecossistemas. Os resultados encontrados no presente trabalho v&o ao encontro com as
informagdes encontradas na literatura a cerca da caracterizagdo de isolados rizobianos. A
caracterizacdo fenotipica dos isolados € importante em um contexto mais amplo de
caracterizacéo polifasica, onde sdo integradas informacOes a respeito dos estudos de
diversidade fenotipica, biologia molecular e ecologia. A abordagem polifasica na
caracterizacdo de bactérias de nddulos de leguminosas tem resultado na descricdo de diversas
espécies novas e dentre os isolados presentes na colecdo de rizobios de guandu, com certeza
ha espécies ainda ndo descritas e que podem ser catalogadas a partir de estudos de diversidade
em uma abordagem polifasica. Para tal, sdo necess&rios estudos de biologia molecular de
isolados selecionados, empregando as técnicas como BOX-PCR, AFLP e seglienciamento do
16S DNA. Estes estudos ndo foram realizados nesta tese devido ao curto tempo no qual o
trabalho foi desenvolvido.

Da mesma forma avaliagdes de isolados selecionados em condicdes de campo sdo
imprescindivels para a possivel recomendacdo destes isolados para a producdo de inoculantes.
O experimento de casa de vegetacdo apontou para uma elevada eficiéncia desses isolados em
condicbes ndo estéreis e a avaliagdo da reprodutibilidade desses resultados em condicdes de
campo e em diferentes regides do Brasil so necessarios.

A determinacdo da concentracdo de PHB nas células através da utilizacdo da
cromatografia liquida de ata eficiéncia mostrou-se bastante adequada reprodutivel. Porém
avaliagbes mais quditativas a respeito dos monémeros que formam a cadeia polimérica
desses PHAs s0 necessarias. Ensaios de cromatografia gasosa e de espectroscopia no
infravermelho transformada por Fourier podem auxiliar nessas determinacGes e podem ser
realizadas através de parcerias com grupos de pesquisa experientes nessa linha de pesquisa
como o grupo da USP, por exemplo. Vale ressaltar que € de fundamental importéncia a
prospeccao de novas aplicacdes biotecnol 6gicas da biodiversidade do solo, que pode resultar
em maior valor agregado dos produtos oriundos dos processos industriais e na valorizagdo da
biodiversidade, um patriménio ndo mensurédvel e que no Brasil costuma ndo ter o devido
valor.

E interessante ressaltar que a linha de pesquisa de producdo de biopolimeros
bacterianos € uma linha nova para os membros do grupo de pesquisa, tanto para o0s
pesquisadores da Embrapa Agrobiologia no CPGA-CS como para os alunos e professores da
UFRRJ, e o0 gprendizado foi muito grande durante o curso do doutorado. Foi um desafio que
foi enfrentado e gerou bons frutos, gracas a parceria entre o Laboratorio de Ecologia
Microbiana da Embrapa Agrobiologia e do Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros
do Ingtituto de Tecnologia da UFRRJ, resultando um grupo de pesquisa multidisciplinar com
pesquisadores e estudantes com a capacidade para trabalhar em areas que, em principio,
parecem desconexas.
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ANEXO

Planilha com as car acteristicas culturais avaliadas para os 306 isolados bacterianos de nédulos de guandu.

