Identificagdo e controle com antibidticos de bactérias endofiticas
contaminantes em explantes de batata micropropagados @
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Resumo — Este trabalho teve por objetivos isolar, caracterizar e identificar bactérias endofiticas
contaminantes encontradas em tecidos de batata durante a micropropagacao e selecionar antibiéticos
para o controle in vitro desses microrganismos por meio da determinagdo da concentracdo bactericida
minima inibitéria. Brotacdes de batata apresentando contaminagéo bacteriana durante a etapa de mul-
tiplicacéo in vitro, foram superficialmente esterilizadas e os internddios transferidos para placas de
Petri com &gar nutriente, onde permaneceram incubadas a 28°C por até cinco dias. Apos purificacao,
as bactérias foram caracterizadas e identificadas por testes taxondmicos. Um total de oito estirpes
bacterianas foram isoladas e identificadas como pertencentes as familias Acetobacteriaceae (1) e
Enterobacteriaceae (2) e aos génetosynebacteriun{3), Pseudomonaél) e Xanthomonagl).

Os melhores resultados para a inibicao do crescimento bacteriano foram obtidos com os antibiéticos
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina em concentra¢cées que variaram de 32 a
256 mg L%

Termos para indexacaSolanum tuberosuncontaminagéo, cultura de tecido, microrganismos.

Identification and antibiotic control of endophytic bacteria contaminants
in micropropagated potato explants

Abstract — This work aimed to isolate, characterize and identify contaminant endophytic bacteria found
in potato tissues during the micropropagation and to select antibiotics for in vitro control of these
microorganisms by determining the inhibitory minimal bactericidal concentration. Potato shoots pre-
senting bacterial contamination during the in vitro multiplication were superficially sterilized and the
internodes transferred to Petri dishes with nutrient agar medium for up to five days at 28°C. After
subcultures the grown bacteria were purified and identified through taxonomic tests. A total of eight
bacterial endophytic strains were isolated and identified as belonging to Acetobacteriaceae (1) and
Enterobacteriaceae (2) families a@drynebacteriun{3), Pseudomonagl) andXanthomonagl)

genera. The best results for bacterial growth inhibition were obtained with ampicilin, chlorampheni-
col, streptomycin and tetracycline antibiotics in concentrations ranging from 32 to 256 mg L

Index termsSolanum tuberosuneontamination, micropropagation, tissue culture, microorganisms.

Introducé&o dos em relacéo a um grande nimero de espécies de
plantas (Misaghi & Donndelinger, 1990; Musson
Relatos da presenca de microrganismai al., 1995; Raps & Vidal, 1998). Embora seus efei-
endofiticos em tecidos vegetais tém sido verificées sejam pouco conhecidos, sob condi¢bes in vitro,
a presenca destes microrganismos constitui-se numa
) ) ) das mais importantes causas de perda de material
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) ) . _vegetal. Os que tem sido isolados com maior fre-
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DF. E-mail:gerson@cenargen.embrapa.br as contaminacodes bacterianas, especialmente aque-
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las que permanecem latentes in vitro, ou seja, ndo Material e Métodos
apresentam crescimento visivel no meio nem sinto-
mas nos tecidos. Os ensaios foram realizados nos Laboratérios de Cul-

Frequentemente néo se evidencia de imediatdusa Qe Tecidos Vegetais e de Microbiologia Agricola e dq
presenca de bactérias nas plantas, sendo detecfygiente da Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria

somente apds algum tempo de cultivo, geralmerﬁ% Clima Temperado, Pelotas, RS. Plantas de batata das

, ., . cultivares Astrid, Baronesa e Eliza, com 6 a 8 cm de altu-
guando um grande numero de plantas ja esta propa- . : .
a, apresentando contaminag&o bacteriana visivel durante

gado. Além disso, por serem de dificil V'Sual'zagég' etapa de multiplicagdo em meio de cultura MS, foram
sao facilmente transmitidas de um material para Qibietadas e submetidas a desinfestac&o por meio de imers&o
tro durante a manipulacdo dos explantes. Quang@ alcool (70%) por 15 segundos. Em seguida permane-
as condi¢c6es do meio de cultura (nutricdo, pH) tareram imersas por 15 minutos em solug&o de hipoclorito
nam-se favoraveis ao seu desenvolvimento, as bgg-sodio (1,5%) com 0,1% de Tween-80 e foram enxa-

térias passam a competir por nutrientes mineraiggadas por trés vezes em agua destilada esterilizada.

