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RESUMO

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) comumente conhecido como feijdo macassar,
feijdo-de-corda, feijdo fradinho, feijao verde, ou feijdo baiano, se constitui como a principal
cultura de subsisténcia das regides Norte e Nordestes do pais. Além disso, se caracteriza como
uma das principais fontes de energia e proteina na alimentacdo. A Selecdo de isolados de
rizobio tolerantes a estresses de salinidade e temperatura, caracteristicos da regiao semi-arida,
amplia as chances de sucesso para a introducdo de bactérias fixadoras do nitrogénio
atmosférico em associacdo com a Vigna unguiculata L. Walp. Objetivou-se com este
trabalho, selecionar e caracterizar morfologicamente isolados nativos de feijdo- caupi, de
regides semiaridas, tolerantes a fatores abioticos. Os estudos microbioldgicos foram
realizados na Unidade de Pesquisa em Microbiologia do Solo (UPMS), Departamento de
Solos e Engenharia Rural (DSER), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), municipio de Areia, Paraiba. Procedeu-se a Selecdo de nodulos e
isolamento bacteriano, a partir de nddulos obtidos de raizes de feijdo-caupi, proveniente de
areas agricolas sob Neossolo Litolico com histérico de cultivo de feijao-caupi. Também foram
feitos testes de tolerancia in vitro, com diferentes variacdes de salinidade e temperatura. A
parti dos dados de caracterizacdo foram obtidos 12 isolados mais a recomendada. Onde 12
apresentaram crescimento rapido, e destes 10 possuiram a capacidade de acidificar o meio.
Todas os isolados se mostraram tolerantes em relacdo as concentragfes de NaCl e as
diferentes temperaturas.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. FBN. NaCl. Estresse.



ABSTRACT

The cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) commonly known as Macassar beans, rope beans,
black-eyed beans, green beans, or Bahian beans, constitutes as the main subsistence crop of
the North and Northeast regions of the country. In addition, it is characterized as one of the
main sources of energy and protein in food. The selection of rhizobium isolates tolerant to
salinity and temperature stresses, characteristic of the semi-arid region, increases the chances
of success for the introduction of bacteria fixing atmospheric nitrogen in association with
Vigna unguiculata L. Walp. The objective of this study was to select and characterize
morphologically isolated native cowpea from semiarid regions, tolerant to abiotic factors.
Microbiological studies were conducted at the Soil Microbiology Research Unit (UPMS),
Department of Soils and Rural Engineering (DSER), Center for Agricultural Sciences (CCA),
Federal University of Paraiba (UFPB), municipality of Areia, Paraiba. We proceeded the
selection of nodules and bacterial isolation, from nodules obtained from cowpea roots,
coming from agricultural areas under Entisol with a history of caupi bean cultivation. In vitro
tolerance tests were also performed, with different salinity and temperature variations. A parti
of the characterization data were obtained 12 isolates plus the recommended. Where 12
showed rapid growth, and of these 10 had the ability to acidify the medium. All isolates were
tolerant of Nacl concentrations and different temperatures.

Key Words:Vigna unguiculata. BNF. NaCl. Estress
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1 INTRODUCAO

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) comumente conhecido como feijdo
macassar, feijao-de-corda, feijdo fradinho, feijao verde, ou feijdo baiano (SOUZA, 2015), é o
segundo feijdo mais cultivado no Brasil de acordo com estimativas realizadas pela Embrapa
Arroz e Feijao (2018). Produto de importancia agricola pelas suas caracteristicas nutricionais,
com elevado valor proteico, energético, vitaminico, mineral, apresentando todos o0s
aminoacidos essenciais a alimentacdo humana, com grande quantidade de fibras e baixo teor
de gordura (SOBRINHO, 2016; SANCHEZ-NAVARRO, 2019).

Representa um recurso importante por ser uma planta capaz de resistir as condicdes de
déficit hidrico, salinidade e temperatura (LARANJO & OLIVEIRA; 2011; VENTORINO,
2012). Tradicionalmente, € uma cultura de subsisténcia, cultivada por pequenos e médios
agricultores de base familiar, cujo excedente de producdo é comercializado em feiras livres
como feijdo-verde. No entanto, a cultura do feijdo-caupi tem avancado para areas mais
técnicas e modernizadas, empregando praticas de correcdo, fertilizacdo e irrigacdo, em
rotacdo com outras culturas (RUMJANEK et al.,, 2005; MENEZES JUNIOR, 2017,
RODRIGUES, 2018), que visa aumentar a produtividade.

A producdo de feijdo-caupi no Brasil esta acontecendo nas regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste (Silva et al., 2009; Conab, 2017). Perante o cenario brasileiro a Regido Nordeste
vem se destacando como a maior produtora e consumidora do pais. No entanto apresenta
baixa produtividade, em funcdo de baixas técnicas envolvidas no seu cultivo.

Com isso vem sendo empregada novas tecnologias com a finalidade de melhorar a
produtividade e qualidade do caupi. Dentre essas tecnologias, destaca-se a fixagdo bioldgica
do nitrogénio (FBN) que vem ganhando espaco entre os grandes produtores agricolas (ZILLI
et al., 2009). A FBN ¢é uma alternativa viavel para o fornecimento de nitrogénio as plantas,
por ser este o nutriente que mais limita a produtividade agricola de solos tropicais
(TORABIAN, 2019; CARVALHO, 2019)

O feijdo caupi e capaz de estabelecer relacdo simbidntica com as bactérias presentes
no solo chamadas coletivamente de rizobio (TORABIAN, 2019; SANCHEZ-NAVARRO,
2019), que fixam o nitrogénio através das suas raizes formando estruturas especializadas
denominadas de nédulos (RUMJANEK et al., 2005), que fixa o nitrogénio atmosférico e
transforma em assimilados para planta (TORABIAN, 2019), suprindo a necessidade da

adubacdo mineral, sendo mais barata e viavel para os agricultores.
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Com isso é de suma importancia os estudos voltados para a area da microbiologia do
solo — tendo como énfase a importancia da caracterizacdo de rizobios nativos, eficientes na
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), para Vigna unguiculata, adaptados ao clima semiarido
e aos fatores que interferem na nodulacdo como, salinidade e altas temperaturas, é a
contribuicdo direta para o entendimento de processos adaptativos dessas bactérias no meio
ambiente, e que futuramente possa ser empregado na producgéo e utilizagdo de inoculantes
pelos agricultores para o incremento na producdo do feijdo-caupi, em especial no Estado da

Paraiba.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Caracterizar estirpes bacterianasnativas para plantas de Vigna unguiculata L. Walp
oriundos de solos da mesorregido do Sertdo Paraibano.

