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Producio de AIA e Diversidade Fenotipica de Estirpes Elite de Rizobio Isoladas de
Feijoeiro

IAA Production and Phenotypic Diversity of Rhizobial Elite Strains Isolated from
Common Bean

Giuliana Castello Coatti**; Diva de Souza Andrade®; Juscélio Donizete Cardoso®; Maria Aparecida de Matos®

Resumo

Neste trabalho o objetivo foi avaliar a diversidade fenotipica de estirpes de rizobios isoladas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Foram avaliadas
31 estirpes provenientes da Cole¢ao de Microrganismos Fixadores de Nitrogénio do Laboratério de Microbiologia de Solos do IAPAR. Essas
estirpes foram pré-selecionadas para eficiéncia em simbiose com feijoeiro. A concentragdo de AIA foi determinada em meio Tris extrato de
levedura manitol triptofano e quantificada (Tris-YMRT) pelo método colorimétrico. Todas as estirpes produziram AIA e a quantidade variou de
23 a 300 pM. As caracteristicas morfologicas de colonias predominantes foram: tamanho maior que 2 mm, forma circular, textura ndo viscosa,
absorcao de corantes do meio de cultura, producdo de goma, colonias elevadas, com bordas e estruturas lisas e opacas. A maioria das estirpes
acidificou o meio de cultura e ndo produziu melanina. Esse grupo de estirpes “elite” apresentou alta diversidade fenotipica.
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Abstract

In this work, the objective was to assess the phenotypic diversity of rhizobia isolated from common bean (Phaseolus vulgaris). It was evaluate
a group of thirty-one strains belonging to Collection of Microorganisms Nitrogen fixers of the Laboratory of Microbiology of Soils IAPAR.
These strains were pre selected for efficiency in symbiosis with common bean. The IAA concentration was determined using Tris yeast extract
mannitol tryptophan (Tris-YMRT) and quantified by colorimetric method. All strains produced IAA and the amount ranged from 23 to 300 mM.
The predominant characteristics were: size greater than 2 mm, circular, non-sticky texture, absorption dye in the culture medium, production
of gummy, high colonies, with smooth edges and opaque. Most of the strains acidified the culture media and did not produce melanin. Although

this group of strains tested has been pre selected for efficiency, it was observed high phenotypic diversity.
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1 Introducao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L) é a espécie
mais cultivada entre as demais do género Phaseolus'. O Brasil
tradicionalmente cultiva o feijoeiro e estd entre os maiores
produtores e consumidores dessa leguminosa, com uma area
plantada de cerca de 4,2 milhdes de hectares. Entretanto, a
produtividade dessa cultura ¢ baixa devido a uma série de
fatores, especialmente, a deficiéncia do nitrogénio nos solos.

Bactérias conhecidas coletivamente como rizobios sao capazes
de estabelecer simbiose com leguminosas e realizarem o processo
da Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) que pode contribuir
para a reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados. Antes do
estabelecimento da simbiose, o rizobio é quimiotaticamente
atraido para a rizosfera por compostos (aminoacidos, compostos

indolicos ou agucares) exsudados pela planta**. A partir dai,
ocorre a interacdo quimica especifica entre o rizobio e a planta
hospedeira, mediada pela produgdo de flavondides (flavonas,
flavanonas e isoflavonas) pelas raizes®. A principal auxina, o
acido indolacético (AIA), atua principalmente na formacgdo de
raizes laterais e de pélos radiculares, que aumentam a absorc¢ao de
nutrientes pela planta*. A produgido de horménios, principalmente
o 4cido indolacético e a fixagdo bioldgica de nitrogénio por
bactérias diazotroficas desempenham papel essencial na promogao
do crescimento de plantas leguminosas ¢ ndo-leguminosas™®’.

No processo de selec@o de estirpes de rizobio eficientes na
fixag¢do bioldgica de nitrogénio, a caracterizacdo fenotipica ¢é
uma etapa essencial e envolve diversas avaliacdes morfologicas e
fisioldgicas. Essas variaveis podem ser utilizadas para caracterizar
fenotipicamente bactérias. A caracterizagdo fenotipica de rizobios
baseia-se em métodos de coloragdo, producao de pigmentos,
morfologia colonial, acidificacdo de meios especificos de
cultura. Entretanto, outras caracteristicas fisiologicas sao
importantes, por exemplo, a produgdo de compostos indélicos,
como o acido indolacético. Sendo assim, nesse trabalho o
objetivo foi determinar concentragdes do (AIA) produzidos
por rizobios e utilizar essa caracteristica para juntamente com
outras morfologicas e fisioldgicas para verificar dissimilaridade
entre estirpes isoladas da mesma planta hospedeira (feijoeiro).
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2. Material e Métodos
2.1 Origem das bactérias