carboidratos do meio de cultura, comprometendoD cada por¢do mediana da planta foi separado um

ltioli ~ d Vi d i infernddio, medindo de 0,3 a 0,5 cm de comprimento e
multiplicacao e o desenvolvimento dos CultiVOgansferido para placa de Petri com 20 mL de meio &gar

podendo leva-los rapidamente a morte. Esta detgfinriente (AN) (peptona, 5,0 g extrato de carne,
oragao dos explantes esta relacionada com a proglg-g L%; glucose, 5,0 g £; &gar, 15,0 g i£; pH 7,0£0,2),

cdo de metabdlitos fitotoxicos pelas bactérias, taisde permaneceu incubado a 28+1°C por até cinco dias.
como os &cidos lactico e acético, cianeto, além deDe cada cultivar foram cultivados cinco explantes in-
certos reguladores de crescimento e antibigticB¥idualmente. O tempo de incubacao durou apenas o

(Bakker & Schippers, 1987; Stanier et al 198-f1ecessério para a visualizacdo do crescimento bacteriano
K| | 1989"L it ' L 1991 v ao redor dos explantes em cultura, o qual foi observado
oepper etal.,  Lerfert et al., )- num periodo de até cinco dias. As coldnias foram entao

Do ponto de vista pratico, a melhor medida a SRipicadas para novo meio de cultura AN visando & purifi-
tomada € o descarte e autoclavagem do mategaao.

contaminado. Contudo, sendo necesséaria a manu-As coldnias bacterianas foram isoladas com base nas
tencdo do material, podem ser feitos tratamenteacteristicas fenotipicas (pigmentagéo, superficie, bor-
curativos com o uso de antibidticos. Usualment@@, textura) pela técnica de esgotamento por estrias.

essas substancias sdo incorporadas ao meiOEH&segwda,, 0s |solad0§_ foram E:aracterlzado_s e identifi-
cados em nivel de familia ou género por meio de testes

cultura por periodos que variam de dias a messgtteriol()gicos classicos, como coloragdo de Gram e
Ressalta-se, entretanto, que o sucesso do trabafiijigade (Humphries, 1974), catalase (MacFaddin,
com antibidticos somente pode ser obtido ap6s1980), oxidase (Kovacs, 1956), triplo-agar-agticar-ferro
isolamento, identificacéo e realizacdo de testes @&l) (Krieg & Holt, 1984), de fluorescéncia em meio
sensibilidade das bactérias. Por causa #&gB (King etal., 1954, citado por Bradbury, 1988),

fitotoxicidade e alto custo do tratamento, os antibiérobiose (Bradbury, 1988), endosporos (Leifert et al.,
6ticos devem ser utilizados apenas pa 89), crescimento em meio acidificado (pH 3,6 e 4,5),
aragina como uUnica fonte de C e N e atividade

. - . a
Contaml,n_antes espe_C|f|cos das culturas, pois Somq{@%olitica (Krieg & Holt, 1984). A microscopia eletroni-
as bactérias que estiverem dentro do espectro de Fembeém foi utilizada para observacao de uma série de

de cada antibiotico serdo controladas (Leifert et adaracteristicas importantes dos diferentes grupos de bac-
1991; Teng & Nicholson, 1997). térias, tais como a forma e arranjo das células bacterianas
O presente trabalho teve por objetivos isolag,presenca, localizagéo e tamanho dos flagelos.
caracterizar e identificar as diferentes bactérias Com 0s resultados dos testes, a identificacdo foi base-
endofiticas contaminantes encontradas em teci na classificacéo sisteméatica descrita por Krieg & Holt

. ~ . 84). Em todos os testes utilizou-se como padrdo de
de batata durante a micropropagacao e selecio %paragéo as espéci@acillus megateriume

anti_biéticos para o controle in 'vitrONdesseS MiCropseudomonas fluorescemertencentes a colegao de cul-
ganismos por meio da determinacgédo da concentfigras da Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuéria de Cli-
¢ao bactericida minima inibitoria. ma Temperado.
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A suscetibilidade das bactérias isoladas de explantg®o dos resultados, as diluigdes néo turvadas dos agentes-
de batata micropropagados foi testada por meio da pragate também foram plagueadas em meio AN, trés repeti-
de sensibilidade por difusdo com disco e determinacéogiges em placas de Petri, com a avaliagédo do crescimento
concentragdo bactericida minima inibitéria (MBCeita até 72 horas de incubacéo.