2.2 Especificos
Caracterizar morfologicamente as estirpesobtidas a partir de nédulos retirados das
raizes de feijdo-caupi,
Avaliar o crescimento deestirpes noduladoras submetidas a diferentes temperaturas e
salinidades.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cultura do Feijao-caupi

O feijao-caupi é uma dicotileddnia, pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea género Vigna e a espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp. Embora nas primeiras classificacdes tenha sido posto em outros
géneros, como Phaseolus e Dolichos, hoje sua colocacdo em Vigna é mundialmente aceita
(FREIRE FILHO, 1988; FRIGO, 2013).

O género Vigna é amplamente difundido nas regides tropicais. Sendo sua maioria
encontrada na Africa, entre as espécies que ocorrem neste continente esta Vigna unguiculata
(L.) Walp (FREIRE FILHO, 1988; BEZERRA, 2009).

Sua introducao no Brasil foi por volta do século XVI por colonizadores portugueses e
espanhdis, no Estado da Bahia onde se expandiu por todo o pais. E amplamente cultivado nas
regides Norte e Nordeste, e vem se expandindo para o Centro-Oeste (BEZERRA, 2009).
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O feijdo caupi é uma cultura anual, apresentando germinacdo epigea, com seus
cotilédones inseridos no primeiro nd do ramo principal. Seu sistema radicular é axial, com
raizes superficiais, porém, podem atingir 2,0 m de profundidade, caracteristica que confere a
espécie tolerancia a periodos secos. Em suas raizes € comum encontrar nodulos que auxiliam
na absorcdo de nitrogénio através da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), realizado por
microrganismos genericamente conhecidos como rizobios (CHAGAS JUNIOR et al, 2009;
SANCHEZ-NAVARRO, 2019).

A cultura do feijdo caupi € uma espécie bem adaptada a ambientes estressantes
associados a altas temperaturas, seca ou baixa fertilidade, e também considerada uma cultura
alternativa adequada nas regiGes aridas e semiaridas (EMBAPA, 2004; SOBRINHO, 2016;
SANCHEZ-NAVARRO, 2019).

O caupi desempenha importante papel no agronegécio brasileiro sendo cultivado ndo
somente pelos pequenos agricultores, se constituindo um alimento bésico de subsisténcia
(BEZERRA,2009; SOUZA, 2015), mas também tem seu cultivo em franca expanséo, ha pelo
menos 10 anos. Essa expansdo ocorre, principalmente, para as areas de cerrado das Regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, com a mesma tecnologia empregada no cultivo da
soja (MENEZES JUNIOR, 2017; RODRIGUES, 2018)

De acordo com estimativas realizadas pela Embrapa Arroz e Feijdo (2018), o feijao-
caupi é o segundo tipo de feijdo mais cultivado no Brasil. Podendo ser consumidas suas
sementes (verdes e maduras), folhas, vagens verdes e produtos processados (farinhas)
(SANCHEZ-NAVARRO, 2019). Suas sementes desempenham um papel importante na dieta
humana devido ao seu valor nutricional, uma vez que é rica em fonte de proteina, calorias,
minerais e vitaminas(DA SILVA, 2006; SANCHEZ-NAVARRO, 2019).

Atualmente, inexistem estatisticas oficiais sobre a producéo de feijio-caupi. A excecio
de alguns estados, o servico de Levantamento Sistematico da Producdo Agricola (LSPA) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) publica os dados das duas espécies de
forma conjunta (BASTOS, 2016). No entanto, a Embrapa Arroz e Feijdo tem obtido

estimativas, ndo oficiais (Tabela 1), sobre a producdo anual de feijao-caupi no Brasil
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DADOS DE CONJUNTURA DA PRODUCAO DE FEIJAO CAUPI (Vigna unguiculata (L.) Walp) NO BRASI.(1985 - 2018) *

ANO  Caupi (Vigna) (12 Safra)

Caupi (Vigna) (22 Safra)

Total Caupi (Vigna)

Area(ha)  Prod. () Rend(kg/ha)  Area(ha)  Prod .(t) Rend. (kg/ha)  Area(ha) Prod. ()  Rend. (kg/ha)
1985 497.799 106.227 213 90.457 40.231 445 588.256 146.458 249
1986 570.961 160.610 281 97.494 52.298 536 668.455 212.908 319
1987 468.620 70.088 150 76.587 29.642 387 545.207 99.730 183
1988 562.048 206.510 367 87.205 37.811 434 649.253 244321 376
1989 518.319 149.893 289 94.459 43.985 466 612.778 193.878 316
1990 482.150 111.429 231 313.966 114.291 364 796.116 225.720 284
1991 1.235.976 433.011 350 529.278 186.227 352 1.765.254  619.238 351
1992 1.143.404 203.324 178 511.576 121.892 238 1.654.980 325.216 197
1993 573.153 107.477 188 207.753 88.575 426 780.906 196.052 251
1994 1.396.373 514.288 368 592.652 245.084 414 1.989.025  759.372 382
1995 1.277.535 370.425 290 389.425 185.679 477 1.666.960  556.104 334
1996 1.258.261 404.414 321 322.750 168.474 522 1.581.011 572.888 362
1997 1.043.685 287.691 276 226.790 118.992 525 1.270.475  406.683 320
1998 686.368 88.635 129 202.020 107.453 532 888.388 196.088 221
1999 1.007.594 342.579 340 150.067 95.294 635 1.157.661  437.873 378
2000 1.055.700 405.357 384 135.286 80.296 594 1.190.986  485.653 408
2001 967.234 176.487 182 161.235 93.848 582 1.128.469  270.335 240
2002 1.199.151 354.628 296 276.743 135.777 491 1.475.894 490.405 332
2003 1.183.297 383.584 324 284.650 152.981 537 1.467.947 536.565 366
2004 1.099.916 290.816 264 319.786 177.021 554 1.419.702  467.837 330
2005 1.009.068 277.780 275 249.168 158.947 638 1.258.236  436.727 347
2006 1.091.260 422.478 387 337.366 191.707 568 1.428.626 614.185 430
2007 1.104.275 263.728 239 323.351 161.044 498 1.427.626  424.772 298
2008 1.171.595 458.321 391 346.924 197.239 569 1.518.519 655.560 432
2009 1.221.919 334.117 273 408.687 241.161 590 1.630.606 575.278 353
2010 1.058.004 275.203 260 241.785 140.151 580 1.299.789 415.354 320
2011 1.309.751 542.693 414 377.553 240.273 636 1.687.304 782.966 464
2012 725.199 111.051 153 258.075 219.165 849 983.274 330.216 336
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2013 628.444 130.064 207 333.069 254.303 764 961.513 384.367 400
2014 831.518 234.950 283 370.973 247.715 668 1.202.491  482.665 401
2015 740.337 163.648 221 339.603 275.591 812 1.079.940  439.239 407
2016 728.413 130.596 179 337.762 214.156 634 1.066.175  344.752 323
2017 985.221 328.179 333 404.983 318.969 788 1.390.204  647.148 466
2018  1.077.684  428.670 398 408.339 309.378 758 1.486.023  738.048 497

Fonte: Embrapa Arroz e Feijao (2019).