Neste estudo foram utilizadas 31 estirpes elites de rizobio
armazenadas na Colecdo de Microrganismos Fixadores
de Nitrogénio do Laboratério de Microbiologia de Solos
do TAPAR (tabela 1). Na colecdo de microrganismos IPR-
IAPAR, as bactérias estavam preservadas por criopreservagao
(glicerol 65%, mantidos a -80°C) e por liofilizacdo (mantidas
a temperatura ambiente).

Tabela 1: Local de origem das 32 estirpes de rizobio utilizadas
neste estudo.

Local Identificacio estirpes

IPR Pv-348; -446; -453; -497; -506;
-515; -517; -524

-591; -611; -615; -889; -2604; -2608

-195; -1045; -367

Wenceslau Bras PR

Londrina, PR
Prado Ferreira, PR

Palmital, PR -680
Pitanga, PR -1249; -1326; -1362
Rio Branco do Sul, PR -1252

Sao Paulo, SP -583; -2234; -2248;

Serrinha, MG -580; -589; -593; -652; -689; -692
Distrito Federal *SEMIA4088 (H12)

*Secdo de Microbiologia Agricola da Secretaria da Agricultura do Rio
Grande do Sul.

As estirpes elite IPRPv- e a estirpe SEMIA4088=H12
foram recuperadas em condic¢Ges assépticas, a partir de culturas
liofilizadas, pela quebra da ampola seguida da adigdo de 100 uL
de meio liquido de extrato-de-levedura e manitol (ELM) sobre
as culturas. Durante periodo de 20 minutos, as bactérias eram
assim mantidas para que ocorresse a reidratagdo das células.
Posteriormente, transferiu-se a suspensao das bactérias para
placas de Petri contendo meio de cultura, extrato-de-levedura,
manitol e agar® (ELMA), repicadas para tubos com 0 mesmo
meio e mantidas em temperatura de 4 a 6 °C.

Como controle comparativo nos testes morfofisiologicos,
foram utilizados meios sem inoculagdo e inoculados com a
estirpe de Rhizobium tropici SEMIA 4088=H12 (Secdo de
Microbiologia Agricola da Secretaria da Agricultura do Rio
Grande do Sul) obtida na FEPAGRO.

2.2 Producao de AIA

Na avaliagdo da produgdo de acido indolacético (AIA), as
estirpes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 ml
de meio de cultura TY (triptona; extrato de levedura; cloreto
de célcio). Os tubos foram mantidos em incubadora por 2 dias
a28°Ce 120 rpm. Apos esse periodo, foi realizada a leitura da
densidade optica (D.O.) em espectrofotdmetro a 625nm. Apods
padronizar a D.O. para retirar e lavar as células, transferindo-
se 1,5 ml de cada suspensdo bacteriana para eppendorfs e
centrifugados a 12000 rpm por 1 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi suspendido em 1 ml de solugdo
salina e esse processo foi repetido.

As células bacterianas foram re-suspendidas em 1 ml
de meio Tris-YMRT (Manitol; Cloreto de Calcio; Sulfato
de Magnésio; Tris Hidroximetil Aminometano; Extrato de
Levedura ¢ Acido casamino). A suspensio foi transferida
para tubos de ensaio contendo 10 ml de meio Tris-YMRT,
suplementado com triptofano'? e incubadas por 4 dias a 28 °C,
120 rpm e no escuro, para evitar a oxidagao do AIA. O AIA foi
quantificado colorimetricamente, segundo o método de Gordon
e Weber (1951)", modificado por Minamisawa et al (1992)",
com a adigdo de duas partes de FeCl, 0,01M em 35% de HCIO,
em tubo de ensaio e adi¢do de 1ml da suspensdo de bactérias
crescidas em meio Tris-YMRT. Os tubos foram mantidos no
escuro por 25 min e a leitura da densidade optica (D.O) foi
realizada a 530nm. Os valores obtidos foram comparados com
os obtidos a partir da curva de calibra¢do do acido indolacético
que foi preparada a partir de uma solugdo de 5000 uM de AIA.