Minimal Bactericidal Concentration) (Falkiner, 1988). Os antibidticos empregados foram aqueles que mos-
As suspensdes bacterianas utilizadas nos testes foram yegam seletividade aos isolados, de acordo com os resul-
paradas colhendo-se um inéculo de cada cultura pura ct@asios obtidos no teste de sensibilidade por difusédo em dis-
18 a 24 horas de crescimento e transferindo-o paya ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina,
erlenmeyecom 50 mL de meio caldo nutritivo (CN) (peptonasifampicina e tetraciclina.

5,0gL% extrato de carne, 3,0 g glucose, 5,0 gL

pH 7,0+0,2, sem a adi¢éo do solidificante &gar); a incuba-
¢do foi de 24 horas a 28°C, com agitacdo a 360 rpm.

No testede sensibilidade por difuséo com disco, uma o . d 16ni dord |
aliquota de 10QL do agente microbiano em estudo foi crescimento das colonias ao redor dos explantes

espalhada sobre a superficie do meio de cultura AN, dff batata em agar nutriente foi observado em ate
placas de Petri. Em seguida, quatro discos de paHQS dias com a maioria das _bactena;. Outras, de cres-
(Laborclirt’), impregnados com antibiético, foram coloCimento mais lento, necessitaram cinco dias em cul-
cados, assepticamente, sobre o meio, sendo as placadi¥f-para que se tornassem visiveis. Foram isolados
téo incubadas no escuro a 28°C. Cada disco foi consitién total de oito estirpes bacterianas a partir de
rado como uma unidade de observagéo (repeticdo). explantes contaminados de batata das cultivares
O ensaio foi realizado utilizando-se 12 antibidticoBaronesa, Eliza e Astrid, oriundas de cultura de te-
(Mg mL2): amicacina (30), ampicilina (10), cefoxina (30)cidos. A coloragéo das coldnias variou entre creme,
cefalotina (30), cloranfenicol (30), eritromicina (15)pege e amarela (Tabela 1). Cinco das estirpes foram
estreptomicina (10), novobiocin (5), penicilina (10)gram-negativas (B2, B7A, B7B, B8A e B8B) e so-
rifampicina (5), tetraciclina (30) e vancomicina (30).  mente duas (B2 e B7A) apresentaram crescimento
A sensibilidade do isolado bacteriano ao antibiéticgob condicBes anaerdbicas. Todos os isolados apre-
teste foi avaliada ap6s 24 horas de incubacao, deter .'ntaram resultado do teste catalase positivo e
nando-se o tamanho do halo de inibi¢do. Foram consi {Sidase negativo. Nenhuma das estirpes formou cé-
rados suscetiveis ao antibidtico os isolados que apres|er|1- S . i
Hlas de resisténcia (endosporos) ou apresentou cres

taram a formag&o de um halo de inibicdo de 8 mm, co . L
forme Wilson & Power (1989). cimento em meio de cultura com o pH 3,6, ativida-

A determinacdo da concentracdo bactericida minirii§ heémolitica ou pigmentacao fluorescente em meio
inibitéria foi realizada por meio de diluicées seriadas d§inNg B. Os isolados cresceram em pH 4,5; os isola-
agente microbiano em meio CN na presenca do isolad@S B2, B7B e B8A ndo apresentaram crescimento
bacteriano em estudo. Onze tubos de ensaios com 2,0@ando a asparagina foi adicionada ao meio de cul-
de meio CN foram preparados em duplicata e esteriliZzaira como Unica fonte de C e nitrogénio.
dos em autoclave (15 minutos sob 121°C e 1,5 atm de Com o0s resultados obtidos e segundo as chaves
presséo). Em camara de fluxo laminar, as solu¢des ddassificatérias do Bergey's Manual of Systematic
antibioticos em teste, esterilizados por filtragéo (MilliporeBacteriology (Krieg & Holt, 1984), foi possivel en-
0,22pum), foram adicionadas individualmente ao meio dquadrar 0s isolados como membros das familias
cultura de forma a se obter uma diluicdo seriada de H¥#terobacteriaceae (estirpes B2 e B7A),
a 1/1024, correspondendo a concentracdes que variaigfetopacteriaceae (B7B) e dos géneros
de 2,0 a 1.024 mgtdo produto testado. O décimo pri-cq v nepacteriun{B3, B4A e B4B),Xanthomonas
Eglro tubo foi use_ldo como padréo (sem_ a adicdo de a?%_SA) e Pseudomonas(B8B) (Tabela 1).