No estado da Paraiba, o feijdo- caupi € cultivado em quase todas as microrregides,
onde detém 75% das areas de cultivo (OLIVEIRA et al., 2002) Em algumas regides da
Paraiba, 0s niveis baixos de produtividade tém sido constatados. Sabe-se que a baixa
produtividade esta associada ao plantio de cultivares tradicionais ou ao emprego de sementes
de baixa qualidade agronémica, portanto, com pouca capacidade produtiva (OLIVEIRA et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2003).

Novas tecnologias vém sendo desenvolvidas com a finalidade de melhorar a
produtividade e qualidade do caupi, nestas areas. Dentre essas tecnologias, destaca-se a
fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) que vem ganhando espaco entre os grandes produtores
agricolas, principalmente nos Cerrados dos Estados do Piaui e Maranhdao (DE MEDEIROS et
al., 2009).

O feijao-caupi possui a capacidade de nodular com uma ampla gama de rizoébios,
sendo provavel que os isolados presentes no solo sejam capazes de formar simbiose eficiente
(SOUZA, 2015). Segundo De Medeiros (2007) a interacdo rizébio/caupi é capaz de suprir de
35% a 70% de N que a planta necessita, que em outras palavras, cerca de 50 a 120 Kg ha* de
N.

3.2 Fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN)

A fixacdo de nitrogénio é o processo pelo qual alguns microrganismos de vida livre,
associativos ou simbidticos fixam o nitrogénio atmosférico (MARCHETTI, 2017,
CARVALHO, 2019), transformando-o em am6nia, uma forma prontamente assimilavel.

O nitrogénio é o nutriente que mais limita o desenvolvimento das plantas,
principalmente em solos tropicais. Em contradicdo é o elemento mais abundante da atmosfera
e quarto nas plantas, perdendo apenas para o carbono, oxigénio e hidrogénio (BEZERRA,
2009).

Em leguminosas os rizobios se associam com o sistema radicular de plantas

hospedeiras por meio de desenvolvimento de estruturas conhecidas como nodulos, onde
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ocorre o processo de fixacdo de nitrogénio atmosférico (SOUZA, 2015). Essa associagdo é
caracterizada como simbiose entre rizobio- leguminosa que é de grande importancia
econbmica aumentando a produtividade, diminuindo o uso de adubacdo nitrogenada, e
reduzindo os custos de producdo e ambiental, suprindo o nitrogénio que a planta necessita,
além de aumentar o sequestro de carbono no solo e diminuir a poluigdo (SOUZA, 2015),

A associacdo entre planta e microrganismo reflete um carater evolutivo entre os
hospedeiros, pelo os reconhecimentos dos sinais estabelecidos na relacdo simbidntica
(MARCHETTI, 2017). As plantas selecionam e estimulam as comunidades microbianas que
através da producdo e liberacdo de exsudados radiculares (carboidratos, &cidos organicos,
vitamina, aminoacidos e os derivados fendlicos). Essas substancias quando em contato com 0s
microrganismos presentes na rizosfera, ativam os genes de nodulacdo (BEZERRA, 2009;
SOUZA, 2015).

A troca de sinais moleculares ocorre com a ativacdo dos genes nod, onde a bactéria
emiti sinais especificos para o hospedeiro, induzindo as modifica¢des radiculares, com as
deformacdes e o aumento dos pelos radiculares, levando a formacdo dos nddulos (SOUZA,
2015; MARCHETTI, 2017). Apo6s as modificacdes radiculares, ocorre a dissolucdo das
paredes celulares, sendo formado um corddo de infeccdo que proporciona a entrada das
bactérias nos nodulos, onde se diferenciam formando os bacteroides (Figura 1).

Figura 1: Troca de sinais quimicos entre os simbionte Rizdbio-Planta

Fabacea

L7 L1
o o-(h 0
= it/ °"€:&.«-
n- 0 Ougom - <"‘ ©
o=
oy ™ ne23 ™ I'ricoma
N¢ Fator de nodulagido

Corddo de infecgdo

Rhizobium OH
S )
o Flavonéide

Fonte: Dias (2015).

Os bacteridides é composto pelo complexo enziméatico denominado nitrogenase,

responsavel por reduzir o nitrogénio (N2)a amonia (NHs), e subsequentemente, assimila em
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aminoacidos e proteinas (BEZERRA. 2009; TORABIAN, 2019), esta reacdo pode ser
representada pela seguinte equacao.
N2 + 8e- + 8H+ + 16 Mg-ATP ——————=>2NH3 + H2 + 16 Mg-ADP +16 Pi
Em troca, a planta supre a bactéria com fontes de energia e carbono para sua
manutengédo (SOUZA, 2015; TORABIAN, 2019).

3.3 Fatores que influenciam a Fixacao Bioldgica do Nitrogénio
Os estresses ambientais representam importantes fatores que afetam o processo de
nodulagdo em leguminosas e a FBN (REIS, 2008; DIAS, 2015). Fatores como acidez do solo,
elevadas temperaturas, salinidade e déficit hidrico, entre outros (FAGAN, 2007; LARANJO
& OLIVEIRA; 2011).

As altas temperaturas do solo também ocasionam efeitos nocivos sobre as raizes das
plantas, e as atividades microbiana, sendo um dos fatores que mais limitam esse processo nos
tropicos (REIS, 2008). Esse estresse ambiental e ainda mais agravado quando combinado com
condi¢cdes ambientais de déficit hidrica, o que ocorre nas regifes aridas e semiaridas e em
processos de desertificacdo (RUMJANEK et al 2005).