2.3 Caracteristicas de colonias

As coldnias das estirpes de rizobios foram caracterizadas
quanto ao tamanho (maior ou menor que 2 mm), forma
(circular ou no circular), elevagdo (convexa ou plana), bordos
(lisos ou ondulados), estrutura (lisa ou granulosa), brilho
(transparente ou opaca), textura (viscosa ou ndo viscosa),
absor¢do de corante (absorve ou ndo corante) e producgdo de
goma (produz ou ndo goma) através de crescimento em placas
contendo meio de cultura sdlido, seguindo as metodologias
descritas em Vincent (1970)% ¢ Aratjo (1994)°.

2.4 Produc¢ao de melanina

A produgdo de melanina pelas estirpes de rizobio foi
avaliada em meio de cultura TYA (triptona; extrato de levedura;
cloreto de célcio; Agar e suplementado com L-tirosina e sulfato
de cobre). O pH foi ajustado para 6,8. As bactérias foram
inoculadas e apos crescimento por 7 dias a 28 °C no escuro, a
producdo de melanina foi avaliada com a adi¢do de SDS 10%
(p/v) sobre as colonias, cuja fun¢do é romper a parede celular.
Decorridas 6 h em 25 °C verificou-se a alteragao de coloragdo
das colonias. As coldnias que ndo apresentaram pigmentagao
ndo sdo produtoras de melanina ja aquelas que apresentaram
coloragdo marrom ou preta sdo produtoras de melanina'®!".

2.5 Producao de acido

As estirpes foram repicadas para meio de cultura ELMA
contendo azul de bromotimol (0,25%) e incubadas em
temperatura de 28 °C por 7 dias. A cor azul do meio representa
producdo alcalina, amarela (acido) e verde (sem alteragao).

2.6 Analise dos dados

Para cada caracteristica morfofisiologica das 31 estirpes
elite de rizobio (IPRPv- (Colegao IAPAR) e da estirpe referéncia
e tipo (H12) foi atribuido valor 1 (presente) ou O (ausente) e
com base nesses dados foi construida uma matriz binaria. A
analise de agrupamento de similaridade e as diferencas foram
estimadas pela distancia euclidiana com a op¢do UPGMA
(unweigthted pair group method with aritmetic mean).
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Os resultados foram representados graficamente através
de um dendrograma construido a partir do programa NTSYS-
pc (Numerical Taxonomic and Multivariate Analysis System ,
versao 2.1, Exeter Software, USA).

3 Resultados

Todas as 31 estirpes IPR-Pv ¢ a estirpe padrdo tipo de
Rhizobium tropici (SEMIA 4088=H12) produziram AIA
em meio de cultura. A concentragao de AIA variou entre os
isolados de 20 uM a 301 uM (grafico 1). A menor produgdo
de AIA foi da estirpe IPR-Pv 2248 isolada de Sdo Paulo. Ja a
maior producdo de AIA foi pelo grupo formado com as estirpes
IPR-Pv 2234 ¢ 2208 isoladas de Sdo Paulo e Londrina-PR,
respectivamente. Com a produgdo média de 183 uM de AIA,
11 estirpes elites IPR-Pv e a estirpe de Rhizobium tropici
(SEMIA 4088=H12) formaram o maior grupo.
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Grafico 1: Distribuicdo percentual de estirpes IPR Pv- de rizbio
de acordo com a producdo média de AIA de cada grupo
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Grafico 2: Agrupamento das estirpes IPR Pv- de rizobio-Phaseolus analisadas com base na distancia Euclidiana em funcdo das
caracteristicas morfofisiologicas avaliadas
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A caracterizagdo morfologica das estirpes avaliadas
em maio ELMA, mostrou que, 84,4% possuem tamanho
da colonia maior do que 2 mm; 90,6% forma circular da
colonia; 81,2% textura ndo viscosa; 81,2% absorvem corante;
75% produzem goma, 71,9% possuem elevagdo na coldnia
(convexa); 90,6% possuem colonias com bordos lisos,
71,9% com a superficie lisa, 53,1% sdo opacas. Na avaliagao
fisiologica, onde as bactérias foram crescidas em meio
TYA suplementado observou-se que 71,9% nao produziram
melanina e 95% acidifica o meio de cultura com manitol como
fonte de carbono.

Os dados obtidos das
e fisiologicas foram agrupados e os resultados foram

caracteristicas morfologicas
representados graficamente através de um dendrograma.
Houve a distribui¢ao das estirpes em dois grandes grupos: o
grupo I, que contém 77% das estirpes e o grupo II com 23%
(grafico 2).