Forma  Elevacéo Quanti-  Aderéncia

00 oot aoiaclona | depH dacaona G2 G Boda LR AR e e (akde wmaode
colénia  colénia muco cultura
1l2a 3 Br. Hom. Ac. 5mm Irr. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
12b 1 Am. Het. Neu. 1mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
14 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
15 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 1 n
1.6 2 Am. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
10.1 2 Am. Hom. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
10.2 3 Br. Hom. Alc. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 2 S
10.4a 3 Br. Het. Ac. 5mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 1 n
10.4b 3 Am. Hom. Neu. 3 mm [rr. Conv. Int. Transp. Hom. Het. 1 3 n
11.1b 2 Am. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
11.2 1 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
11.3a 2 Br. Het. Ac. 1mm Circ. Plan. Int. Transp. Het. Hom. 1 2 n
12.1a 1 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. hetero Het. 1 3 n
12.1b 2 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
12.3a 4 Br. Het. Ac. 3 mm [rr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
12.3b 3 Br. Hom. Neu. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
124 1 Am. Het. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 2 3 s
12.5a 3 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Transl. Hom. Het. 1 3 n
131 8 Br. Hom. Alc. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
14.1b 1 Br. Hom. Ac. 1mm [rr. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 2 n
14.2al 3 Am. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
14.2a2 2 Br. Hom. Neu. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
14.2b 2 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 2 1 n
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colénia  colbnia muco cultura
14.3 2 Br. Hom. Alc. 8 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
14.4a 2 Br. Hom. Alc. 1 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Het. 2 2 n
14.4b 3 Am. Hom. Ac. 2mm Irr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
151 2 Am. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 S
15.2 2 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
153 6 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
15.5a 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 3 n
16.1 2 Br. Hom. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
16.2 3 Br. Het. Ac. 4 mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
16.3 3 Br. Hom. Alc. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 1 n
16.4a 2 Am. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
16.4b 2 Am. Het. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
165 3 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
17.1a 2 Am. Het. Neu. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 1 n
17.1b 2 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
17.2 6 Br. Hom. Alc. 2mm Circ. Conv. Int. trnasl Hom. Hom. 1 3 n
17.3a 5 Br. Het. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 3 n
17.3b 5 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
174 3 Br. Hom. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
17.4a 4 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 1 n
175 3 Br. Hom. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
183 1 Br. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
18.5a2 7 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. trnasl Hom. Hom. 1 3 n
19.1a 8 Br. Hom. Alc. 5mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Het. 1 2 n
19.2 8 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. tranal Hom. Hom. 2 2 S
194a 3 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
19.4b 4 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
19.5a 3 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 2 n
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19.5b 3 Am. Het. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
201 1 Br. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
20.2 1 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
20.3 2 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
21.1a 2 Br. Hom. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
21.1c 5 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
21.3b 1 Br. Hom. Neu. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 2 2 n
215 3 Br. Hom. Ac. 6 mm [rr. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 3 n
221 3 Am. Hom. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
222 1 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
223 2 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
22.3b 2 Am. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
23.3 2 Br. Het. Ac. 1 mm Irr. Plan. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
234 2 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
235 2 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 2 1 n
235 2 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 S
24.1 3 Br. Hom. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
242 3 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 3 n
24.3 2 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
24.4a 2 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
24.4b 3 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
24.6a 2 Br. Hom. Neu. 1mm Circ. Conv. Rec. Op. Hom. Het. 1 2 n
24.6b 3 Br. Het. Ac. 10 mm Circ. Conv. Int. Transp. Het. Hom. 1 2 n
25.1a 1 Br. Het. Neu. 5mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
25.1b 1 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 1 n
252 5 Br. Hom. Alc. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
253 1 Br. Het. Ac. 1mm [rr. Plan. Int. Trangl. Het. Hom. 2 2 n
25.5a 2 Br. Het. Ac. 1 mm Circ. Conv. Rec. Trangl. Het. Het. 1 3 n
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25.5b 5 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 S
26.1a 2 Br. Hom. Neu. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
26.1b 2 Br. Hom. Ac. 1 mm Irr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
26.2b 3 Am. Het. Ac. 1 mm Circ. Plan. Int. Transp. Het. Hom. 1 2 n
26.3 3 Incolor Hom. Neu. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
264 3 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
26.5 2 Br. Hom. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 1 n
271 3 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 2 1 n
27.2 4 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
273 3 Br. Hom. Alc. 1 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 3 n
274 3 Br. Hom. Alc. 1 mm Irr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
275 3 Br. Hom. Neu. 3 mm [rr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 1 n
283 4 Br. Het. Neu. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom 1 3 n
284 2 Br. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
28.6 5 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 1 n
291 3 Br. Hom. Alc. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
29.2 3 Br. Hom. Alc. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 2 2 n
293 3 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
29.4a 3 Br. Hom. Alc. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
29.4b 1 Br. Het. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 1 2 n
29.5a 7 Br. Hom. Alc. 1mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
29.5b 3 Br. Hom. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
29.6 4 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
3la 2 Br. Het. Neu. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