Para que o processo de nodulacdo aconteca de forma efetiva é importante que a
temperatura seja adequada a atividade da nitrogenase. A temperatura ideal para o
crescimentoé 25°C a 30 C (LARANJO & OLIVEIRA; 2011), enquanto temperaturas em
torno de 15°C causam diminuicdo da atividade ou até inibicdo em vérias racas de bactérias
fixadoras (FAGAN, 2007; LARANJO & OLIVEIRA; 2011).

Segundo Rumjanek et al. (2005), no grupo de rizébio tropical, tem sido relado uma
grande variabilidade quanto as habilidades de sobrevivéncia e crescimento em temperaturas
adversas, a também a producdo de muco por esses isolados quando crescida a temperaturas
acima de 42°C em meio de cultura (XAVIER, 2007).

A salinidade também contribui negativamente para a FBN, reduzindo a nodulacéo da
leguminosa pela inibicdo dos eventos simbiotico iniciais. No entanto, os rizobios podem
utilizar mecanismos distintos para a sua adapta-se a essas condi¢Ges abioticas (RUMJANEK
et al 2005; FAGHIRE, 2012; DIAS, 2015). O estresse salino também limita a produtividade
das culturas leguminosas, e gera degradacao da estabilidade do solo (VENTORINO, 2012).

A adaptacdo de bactérias simbidnticas a ambientes desfavoraveis vem chamando

atencdo por serem capazes de tolerar elevadas concentracfes de sal em meio de cultura, sendo
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mencionado como exemplo rizébios de origem de regibes aridas (RUMJANEK et al., 2005;
XAVIER, 2007; VENTORINO, 2012), sendo capazes de formar colénias em até 3% de NaCl
(FAGHIRE, 2012).

4 MATERIAL E METODOS

Os estudos microbiologicos foram realizados na Unidade de Pesquisa em
Microbiologia do Solo (UPMS), pertencente ao laboratério de Fisica do Solo localizado no
Departamento de Solos e Engenharia Rural (DSER), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA),

da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), municipio de Areia, Paraiba.

4.1 Selecdo de nodulos e isolamento bacteriano
O isolamento das estipes foramrealizado a partir de nddulos presente no banco de
dados da colecédo de culturas da UFPB/CCA/DSER/UPMS,obtidos de raizes de feijdo-caupi,
proveniente deduas areas agricolas sob Neossolo Litdlico com histérico de cultivo de feijao-
caupi, localizada no municipio de Santa Cruz, PB.
As amostras dos solos antes coletados pela foram encaminhas ao Laboratério de
Anélise de Fertilidade do Solo, Departamento de Solos e Engenharia Rural, do Centro de

Ciéncias Agrarias - UFPB para caracterizacdo de quimica e fertilidade do solo (Tabela 1).

Tabela 2. Caracterizacdo de quimica e fertilidade Neossolo Lit6lico.

Area pH w20 P K* Na* H™+AP* AlI** Ca*2 Mg? SB CTC M.O.

(1:25) -mgdm?3- e L0 I ———— g kg
| 51 756 7457 0,03 19 0,10 1,06 058 1,86 3,82 8,09
] 7,1 89,29 941,28 0,02 0,73 000 230 061 535 6,07 7,16

SB = Soma de bases; CTC = Capacidade de troca de cations; M.O. = matéria organica.
Fonte: Propria.

Para o procedimento da escolha de nddulosdo banco de dados, foi utilizada a
metodologia descrita por HUNGRIA (1994), em que consiste na sele¢cdo de umndédulo para
cada repeticéo.

No laboratério, os nédulos foram previamente desinfestados por lavagens sucessivas
em alcool (70%) por um minuto, seguidas de hipoclorito de sodio (2%) por 1 minuto e 3
lavagens com agua destilada esterilizada em autoclave a 121°C.

ApoOs a desinfestacdo, os nodulos foram esmagados com um bastdo de vidro

previamente autoclavado, em tubos estéreis contendo 5 mL de solugdo salina, posteriormente
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foram inoculados em placas de petri contendo meio &gar levedura-manitol com vermelho
congo (YMA), e incubados durante o periodo de sete dias até a formagdo de isolados
referentes a area 1 (S0101, S0102, S0103, S0104, S0105 e S0106) e da area 2 (S0201, S0202,
S0203, S0204, S0205 e S0206). (Figura 1).

Figura 2. Selecgdo e isolamento de n6dulos em meio YMA

Fonte: Prépria.

4.2 Caracterizacdo morfoldgica das estirpes
Primeiramente, os isolados foram analisados quanto a morfologia celular através do

teste de coloracdo Gram, afim de obter coldnias puras Gram negativas.

Posteriormente foi realizado a avaliacdo da morfologia das coldnias a partir da
inoculacdo dosisolados diluidos 10, em placas de Petri contendo meio de cultura YMA
vermelho congo (meio seletivo para bactérias) e Azul de bromotimol (indicacdo de pH), com
pH 6,8 a 28°C(Figura 2).

Figura 3. Processo de diluigéo seriada para inoculagdo em placas com meio YMA (vermelho
congo e azul de bromotimol).

Fonte: Propria.
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Sendo avaliado as seguintes caracteristicas segundo Aradjo (1994):transparéncia
(translUcida ou opaca); cor da colénia (branca, amarela ou rosa); tamanho (<1 mm ou >1
mm); borda (lisa, rugosa); elevacdo; taxa de crescimento (rapido, intermediario e lento);

forma (circular ou puntiforme); pH (acido, neutro ou basico) (Figura 3).

Figura 4. Analise morfoldgica das col6nias de Bactérias

(d)

Fonte: Propria

Os mesmos foram incorporados a colecdo de culturas da UFPB/CCA/DSER/UPMS,
sendo preservados em tubos de cultura, contendo meio YMA inclinado, e mantidos sob
refrigeracdo. Bem como, receberam uma ficha catalogréafica, contendo todas as informaces
de estudo (Figura 4)
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Figura 5. Material catalogado e adicionado ao banco de dados da UPMS.

Fonte: Propria

4.3 Crescimentoem diferentes temperaturas

A capacidade de crescimento em diferentes temperaturas foi determinada pela
inoculagdo em placas contento meio YMA vermelho congo, onde os isolados foram
incubados a temperaturas de 28, 30, 32, 34, e 36°C, seguindo a metodologia De Medeiros
(2007) modificado, mediante a incubacdo em Biochemical Oxigen Demand (B.O.D). Os
testes foram realizados em duplicatas, sendo inoculadas quatro bactérias por placa e o
crescimento avaliado ap6s sete dias. Placas que apresentavam desenvolvimento de col6nia
foram consideradas como resultado positivo e a falta de desenvolvimento de colonias foram
considerados negativos (XAVIER et al., 2007).