Utilizando um corte no coeficiente 10, as estirpes do grupo
I foram distribuidas em 7 subgrupos (IA, IB, IC, ID, IE, IF ¢
IG). No subgrupo IA, foram posicionadas apenas 2 estirpes
isoladas do Parana. O grupo IB engloba estirpes de Minas
Gerais e do Parana. O subgrupo IC foi formado por 23% das
estirpes desse estudo. Dentro deste subgrupo, dois distintos
agrupamentos foram formados com 100% de similaridade. O
primeiro destes agrupamentos incluiu a estirpe IPR-Pv 583,
isolada de sementes comercializadas no estado de Sao Paulo
e a estirpe de Rhizobium tropici (SEMIA4088=H12) utilizada
neste trabalho como referéncia. O segundo agrupamento com
100% de similaridade inclui as estirpes IPR-Pv 611, 1249
e 1252 isoladas de Londrina, Pitanga e Rio Branco do Sul,
respectivamente. O subgrupo ID contém estirpes isoladas do
Parana, no subgrupo IE contém estirpes do Parana e também
de Sao Paulo. Os subgrupos IF e IG foram formados por trés
estirpes cada sendo originarias de Sao Paulo, Parana e Minas
Gerais. O grupo II também apresentou alta diversidade, no
entanto, agrupou uma menor quantidade de estirpes (23%).
Nos subgrupos IIA e IIC, as estirpes foram isoladas do Parana
e de Minas Gerais. Apenas a estirpe IPR-Pv446, isolada do
municipio de Wenceslau Bras, Parana, formou o subgrupo IIB.

4 Discussio

Neste estudo, as estirpes de rizobio produziram valores
médios de AIA similares aos observados por varios autores
com microrganismos fixadores de N, do género Azospirillum.
Em estudo’®, trabalhando com A. lipoferum isolados de
plantas cactaceas no México, observaram as quantidades de
acido 3-indol acético (AIA) variando de 28,5 a 97,0uM"™,
também trabalhando com isolados de A. lipoferum, de raizes
de milho, obtiveram valores variando de 0,0 a 85,9uM de
AIA. Por outro lado, avaliando a produgdo de AIA por
isolados de A. brasilense, os valores apresentados por estes
mesmos autores foram maiores, variando de 8,0 a 148,9uM"
e de 205 a 428uM™. Isolados de Azospirillum amazonense em

meio de cultura, produziram uma quantidade de AIA entre 35
e 110uM,

Os resultados obtidos neste trabalho também sao similares
aos obtidos por Andrade et al. (2007)*! com estirpes de Frankia
(microrganismo capaz de fixar N, quando em simbiose com
espécies arboreas), isoladas de nodulos de casuarina, que
obtiveram uma produgdo de AIA variando da 5,9 a 98,8uM
em meio de cultura contendo L-triptofano.

Essas estirpes foram previamente selecionadas de uma
populacdo de aproximadamente 1.500 isolados, com base em
variaveis e eficacia simbiodtica (N total, massa seca da parte
aérea e nodulacdo) quando inoculadas em feijoeiro em solucao
nutritiva (dados ndo mostrados). Essas mesmas estirpes elites
selecionadas foram caracterizadas geneticamente'”.

Por muitas décadas, a caracterizagio de espécies de rizobio
foi baseada na habilidade especifica da bactéria em nodular
a planta hospedeira. Apesar de hoje possuir varias técnicas
refinas baseadas na biologia molecular. A classificagdo
morfofisioldgica ainda e uma técnica importantissima na
classificagdo de microrganismos'®!”.

A detecgdo da produgdo de melanina por estirpes de
Estudo
trabalhou com esta caracteristica, utilizando-a para analisar o
agrupamento de estirpes de rizbio simbiontes de feijoeiro™.

Segundo estudos?? a andlise taxondmica numérica com

rizobio foi previamente descrita por autores'!°.

base em testes morfo-fisiologicos tem sido uma ferramenta
importante para caracterizar e agrupar estirpes de rizobio.

5 Conclusao

Todas as estirpes de rizobio avaliadas produziram AIA
que variou de 20 a 301uM e algumas se mostraram melhores
produtoras em relagdo a estirpe padrio SEMIA4088.Através
da analise morfofisiologica verifica-se que essas 31 IPR-
Pv, embora pré selecionadas para eficacia simbidtica com
feijoeiro, apresentam alta diversidade sem relagdo com o
historico de origem.
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