i6tico). Em seguida, cada tubo de ensaio recebeul100 . . A .
O contaminante de maior frequéncia nas cultivares

de uma suspenséo bacteriana¥1@or 24horas, as bac- . B . .
térias foram mantidas 28°C no escursob agitacio foi 0 B2, que, isolado inicialmente da cultivar Astrid,

(360 rpm) em erlenmeyers com 50 mL de meio CN I[,apgmbém foi observado nos explantes das cultivares
crescimento. Baronesa e Eliza.

A avaliagdo da turvacdo do meio de cultura foi feita Entre as diferentes espécies pertencentes a fami-
diariamente por periodo de até 96 horas. Para confirnia- Enterobacteriaceae, o géné&nvinia constitui-

Resultados e Discussao
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Tabela 1.Caracterizacéo dos isolados bacterianos endofiticos obtidos de explantes micropropagados de batata das cultivaresBagdkeisd, Eli

Caracteristicas B2 B3 B4A B4B B7A B7B B8A B8B
Co® Creme Bege Creme Creme Creme Creme Amarela Creme
Formd" Irregular Circular Irregular Irregular Amebodide Irregular Circular Irregular
Superficié? Rugosa/opaca Lisa/brilhante Lisa/brilhante Rugosa/opaca Rugosa/opaca Rugosa/opaca Lisa/brilhante Lisa/brilhante
Tamanho da col6nia Pequena Média Média Média Pequena Média Média Média
Morfologia celular Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete™
Gram - + + + - - - - m
Utilizagdo Q Anaerobia facultativa Aerdébia Aerdbia Aerdbia Anaerobia facultativa Aerdébia Aerébia Aerébia 0
Endosporo - - - - - - - - .
Catalase + + + + + + + + p
’ 0}
Crescimento pH 4,5 + + + + + + + + @
Crescimento pH 3,6 - - - - - - - - =
Oxidase - - - - - - - - L
Atividade hemolitica - - - - - - - - o
Agar-actcar-ferr® 2 1 1 1 1 3 1 1 L
Motilidade + + + - + + + + ’
Pigmentagéo King & nr - - - nr - - -
Crescimento asparagina - + + + + - - +
Identificacad” Enterobacteriaceae Corynebacterium  Corynebacterium  Corynebacterium  Enterobacteriaceae  Acetobacteriacea&Xanthomonas Pseudomonas