4.4 Crescimento em diferentes concentragdes de NaCl
Para o teste de salinidade, os isolados foram testados nas concentracdes 4, 8, 12, 16 e 20g de
NaCl por litro e ainda um controle com a concentracdo original do meio (0,01% NaCl). As
bactérias foram repicadasem placa de Petri, com auxilio de alca de platina, em meio YMA
com quatro repeti¢des, e incubadas a 28°C, durante 7 dias (XAVIER et al., 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos isolados
Para andlise do crescimento das coldnias (Figura 6), 12 dos 13 isolados apresentaram
crescimento rapido, ou seja crescimento em até 48 horas (JORDAN, 1894).
A maior parte dos estudos desenvolvidos até o0 momento mostra que o grupo de
rizobio que nodula caupi apresenta crescimento lento, caracteristica do género
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Bradyrhizobium (MELLONI, 2006). Entretanto, alguns trabalhos ja evidenciaram que
rizobios de crescimento rapido também sdo capazes de induzir nédulos em caupi (SANTOS et
al. 2007; MEDEIROS et al., 2009; PINHEIRO et al. 2014).

As presencas desses rizobios de crescimento rapido sdo mais comuns em regides
aridas e semiaridas (MEDEIROS, 2009; DIAS, 2015). Esta caracteristica constitui um
mecanismo de sobrevivéncia desses microrganismos, ja que sdo mais tolerantes a secas e se
multiplicam rapido em curto espaco de tempo, 0 que explicaria seu maior aparecimento em
solos do semiaridos, e sua maior frequéncia do que bactérias de crescimento lento (SANTOS
et al. 2007; PINHEIRO et al. 2014).).

Em relacdo ao tamanho das coldnias (Tabela 2), os isolados que obteve maior valor foi
os isolados UPMS/UFPB Vu 46, seguida pela UPMS/UFPB Vu 38, UPMS/UFPB Vu 44,
UPMS/UFPB Vu 47.

Foi verificada a alteracdo do pH do meio de cultura. Para esta varidvel foi observada
que a maioria dos isolados foram capazes de acidificar o meio, tornando-o amarelo (Figura 6),
resultados apresentados por Pinheiro et. al. (2014), mostra que essas caracteristicas sdo tipicas
dos géneros Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium. MELLONI et al. (2006) citam que
estirpe associadas ao género Bradyrhizobium que comumente se associam ao feijao-caupi
possuem caracteristicas de crescimento lento e capacidade de alcalinizar o meio, resultado

esse diferente ao observado no presente estudo.

Figura 6.Caracteristicas coloniais de isolados de rizobios em meio YMA.

Caracteristicas morfologicas dos isolados
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lenta (5 dia) rapida (1 dia) rapida (2 dias)

Fonte: Prépria.
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Neste estudo, todos os isolados obtidos apresentam producdo de muco, embora a
maioria apresente pouco muco. A producdo de muco representaria um mecanismo envolvido
no processo de adaptacéo e sobrevivéncia do rizébio em condicdes adversas de solo e clima.

Ao final da caracterizacdo dos isolados (Tabela 2) foi possivel analisar a propor¢édo de
isolados que compartilham caracteristicas entre si, a 80% similaridade, com a estirpe
recomendada atraves do Dendograma de Sorensen-Dice (Figura 5), no qual foram obtidos sete

grupos com atributos semelhantes (Figura 7);



Tabela 3.Caracterizacado morfofisiologica dos isolados.
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CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA

Cromogénes | Cromogénes
Alteragdo do Elevacao Superficie Consisténcia da colonia da colonia
ID Crescimento pH no meio Forma da ¢ Borda da P Producgéo Detalhes no meio no meio Coloragéo | Outras
Laboratério ID UFPB (dias) Tamanho YMA (azul col6nia da g colonia da . de muco da massa de opticos YMA (azul YMA Gram informagdes
] colénia colonia crescimento
bromotimol) de (vermelho
bromotimol) congo)
Estirpe 03-84-6/2010 Lento (5 dias) MENOR Neutro Puntiforme | Lenticular | Inteira Lisa Pouco Aquosa Translicida | Amarelo Rosa (bebé) Negativo
recomendada imm
S0101 UPMS/UFPB Vu Réapida (1 dia) 1 mm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Ondulado | Lisa Pouco Gomosa Translicida | Branca Rosa (bebé) Negativo Odor forte
37
S0102 UPMS/UFPB Vu Répida (2 dias) | 3 mm Acido (amarelo) | Circular Lenticular | Ondulado | Lisa Pouco Agquosa Translicida | Amarelo Rosa (bebé) Negativo
38
S0103 UPMS/UFPB Vu Répida (1 dia) 2mm Neutro Irregular Lenticular | Inteira Lisa Pouco Gomosa Opaca Amarelo Rosa (bebé) Negativo
39
S0104 UPMS/UFPB Vu Répida (1 dia) 1 mm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Inteira Lisa Escassa Gomosa Opaca Amarelo Rosa (bebé) Negativo Odor forte
40
S0105 UPMS/UFPB Vu Répida (1 dia) imm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Inteira Lisa Escassa Aquosa Opaca Amarelo Rosa (bebé) | Negativo
41
S0106 UPMS/UFPB Vu Répida (1 dia) imm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Inteira Lisa Pouco Gomosa Opaca Amarelo Rosa (bebé) | Negativo
42
S0201 UPMS/UFPB Vu Répida (2 dias) | 1 mm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Inteira Lisa Escassa Aquosa Opaca Amarelo Rosa (bebé) | Negativo
43
S0202 UPMS/UFPB Vu Répida (2 dias) | 3 mm Alcalino Circular Convexa Inteira Lisa Moderada | Gomosa Opaca Amarelo Rosado Negativo
44 (levemente)
S0203 UPMS/UFPB Vu Répida (2 dias) | 1 mm Acido (amarelo) | Puntiforme | Convexa Inteira Lisa Pouca Gomosa Translicida | Amarelo Rosado Negativo
45 (levemente)
S0204 UPMS/UFPB Vu Répida (2 dias) | 5 mm Acido (amarelo) | Circular Convexa Inteira Lisa Pouca Gomosa Opaca Incolor Rosado Negativo
46 (levemente)
S0205 UPMS/UFPB Vu Réapida (2 dias) | 3 mm Acido (amarelo) | Circular Convexa Inteira Lisa Escassa Agquosa Translucida | Amarelo Rosa (bebé) Negativo
47
S0206 UPMS/UFPB Vu Répida (1 dia) 1mm Acido (amarelo) | Puntiforme | Lenticular | Ondulado | Lisa Pouca Gomosa Translicida | Branca Rosa (bebé) | Negativo
48

Fonte: Prépria.