31b 2 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
3.2 4 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
33 4 Br. Het. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
34 4 Br. Hom. Neu. 4 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 2 S
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35 2 Br. Het. Neu. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
3.6 3 Br. Hom. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
30.1 2 Br. Het. Alc. 1 mm Irr. Conv. Int. Transp. Het. Hom. 1 1 n
30.2b 2 Br. Het. Alc. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 1 2 n
30.3 4 Br. Hom. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 2 n
30.5 4 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 S
30.6a 3 Br. Het. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
312 4 Br. Hom. Neu. 1 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Het. 1 3 n
321 3 Br. Hom. Alc. 7 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
33.2a 1 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
33.2b 1 Br. Het. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
341 3 Br. Hom. Neu. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
34.2a 1 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
34.2b 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 3 n
34.3 1 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 S
345 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
351 1 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
35.2 1 Br. Het. Ac. 5mm Irr. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 1 2 n
354 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 1 S
355 1 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 2 2 n
37.1 4 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
37.2 1 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
373 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
37.5b 1 Am. Het. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Transl. Het. Hom. 1 2 n
38.2 3 Br. Hom. Alc. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 2 2 n
38.3a 3 Br. Hom. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 3 n
38.5a 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
38.5b 3 Br. Het. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
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38.5¢ 3 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
38.6 2 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 S
39.1 3 Am. Het. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 S
39.2a 1 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
39.2b 1 Br. Hom. Neu. 5 mm [rr. Plan. Int. Transp. Hom. Het. 1 2 n
39.2c 1 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 3 n
393 3 Br. Hom. Alc. 1mm Circ. Plan. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
394 4 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
39.5a 4 Br. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
39.5b 4 Br. Het. Neu. 1 mm Irr. Plan. Int. Trangl. Het. Het. 1 3 n
4.1 4 Br. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
4.2 5 Br. Het. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
4.4 5 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 2 3 n
4.5 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
40.1 3 Br. Hom. Ac. 7 mm Irr. Conv. Int. Transp. Hom. Het. 1 3 n
40.3 4 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
41.1 3 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
41.2 3 Br. Hom. Alc. 3 mm [rr. Conv. Int. Op. Hom. Het. 2 2 n
41.3 3 Br. Hom. Alc. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
414 3 Br. Hom. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
415 3 Br. Hom. Alc. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
421 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 2 n
42.3b 1 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 3 n
424 3 Br. Hom. Alc. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
431 3 Br. Hom. Alc. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 1 n
43.2 1 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
434 4 Br. Hom. Alc. 7 mm [rr. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 2 2 n
435 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 S
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44.1a 3 Br. Het. Neu. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
44.1b 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
44.2 1 Br. Hom. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
44.3 5 Br. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
444 3 Br. Hom. Alc. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
44.5 3 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
44.6 5 Br. Hom. Alc. 1mm [rr. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 2 3 n
451 3 Br. Het. Ac. <lmm  Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
45.2 1 Br. Hom. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
453 1 Br. Hom. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
454 1 Br. Hom. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 1 n
46.1 3 Br. Hom. Alc. 5mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
46.1b 2 Am. Het. Alc. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
46.2 2 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 3 n
46.3 2 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
46.4 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
46.5 3 Br. Hom. Alc. 5 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
47.1 3 Am. Hom. Ac. <lmm Irr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
47.2 1 Br. Het. Ac. 7 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
47.3a 2 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
47.3b 2 Br. Het. Ac. 5 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 3 n
474 1 Br. Het. Neu. 5mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
475 1 Br. Het. Ac. 1 mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
476 3 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
48.1 4 Br. Het. Alc. 7 mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
48.3 2 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
48.4a 3 Br. Hom. Ac. 2mm Irr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
48.4b 1 Br. Hom. Ac. 1 mm [rr. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
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48.5a 2 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Transp. Het. Het. 1 3 n
48.5b 3 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 2 2 n
49.1 2 Am. Het. Neu. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 2 2 n
49.2 4 Br. Hom. Alc. 7 mm Circ. Plan. Int. Op. Hom. Hom. 1 1 n
49.3a 4 Br. Hom. Alc. <lmm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 2 n
49.3b 4 Br. Hom. Alc. 10 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 2 n
5.2 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
55 2 Br. Het. Ac. 3 mm [rr. Conv. Int. tranp Het. Hom. 1 1 n
50.1 3 Br. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 1 n
50.2 4 Br. Hom. Alc. 4 mm Circ. Plan. Int. Op. Hom. Hom. 2 3 n
50.3 2 Br. Het. Ac. <lmm Irr. Plan. Int. Transp. Het. Het. 2 2 n
504 2 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
50.5a 2 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
50.5b 2 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
51.2 5 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom Het. 1 3 n
513 5 Br. Hom. Alc. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
514 5 Br. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
51.5a 3 Br. Het. Neu. 4 mm Circ. Conv. irreg Op. Het. Hom. 1 3 n