(MApds 24 horas de cultivo em meio agar nutritivo a 28°C, pH2712com glicose fermentada mas sem sacarose ou lactose; 2: com lactose ou sacarose fermentada; 3: sem glicose, las®se ou sacaro
fermentadas®nr: teste ndo realizad®#Conforme Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg & Holt, 1984).
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se num dos mais importantes e tem sido relatado permalmente moveis, ndo esporogénicas e estrita-
diferentes autores como um dos principai®ente aerdbicas; seu metabolismo é respiratdrio,
contaminantes na cultura de tecidos (Leifert et ahyunca fermentativo. S4o microrganismos de ocor-
1989; Cassells & Tahmatsidou, 1996; Tanprasert@ncia normal em plantas, sendo encontradas abun-
Reed, 1998). Embora nédo tenham sido realizaddentemente em material vegetal em decomposicgéo,
testes mais especificos para comprovar tal hipéteseque também poderia evidenciar sua ocorréncia
€ provavel que as estirpes isoladas B2 e B7A, clasddgena em plantas.
sificadas como da familia Enterobacteriaceae, per- Os géneroXanthomonag Pseudomonatalvez
tencam a este género. Além de ja terem sido isof®ejam os mais relatados na literatura como
das no cultivo de batata in vitro (Long et al., 1988¢pntaminantes de cultivos in vitro (Duhem et al.,
segundo Krieg & Holt (1984), todas as espécies d988; Reed et al., 1998; Tanprasert & Reed, 1998).
géneroErwinia estdo associadas a plantas, quéspécies do géneXanthomonasao moéveis, nao
como patégenos (causadoras de podriddo), sapréfeaporogénicas, gram-negativas, aerobicas estritas e,
ou ainda constituintes da flora epifitica. Elas sdssualmente, as colénias sédo amarelas (Krieg & Holt,
gram-negativas e apresentam as células em fort®#84). Além de essas caracteristicas terem sido ob-
de bastonete. Além disso, sdo anaerdbicas facultagrvadas no isolado B8A, o que melhor caracteri-
vas, ndo formadoras de esporos e méveis por me@ o género foi a consisténcia gomosa das coldnias
de flagelos peritriquios. Todas essas caracteristiess meio de cultura. Possivelmente isto esteja rela-
foram observadas nos isolados B2 e B7A. Além disionado com a producdo de goma xantana, caracte-
so, segundo Romeiro (1995), alguns grupos podefstica das espécies pertencentes a este género (Pan
apresentar crescimento mais lento e as colonias eeal., 2000). O génefeseudomonasngloba gran-
rem apigmentadas e opacas em meio de culturaj® niimero de espécies, tanto saproéfitas como
gue também foi observado durante o seu cultivpatogénicas as plantas. Normalmente as bactérias
Embora grande parte das espécies deste génergesencentes a este grupo sao moveis, aerdbicas es-
tejam relatadas com efeitos patogénicos nas pldntas, ndo esporogénicas e apresentam catalase po-
tas, nos testes de hipersensibilidade realizados sitiva (Krieg & Holt, 1984).
plantas de fumo nenhuma reacéao foi observada. O antibidtico que apresentou 0 maior espectro
Bactérias pertencentes ao génerde acéo foi a tetraciclina, proporcionando halo de
Corynebacteriuntambém tém sido relatadas comdnibig&o superior a 8 mm em seis isolados: B2, B3,
contaminantes in vitro (Leggatt et al., 1988; LeifeB4A, B4B, B7A e B8A (Tabela 2). Nenhum antibi-
et al., 1991). As células bacterianas sao gram-paogiico mostrou-se eficiente no controle do crescimen-
tivas, em forma de bastonetes e ndo esporogénid¢as.da estirpe B7B. Ampicilina, cefalotina,
Além disso, séo aerdbicas estritas e a coloracdo deagomicina e rifampicina, a exemplo da tetraciclina,
colbnias pode variar de branca a amarela ou larariignbém apresentaram bons resultados quanto a
0 que constitui algumas das principais caracterissiiscetibilidade dos isolados.
cas das espécies deste grupo (Collins & Bradbury, Os outros antibiéticos, apesar de proporcionarem
1984). Os trés isolados classificados como pertgrara alguns isolados halo de inibigcdo superior a
centes a esse género (B3, B4A e B4B) apresentar@mmm, apresentaram menor espectro de agdo entre
essas caracteristicas. Long et al. (1988) também iag-estirpes, sendo, por isso, desconsiderados nos
laram e classificaram espécies do géneestudos subseqiientes.
Corynebacteriumem batata sob multiplicagdo Tais resultados permitiram fazer uma selec&o dos
in vitro e afirmam ser um dos principais contamiantibiéticos a serem utilizados para o exame da con-
nantes da cultura. centragdo bactericida minima inibitéria (CBMI).
Segundo Krieg & Holt (1984) e Stanier et alAssim, utilizaram-se para o referido teste os antibi-
(1987), bactérias do grupo Acetobacter apresentafticos ampicilina, eritromicina, rifampicina e
se na forma de bastonetes, gram-negativas, ctetraciclina. Acrescentaram-se a estes o cloran-
catalase positiva e reacdo de oxidase negativa. $&tcol, por ter sido 0 mais eficiente no controle da