Figura 7. Dendograma de Dice com agrupamento dos isolados
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5.2 Resisténcia a diferentes estresses abiodticos
As adaptacOes de pressdes especificas do ambiente, pode estar relacionado com o local de
origem dos rizébios (XAVIER et al., 2007). Quanto a analise do crescimento das colénias em
diferentes temperaturas (Tabela 3), os trezes isolados analisados obtiveram crescimento
positivo para as cinco temperaturas (28, 30, 32, 34 e 36°C). Segundo Pinheiro et al. (2014)
observaram que o0s rizobios em geral, crescem bem até aproximadamente 40°C, e que valores

superiores reduzem drasticamente suas capacidades de crescimento.

Tabela 4.Crescimento em diferentes concentragdes de NaCl e em diferentes temperaturas.

Estirpes Concentracdes de NaCl Temperatura
4 8 12 16 20 28 30 32 34 36
__________________ T — oC
03-84- + + + + + + + + + +
06/2010
S0101 + + + + + + + + + +
S0102 + + + + + + + + + +
S0103 + + + + + + + + + +
S0104 + + + + + + + + + +
S0105 + + + + + + + + + +
S0106 + + + + + + + + + +
S0201 + + + + + + + + + +
S0202 + + + + + + + + + +
S0203 + + + + + + + + + +
S0204 + + + + + + + + + +
S0205 + + + + + + + + + +
S0206 + + + + + + + + + +

Legenda: Sinal de (+) indica crescimento, (-) auséncia de crescimento.
Fonte: Propria.

Para o teste de resisténcia a salinidade, todos os isolados, apresentaram
desenvolvimento positivo para todos os cinco niveis de salinidade (Tabela 3). Essa tolerancia
ao estresse salino pode ser atribuida a variacbes de pH, temperatura e fonte de carbono
solivel (DE MEDEIROS et al., 2007)

Essa a tolerancia a salinidade vem sendo estudada por diversos autores que afirmam
gue o nivel de tolerancia de tais bactérias encontra-se numa escala entre 0 e 60g L-1 de NaCl,
corroborando com o presente trabalho (XAVIER et al., 2007; DE MEDEIROS et al. 2007;
LARANJO & OLIVEIRA, 2011).0 estresse salino funciona como um regulador negativo da

nodulagéo afetando diretamente o crescimento das plantas (PINHEIRO et al. 2014).
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6 CONCLUSOES

As estirpes caracterizadas morfologicamente em laboratoério mostraram tolerancia positiva
para as variag0es De temperatura e concentragcdes de NaCl. Todos os isolados caracterizado

do solo de Santa Cruz apresentou-se com crescimento em até 48 horas.

Diversidade de rizébio encontrada nesta regido pode ajudar na selecao de estirpes adaptadas,
competitivas e aptas a proporcionar uma FBN alta visandoa obtencéo de inoculantes para o
feijdo- caupi, j& que possuem boa adaptabilidade atemperaturas e salinidade, proximas

daquela encontrada nos solos.



27

7 REFERENCIAS
ARAUJO, R. S. Caracterizacdo morfoldgica, fisiologica e bioquimica do rizobio. In:
HUNGRIA, M.; ARAUJO, R. S. Manual de métodos empregados em estudos de

micorbiologia agricola. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Brasilia, 1994.

BASTOS, E. A. (Coord.). A Cultura do feijao-caupi no Brasil. In: SOBRINHO, C. A.
Principais Doencas do Feijdo-Caupi no Brasil. Embrapa Meio-Norte; Brasilia, DF:
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Divisdo de Analise de Risco de Pragas,
2016. 70 p.

BEZERRA, R. V. Biodiversidade e efetividade de rizobios nativos de solos do semi-arido
de Pernambuco em caupi (Vigna unguiculata L. Walp). 2009. 70 f. Dissertacdo (Programa

de Pos-Graduacdo em Ciéncia do Solo) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

CARVALHO, L. R. et al. Nodulation and biological nitrogen fixation (BNF) in forage peanut
(Arachis pintoi) cv. Belmonte subjected to grazing regimes. Agriculture, ecosystems &
environment, v. 278, p. 96-106, 2019\

CHAGAS JUNIOR, A. F. et al. Efetividade de rizobios e caracterizacdo fenotipica dos
isolados que nodulam feijdo-caupi em solos da Amazénia Central. Acta Amazonica, v. 39, n.
3, p. 489-494, 20009.

COLETTA, L. D. Estudo da fixacdo biologica do nitrogénio em leguminosas (familia

Fabaceae) arboreas tropicais através do enriquecimento isotopico do 15N. Piracicaba, 2010.

DA SILVA, V. N et al. Atuagdo de rizbios com rizobactéria promotora de crescimento em
plantas na cultura do caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.). Acta Scientiarum. Agronomy, v.
28, n. 3, p. 407-412, 2006.

DA SILVA, V.N et al. Caracterizacao e selecdo de populacdes nativas de rizobios de solo da
regido semi-arida de Pernambuco. Pesquisa Agropecudria Tropical, v. 37, n. 1, p. 16-21,
2007.

DE MEDEIROS, E. V et al. Tolerancia de bactérias fixadoras de nitrogénio provenientes de
municipios do Rio Grande do Norte a temperatura e salinidade. Revista de Biologia e
ciéncias da terra, v. 7, n. 2, 2007.



28

DIAS, Suelane de Melo. Morfofisiologia de isolados de rizobios de fabaceas forrageiras do
semiérido pernambucano. 2015. 107 f. Dissertacdo (Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia

Animal e Pastagens) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns

EMBRAPA ARROZ E FEIJAO. Dados conjunturais da producio de feijio comum
(Phaseolus vulgaris L.) e caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) no Brasil (1985 a 2018): area,
producdo e rendimento. Santo Antdnio de Goias: Embrapa Arroz e Feijdo, 2019. Disponivel
em: <http://www.cnpaf.embrapa.br/socioeconomia/index.htm>. Acesso em: 21 abril 2020.