51.5b 4 Br. Hom. Alc. 5 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
52.2a 4 Am. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
52.3a 1 Am. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
525 4 Br. Hom. Alc. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
53.1 3 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
533 1 Br. Hom. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
534 4 Br. Hom. Alc. 6 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 s
53.5b 4 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
53.6 3 Am. Het. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
54.1a 3 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
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54.1b 4 Am. Het. Ac. 2mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
543 2 Am. Het. Neu. 2mm Circ. Conv. Rec. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
54.4 2 Am. Hom. Ac. <lmm Circ. Plan. Rec. Op. Hom. Het. 2 2 n
545 2 Am. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 3 n
54.6 3 Am. Het. Ac. 2mm Irr. Conv. Int. Transp. Het. Het. 1 3 n
54.6b 3 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
55.3a 3 Am. Het. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
56.1 4 Br. Het. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 n
56.2 4 Br. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
56.3 2 Br. Hom. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
56.3a 2 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 3 n
56.4a 2 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 1 3 n
56.5 3 Br. Hom. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 2 2 n
57.1a 3 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
57.1b 3 Br. Het. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
57.2 2 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 1 n
57.3 2 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 3 n
573 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
57.4 4 Br. Hom. Ac. <lmm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 2 n
57.4a 3 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
57.4b 2 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
58.1 4 Br. Het. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 3 n
58.2 2 Br. Het. Ac. 3mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
584 2 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
585 4 Br. Het. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
591 3 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 2 S
59.3 6 Br. Hom. Alc. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 2 2 n
594 1 Am. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
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59.5 2 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
59.6a 1 Br. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
6.2a 4 Br. Het. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 1 n
6.2b 3 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
6.3 5 Br. Hom. Ac. 1mm Circ. Plan. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
6.5 8 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 2 2 n
6.6 5 Br. Hom. Neu. 6 mm Irr. Conv. nteira Op. Hom. Hom. 1 3 n
61.1 2 Am. Hom. Ac. <lmm  Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
61.2 4 Am. Hom. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
61.3 4 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
614 2 Am. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
61.5 7 Br. Hom. Alc. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
61.6 6 Br. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 S
62.3 2 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
62.4 1 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
62.5 4 Am. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 2 2 n
62.5b3 3 Am. Hom. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
63.1 4 Br. Hom. Neu. 4 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
63.2al 4 Br. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
63.2a2 2 Br. Het. Ac. 4 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
63.3 4 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Het. 1 2 n
63.3b 5 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom Het. 1 1 n
65.1 6 Br. Hom. Ac. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 3 n
65.2b2 2 Br. Het. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. trasl Het. Het. 1 3 n
65.3 2 Br. Het. Ac. 3mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
65.4a 5 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
65.4b 2 Br. Hom. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
66.1 2 Br. Hom. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
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66.3 6 Incolor Hom. Ac. 1mm Circ. Conv. Int. Transp. Hom. Hom. 1 3 n
67.1a 6 Br. Het. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Transp. Het. Het. 2 2 n
67.1b 2 Br. Het. Ac. 6 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 2 n
67.2 2 Am. Hom. Alc. 1 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
67.3 4 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 1 n
67.5 2 Br. Het. Ac. 9 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Het. 1 2 n
68.3a 3 Br. Het. Ac. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
68.3b 7 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
68.3c 5 Br. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
68.4 4 Br. Het. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
69.1 4 Br. Hom. Alc. 6 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 2 n
69.4 4 Br. Hom. Neu. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
7.1 2 Br. Het. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
71.2a 2 Br. Het. Ac. 5mm [rr. Conv. Rec. Op. Het. Het. 1 3 n
71.2b 3 Br. Het. Ac. 3 mm Irr. Conv. Int. Op. Het. Hom. 2 2 n
71.3a 3 Br. Het. Ac. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Het. Hom. 1 3 n
71.3b 3 Br. Het. Ac. 3 mm [rr. Plan. Int. Transp. Het. Het. 1 3 n
71.3c 3 Br. Het. Ac. <1 mm Irr. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 2 2 n
714 2 Br. Het. Ac. 5mm Irr. Conv. Rec. Op. Het. Hom. 1 3 n
71.6 2 Br. Hom. Neu. 2 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 n
81la 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
8.1b 2 Br. Hom. Alc. 1 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Het. 1 3 S
8.1c 2 Am. Hom. Neu. 2mm Circ. Conv. Int. tranal Hom. Het. 1 3 n
8.2 3 Br. Het. Ac. 1 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Het. Hom. 1 3 n
8.5 5 Am. Hom. Ac. 2mm Circ. Conv. Int. tranal Hom. Het. 1 3 n
8.5b 7 Br. Hom. Alc. <lmm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 3 n
9.2 2 Br. Hom. Ac. 5mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 S
9.3 8 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
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9.4a 8 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Het. 1 3 S
9.5 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Trangl. Hom. Hom. 1 2 n
9.5a 6 Br. Hom. Alc. 3 mm Circ. Conv. Int. Op. Hom. Hom. 1 2 n
Cor dacolénia: Br.= branca, Am.=amarelada; Aparéncia da colénia: Hom.= homogénea, Het.= heterogénea; Reac3o de pH: Ac.= &cida, Neu.= neutra, Alc.= alcalina; Forma

da colénia: Circ.= circular, Irr.= irregular; Elevacéo da colénia: Conv.= convexa, Plan.= plana; Aparéncia da coléniaz Hom.= homogénea, Het.= heterogénea; Elasticidade:
1= muco sem elasticidade, 2=muco com elasticidade; Quantidade de muco: 1=pouca, 2= mediana, 3= abundante; Aderéncia ao meio de cultura: s=aderente, n=néo aderente.
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