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 7, p. 827-834, jul. 2003



832 J. E. S. Pereira et al.

estirpe B8A, e a estreptomicina, pela disponibilidanas inibitorias diferenciadas em relagédo aos antibi-
de e por seu controle eficiente sobre diferentes @ésicos testados. A mais baixa quanto ao B3 foi a de
pécies contaminantes in vitro (Wilson & Power256 mg L proporcionada pela ampicilina. Tanto em
1989; Reed et al., 1998). relacédo a eritromicina como a rifampicina, a con-
Nas espécies bacterianas da familia Entercentracéo inibitéria observada foi de 1.024 mig L
bacteriaceae (B2 e B7A), os antibidticos que aprd-concentracdo de 32 mgtlde tetraciclina foi a que
sentaram as mais baixas concentracdes inibitériaibiu o crescimento dos isolados B4A e B4B, sen-
foram a estreptomicina e a tetraciclina. Em ambosgla a mais baixa observada quando comparada com
partir da concentracdo de 128 m§ hdo mais se 0S outros antibidticos testados, ampicilina e
verificou crescimento bacteriano sobre o meio daitromicina.
cultura, apos 72 horas de incubagéo (Tabela 3). Quando se avaliou a CBMI em relagdo ao isola-
Os isolados do génem@orynebacterium(B3, do B7B, observou-se que os antibidticos mais efeti-
B4A e B4B) apresentaram as concentracdes mimds para seu controle foram o cloranfenicol e a

Tabela 2.Sensibilidade de estirpes bacterianas isoladas de batata in vitro a antibiéticos em razao do halo de inibi¢do
formado (mmb.

Antibiético Concentracéo Isolados
(ug mL?) B2 B3 B4A B4B B7A B7B B8A BSB

Amicacina 30,0 13,0s 4.0r 3,5r 2,5r 10,7s 0,00r 7,5r 7.2r
Ampicilina 10,0 5,5r 9,5s 10,0s 10,2s 10,7s 0,00r 0,0r 0,0r
Cefoxina 30,0 4.2r 4.0r 3,5r 3,7r 8,5s 0,00r 1,0r 0,0r
Cefalotina 30,0 5,0r 9,2s 9,2s 12,7s 9,5s 0,00r 0,5r 0,0r
Cloranfenicol 30,0 5,2r 9,2s 7,2r 7,5r 7,5r 1,00r 14,0s 3,7r
Eritromicina 15,0 85s 10,5s 10,0s 9,7s 4.7r 0,00r 10,0s 3,2r
Estreptomicina 10,0 13,2s 4,5r 3,2r 3,2r 8,5s 0,00r 0,0r 0,0r
Novobiocin 5,0 11,2s 7,2r 6,0r 8,2s 6,2r 0,00r 7,0r 3,0r
Penicilina 10,0 3,2r 6,5r 7,2r 9,2s 4,7r 0,00r 0,0r 0,0r
Rifampicina 5,0 9,2s 125s 11,5s 9,7s 5,2r 0,25r 6,5r 5,0r
Tetraciclina 30,0 16,0s 9,2s 8,2s 8,2s 14,2s 1,20r 13,7s 7,7r
Vancomicina 30,0 10,0s 4.7r 5,2r 5,7r 9,5s 0,70r 5,2r 3,7r

@r: resistente (halo < 8,0 mm); s: suscetivel (a0 mm).

Tabela 3.Concentragéo bactericida minima inibitéria (CBMI) dos antibidticos ampicilina, cloranfenicol, eritromicina,
estreptomicina, rifampicina e tetraciclina para as diferentes estirpes bacterianas isoladas de batata sob micrépropagacdo

CBMI (mgL™) Ampicilina Cloranfenicol Eritromicina Estreptomicina Rifampicina Tetraciclina

B2 B3 B4A B4B B7A B7B BBAB8B B3 B8A B2 B7A B3 B4A B4BB7BB8B B2 B4A B4B B7A B7B B8A B8B

0 + o+ o+ o+ + + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +

2 + o+ o+ o+ + + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +

4 + o+ o+ o+ + + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +

8 + o+ o+ o+ + + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +

16 + o+ o+ + + + + o+ + + + + + + + + 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ O+ +
32 + o+ o+ o+ + + o+ o+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ 4+ +
64 + o+ o+ o+ + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ + o+ 4+ +
128 + o+ + + + + - - + + o+ + o+ + - -
256 + + + + + - - + o+ o+ o+ 4+ -
512 - - - + + + - - + + o+ o+ o+ - -
1.024 - - - - - - - - - - -

@) +: crescimento; -: auséncia de crescimento.
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