EMBRAPA. Cultivo do feijao-caupi. EMBRAPA Meio Norte. Teresina, Pl. Setembro de
2004.

EMBRAPA: Disponivel em:<https://www.embrapa.br/tema-fixacao-biologica-de-

nitrogenio/nota-tecnica>. Acesso em: 20 fev 2020.

FAGAN, Evandro Binotto et al. Fisiologia da fixacdo bioldgica do nitrogénio em soja-
Revisdo. Revista da FZVA, v. 14, n. 1, 2007.

FAGHIRE, M. et al. Identification at the species and symbiovar levels of strains nodulating
Phaseolus vulgaris in saline soils of the Marrakech region (Morocco) and analysis of the otsA
gene putatively involved in osmotolerance. Systematic and applied microbiology, v. 35, n.
3, p. 156-164, 2012.

FREIRE FILHO, FR de. Origem, evolucdo e domesticacdo do caupi. Embrapa Meio-Norte-
Capitulo em livro cientifico (ALICE), 1988.

FRIGO, Gislane Renata et al. Feijao caupi submetido a inoculacdo com rizobio e cultivado
em latossolo do cerrado matrogrossense. 2013. Dissertacdo (Programa de Pos-graduacdo em
Engenharia Agricola) - Instituto de Ciéncias Agrérias e Tecnoldgicas da Universidade Federal

de Mato Grosso, Rondondpolis.

HUNGRIA, M et al. Manual de métodos empregados em estudos de microbiologia

agricola. Brasilia, DF: Embrapa-Servico de Producgéo e Informagéo, 1994.

JORDAN, D. C. Transfer of Rhizobium japonicum Buchanan 1980 to Bradyrhizobium gen.
nov., a genus of slow-growing, root nodule bacteria from leguminous plants. International

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 32, n. 1, p. 136-139, 1982.


https://www.embrapa.br/tema-fixacao-biologica-de-nitrogenio/nota-tecnica
https://www.embrapa.br/tema-fixacao-biologica-de-nitrogenio/nota-tecnica

29

Laranjo, M.; Oliveira, S. Tolerance of Mesorhizobium type strains to different environmental
stresses. Antonie van Leeuwenhoek 99, 651-662 (2011). https://doi.org/10.1007/s10482-010-
9539-9

LORENTINO, Ligiane Aparecida et al. Diversity and efficiency of bradyrhizobium strains
isolated from soil samples collected from around sesbania virgata roots using cowpea as trap
species. Rev. Bras. Ciénc. Solo, Vigosa, v. 34, n.4, p. 1113-1123, Aug. 2010 .

MARCHETTI, M. M et al. Caracterizacdo de bactérias em nodulos de leguminosas arbdreas

de fragmentos da floresta ombrdfila mista. Scientia agréaria, v. 18, n. 4, p. 50-62, 2017.

MEDEIROS, E. V. de et al. Diversidade morfoldgica de rizébios isolados de caupi cultivado

em solos do Estado do Rio Grande do Norte. Acta Sci., Agron., Maringa, v.31, n.3, p.529-

535, Sept. 2009. Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1807-
86212009000300024&Ing=en&nrm=iso>. access on 21 Apr.

2020. https://doi.org/10.4025/actasciagron.v31i3.793.

MELLONI, R et al. Eficiéncia e diversidade fenotipica de bactérias diazotréficas que
nodulam caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) em solos de
mineracdo de bauxita em reabilitacdo. Revista Brasileira de Ciéncias do Solo, v. 30, p. 235-
246, 2006.

MENEZES JUNIOR, J. A. de. Et al., In: DOVALE, J. C.; BERTINI, C.; BOREM, A. (Ed.).
Feijdo-caupi: do plantio a colheita. Vigosa, MG: Ed. UFV, 2017. p. 244-267.

OLIVEIRA, A. P. et al., Rendimento de feijdo-caupi em funcdo de doses e formas de

aplicacdo de nitrogénio. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 21, n. 1, p. 77-80, marco 2003.

OLIVEIRA, A.P. et al., Avaliagdo de linhagens e cultivares de feijdo-caupi, em Areia, PB.
Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 20, n. 2, p. 180-182, junho 2002.

OLIVEIRA, Ademar Pereira de et al. Rendimento produtivo e econémico do feijdo-caupi em

funcdo de doses de potassio.bCiéncia e Agrotecnologia, v. 33, n. 2, p. 629-634, 20009.

PINHEIRO, M. S. et al. Isolamento e selecdo de estirpes de rizobios nativas do semiérido

tolerantes a estresses ambientais. Enciclopédia Biosfera, v. 10, n. 18, p. 2071-2082, 2014.


https://doi.org/10.4025/actasciagron.v31i3.793

30

REIS, V. M. et al. Algumas limitacdes a fixacdo bioldgica de nitrogénio em
leguminosas. Embrapa Agrobiologia-Documentos (INFOTECA-E), 2008.

RODRIGUES, B. H. N. et al. Produtividade de feijdo-caupi” BRS imponente™ cultivado em
plantio direto, em diferentes regimes hidricos no semiarido piauiense. Embrapa Meio-Norte-
Comunicado Técnico (INFOTECA-E), 2018.

RUMJANEK, N. G et al. Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio. In: Freire Filho, F. R.; Lima, J. A.
de A.; Silva, P. H. S.; Viana, F. M. P. (Org.). Feijdo caupi: avangos tecnologicos, 2005, p.
279-335.

SANCHEZ-NAVARRO, V. et al. Does the use of cowpea in rotation with a vegetable crop
improve soil quality and crop yield and quality? A field study in SE Spain. European
Journal of Agronomy, v. 107, p. 10-17, 2019.

SANTOS, C. E. R. S. et al. Diversidade de rizébios capazes de nodular leguminosas tropicais.
Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, v. 2, n. 4, p. 249-256, 2007.

SOUZA, A. C. de M. Selecdo de rizébios e compatibilidade simbiodtica em diferentes
variedades de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp). 2015. 68 f. Dissertacdo (Programa
de P6s-Graduacdo em Melhoramento Genético de Plantas) - Universidade Federal Rural de

Pernambuco, Recife.

TORABIAN, S. et al. Do tillage systems influence nitrogen fixation in legumes? A
review. Soil and Tillage Research, 185, 113-121, 2019.

Ventorino, V. et al. Response to salinity stress of Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
strains in the presence of different legume host plants. Ann Microbiol62, 811-823 (2012).
https://doi.org/10.1007/s13213-011-0322-6

XAVIER, G. R. et al. Tolerancia de rizébio de feijdo-caupi a salinidade e a temperatura em

condig&o in vitro. Revista Caatinga, v. 20, n. 4, p. 1-9, 2007.

ZILLI, J. E. et al. Contribuicio de estirpes de rizobio para o desenvolvimento e produtividade
de gréos de feijdo-caupi em Roraima. Acta Amazonica, v. 39, n. 4, p. 749-757, 2009.

ZILLI, J. E. et al. Resposta do feijio-caupi & inoculagdo com estirpes de Bradyrhizobium
recomendadas para a soja. Revista Brasileira de Ciéncia do solo, v. 35, n. 3, p. 739-742,
2011.


https://doi.org/10.1007/s13213-011-0322-6

31

APENDICE
Fichas catalograficas

ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 37  ID Laboratério: S0101
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.
1 Manifestacéo do crescimento (Colonia isolada):
( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)
2 Tamanhos (didametro das colonias)
1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias
3 Alteragéo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:
(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)
4 Formas da coldnia:
( X)) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular
5 Elevacdo da colonia:
() plana ( X)lenticular ()convexa () pulvinada (drop- like)
6 Borda da colonia:
() inteira (X)ondulada () lobada () denteada () filamentosa
7 Superficies da colénia:
(X)lisa ()rugosa () papilada
8 Producdo de muco:
() escassa ( X ) pouca ( ) moderada ( ) abundante
9 Consisténcia da massa de crescimento:
()seca  ()aquosa ( X') gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes dpticos:
() transparente (X)) translicido () opaco
11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:
( )incolor (lupa) ( X )branco ( )creme ( )amarelo ( )rosa
12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:
() incolor (lupa) () branco () rosado (levemente) ( X ) rosa (bebé) () avermelhado (centro) ( )
vermelho
13 Coloracdo Gram:
() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha
14 Outras informaces (registrar no verso)
Odor forte
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Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.

ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 38  ID Laboratério: S0102
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliacdo, a partir da anotacdo
do didmetro das col6nias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

3 mm aos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alterag&o do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da colonia:

() puntiforme (até 1 mm) ( X) circular ( ) irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  (X)aquosa ( ) gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( ) transparente ( X) translicido ( ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 39  ID Laboratério: S0103
Localidade: Santa Cruz- PB

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

1 Manifestacao do crescimento (Colonia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ( )lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (didametro das colonias)

2 mm aos 2 dias (na manifestacdo das colonias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracéo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

() é&cida ( X) neutro (sem alteracdo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da colonia:

() puntiforme (até 1 mm) () circular ( X) irregular

5 Elevacdo da colonia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da col6nia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Produgdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ()aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes dpticos:

( ) transparente () translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

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

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 40  ID Laboratério: S0104
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X)) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ( )aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( )transparente ( )translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

()incolor (lupa) ( X )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Odor forte

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 41  ID Laboratério: S0105
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X)) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  (X)aquosa () gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( )transparente ( )translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X)amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 42  ID Laboratério: S0106
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avalia¢do, a partir da anotacao
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X)) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ( )aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( )transparente ( )translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 43 D Laboratério: S0201
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

(X)) é&cida () neutro (sem alteracéo de cor) ( ) alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X)) puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  (X)aquosa ( ) gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

() transparente ( )translicido ( X )opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 44  ID Laboratério: S0202
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

3 mm aos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

( )acida () neutro (sem alteracdo de cor) ( X ) alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

() puntiforme (até 1 mm) ( X) circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ( )aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

() transparente ( )translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 45 D Laboratério: S0203
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

( X )éacida () neutro (sem alteragdo de cor) () alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X ) puntiforme (até 1 mm) ( ) circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ( )aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( ) transparente ( X )translicido () opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 46  ID Laboratério: S0204
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

5 mm aos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliacdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

( X )éacida () neutro (sem alteragdo de cor) () alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

() puntiforme (até 1 mm) ( X ) circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  ( )aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( )transparente ( )translicido ( X ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

(X)incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

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

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 47  ID Laboratério: S0205
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avalia¢do, a partir da anotacao
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

3 mm aos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliagcdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

( X )éacida () neutro (sem alteragdo de cor) () alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

() puntiforme (até 1 mm) ( X ) circular () irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

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

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca  (X)aquosa ( ) gomosa () viscosa (elastica) ( ) butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( ) transparente ( X )translicido () opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( )branco ( )creme ( X)amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

() incolor (lupa) () branco ( ) rosado (levemente) ( X.) rosa (beb&) ( ) avermelhado (centro) (
) vermelho

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.
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ID UFPB: UPMS/UFPB Vu 48 D Laboratério: S0206
Localidade: Santa Cruz- PB

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliagdo, a partir da anotacéo
do diametro das colonias.

1 Manifestacdo do crescimento (Coldnia isolada):

( X ) rapida (até 2 dias) ()lenta(4a5dias) () muito lenta (acima de 10 dias)

2 Tamanhos (diametro das col6nias)

1 mmaos 2 dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) rapido- 2 dias intermediario- 4 dias
__mmaos __dias (no final da avaliacdo) lento- 5 dias muito lento- 10 dias

3 Alteracdo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

( X )éacida () neutro (sem alteragdo de cor) () alcalino (azul)

4 Formas da coldnia:

( X ) puntiforme (até 1 mm) ( ) circular ( ) irregular

5 Elevacéo da colénia:

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

6 Borda da colonia:

(' )inteira (X)ondulada () lobada () denteada () filamentosa

7 Superficies da colénia:

(X)lisa ()rugosa () papilada

8 Producdo de muco:

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

9 Consisténcia da massa de crescimento:

()seca (V)aquosa ( X) gomosa () viscosa (elastica) () butirica (manteiga)
10 Detalhes épticos:

( ) transparente ( X )translicido ( ) opaco

11 Cromogénese da coldnia em meio YMA com corante Azul de Bromotimol:

( )incolor (lupa) ( X )branco ( )creme ( )amarelo ( )rosa

12 Cromogénese da col6nia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

() incolor (lupa) () branco ( ) rosado (levemente) ( X ) rosa (beb&) ( ) avermelhado (centro) (
) vermelho

13 Coloracdo Gram:

() Gram-Positiva cor violeta (X ) Gram-Negativa cor vermelha

14 Outras informaces (registrar no verso)

Data: 20 /12 / 2019 Responsavel: ARAUJO, A. V' S.



